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1. Bevezetés

1.1. Az ionizal6 sugarzas fajtai és hatasai

Az ionizald sugarzas olyan energiakozlés, amely semleges kozegben képes a vele
kolesonhatasba 1ép6 atomokat gerjeszteni, vagy roluk elektront leszakitva ionizélni,
ezaltal pedig toltéssel rendelkezd részecskéket (ionokat) 1étrehozni. Az €16 szervezetre
hatassal 1év0 sugarforrasokat feloszthatjuk eredetiik szerint (természetes, mesterséges)
¢és az ¢€lo szervezethez viszonyitott helyzetiik szerint (kiilsé és belsé sugarforrasok). A
természetes eredetli hattérsugarzast az emberi tevékenység kozvetlenil nem
befolyasolja, magaba foglalja a galaktikus és szolaris kozmikus sugarzast, illetve a
természetes, foldkérgi eredetli radioaktiv izotdpok sugarzdsit. Mesterséges eredetli
sugarforrasok azok, amelyeket az emberi tevékenység hoz Iétre. A mesterséges eredetii
sugarexpozicid legnagyobb része az orvosi diagnosztikdbol és a sugarterapias
kezelésekbol szarmazik, amelyek szama az utobbi évtizedekben rohamosan megnott
(Brenner and Hall 2007). Az orvosi sugarforrasokhoz  sorolhatbak a
rontgendiagnosztikai vizsgalatok, az izotdpdiagnosztika és radiofarmakonok, a
sugarterapias eljarasok (teleterapia, brachyterapia, radioizotop kezelés). A sugarforrasok
helyzetiik szerinti csoportositdsa alapjan kiilsé sugarterhelésnek nevezziik, ha a
sugarforras az emberi szervezeten kiviil van, mig a belsd sugarterhelés sordan a
levegébdl vagy a taplaléklanc elemein keresztiil a sugarforras a szervezeten beliilre

kertil (Thorne 2003).

1.1.1. A sugarzas biologiai hatasa és els6dleges célpontja a sejtben

Egyszeri fiziko-kémiai folyamattal kezdddik a sugarzas és az €16 anyag kozotti
kolcsonhatas. Sejtbe hatolva a sugarzads atomokat és molekuldkat gerjeszt, illetve
ionizal. Ez az éllapot nagyon instabil, azonban molekuldk kozotti kolesonhatasok révén
viszonylag stabil termékek kialakuldsdhoz vezet. Direkt a hatds, ha a sugarenergia
elnyelddése €s a kivaltott elsdédleges folyamat ugyanazon a molekulan jon 1étre, illetve
indirekt, ha kiilonb6zdkon, vagyis a valtozas egyik molekularol a masikra tevddik at.
Utébbira példa az olyan sugarzas, amelynek hatasara elébb a vizben (sejtek nagy
viztartalma miatt) keletkeznek nagy reakcioképességli szabad gyokok (az elektronok
kolcsonhatasba 1épnek a vizmolekuldkkal), majd ezek masodlagos reakcidik utjan a

biologiailag aktiv molekuldk atalakulasat, karosodasat okozzdk. Szabad gydk olyan



atom, amelynek kiilsé elektronhéjan egy paratlan spin elektron van, emiatt nagyon
reaktiv. A gyokreakcié sordn a szerves molekuldkbol is képzOddhetnek szabad gyokok,
igy egy reakciosorozat is beindulhat, amelynek eredményeképpen maga a DNS, illetve a
membran tobbszordsen telitetlen zsirsavmolekulai karosodnak (Riley 1994, Anker and
Shrieve 2009).

1.1.2. Kromoszoma-aberraciok

Gyakorlatilag barmelyik sejtalkotot karosithatja az ionizald sugarzas (példaul
sejtmembran, mitokondrium), azonban sokszorosan bizonyitott tény, hogy a sugarzas
sejten beliili elsddleges célpontja az 6rokitdanyag, a DNS. Sugarhatasra tobbféle DNS
karosodas is kialakulhat, ilyen az egylancu, vagy kétlancu DNS-torés, bazis-karosodas,
bazis-veszteség, két lanc denaturdcidja, a DNS két lanca kozotti intramolekuléris
keresztkotések, illetve a DNS-fehérje keresztkotések kialakulasa (Ward 1988). A
sugarkarosodast szenvedett sejtek sorsat alapvetéen az befolyasolja, hogy a kovetkezo
sejtosztodas el6tt ki tudjak-e javitani a DNS sériilésiiket. Azonban az intenziven oszt6do
sejtekben (példaul vérképzérendszeri Gssejtek) a ki nem javitott kettds lanctorésekbol
szarmazo letort DNS darabok nem keriilnek at az utodsejtekbe, az altaluk kodolt Gsszes
genetikai informacio elveszik. A nagymértékli informaciohiany kdvetkeztében a sejtek
nagy része az osztodast kovetden elpusztul. Ezzel magyarazhatdé az osztodd sejtek
fokozott  sugarérzékenysége, illetve a nyugalmi allapotban 1évé  sejtek
sugarrezisztencidja. A sejtek egy kis hdnyada a kialakult mutaciok ellenére életben
marad és a génhibaikat osztodas soran tovabb orokithetik az utddsejtekbe (Foray, Arlett
et al. 1997, Helleday, Lo et al. 2007, Vignard, Mirey et al. 2013).

A letalis kromoszoma-aberraciok kozé a dicentrikus és a gylrt alaka
kromoszomak tartoznak, amelyek mindegyike kétlanci DNS torések hibas javitasabol
szarmazik. A letalis kromoszoma-aberraciok szama fligg az ionizal6 sugarzas dozisatol.
Kisebb dozisok esetén az Osszefliggés linearis, mig nagyobb dozisoknal a hatas a dozis
négyzetével aranyos. Az egyén sugarterhelése becsiilhetd a periférids vér limfocitainak
kromoszdéma-aberracioibol, a limfocitak megfeleld tenyésztése és metafazisban valod
sejtciklus blokkolasa utan (errél bévebben a 3.5. fejezetben lesz sz6) (Chadwick and
Leenhouts 1998, Senthamizhchelvan, Pant et al. 2007).
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1.1.3. Determinisztikus és sztochasztikus hatdsok

Szervezeti szinten az ionizald sugdrzasnak két bioldgiai, egészségligyi hatdsat
kilonitjiik el, ezek az eleve elrendelt, determinisztikus, és a véletlenszer(i, vagyis
sztochasztikus hatasok. A determinisztikus hatasok egy bizonyos kiiszobdozis felett
biztosan be fognak kdvetkezni, és stlyossaguk a dozis nagysagaval n6, kialakulasuk oka
pedig a sugarzas okozta nagyfokt sejtpusztulas. Kis dozist sugarzas esetén is torténik
kismértékli sejtpusztulas, azonban a kiiszobddzis alatt nem jelentkezik semmilyen
szervezeti szint(i hatas. Ha a sejtpusztulas mértéke elér egy olyan szintet, amely az adott
szerv muikodését mar jelentésen befolyasolja, akkor szervezeti szintli tlinetek
jelentkeznek. lIde sorolhatéak a klasszikus sugarbetegség tiinetcsoportjai (vérképzo
rendszeri-csontvel6i szindroma, gyomor-bél rendszeri szindroma, agyi-érrendszeri
szindroma), amelyek az elszenvedett dozis fliggvényében, egy kiiszobdozis felett
alakulnak ki. Tovabba a lokalis besugarzas hatasara kialakulo akut sugarsériilések is ide
tartoznak, melyek a kronikus sugardermatitis, sziirkehdlyog, vagy a magzatot érd
kiilonb6z6 teratogén elvaltozasok (Fry 2001).

A sztochasztikus hatdsokon a daganat, illetve az 06rokl6dé megbetegedések
kialakulasat értjiik, vagyis statisztikai valoszinliség szerint megjelend hatasok ezek. A
hatas kialakuldsanak valdszinlisége az elszenvedett dozis nagysagaval ardnyos (minél
nagyobb az elszenvedett sugarddzis, anndl nagyobb valoszinliséggel alakul ki
sztochasztikus hatas), azonban a mar kialakult hatas (példaul daganatképzddés)
stlyossaga mar nem fiigg a dozis nagysagatol. Kiiszobdozisuk nincs, tehat a lehetd
legkisebb sugardozis is kivalthat sztochasztikus hatasokat, amelyek a besugarzast
kovetéen akar évekkel, évtizedekkel kés6bb jelennek meg. Igy a sugarvédelem alapvetd
torekvése ezen kockazatok minimalizaldsa és a sugarterhelés mértékének a lehetd
legalacsonyabb szintre vald szoritasa. A sztochasztikus hatasok kialakulasanak
hatterében az ionizald sugarzas okozta genom instabilitas €s mutaciok megjelenése all.
Ezen hatdsok koz¢é tartozik a daganatok keletkezése, illetve az 6rokloédo
megbetegedések kialakulasa (Rajaraman, Hauptmann et al. 2018, Domina and
Kopylenko 2022).
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1.1.4. Kis dozisu sugarzas hatasai

A kis és nagy dozisok kozotti hatdr maig vitatott a sugarbioldgiaban, azonban a
nemzetkodzi szakirodalomban megallapodas szerint a 100 mGy doézis alatti tartomanyt
tekintjiik kis dozisoknak. A sztochasztikus hatasok jellemzésére €s a sugarvédelemben a
doziskorlat meghatarozasara a linedris, kiiszobdozis nélkiili modellt (LNT) alkalmazzak.
A modell szerint mar egyetlen, alacsony energiaji és intenzitasi sugarforrasbol
szarmazo6 részecske is elegendo lehet ahhoz, hogy sugarzas indukalta daganatot okozzon
az exponalt személyben (Boice 2017). Azonban tjabb kutatasok eredményeképpen a
linearis Osszefiiggésen tl tovabbi harom modell is elképzelhetévé valt. Ilyen a sugarzas
kis dézisu tartomanyaban mérhetd hiperszenzitivitason alapuld, nem linearis modell,
amely az LNT modellhez képest magasabb kockdzatot josol. Tovabbi lehetséges modell
a kiiszobdozis modell, amely szerint egy bizonyos doézis alatt nincs kockézata a
sugarzasnak. A negyedik, hormesis modell szerint a kis dozisti sugarzas elOnyos,
hasznot tulajdonit annak. A kiilonb6z6é modellek jol mutatjak, hogy — a nagy do6zisokkal
ellentétben — a kis dozisok biologiai hatasai kevésbé egyértelmiiek, olykor
ellentmondasosak, ezért is vizsgalatuk a sugarbiologiai kutatasok kozéppontjaban all

(Doss 2013, Costantini and Borremans 2019).

1.2. Daganatellenes kezelések tipusai

Az onkologidban a daganatterapia egyik leghatékonyabb modja a lokalis
sugarterapia. A sugarterapia legfontosabb feladata a daganatos sejtek, szdvetek
elpusztitasa (citotoxikus hatas kifejtése) tigy, hogy a kornyezetiikben 1évo €p szovetek a
lehetd legkisebb mértékben karosodjanak, azok dozisterhelését minimalizalja. Fontos
azonban megemliteni, hogy a legtobb daganattipus esetében a kezelés multimodalis,
melyben a sugarterdpia mellett miitéti megoldasnak, a kemoterdpidnak, célzott
terapiaknak és az immunterapianak egyarant fontos szerepe van, illetve ezeket gyakran
kombinaltan kell alkalmazni. A terdpia eredményessége a daganat tipusatol és
elérehaladottsagatol fiiggden tobbféle lehet, elérhetd teljes gydgyulds is, azonban az
esetek egy részében remissziot koveté lokalis kitjulas és attétképzodés s
bekovetkezhet. Ilyen esetekben (ha a salvage miitét nem végezhetd el) és a betegnél
korabban mar teljes dozist irradidcid tortént, akkor az ismételt sugarkezelés soran

leadhaté dozis mar korlatozott (a kumulativ dézisok okozta szévédménykockazat
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minimalizalasa miatt) (Abusaris, Storchi et al. 2011, Abusaris, Hoogeman et al. 2012,
Janvary, Ferenczi et al. 2018).

1.2.1. Immunterapia a daganatgyogyitasban

Fontos kiemelni, hogy a fent emlitett hagyomanyos daganat kezelési modok
mellett az utobbi két-harom évtizedben egyre nagyobb hangsulyt kap a daganatellenes
kezelés 6todik pilléreként szdmontartott immunterapia, amelynek soran a beteg a sajat
immunrendszerének aktivalasa révén képes a hatékony tumor pusztitasra. Az
ugynevezett daganatellenes vakcinak esetében ex vivo az adott tumor antigén ellen
,betanitott” DC-k fokozzdk a tumorellenes immunaktivitdst, azonban magas
eszkoOzigénye miatt alkalmazasa kevésbé terjedt el (Bol, Schreibelt et al. 2019). Az
immunterdpidk masik csoportjdt az immunellendrzépont-gatlok képzik, amelyek a
negativ immunszabalyozas gatlasan alapulnak. Koziiliik is elsdsorban a daganat altali T
sejt szuppressziot megszintetd mechanizmusok bizonyulnak a leghatékonyabbnak
(Nagasaki, Ishino et al. 2022). A késObbiekben részletesen bemutatott
immunfenotipizalasi vizsgalataink sordn a mar ismert T-limfocita antigén-4 (CTLA4) és
a programozott sejthalal fehérje-1 (PD1) immunfék receptorok vizsgalatan tal egyéb, a
T sejtek felszinén expresszalodo gatlo, vagy épp aktivald receptorok vizsgalatara is

fokuszaltunk.

1.2.2. Sugarterapia a daganatgyogyitasban

A daganatgyogyitas tehat egy komplex, tobb tudomanyteriilet szakmai tudasat
igényl0 szegmense a gyodgyaszatnak, ahol azonban a folyamatosan fejlédo, egyre
célzottabb terdpiak mellett a sugarkezelés mindmaig az egyik alappillére a daganat
gyogyitasnak. A sugarterapias eljarasokat az alkalmazott sugarforras €16 szervezethez
képesti elhelyezkedése alapjan két fO0 kategdridba sorolhatjuk, ezek a kozel- és
tavolbesugarzasi eljarasok. A vizsgalatainkba bevont fej-nyaki és prosztata daganatos
betegek kezelésére ma mar tobb alternativ kozel- és tavolbesugarzasi eljaras is
rendelkezésre all, amelyek hatékonysdga hasonld, azonban az immunrendszerre
gyakorolt hatasuk eltéré lehet. Ennek kdszonhetéen lehet6ségiink nyilt a kiilonb6zo

besugarzasi  protokollok  immunrendszerre gyakorolt hatasat vizsgalni és
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Osszehasonlitani a talélé betegekben. A kovetkezo alfejezetekben roviden ismertetem a

leggyakrabban alkalmazott sugarterapias eljarasok tipusait.

1.2.2.1. Teleterapia

A teleterapia, avagy ,tavolbesugarzas” a testtdl bizonyos tavolsagra elhelyezett
(kiils6) sugarforrasbol torténd kezelés. Tobbféle berendezés hasznélata is bekeriilt a
gyakorlatba hosszabb-révidebb idére. Az els6 ilyen gépek a rontgenkésziilékek voltak,
majd kobalt- és cézium agyuk, amelyek a nevilket az alkalmazott mesterséges
radioizotopokrdl kaptak. Mig a cézium agyik hasznalata nem terjedt el, addig
kobaltagytkat ma is haszndljdk a daganatterapiaban. Ugyanakkor napjainkban egyre
elterjedtebbé valnak és atveszik a sugdrzé izotdpok alkalmazasan alapuld technologiak
helyét az ugynevezett linearis gyorsitok. Ezek a részecskegyorsitok egy valtozatat
képviselik, amellyel elektromosan toltott részecskéket (példaul elektronokat,
protonokat, pozitronokat) képesek egyenesvonalu palyan gyorsitani. Leggyakrabban az
elektronnyalabokkal el6allitott rontgensugarzast alkalmazzak a daganatos betegségek
kezelésére (Friedman 1992, Friedman 2008).

1.2.2.2. Alacsony (LDR) és magas dozisrataju (HDR) brachyterapia

A brachyterapia, avagy ,koOzelbesugarzas” esetében a sugarforrast az ¢élo
szervezeten beliilre, testiiregekbe helyezik applikatorok segitségével, vagy a szovetekbe
szurjak erre alkalmas tiik felhasznalasaval (Zaorsky, Davis et al. 2017). A nagy
dozisteljesitményti (HDR; high-dose-rate) brachyterépia soran afterloading (utantoltd),
robotikusan vezérelt technikat alkalmazzdk, amely par perces kezelést jelent, majd a
sugarforrast eltavolitjadk a szerveztb6l. Ennek soran leggyakrabban iridrium-192-es
izotopot (Ir-192) hasznalnak (Mate, Gottesman et al. 1998). A kis dozisteljesitményii
(LDR; low-dose-rate) brachyterépia esetében ugynevezett seed-et alkalmaznak, amelyek
permanens sugarforrasként a beteg testében maradnak (életiik végéig), és folyamatosan
fejtik ki daganatroncsold hatasukat. Fontos kiemelni, hogy a mi vizsgalati
rendszeriinkben ez a terapia tipus testesiti meg az alacsony doézisu sugarterhelést, hiszen
a teljes dozis (145 Gy) nagyon lassan, koriilbeliil egy év alatt keriil leadasra a prosztata
szovetébe. Leggyakrabban alkalmazott permanens sugarforrasok a jod-132-es (1-132) és
a palladium-103-as (Pd-103) izotopok (Marcus, Jani et al. 2010).
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1.2.2.3. Kiber-kés (CyberKnife) terapia

A kumulativ dozisok minimalizalasahoz rendkiviil hasznos lehet a napjainkban
egyre elterjedtebb sztereotaxids sugarkezelési forma, az ugynevezett Kiber-kés
(CyberKnife), amely rendkiviil preciz, célzott sugarsebészeti technoldgia, az ¢ép
szovetek nagyfoku védelmét biztositja. A kezelés hazankban is elérheté 2018 ota (Ma,
Wang et al. 2017, Janvary, Ferenczi et al. 2018).

1.2.3. Az ionizal6 sugarzas hatasa a daganatsejtekre

A daganatok sugarzassal szembeni érzékenységét szamos tényezd befolyasolja,
ebbdl adddodan eltér6 modon reagalnak a sugarterapiara. Ilyen tényezOk a daganatot
felépit6 egyes sejtek sugarérzékenysége, a daganat mikrokornyezetében 1évé hipoxia és
annak mértéke, a sugarterapia utani reoxigenizacio foka, valamint a tumorsejtek
osztodasi kinetikdja, amely egyben megszabja repopulacidjuk gyorsasagat is. Tovabba a
tumoros mikrokdrnyezet talan legnagyobb jelentdséggel bird tagjai az immunrendszer
kiilonbo6z6 sejtjei, amelyek befolyasoljak és meghatdrozzék a lokalis gyulladas, illetve a
daganatellenes immunvalasz tipusat és mértékét (Lumniczky and Safrany 2016). Ebben
a fejezetben ismertetem a sugarzas daganatsejtekre kifejtett hatdsat, majd az
immunrendszer sejtes elemeinek rovid bemutatasa (1.3. és 1.4. fejezetek) utan kitérek a
sugarzas immunrendszerre kifejtett hatasaira (1.5. fejezet).

Sugarzas hatasara a daganatsejtek a legtobbszor nem pusztulnak el azonnal,
hanem tobb sejtosztodast kovetden késdi, a mitdzisban bekdvetkezett hiba
kovetkeztében kialakuld ugynevezett mitotikus katasztrofa (,,mitotic catastrophe™)
kovetkeztében pusztulnak el. Ez az apoptozistol fliggetlen sejthalalozasi forma (mint
ahogyan az autofagia és a nekrozis is) (Okada and Mak 2004). A sejtosztodas soran a
G2 fazis ellendrzépontja nem mitkddik (CDK1; ciklin-dependens kindz 1 miikodésében
bekovetkezett hiba miatt), akkor a sejt ,,éretleniil” 1ép mitozisba, miel6tt a DNS teljesen
replikalédna, vagy a DNS-karosodast a sejt kijavitotta volna. A szabalyozé fehérjék
hibaja miatt aberrans mitozis vezet a mitotikus katasztrofahoz, a sejt haldlahoz. Ezek
a lassan pusztuld sejtek metabolikusan még sokaig aktivak maradnak és képesek tovabb
termelni szamos, az immunrendszer miikodését befolyasold molekulat is, amelyek
egyrészt lokdlisan a tumor kornyezetében fejtik ki hatdsukat, masrészt a keringésbe

keriilve  szisztéméasan  befolyasoljdk  az  immunrendszert. = Részben ez
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a mechanizmus felelés a lokalis sugarterapia szisztémas hatasaiért. Ugyanakkor
sugarzas hatdsiara mind a tumorsejtek, mind a daganatos mikrokornyezetben jelen levd
nem daganatos sejtek szeneszcens (korai oregedés) allapotaba is keriilhetnek, ezaltal
végleg elveszitik osztodasi képességiiket, de metabolikusan aktivak maradnak, és az
ugynevezett szeneszcencia altal aktivalt szekretorikus fenotipus (SASP, ,,senescence-
activated secretory phenotype”) alakul ki. Ebben az éallapotban képesek olyan
citokineket és kemokineket termelni, amelyek gyulladasos reakcidkat valtanak Kki.
Amennyiben ez a szeneszcens fenotipus a daganatsejtekben alakul ki a sugarzast
kovetden ¢és rovid ideg all fent, akkor a felszabaduldé gyulladasos faktorok
immunaktival6 hatasuak, mig ha a tumor kornyezetében 1évo egyéb sejtekben alakul ki
a fenotipus és tartdsan fennmarad, akkor a kialakuld krénikus gyulladds immungétlo
hatasa (Coppe, Patil et al. 2008, Davalos, Coppe et al. 2010, Tchkonia, Zhu et al. 2013).
Az 1.4.2. fejezetben a szeneszcens T limfocitdk részletesebb bemutatisara keriil sor.
Végiil ritkabban ugyan, de sugarzas hatasara a daganatsejtekben korai sejthalal
(leggyakrabban apopt6zis) is kialakulhat (Lumniczky and Safrany 2015). Immunologiai
szempontbol immunogén és tolerogén sejtpusztulasi mechanizmusokat kiilonithetiink el.
Immunogén esetében olyan molekuldk keriilnek a tumorsejtek felszinére és/vagy az
extracellularis térbe, amelyek képesek a daganatellenes immunvalaszt aktivalni, mig a
tolerogén sejthaldl soran a pusztuld tumorsejtek az immunrendszer aktivaciojat gatlo
molekulakat fejeznek Ki. A sugarzas mind a két sejtpusztulast képes befolyasolni.

A daganat progresszid soran a tumorsejtek szamos olyan mechanizmust
fejlesztenek ki, amelyekkel képesek az immunrendszer elemei el6l megbtjni (,,tumor
escape”), ezaltal kikeriilnek az immunologiai feliigyelet alol, fokozva ezzel az
immunszuppresszio mértékét, amely a daganatképzédéshez vezet (Whiteside,
Mandapathil et al. 2011). Ilyen immunrendszert ,kijatsz6” mechanizmus példaul a
daganatsejtek felszinén az alacsony f6 hisztokomatibillitasi komplex (MHC)-
expresszio, az adhézids és kostimulator molekulak hidanya, a tumor antigének elfedése,
illetve immunszuppressziv hatast citokinek termelése. A felsorolt mechanizmusok
mindegyike a tumorsejtek életben maradasat és a daganat kialakulasanak lehetGségét
fokozza. Tobb human daganat esetében kimutattak, hogy a sugarzas képes fokozni
atumorsejtek  felszinén az  MHCI-molekulak  mennyiségét, javitva az

antigénprezentacidt, azaz a tumorsejtek immunrendszer 4ltali felismerését ¢és
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eliminalasat (Santin, Rose et al. 1996, Santin, Hermonat et al. 1997, Lumniczky and
Safrany 2015).

A daganatsejtek €s az Oket koriilvevo mikrokdrnyezet szinte valamennyi sejtje
kiilonb6z6 (aktivalo, vagy gatld) citokineket és kemokineket képes termelni. Szintén
fontos megemliteni, hogy a sugarzas adaganaton beliil képes befolyasolni
A sugarzas nemcsak a tumorellenes immunrendszert stimulald citokinek termelédését
képes serkenteni a daganaton beliil, hanem az immunrendszert gatlokét is (példaul IL-
10, TGF-B és TNF-a), igy kozvetleniil is hozzajarulhat a daganatok progresszidja soran

kialakul6 altalanos immunszuppressziohoz (Yamamoto, Kimura et al. 2003).

1.3. Velesziiletett immunrendszer feladata és sejtes elemei

Az evolucio soran a fert6z0 agensek, valamint a nem sajatként felismert,
gazdaszervezetre veszélyes, illetve tumorossa fajult sejtek eltavolitasara kétféle
immunrendszer fejlodott ki, ezek a velesziiletett (nativ) és a szerzett (adaptiv)
rendszerek, amelyek szorosan ¢és 0Osszehangoltan egyiittmiikodve biztositjdk az
immunhomeosztazist. A velesziiletett immunrendszernek alapvetd szerepe van az
adaptiv immunvalasz elinditasaban ¢és irdnyanak meghatarozasaban is, vagyis annak
»eldontésében”, hogy az adaptiv immunrendszer mely antigénekre milyen effektor
mechanizmussal valaszoljon. Ugyanis a velesziiletett immunrendszer sejtes és szolubilis
elemei biztositjdk a szervezet elsé immunologiai védelmi vonalat. Veszélyt észlelve
azonnal képesek aktivalodni, azonos vagy nagyon hasonldé mechanizmusokkal valogatas
nélkiil képesek a szervezetet karositd kiillonb6z0 patogének lekiizdésére, és minden
esetben hasonld lépésekben zajlik le az eliminacios folyamat, igy a velesziiletett
immunrendszer védekezése a patogénre nézve nem fajlagos. Tovabba fontos szerepe
van a velesziiletett immunrendszer elemeinek a sériilt, szeneszcens és az apoptotikus

sejtek felismerésében, bekebelezésében és eltavolitasaban is (Yatim and Lakkis 2015).

1.3.1. Monocitak, makrofagok
A human csontveldi hematopoetikus dssejtbdl (HSC) differencialodd monocitakat
korabban két alpopulaciora osztottak a Lipopoliszacharid (LPS) receptor CD14 (cluster

of differentiation 14) ¢és a CDI6 sejtfelszini markerek expresszioja alapjan
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(CD14+CD16- és CD14+CD16+) (Zhao, Zhang et al. 2009), de az ujabb kutatasok és
nomenklatura alapjan a CD16+ alcsoportot tovabbi két kisebb populaciora bontjak, igy
megkiilonboztetjik a CD14™9*CD16- klasszikus (,classical”), a CD14M™9*CD16+
atmeneti/intermedialt (,,intermediate”) és a CD14+CD16M9% nem-klasszikus (,,non-
classical”) monocita csoportot (Ziegler-Heitbrock, Ancuta et al. 2010). A teljes
monocita csoporton beliil a legnagyobb aranyban a klasszikus monocitak fordulnak el
(~85%), a maradék 15%-on osztozik a masik két csoport (nem-Klasszikus: ~10%,
intermedialt: ~5%). Atfogd gén expresszios vizsgalatok tették nyilvanvaloéva a harom
populacié kozott fennalld fenotipikus és funkcionalis kiilonbségeket. A klasszikus
monocitak elsédleges feladata a fagocitozis, mig a masik két csoport képes példaul a
staphylococcal enterotoxin B (SEB)-medialt T-sejt proliferacio stimulalasa. Az
intermedialt csoport a legf6bb ROS termeld populdci6 homeosztatikus koriilmények
kozott, és érképzodést stimulald hatasuk is van, szamos pro-angiogenezis faktor
receptorat expresszaljak a felsziniikon, példaul endoglin (ENG), Tie2 tirozin kindz és a
vaszkularis endotelialis novekedési faktor 2 (VEGFR2) receptorokat (Zawada, Rogacev
et al. 2011). A monocitak a felszini CD14 molekulak segitségével a gyulladasos
stimulusokra, példaul lipopoliszacharidokra is képesek reagalni (CD14 az LPS
koreceptora), azonban a stimulus hatasara eltéré citokineket termelnek; klasszikus
alcsoport elsésorban 1L-10, G-CSF, CCL2, RANTES, IL-6, IL-8 kemokineket, az
intermedialt csoport: IL-6 és IL-8 interleukineket, mig a nem-klasszikus monocitak
elsésorban TNF-a, IL-1B, IL-6 és IL-8 kemokineket expresszalnak (Wong, Tai et al.
2011, Wong, Yeap et al. 2012).

A csontveldt elhagyva a véraramon keresztiil a monocitak kiilonb6zé stimulusok
hatasara szovetekbe vandorolnak, és véglegesen differencialt makrofagokka érnek.
Kisebb résziikk a vérerekben marad, mint endotelidlis makrofdg, nagyobb résziik
szovetekben kiilonb6z6 tipust makrofagokka (példaul maj Kupffer-sejtjei) alakulnak. A
makrofagok egy része nem marad a differencialodés helyszinén, hanem vandorolnak a
szervezetben. A szovetekben talalhatd nyugvo makrofagok mellett a periférian
kimutathatok az aktivalt fenotipusi sejtek is, amelyek a szdveti stimulusok
kovetkeztében fokozott miikodésre képesek (Grage-Griebenow, Flad et al. 2001,
Martinez, Gordon et al. 2006). A makrofagok kulcsfontossagu szerepet toltenek be

mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszer miikodésében. Egyik legfontosabb
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funkcidjuk a kiilonb6zo tipust és méretli partikulumok, korokozok és idegen anyagok
bekebelezése, amellyel a szervezet elsddleges védelmi vonalat biztositjak. Tovabba a
szervezetben naponta nagy mennyiségben keletkezd apoptotikus sejtek eltakaritasat is
elsésorban a makrofagok végzik, megakadalyozva igy a sajat struktarak altal indukalt
autoimmun folyamatok kialakulasat. llletve a naponta nagy szamban -elpusztuld
eritrocitak feldolgozésa soran keletkezd vas vérkeringésbe torténd visszajuttatasat is 6k

végzik (Atri, Guerfali et al. 2018).

1.3.1.1. Prosztata specifikus antigén (PSA) fagocitdzisa

Az el6z0 fejezetben ismertetett szamos makrofag funkcion tul szeretném kiemelni
a tanulmanyom szempontjabol is fontos feladatat a makrofagoknak. Az o0sztddo
monocitak képesek a prosztata daganatos mikrokdrnyezetbe vandorolni, majd ott
aktivalt makrofagokka differencialédnak. Fagocitotikus képességiiknek kdszonhetben a
prosztata, illetve a daganatsejtek altal a tumoros mikrokdrnyezetbe kibocsatott prosztata
specifikus antigént (PSA) is képesek aktiv modon bekebelezni, majd a PSA+
makrofagok a vérkeringésben is megjelennek, igy minimalisan invaziv modon, a
periférids vérbdl is vizsgalhatd a mennyiségiik. A cirkularis PSA+ makrofagok
monitorozasa segitséget nyujthat a jo és rosszindulatu prosztata daganatos elvaltozasok
elkiilonitésében (Herwig, Mitteregger et al. 2008, Leers, Nap et al. 2008). Jelenleg a
prosztata daganat kimutatdsara egyedill a plazma PSA markert hasznaljak, azonban
megemelkedett szintje nem csak malignus, hanem a prosztata szovetét érintd egyéb
joindulata elvaltozdsok kovetkeztében is tapasztalhato, igy tumor specificitdsuk nem

megfeleld (Telesca, Etzioni et al. 2008).

1.3.2. Dendritikus sejtek (DC; Dendritic Cell)

A dendritikus sejtek mieloid és limfoid el6alakokbol egyarant kialakulhatnak,
ujabb kutatdsok szerint a DC-k hematopoézise elkiiloniil a monocitdk vonalétol,
azonban kiilonboz6 stimulusok hatasara, példaul gyulladds kdvetkeztében a monocitdk
képesek dendritikus sejtekké differencialodni (Collin and Bigley 2018). A dendritikus
sejtek eredetilk, membranstruktaraik ¢és funkcidik tekintetében is két, elkiilontilt
sejtpopulaciot alkotnak. A CD11c+ mieloid, avagy ,.konvencionalis” DC-kre jellemz6 a

hatékony antigénfelvétel és antigénprezentacios képesség (Guilliams, Ginhoux et al.
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2014), a CD123+ limfoid, vagy ,plazmacitoid” DC-k elsésorban virusfertézés
kovetkeztében aktivalodnak, és nagy mennyiségben termelnek IFNa és IFNJ antiviralis
hatasu citokineket (Reizis 2019). A DC-k intenziv antigénfelvevd, atalakitd és bemutato
képességlik révén, mint hivatdsos antigéprezentaldo (APC) sejtek, a specifikus adaptiv
immunvalasz beinditasdban nélkiilozhetetlenek. Az antigén felvételét, fagocitdzisat
kovetden kozeli nyirokcsomoba vandorolva valnak érett DC-vé. Az érési folyamat soran
tobb ezer gén aktivalodik, ami a DC-k fenotipusanak megvaltozasat okozza, tébbek
kozott a patogénfelismerd receptorok szama lecsokken, mert fagocitdzist mar nem
végeznek, de nagy szdmban fejeznek ki membranjukon MHC-molekulakkal asszocialt
peptideket és kostimulator molekuldkat (CD40 ¢és B7 csaladba tartozé6 CD80 és CD86),
tovabba citokintermelésiik is fokozodik. Az érett DC-k az MHC-antigénkomplex
bemutatasaval, kostimulator molekulak kozvetitésével és IL-12-termeléssel a
nyirokcsomokban talalhatd, antigénspecifikus érett, naiv T sejtek leghatékonyabb
aktivatorai. A DC-k az MHC-I molekulaikon keresztiil a citotoxikus CD8+ T sejteknek,
mig az MHC-II receptorokon keresztiil a CD4+ T sejteknek képesek antigént
prezentalni, igy egyidejiilleg képesek mind a CD8+, mind a CD4+ T sejteket aktivalni
(Thery and Amigorena 2001). A T sejtek a T-sejt receptoraikon (TCR) keresztiil
kapcsolodnak a DC-k MHC-peptid komplexéhez. Azonban 6nmagaban ez még nem
vezet sikeres antigén prezentacidohoz és T-sejt aktivacidhoz. Sziikséges, hogy a két sejt
kozotti kapcsolat stabil és hosszan tartd legyen, amelyet a DC-k felszinén kifejez6do
adhézios és kostimulaciés molekulak tesznek lehetévé, hozzakapcsolodva a T sejtek
felszinéhez (példaul: CD28 molekulahoz). A kialakult stabil kdlcsonhatast nevezziik
immunolégiai szinapszisnak (Dustin  2014). Ennek kovetkeztében mindkét sejt
citokineket termel, ami tovabb erdsiti a T-sejt aktivacio hatékonysagat. Sikeres
aktivalast kovetéen a CD8+ T sejtek direkt sejtpusztitdo hatasu perforin és granzim
fehérjéket termelnek, amelyek a target sejt hartyajan réseket képeznek, igy a sejtet
lebontd enzimek bejuthatnak, majd elpusztitjak azt (Zhang and Bevan 2011). A DC-k
altal sikeresen aktivalt CD4+ T sejtek szintén citokineket termelnek, amelyekkel
egyrészt a B sejtek ellenanyagtermeld plazmasejtekké torténd érését, valamint a
citotoxikus T sejtek sejtpusztitd aktivitasat segitik. TNF-a és INF-y citokinek
termelésével fokozzak a tumorsejtek MHC-I expressziojat, és igy azok kevésbé tudnak

»elbujni” a CD8+ T sejtek eldl (Dustin 2014).

20



1.3.3. Természetes 6l6sejtek (NK; Natural Killer)

A természetes O0losejtek alkotjadk a T- és a B-limfocitdk mellett a harmadik {6
limfoid sejtpopulaciot. A csontveldi eredetii limfoid dssejtekb6l keletkeznek, azonban
ezekben a sejtekben nem torténik meg az antigénfelismerd receptorlancok
génatrendez6dése, igy a limfocitakkal ellentétben 6k nem rendelkeznek specifikus
antigénkoto receptorral, igy a CD3 kostimulacids markert sem expresszaljak. A felszini
CD56 adhézios molekula és a CD16 aktivacios receptor expresszios profilja alapjan 6t
kiilonbozd érési és aktivaltsagi allapotat tudjuk megkiilonboztetni az NK sejteknek.
Ezek az éretlen prekurzor formak (CD56M9%CD16-), éretlen/korai érett
(CD56M93CD16%cs0) | érett, citotoxikus formak (CD562¢YCD16M9%) tovabba az
aktivaciot koveté degranulalt format (CD56%2°YCD16-), illetve a folytonos és hosszan
tartd aktivacios stimulus kovetkeztében kialakulo anergikus NK sejtek (CD56-
CD16M%%) (Amand, Iserentant et al. 2017). Mint az NK sejtek a velesziiletett
immunrendszer elemei, aktivacids stimulusra — példaul fert6zott vagy malignus sejtek
jelenlétére — azonnal reagalnak, és elpusztitjadk azokat antigénkotd receptorok jelenléte
nélkil (innen a természetes Olosejt elnevezés), még mieldtt a CD8+ T sejtekkel
talalkozna az idegen sejt. Az érett NK sejtek sejtpusztitdé miikodésének alapja, hogy
képesek kiilonbséget tenni a normal, illetve a virussal fert6zott, vagy tumorossa fajult
sejtek kozott a sejtfelszini MHCI-molekuldk expresszids szintje alapjan, amely az
utobbi, megvaltozott sajat, vagy idegen strukturak esetében drasztikusan lecsokken. Az
NK-sejtek amellett, hogy a felismerést kovetden rovid idén beliil elpusztitjak a
veszélyes sejteket, jelzik a veszElyt az adaptiv immunrendszer szamara (Kim, Chwae et

al. 1997).

1.4. Adaptiv immunrendszer feladata és sejtes elemei

Az adaptiv immunrendszer onmagéaban nem képes immunvédelmet biztositani — a
fagocitak (elsdsorban a DC-k és a makrofagok), vagyis a velesziiletett immunrendszer
elemeinek fent ismertetett funkcidi nélkiilozhetetleneck a T- és a B-limfocitak
aktivalasdhoz. A velesziiletett immunrendszer és szerzett immunitast biztositoé fajlagos
védekezd rendszer sok szempontbol eltér egymastol. Legfontosabb kiilonbség, hogy az
adaptiv immunvalasz fajlagos: az effektor funkcidk csak az azokat kivaltd antigén ellen

iranyulnak. Az adaptiv folyamatokat a T és a B sejtek kozvetitik, ezek jelen vannak a
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szervezetben, de a végrehajtoé funkciok ellatasara csak bizonyos idé (tobb nap, illetve
hét) elteltével valnak képessé, amikor a klonalis expanzié eredményeként kelld szamban
felszaporodnak majd differencialédnak a megfeleld fajlagossagi receptort hordozo
limfocitak. Szintén fontos kiilonbség, hogy az adaptiv folyamat soran immunologiai
memoria is kialakul; ha ugyanazon antigén ismételten a szervezetebe jut, akkor sokkal
gyorsabban ¢és hatékonyabban alakul ki a masodlagos valasz (Yatim and Lakkis 2015,
Magadan 2020).

1.4.1. Naiv, effektor és regulator T limfocitak (Treg)

A limfocitak a limfoid iranyban elkotelezett Gssejtbol fejlodnek ki. A T limfocitak
érésének egy bizonyos szakaszaban a prekurzor alakok elhagyjak a csontvel6t és
elvandorolnak a timuszba, ahol az antigéntdl fliggetlen érésiik teljessé valik. Az érés
soran eldszor pozitiv klon szelekcion esnek at, ezzel kiszelektalodnak azok a T sejtek,
amelyek felismerik a sajat MHC molekulakat. Ezutan a CD4+ helper és a CD8+
citotoxikus T limfocitak érése ketté valik, és megjelenik a felsziniikkon a T-Sejt receptor
(TCR+CD3+ sejtek). Ezt kovetéen a timusz makrofagjaival és dendritikus sejtjeivel
Iépnek kapcsolatba az éré T sejtek, és azok a T sejtek, amelyek a TCR révén nagy
affinitassal tudnak kapcsolédni a sajat antigénekkel, az érés ezen fazisaban
elpusztulnak. Ez a T sejtek negativ szelekcidja, amelynek révén "megtanuljak" a sajat
antigén felismerését és kialakul az ugynevezett autotolerancia (Kondo, Ohigashi et al.
2019). Az igy éretté valt naiv T-limfocitak elhagyjak a timuszt és a véraram tutjan jutnak
el a masodlagos nyirokszervekbe. Tovabbi sorsukat a szoveti sejtekkel €s a hivatasos
APC-vel valo talalkozas kdvetkezményei hatarozzak meg. A T-limfocitak az APC-kel
vald kapcsolodast kovetden eltéré citokin receptorokat, transzkripcids faktorokat és
citokineket kifejezd effektor T-limfocitakké differencidlodhatnak. A naiv CD4+ sejtek
T helper 1- (Thl), Th2- vagy Th17- effektor sejtekké, mig a naiv CD8+ T-limfocitak
sejtpusztitd képességgel rendelkezé végrehajto sejtekké fejlddnek (Luckheeram, Zhou
et al. 2012, Mittrucker, Visekruna et al. 2014).

Fontos megjegyezni, hogy a periférids vérben 1évé CD4+ és CD8+ T limfocidk
aranya (CD4+/CD8+) biomarkerként funkcional, melynek normal értéke 1,5-2,5 hatarok
kozott mozog (befolyasolhatja a kor, nem, genetika). Tovabba eltolja az aranyt

kiilonbozo viralis fertézések (példaul HIV) vagy daganat jelenléte (Amadori, Zamarchi
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et al. 1995, Howard, Fasano et al. 1996, Sheu, Hsu et al. 1999, Jiang, Kang et al. 2004,
Xu, Luo et al. 2009). Korosan alacsony aranya (<1.0) immunszeneszcenciara,
szeneszcencia-indukalta diszfunkciora, illetve fokozott T limfocita aktivaciora utal
(Serrano-Villar and Deeks 2015, Sato, Adachi et al. 2019), mig tartdsan magas aranya
(>1.5) fokozott gyulladasos folyamatokra és megnovekedett T helper aktivaciora utal
(Salih, Almehmadi et al. 2022).

A TCR-rel rendelkezé naiv T sejtek fontos tipusat képzik a szabalyozo6 funkcioval
rendelkez6, immunhomeosztazis fenntartasaban fontos szerepet jatszo regulator T sejtek
(Treg). Képzodésiik helyétdl fliggden két {6 tipusat kiilonboztetjiik meg: ezek a
timuszban CD4+FoxP3+ T sejtekb6l fejlodo, valtozatos TCR-rel rendelkezd
természetes szabalyoz6 T sejtek (nTreg; natural regulatory T), amelyek valtozatos
mechanizmusok révén fejtik ki szabdlyozo funkcidikat. A timuszban lejatsz6do pozitiv
szelekcid soran a sajat antigénekhez nagy affinitassal kotédé sejtekként maradnak
¢letben. A masik csoport a naiv T-limfocitdkbdl a periféridas szdvetekben képz6do
indukalt regulator T sejtek (iTreg; induced regulatory T), amelyek szuboptimalis
antigén stimulacio, vagy a nem megfeleld kostimulacid kovetkeztében jonnek létre. A
vérben keringd Treg-eknek a nagyobb részét alkotjak a periférian atalakult sejtek
(Jordan, Boesteanu et al. 2001, Bilate and Lafaille 2012). Fontos megjegyezni, hogy
ujabb tanulményok mar a szintén timusz eredetii, szuppressziv funkcidval rendelkezd
CD8+ Treg sejtek csoportjaval is egyre intenzivebben foglalkoznak, és tobbféle
alcsoportjukat beazonositottak mar, példaul CD4+CD25+ Treg-ekkel funkcionalisan
megegyez6 CD8+CD25+ Treg-eket, azonban molekularis szintli mikodési
mechanizmusaikrol joval kevesebbet tudunk (Churlaud, Pitoiset et al. 2015, Fenoglio,
Dentone et al. 2018, Rouas, Merimi et al. 2019).

A differencialodott Treg-ek perifériara jutva az alloreaktiv T sejteket gatoljak.
Feladatuk tehat kettds; a sajattal szembeni tolerancia fenntartasa mellett képesek az
immunvalasz szuppressziojara. A DC-kel kapcsolodva gatoljak az immunvalaszban
résztvevd T sejteket, tovabba a Treg-ek a tumorellenes immunitas gatlasaval,
immunszuppressziv funkcioik révén (példaul T sejtek, NK, B, DC sejtek aktivaciojanak,
kialakulasahoz (Chen, Du et al. 2016). A ,,forkhead box P3” (Foxp3) trankripcios faktor

a legrégebb oOta és legszélesebb korben hasznalt markere a szuppresszor funkciokkal
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rendelkez6 Treg sejteknek. Sokaig a CD4 és a CD25 markerekkel kiegészitve tortént a
Treg csoport beazonositasa (Fontenot, Gavin et al. 2003, Hori, Nomura et al. 2003),
azonban a FoxP3 intracellularis jeloléséhez fixalni és permeabilizalni sziikséges a
sejteket, amelyek ezt kovetden mar nem életképesek, igy funkcionalis vizsgalatra
alkalmatlanna valnak. Ujabb vizsgalatok elétérbe helyezik a FoxP3 marker nélkiili,
sejtfelszini markerekkel beazonositott Treg csoportok vizsgalatat. Tobb tanulmany
foglalkozott alternativ markerekkel (példaul CD39, CD73), azonban a CD127 (az IL-7
receptor a lanca) a CD25 markerrel egylitt alkalmazva bizonyult megfelelének a Treg-
ek beazonositasara. A CD127 expresszidja forditottan korreldl a FoxP3 mennyiségével
és a szuppressziv funkcié mértékével, igy a Treg-ek felszinén alacsonyan, vagy
egyaltalan nem expresszalodik (Liu, Putnam et al. 2006, Seddiki, Santner-Nanan et al.
2006).

A T limfocitaknak egy kicsi, azonban annal jelentéségteljesebb alcsoportjat
képezik a CD3+CD4-CD8- dupla negativ T sejtek, melyek a Treg sejtekkel mutatnak
hasonl6é funkciokat. Feltételezések szerint a periférian 1évé érett T limfocitakbol
alakulnak ki, immunszuppressziv hatasuk révén eldsegithetnek tumor metasztatikus

folyamatokat (Greenplate, McClanahan et al. 2019).

1.4.2. A T limfocitdk immunolégiai kimeriilése €s szeneszcens allapota

Az 1.2.3. fejezetben kitértem, hogy a sugarzds mind a dagantsejtek, mind a
daganatos mikrokdrnyezetben jelenlevd egyéb sejtek korai dregedését képes indukalni,
azonban fontos megemliteni, hogy a sugarzastol fliggetleniil, egyéb tényezdk hatdsara is
kialakulhat az immunsejtek szeneszcens allapota. Kronikus gyulladas, viralis fert6zés
vagy daganatos megbetegedés kovetkeztében a sokszor ismétlédé vagy folytonos
antigén stimulacio az egyes T-sejt klonok "immunologiai kimertilését" valtja ki, amit a
megvaltozott fenotipussal és miikodéssel jarod ,korai 6regedés” (szeneszcencia), majd
sejthalal kovet (Miggelbrink, Jackson et al. 2021). Az immunoldgiai kimeriilés soran a
T sejtek effektor funkcioi fokozatosan, hierarchikus sorrendben vesznek el. Elészor
megsziinik a proliferacios kapacitasuk, majd az IL-2 interleukint és a tumor nekrozis
faktorokat (TNF) termel6 képességiik, metabolikus szabalyozas felborul, ezzel
egyidejlileg pedig megnd a sejtfelszini gatld receptorok expresszidja, ilyen példaul az

altalunk is vizsgalt PD1, LAG3, 2B4 és a CD160 (Wherry 2011).
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A folyamatos antigén stimulus és tobb aktivacios ciklust kovetden a T sejtek
felszini CD28 molekulajanak kifejezddése folyamatosan csokken, mig a CD57 marker
expresszidja né (Arosa 2002, Esensten, Helou et al. 2016, McLane, Abdel-Hakeem et
al. 2019). A CD28 és CD57 markerek expresszios profilja alapjan négy funkcionalisan
elkiilonithetd T-sejt alpopulaciot tudunk megkiilonboztetni, koztiik a CD28 markert mar
nem expresszalo sejteket, amelyek mar elindultak a szeneszcens allapot felé. A felosztas
szerint ezek a csoportok a nem/korai aktivalt (CD28+CD57-), aktivalt (CD28+CD57+),
aktivalt/korai szeneszcens (CD28-CD57-) és a véglegesen differencialodott szeneszcens
T sejtek (CD28-CD57+) (Pangrazzi, Reidla et al. 2020). Fontos kiemelni, hogy annak
ellenére, hogy a kifaradas €s a szeneszcens allapot hasonld sejtes karakterisztikaval és
elvaltozasokkal jar, kivalto okuk eltér6. Mig a T-sejt kimeriilés folyamatat kiilsé
immunolégiai szabalyozd mechanizmusok iranyitjak, addig a szeneszcencia belsdleg, a
MAPK altal szabalyozott stressz valasz eredményeképpen alakul ki (Pawelec 2019,
Kaiser, Semeraro et al. 2021).

1.4.3. Memoria T-sejt alpopulaciok

Az elsédleges immunvalasz lecsengése utan életben maradt antigénspecifikus
CD4+ és CD8+ T-limfocitak hosszu életli memoria T sejtekké alakulnak, melyek gyors
aktivacidja €s osztéddsa hatékony masodlagos effektor sejtek kialakuldsahoz vezet
(Wherry and Ahmed 2004, Raphael, Joern et al. 2020). A memoria T sejtek élettartama
nagyon hosszu (akar a 20 évet is meghaladhatja). A sejtfelszini C-C kemokin receptor 7
(CCR?7) expresszidja, illetve annak hianya alapjan két funkcionalis csoportba oszthatdéak
a human memoria T-sejt alpopulaciok (Sallusto, Lenig et al. 1999). A CCRY7 receptor a
expresszald memoria Ossejtek (CD45RO-CCR7+, CD95+CD28M9%) ¢és centralis
memoria sejtek (CD4RO+CCR7+CD95+CD28+) a masodlagos nyirokszervek kozott
oszlanak el, kozvetlen effektor funkcio ellatasara nem képesek, azonban rendkiviil
hatékonyan képesek aktivalni a DC-ket, és képesek CCR7 receptort nem expresszald
effektor sejtekké differencialodni. A memoria Gssejtek egy Kis csoportot alkotnak a
memoria sejteken beliil, amelyek 6nmegujitd képességgel rendelkeznek, igy 6nmagukat
¢és a tobbi tipusu effektor és memoria T sejteket képesek létrehozni (Gattinoni, Speiser
et al. 2017). A CCR7 receptort nem expresszald terminalis memoria (CD45RO+CCR7-
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CD95+CD28+), effektor memoria (CD45RO+CCR7-CD95+CD28-) és a terminalis
effektor T sejtek (CD45RO-CCR7-CD95-CD28-) az immunvalasz altal érintett teriiletre
vandorolnak a periféridn és képesek az effektor funkcioikat hatékonyan ellatni
(Campbell, Murphy et al. 2001, Mahnke, Brodie et al. 2013). A lokalis immunizalas
hatékonysaganak hatterében az all, hogy az effektor memoria T sejtek a keringésbol
visszavandorolnak arra a teriiletre, ahol aktivalodtak. Ezt a visszavandorlast a T sejteken
kifejez0d6 egyéb adhézios molekuldk és kemokinreceptorok teszik lehetové. A
terminalis effektor T sejtek a memoria T sejtekbol differencialdédnak, majd klonalis
expanzid (azaz az antigénspecifikus limfocitadk antigén hatdsara torténd proliferacioja)
soran sejtpusztitdo hatast perforint és granzim-B enzimeket nagy mennyiségben
expresszalo citotoxikus effektor T sejtekké alakulnak, igy képesek akar a malignus

sejteket is elpusztitani (Joshua, Vuckovic et al. 2021).

1.4.4. B limfocitak, plazma sejtek, memoria B sejtek

A B-limfocitak antigén fliggetlen érése a csontvel6ben indul meg (embrionalis
korban a majban és a Iépben is zajlik), majd a mar B sejt receptorral (BCR) rendelkez6,
de még éretlen B sejtek, az igynevezett tranziciondlis B sejtek elhagyjak a csontvel6t és
a véraram utjan masodlagos nyirokszervekbe (elsésorban a 1épbe, nyirokcsomokba)
vandorolnak, ahol tovabbi érésen mennek keresztiil. A szomatikus hipermutacion atesett
B sejtek kolcsonhatasba keriilnek a csirakdzpontok vildgos zonajaban talalhatod
follikularis dendritikus sejtek (FDC) altal megkotott antigénnel (Eibel, Kraus et al.
2014). Azok a B sejtek, amelyek felszini Ig-jei a szomatikus mutaciok
eredményeképpen nagy affinitassal kotik az antigént, tovabb élnek, mig az antigént fel
nem ismerd (a szomatikus mutéaciod kovetkeztében “rosszul sikeriilt” BCR-t hordoz6) B
sejtek apoptozis utjan elpusztulnak. Ez a folyamat az affinitas érés. Ezutan az antigén
fajlagos felismerésének ellendrzése torténik, az aktivalt B és T limfocitdk részvételevel.
Ez a mechanizmus biztositja azt, hogy kizarélag az azonos antigént felismeré Th és B
sejtek kozott alakul ki ez utobbiak tovabbélését, differencialodasat, és az
antigénspecifikus ellenanyag termelését lehetévé tevé kapcsolat. Itt zajlik le az
ellenanyagok izotipusvaltasa, €s a sejtek tovabbi differencialddasa is. A nagy affinitast
receptort hordoz6 B sejtek, amelyek elhagyjdk a csirakozpontot, antigénnel vald

talalkozas eredményeként egy résziikb6él nagy affinitast BCR-rel rendelkezd,
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ellenanyag-termelé plazmasejtek, masik résziikkbél pedig hossza életli memoriasejtek
jonnek létre, amelyek Ujabb antigénstimulus hidnyaban is tobb honapig vagy akar
évekig életképesek maradnak a vérkeringésben (Bannard and Cyster 2017, Chi, Li et al.
2020). A fent leirt B-sejt érési formakat sejtfelszini markerck segitségével
elkiilonithetjik. A sejtfelszini CD24 és CD38 markerek expresszioja alapjan
beazonosithatjuk az éretlen tranziciondlis, az érett naiv, illetve a korai és kés6i memoria
B sejteket, mig a CD21 és CD86 receptorok kombinacidjaval az aktivalt B sejteket és a
plazmasejteket is meghatarozhatjuk (Pape, Taylor et al. 2011, Buffa, Pellicano et al.
2013, Zwang, Ganesh et al. 2018, Reincke, Payne et al. 2020, Cencioni, Ali et al. 2021).

1.5. Sugarterapia hatasa az immunrendszer sejtjeire

A nagy dozisu sugdrzashoz kordbban az immunrendszert gatld hatast tarsitottak,
azonban a legtjabb kutatasok szerint az ionizald sugarzas és az immunrendszer kozott
egy dinamikus kapcsolat van, amelynek soran asugarzas hatasara bizonyos
immunfolyamatok felerésddnek, masok gatlas ald keriilnek. Igy a daganatellenes
immunvalasz akar pozitiv, akar negativ irdanyban modosulhat ionizal6 sugarzas hatasara
(Lumniczky and Safrany 2016).

A sugarzas kozvetleniil €s kozvetve is hat az immunrendszer sejtjeire. A kozvetlen
hatas a daganatos mikrokornyezetbe besziirédé limfocitakon, makrofagokon és DC-ken
keresztiil lokalisan érvényesiil, mig a kozvetett hatds a daganatsejtek, valamint
a daganatos mikrokdrnyezet egyéb sejtes elemei altal termelt szolubilis faktorokon
keresztiil hat mind lokalisan, mind szisztémasan. Az immunrendszer sejtjeinek
a sugarérzékenysége igen széles skalan mozog; a B sejtek és a CD8+ T sejtek rendkiviil
sugarérzékenyek, és sugarzas hatasara gyorsan elpusztulnak. Ugyanakkor a monocitak,
makrofagok és Treg sejtek a limfocitaknal sokkal sugarrezisztensebbek. Az NK sejtek
sugarérzékenyseégérol ellentmondasos tanulmanyok talalhatéak a szakirodalomban.
Egyes publikaciok szerint az NK sejtek sugarrezisztensebbek a CD3+ T sejteknél
(Bogdandi, Balogh et al. 2010, Swanson, Jhavar et al. 2020), mig mas tanulmanyok az
ellenkezdjérél szamolnak be (Falcke, Ruhle et al. 2018). Az eltér6é mértékii
sugarérzékenységbol adoddan a sugarterapia sordn a daganatot infiltralé immunsejtek
pusztulasanak mértéke eltéré (Bogdandi, Balogh et al. 2010, Heylmann, Rodel et al.

2014). Tovabba a besugarzas a tulélé immunsejtek fenotipusat €s milkodését is
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jelentdsen befolyasolhatja. Egy, az alacsony do6zist ionizald sugarzas immunrendszerre
gyakorolt hatasait 6sszefoglalo tanulmany szerint az alacsony dozist expozicié is képes
karositani mind a velesziiletett, mind pedig az adaptiv immunfolyamatokat (Lumniczky,
Impens et al. 2021).

Fontos megjegyezni, hogy a sugarterapias eljarasok soran alkalmazott kiilonféle
besugarzasi protokollok immunrendszerre gyakorolt szisztémas ¢és hosszi tavu
hatasair6l még nincs elegendd informacionk. A sugarbiologia egyik esszencialis, és
kiemelt kutatasi teriilete ez, amellyel napjainkban is szamos kutatocsoport foglalkozik

hazai és nemzetkozi szinten egyarant.

1.6. Sugarzas indukalta fibrozis kialakuldsa

Az ionizald sugdrzas hosszu tavi mellékhatasai kozott szerepel a fibrotikus
elvaltozasok kialakulasa, amely a beteg életmindségét nagymértékben befolyasolja. A
fibrozis kialakuldsa Osszefiigg a korabban részletesen ismertetett, sugarzas-indukalta
reaktiv oxigén és nitrogén gyokok megjelenésével, amelyek a lokalis gyulladas
kialakulasaért feleldsek. Ebbdl a gyulladasos allapotbol fog végiil kialakulni a fibrotikus
gyulladasos kozeg, amelyre jellemz6 a fokozott kollagén lerakodas, rossz erezettség és a
hegesedés. Hatterében a fibroblasztok miofibroblasztokka alakulasa all, amelyek
fokozott osztdddsa mellett nagymértékii kollagént, és egyéb extracellularis matrix
komponenst termelnek (Straub, New et al. 2015). A fibrézis kialakulasat szamos citokin

¢és novekedési faktor szabalyozza, amelyek koziil mi is vizsgaltunk néhanyat.

1.7. Fej-nyaki és prosztata daganatok kialakulasa, el6fordulasi gyakorisaguk

A tanulmany kozéppontjdban a fej-nyaki és prosztata daganatos betegek
vizsgalata all, amely daganatos megbetegedések gyogyitasaban mar rutinszeriien
alkalmaznak mind koézel, mind tavol besugarzast is, igy lehetdséglink nyilik a
kiilonb6zé  besugarzasi  protokollok  immunrendszerre  gyakorolt  hatdsat
Osszehasonlitani. Ebben az alfejezetben ismertetem a daganatok kialakulasat és
eléfordulasi gyakorisagukat vilagszinten és hazai viszonylatban.

A fej-nyaki daganatok csoportjaba tartoznak azok a daganatok, amelyek a fej és a

crer

¢s orrlireg/mellékiiregi daganatok. A fej és a nyak szerveit sokféle szovettipus alkotja,
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amelyek mindegyikébdl kiindulhatnak rosszindulatu daganatok. A fej-nyaki daganatok
legnagyobb része ugynevezett laphamrak, amely fleg a nyirokrendszer utjan képez
attéteket a kornyezetében 1évo nyirokcsomokban, és legnagyobb csoportjat a szajliregi
daganatok képezik. A prosztatardk a prosztata mirigyeit bélelé hambol kiindulo
rosszindulati daganat, amely novekedése sordn a prosztata mirigyeihez hasonld
mirigyszer( struktirakat képez, vagyis szerkezetét tekintve a prosztatarak tigynevezett
mirigyes rak (adenokarcinoma). Jellemzéen az iddsebb férfiak betegsége,
eléfordulasanak gyakorisdga a korral n6, a gyakorisagi csucsot 75. életévben éri el.

A Rakkutatds Nemzetkozi Ugynoksége (International Agency for Research on
Cancer — TARC) altal kozzétett adatok alapjan 2020 évben vilagszerte az 0j daganatos
esetek szama Osszesen 19,3 millidra, mig daganatos megbetegedésekben elhunyt esetek
szama 10 milliora becsiilhetd. Szakértdi elemzések szerint az uj daganatos esetek szama
2040-re varhatéan a 2020 ¢évi adatokhoz képest 47%-kal fog megnovekedni, amely
tobb, mint 28 millidé 0j esetet jelent majd. A 2020 évi adatok alapjan vilagszerte a
leggyakrabban diagnosztizalt daganatos megbetegedés a ndket érinté mell daganat,
amelyet a tiidédaganat kovet a sorban. A harmadik leggyakoribb daganat tipus a
prosztata daganat, amely az 0sszes regisztralt daganatos esetek 7,1%-at teszi ki, azaz
tobb, mint 1,4 milli6 Gjabb beteget. Ugyanakkor a fej-nyaki (ajak, szajiiregi) tertileteket
érint6 daganatos esetek szama ennél kevesebb, a regisztralt esetek 2%-at teszik ki, igy a
18-dik helyen all a kozzétett listadban. A tanulmanyban vizsgalt 36 kiillonb6zd daganatos
megbetegedés esetében regisztralt esetek 185 orszag adataibol késziiltek (forrés:
GLOBOCAN, Rakkutatas Nemzetkdzi Ugyndksége, (Sung, Ferlay et al. 2021).

A Nemzeti Rakregiszter altal publikalt adatok alapjan Magyarorszagon is évrol
évre egyre né a bejelentett Uj rosszindulatu daganatos megbetegedések szama; 2001-ben
61 260 fot regisztraltak, mig 2019-ben mar 75 347 fével novekedett a daganatos
betegek szama hazankban. Mind a fej-nyaki, mind a prosztata daganatos
megbetegedések komoly népegészségiigyi problémat jelentenek hazankban is. 1948 és
2000 kozott a fej-nyaki tumorok altal okozott halalozas kozel 6-szorosara emelkedett.
A prosztata daganatos férfiak szama 2000-ben 3606 volt, mig 2019 évben 4802 {6t
regisztraltak, az elmult 20 évben pedig 6sszesen 83 539 1j eset keriilt a nyilvantartasba,

amelybdl évente 1400-1500 férfi hal meg.
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2. Célkitiizések

Vilagszinten és hazankban is mind a fej-nyaki, mind a prosztata daganatos
megbetegedések komoly népegészségiigyi problémat jelentenek. Mindkét daganattipus
kezelésének egyik legfontosabb eszk6ze mindmadig a sugarterapia. Ennek segitségével
kilonféle besugarzasi protokollokat alkalmazva lehetéség nyilik kiilonb6z6
hatékonysagu, illetve eltérd mellékhatas-kockazattal jaro terapia kivalasztasa ¢€s
alkalmazdsa. A sugarterapia képes befolydsolni a szisztémas immunoldgiai
folyamatokat, azonban jelenleg keveset tudunk arro6l, hogy a megvaltozott immunstatusz
(amely lehet éppen el6nyos, vagy hatranyos a beteg szamara) meddig marad fent a
tuléld betegekben. A kiilonbozd intenzitdsi €s energiaji sugarterheléssel jard terdpias
protokollok altal okozott immunstatusz valtozasrol még kevesebb informacid all
rendelkezésiinkre. Tovabba a prosztata daganat kitjulds monitorozasara jelenleg a
plazma PSA szint nyomon kovetése a legelfogadottabb modszer, azonban alacsony
tumor specificitdsa miatt alternativ marker monitorozasa is sziikséges.

e (Célunk volt vizsgalni a daganatokkal Osszefliggd, ionizalé sugérzas indukalta
szisztémds akut és késdi, velesziiletett és adaptiv immunfolyamatokat kiilonb6z6
sugarterapias protokollal kezelt fej-nyaki és prosztata daganatos betegekben:

- A komplex immunolégiai statusz jellemzéséhez egy rendkiviil atfogo
fenotipizalasi panel rendszert kivantunk létrehozni, amellyel a velesziiletett és
az adaptiv immunvélaszban résztvevd immunsejtek kiilonbozd érési és
funkcionalis alcsoportjai beazonosithatok és hosszll tdivon monitorozhatok.

- Célunk volt 6sszehasonlitast végezni arrdl, hogy az egyes terapia tipusok (kiilsé
¢és belsd sugarkezelés) eltérd intenzitdsu és energidjii sugarterhelése hogyan
befolyasolja a betegek akut, €s kronikus immunolégiai folyamatait.

e Az Osszetett, génexpresszids-, fehérje-, €s sejt-szintli vizsgalatokkal kivantuk
feltérképezni a sugérzas indukalta szisztémas folyamatokat.

e Szintén célkitlizéseink kozott szerepelt olyan T sejt felszini immunellendrzépont-
gatlo receptorok vizsgalata, amelyek megnovekedett expresszidja a daganat ellenes
immunterapiak potencidlis célmarkerei lehetnek, és amelyek blokkolasaval a T sejt

tumor ellenes aktivacioja fokozhato.
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e A sugarterapianak ezen célmarkerek expresszids mintdzatira gyakorolt rovid és
hosszu tavu hatésait is vizsgalni kivantuk, amely befolyasolhatja az alkalmazni
kivant kiilonb6z6 terapias eljarasok sorrendjét €s kombindcidjat is.

e Tovéabba célunk volt olyan cellularis és szolubilis immunologiai biomarkerek
beazonositasa is, amelyek indikatorai lehetnek a terapia okozta késoi
mellékhatasoknak, tobbek kozott az ionizald sugarzas okozta késéi fibrozis
kialakulasénak.

Végiil a prosztata daganatos betegek plazma PSA szintjének nyomon kdvetése
mellett tovabbi kiegészitd, nagyobb tumorspecificitdssal rendelkezd, szintén
minimalisan invaziv mdédon a periférias vérbdl vizsgalhaté marker azonositasa is

szerepelt célkitiizéseink kdzott.
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3. Moédszerek

3.1. Fej-nyaki és prosztata daganatos betegek Kklinikai paraméteri, sugarterapias
kezelésiik

Vizsgalatainkba 23 fej-nyaki (14 férfi, 9 nd beteg) és 98 prosztata daganatos férfi
beteg kertilt bevonasra 2016 és 2020 kozott. A fej-nyaki daganatos betegek intenzitas

crer

cres

mellékhatasok monitorozasat és a vérmintakat a budapesti Orszagos Onkologiai Intézet
(OOIl) biztositotta. A periférias vérbdl vizsgalni kivant cellularis és szolubilis
paraméterek meghatarozasat, a molekularis vizsgalatok megtervezését és kivitelezését
mind a két tanulmanyban a Nemzeti Népegészségiigyi és Gydgyszerészeti Kozpont
(NNGYK) Sugarorvostani Osztalyaval egyiittmiilkodve végeztem.

A vizsgalatba bevont Human Papilloma Virus (HPV)-negativ fej-nyaki tumoros
betegek 52%-a gége, 35%-a szajiiregi és 9%-a szaj-garati és 4%-a fliltdmirigy
lokalizacioji daganatban szenvedett (Fiiggelék 5. tablazat). A vizsgalatbol valod kizarast
jelentette, ha a sugarterapian kiviil mitétben, vagy kemoterapidban is részesiilt a beteg,
illetve, ha nyirokcsomoi, vagy tavoli attét is kialakult mar a paciensben a daganat
diagnoézisanak pillanatdban. Frakcionalt kiilsé sugarterapias kezelésben részesiiltek a
fej-nyaki daganatos betegek. A csoporton beliil a betegek kiilonb6z6 nagysagu teljes
dozis kaptak (51-52,8 Gy; 57,6-60 Gy; 64,8-74 Gy) a kezelés soran, és a teljes dozis
eltérd nagysagu (1,6-2,2 Gy), és szamu frakciokban (17-40) keriilt leadasra A sugarzas
indukalta akut mukozalis reakcio (AMR) mértékének nyomon kovetése is megvalosult a
betegeken.

A vizsgalt prosztata daganatos betegeket négy csoportba sorolhatjuk a kapott
sugarterapia tipusa alapjan: LDR brachyterapias (n=31), HDR brachyterapids (n=32),
linearis gyorsitd (LINAC)-alapu teleterapias (n=20) és a Kiber-kés terapias (n=15)
csoport. Az LDR brachyterapia soran alkalmazott, és a paciensek prosztata szovetébe
iiltetett 121 izotopok kezdeti dozis ratdja 1,692 Gy volt, a teljes 145 Gy dézist koriilbeliil
12 honap alatt adtak le a prosztata szovetében, ahonnan ezt kdvetden sem keriiltek
eltavolitasra, egészen ¢letiik végéig. Az alkalmazott jodizotdép dozis-leadasanak
idOkinetikdjat a fliggelék 1. abra szemlélteti. A HDR brachyterdpia sordn szintén a

prosztata szovetébe juttatott izotopok segitségével adtak le a kivant dozist, amelyhez
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leggyakrabban %Ir izotépot hasznalnak. A teljes 19 Gy (esetenként 21 Gy) dozist
néhany perces kezelés soran kaptdk meg a betegek tavvezérelt technika segitségével.
Mindkét brachyterapias kezelés soran tehat matéti uton, tiik segitségével keriiltek a
sugarzo izotopok a prosztata szovetébe.

A LINAC-alapu teleterapids kezelés soran a betegek 1,8-2,5 Gy nagysagi dézisokban
kaptak a 70-78 Gy teljes dozist, mig a Kiber-kés technologiaval 5 x 8 Gy dozist kaptak.
A vizsgalatbol valod kizarast jelentette, ha nyirokcsomoi, vagy tavoli attét is kialakult
mar a paciensben a daganat diagndzisanak pillanataban.

Az elsbédleges daganat elérehaladottsagi foka (T), regionalis nyirokcsomoi attét
(N), illetve tavoli metasztazis megléte (M) alapjan felallitott TNM-klasszifikacio szerint
mind a fej-nyaki, mind a prosztata daganatos betegeket jellemeztik. A prosztata
daganatos betegek esetében a TNM adatok mellet Gleason pontszamokat és plazma
PSA értékeket is meghataroztunk. A Gleason értékek a daganat agresszivitasanak
meghatdrozasara hasznalt osztalyozési rendszer. A TNM besorolds, a Gleason
pontszamok és a plazma PSA értékeket egyiittes értelmezése alapjan kockazati
csoportokba sorolhatok a prosztata daganatos betegeket (alacsony kockazat: kezelés
elétti PSA <10 ng/mL, GS 2-6 és T1-T2a; kdzepes kockazat: kezelés el6tti PSA = 10—
20 ng/mL és/vagy GS 7 és/vagy T2b; magas kockazat: kezelés el6tti PSA > 20 ng/mL
¢és/vagy GS 8-10 és/vagy T3a).

A kockézati besorolds hatdrozza meg a prosztata daganatos betegek esetében az
alkalmazand6 sugarterapia tipusat. A kis és kozepes kockazatiak mind a négy féle
kezelésben részesiilhetnek, azonban akiknek 60 cm3-nél kisebb a prosztata térfogata, és
a rektum (mint védendé szerv) 5 mm-nél messzebb van a prosztatatol, és beleegyezik,
azok a betegek brachyterapiat kapnak (amely randomizalva van az LDR és HDR
kozott). Akik nem kaphatnak brachyterapiat a fent emlitett okok miatt, vagy kaphatnak,
csak nem egyeznek bele, 6k 2019-ig teleterapiaban, majd 2019 utan féként Kiber-kés
terdpidban részesiiltek hazdnkban. Magas kockazatii prosztata daganatos betegek
esetében nem alkalmaznak brachyterapiat, kizarolag teleterapiat, vagy Kiber-kés

terapiat kaphatnak (2019 utan fdleg az utdbbit).
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3.1.1. Betegek sugarkezelés utani nyomon kovetése

A fej-nyaki daganatos betegek esetében csak rovid nyomon kovetésre volt
lehetdségiink. Harom alkalommal tortént vérvétel: a kezelés megkezdése eldtt egy héten
beliil, az utolsé frakcié leadasa utan (azt kovetdé 6 oOran beliil), illetve egy honappal a
sugarterapia végét kovetden. A prosztata daganatos betegek esetében sikeriilt
megvalositani az 0t éves nyomon kovetést, vérvételre tiz alkalommal keriilt sor:
kozvetleniil a kezelés eldtt és utan, majd az elsé évben négy alkalommal (3, 6, 9, 12
honappal a kezelést kovetden), egy év utan pedig évente egyszer (24, 36, 48, 60
honappal a kezelést kovetden) tortént periférias vérvétel a betegekrol. Jelen dolgozat az
els6 harom év eredményeit mutatja be. Minden vérvétel alkalmaval meghataroztuk a
plazma PSA szint, illetve gasztrointesztinalis (Gl) és genitourinaris (GU) mellékhatasok

pontozasa is megtortént, amelyekre a kdvetkezd alfejezetekben még bévebben kitérek.

3.1.2. Korban és nemben illesztett kontrol paciensek vizsgalatba vonéasa

Mind a fej-nyaki daganatos beteg, mind a prosztata daganatos betegek vizsgalata
mellé korban és nemben illesztett, adott daganatra nézve negativ, egészséges onkéntes
periférias vérét is vizsgaltuk (O0sszesen n=30), és a betegekben mért paraméterek

valtozasat a kontrol csoporthoz is hasonlitottuk.

3.2. Periférias vér begylijtése, PBMC és plazma minték izolalasa

Periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC) és plazma mintak izolalasahoz
koriilbeliil 10 ml/alkalom mennyiségii periférias vért vettek minden betegtdl. A vér
heparinos csovekbe keriilt (Vacuette tube, Greiner Bio-One Gmbh, 4550
Kremsmiinster, Austria), amely kozvetleniil antitrombin hatast fejt ki, igy
meghosszabbithatja a minta alvadasi idejét. A vért foszfat pufferes sooldattal (PBS) 1:1
aranyban higitottuk, majd ezt 6 ml-enként 2-2 ml Histopaque oldatra rétegeztiik (Sigma-
Aldrich, Co., 3050 St. Louis, MO, USA) nagy ovatossaggal, hogy a két réteg ne
keveredjen egymassal. Ezutan centrifugalas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) kovetkezett 2000 rpm-en, 24°C-on, 15 percig, fék nélkiili beallitassal. Ezzel a
stiriség-gradiens centrifugalassal elkiiloniiltek a periféridlis mononuklearis sejtek
(PBMC), mintegy ,,felhd” réteget alkotva a felette elhelyezkedd vérplazma és az alatta
1évé Histopaque-oldat kozott. A kinyert PBMC-t 1j csdbe gytjtve kétszer mostuk PBS
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oldattal, majd meghataroztuk a sejtszamot tripankékes festéssel Biirker-kamraban.
Ezutin a PBMC-ket szétosztva (1,5 X 10° sejt /ml), fagyaszté6 médiumban
lefagyasztottuk, amelynek Osszetétele: RPMI-1640 médium 10% dimetil szulfoxiddal
(DMSO) és 50% magzati borji savéoval (FBS) kiegészitve. E16szor -80°C hémérsékletre
tettiik a mintdkat 2-propanolt tartalmazd fagyasztd6 dobozba (NALGENE™, Reanal
Labor, Budapest, Magyarorszag), amely biztositotta a mintak lassu, fokozatos, és ezaltal
kiméletes megfagyasat, minimalizalva a gyorsan kialakulo jégkristalyok okozta
sejtpusztulas mértékét. Két nappal késébb a PBMC mintdk atkeriiltek folyékony
nitrogénbe felhasznalasig.

A slirliség-gradiens centrifugdlds soran feliiluszoként elvalt vérplazmat uj
csovekbe gylijtve lecentrifugaltuk (2500 rpm, 10 perc, 24°C), hogy a mintaban maradt
sejttormelékeket eltavolithassuk. Centrifuga utan a feliiluszoként kinyert tiszta plazmat

a kivant térfogatokban szétosztva -80°C hémérsékletre helyeztiik felhasznalasig.

3.3. Prosztata daganatos betegek plazma PSA-szintjének hosszi tiva nyomon kovetése
A prosztata daganatos betegek plazma PSA szintjének meghatarozasa minden
vérvétel alkalmaval megtortént (kivétel kozvetleniil a beavatkozas utani idépontban,
amelynek nem volt sok relevancidja a kezelés el6tti PSA meghatarozas miatt), azaz van
PSA adatunk kezelés eldtti idopontbol, valamint a beavatkozas utani 3-dik honaptol
egészen 36-dik honapig. A betegek PSA értékeit a Fiiggelékben talalhaté 11-14.

tablazatok foglaljak 6ssze kiilon betegcsoportonként.

3.4. Prosztata daganatos betegek akut és kronikus gasztrointesztinalis és genitourinaris
mellékhatdsainak monitorozasa

A prosztata daganatos betegek akut és kronikus gasztrointesztinalis és
genitourinaris mellékhatasait minden vérvétel alkalmaval rogzitettiik a nyomon kdvetés
teljes idotartama alatt. A toxicitasi kritériumokat a Sugarterapias Onkoldgiai Csoport
(Radiation Therapy Oncology Group - RTOG) és a Daganatkutatas és Kezelés Europai
Szervezete (European Organization for Research and Treatment of Cancer — EORTC)
hataroztak meg, ezeket alkalmaztuk mi is. A besorolasi rendszer 0-t6l 5-ig tart; 0: nincs
mellékhatas, 1: van mellékhatas, de beavatkozast nem igényel, 2: beteg gyodgyszeres

kezelést igényel, 3: sulyos hasmenés, nyalkahartya sériilés, alhasi felfivodas, 4: kritikus
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allapot, 5: sugarzas okozta elhalalozas (Cox, Stetz et al. 1995). Ezeket a pontszamokat
az orvos hatarozza meg ¢s adja minden beteg esetében.

Tovabba a betegek sajat maguk is pontozzak tiineteiket A Nemzetkozi Prosztata
Tiinetek Pontszam (International Prostate Symptom Score - [IPSS) rendszere
segitségével, amelyet az Amerikai Urologiai Térsasdg (American Urological
Association - AUA) hozott 1étre. Ez alapjan beszélhetiink enyhe (pontszam < 7),
mérsékelt (pontszam 8-19) és stlyos (pontszam 20-35) tiinetekrdl (Barry, Fowler et al.
1992). A betegek a vizeletiirités tlinetei alapjan is pontozzak életmindségiiket, arra a
kérdésre valaszolva, hogy ha a jelenlegi allapot maradna fent életiik végéig, akkor
mennyire lennének elégedettek vele. A pontozas a kdvetkez6: 0: Kivalo allapot, 1: jo, 2:
Kielégitd, 3: vegyes, 4: tobbnyire elégedetlen, 5: elégedetlen, 6: borzasztdo (Clark and
Fallowfield 1986, Aaronson, Bullinger et al. 1988). A betegek klinikai paramétereit a
Fliggelékben talalhato 6-8. tablazatai foglaljak ossze.

3.5. Prosztata daganatos betegek periférids limfocitdiban kialakult kromoszoma
sériilések vizsgalata

A prosztata daganatos betegek periférids vérmintdiban 1évé limfocitak ionizald
sugarzas indukalta kromoszoma sériiléseit is meghatarozta az OOIL. A limfocita
kultardkat fitohemagglutininnal (PHA, 2% v/v, Gibco), 10% FBS-sel ¢és
penicillinnel/streptomicinnel (100 U/ml/ 100 pg/ml, Gibco, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Massachusetts) kiegészitett RPMI-1640 médiumban inkubaltak 46 6ran
at, 37°C-on. Ezt kovetden a limfocitak osztodasanak leéllitdsa érdekében a kultardkat
kolcemiddel (0.1 pg/ml, Gibco) inkubaltak tovabbi két orat, ennek soran a mitotikus
orsok blokkolodtak. Ezutan kovetkezett a limfocitak hipotonizalasa (0,075 M KCI, 15
perc, 37°C), majd fixalasa metanol-ecetsav 3:1 aranyu elegyével. A fixalt sejtek iiveg
lemezekre vald kicseppentése utan kovetkezett a Giemsa festés 3%-os festék oldattal,
majd mikroszkop segitségével manudlis kiértékelés sordn meghataroztdk a

kromoszoéma-aberraciok Szamat.

3.6. Génexpresszios, fehérje és sejt szintli vizsgalatok
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3.6.1. Periférids vérsejtek gén expressziods profiljanak vizsgalata, RNS izolalas és reverz
transzkripcid

A fej-nyaki daganatos betegek vérmintaibol a teljes RNS kivonasa PAXgene
Blood miRNA kit (Qiagen, PreAnalytiX GmbH, Hilden, Germany) segitségével tortént
Qiacube (Qiagen, Manchester, UK) izolal6 robot segitségével. A kivont RNS
mennyiségi vizsgalatdt ND-1000 NanoDrop spektrofotométer, mig a mindségi
vizsgalatat Tapestation 220 (Agilent Technologies, CA, USA) késziilék segitségével
végeztiik. A cDNS-atirast 350 ng teljes RNS izolatumbdl készitettiink cDNS reverz
transzkripcids kit (High Capacity cDNA reverse transcription kit; Applied Biosystems,
FosterCity, CA, USA) felhasznalasaval a gyartoi utasitasok szerint.

3.6.1.2. Kvantitativ valos idejli polimeraz-lancreakcio (QRT-PCR)

Kvantitativ valoés idejii polimeraz-lancreakciot (qRT-PCR) Rotor-Gene Q
(Qiagen, Hilden, Germany) késziilékkel végeztiikk. A mintakat triplikatokban futtattuk
10 pl végtérfogat reakcidelegyben, amely 1 ul cDNS-t, illetve hat kiilonb6z6 primert
és fluoreszcens probat (3°6-Carboxyfluorescein: FAM, 6-Hexachlorofluorescein: HEX,
Atto 680, Atto 390, Texas Red; Eurogentec Ltd., Fawley, Hampshire, UK és CY5;
Sigma-Aldrich, Poole, Dorset, UK) tartalmazott. A HPRT1, DDB2, GADD45, SESN1,
FDXR ¢és az MDM2 gének expressziojat vizsgaltuk, a pontos neviiket €s a primerek
szekvenciait szekvencidit a fliggelék 1. tdblazata foglalja 6ssze. A PCR reakciok sordn a
kovetkez6 homérsékleti beallitasokat alkalmaztuk: 2 percig 95°C-on, majd 45 cikluson
at 10 masodpercig 95°C-on és 60 masodpercig 60°C-on inkubaltuk a mintakat. Az
adatokat a Rotor-Gene Q Series szoftver segitségével elemeztiik ki. A gének ciklus
kiiszob (Ct) értékeit a belsé kontroll gén (HPRT1) Ct értékéhez normalizaltuk.

3.6.2. Nagy ateresztoképességli fehérje vizsgalat protein-array modszerrel

A fej-nyaki daganatos betegek vérplazmajabol 105 kiilonb6z6, gyulladasos
folyamatokkal  Osszefiiggésbe hozhaté fehérje valtozasat vizsgaltuk nagy
ateresztOképességli Proteome Profiler Antibody kit (Human XL Cytokine Array Kit,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével a sugarkezelés el6tti és utani
idépontokban. A vizsgalatok soran 350 ul plazma mintaval inkubaltunk minden egyes

array membrant, majd ezt kdvetden biotinilalt detektalé antitest koktéllal, majd
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Streptavidin-HRP reagenssel inkubaltuk, végiil pedig kemilumineszcens detektald
reagenssel lathatova tettiik a jeleket, amelyet rontgen filmen (CL-XPosure Film,
Thermo Scientific, Rockford, United States) rogzitettiink. A kiillonb6z6 intenzitasu jelek

kiértékelését Imagel szoftver segitségével végeztiik.

3.6.2.1. Vérplazma fehérjék validalasa ELISA moédszerrel

A protein-array eredmények alapjan a fej-nyaki daganatos betegek
varplazmajaban szignifikansan valtozott fehérjéket szendvics ELISA technika (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével validaltuk a gyartdi protokoll szerint.
Ehhez a mar kordbban lefagyasztott plazma mintdkat felolvasztottuk, majd
lecentrifugaltuk (2500 rpm, 25°C, 8 perc), igy eltavolitottuk az esetlegesen mintaban

maradt sejttormelékeket. Minden mérés soran hasznaltunk standard sort, amelynek

e

crer

hullmanhossz korrekcioval) mértiik le spektrofotométer (Biotek, Synergy HT)
segitségével a kisérlettel megegyezd napon. Az optikai denzitds (OD) értékeket GenS
2.09 verzidju szoftver segitségével mértilk meg, majd a mar emlitett standard sor ismert
koncentracioji és ismert OD értékil tagjaibol felvett gorbe segitségével szamoltuk ki a

fehérjék koncentracioit.

3.6.3. Novekedési faktorok és proinflammatorikus kemokinek vizsgalata vérplazmabol
LegendPlex modszerrel

LDR brachiterapiaban részesiilt prosztata daganatos betegek (n=18) plazmajabol
gyongy alapu fehérje vizsgdlatot végeztiink a sugarterapia eldtti és utani idépontokbol
szarmaz6 mintakbol. Kontroll csoportként korban és nemben illesztett paciensek (n=23)
plazméjat hasznéltuk fel. A vizsgalat soran kétféle, a gyartdo altal Osszeallitott
LegendPlex panelt (BioLegend, San Diego, CA, USA) hasznaltunk fel, egyikkel 13
kiilonb6z6 novekedési faktort, a masikkal pedig 13 féle proinflammatorikus kemokint
tudtunk egyszerre vizsgalni. A vizsgalt fehérjék listajat, és a nevek roviditésit a figgelék

2. tablazat tartalmazza.

38



A technika alapja, hogy hat kisebb és hét nagyobb méretli gyongybdl allé mixet
inkubalunk egylitt a plazma mintdkkal. A méretbeli kiilonbségeknek kdszonhetden az
SSC-FSC grafikonon jol elkiilonithetd egymastél a kisebb és a nagyobb méreti
gyongyok csoportja. A gyongyok a gyartd altal hozzajuk konjugalt allofikocianin
(APC/FL4) fluorokrom intenzitasdban is eltérnek egymastol. A kisérlet soran pedig
fikoeritrin (PE/FL2) fluorokrémmal jelolt Streptavidinnel is inkubaljuk a
plazma+gyongy keverékét. Ezek alapjan tudjuk az Gsszesen 13 kiilonb6zé gyongy
frakciot elkiiloniteni egymastol az APC/PE grafikonon. A gyongyok mindegyikéhez
csak az egyik fehérjére specifikus kot antitest van konjugalva, igy valik lehetdvé, hogy
13 féle kiilonbozo fehérje jelenlétét egyszerre tudjuk vizsgalni ugyan abban a mintaban.
A masodlagos ellenanyag (detektalo antitest) mennyisége aranyos a kotd antitest altal
megkotott  fehérje  mennyiségével, igy a detektdlo antitesthez kapcsolodo
Streptavidin+PE atlagos fluoreszcencia intenzitasabol szamolhatjuk az egyes fehérjék
szerint tortént. A ndvekedési faktorokat vizsgalo panel kapuzasat a 1A dbra szemlélteti,

mig egy adott gyongy sematikus felépitése a 1B dbran lathato.
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1. abra: A LegendPlex modszer sordn alkalmazott gyongyok kapuzasi stratégidja (A),
amellyel 13 féle kiilonb6z6 fehérjét tudtunk egyidejilleg vizsgalni. Egy gyongy, és a
hozza ,,szendvics” szerlien kapcsolddo kot antitest, fehérje, biotinilalt detektalo antitest

¢és PE-nel jelolt Streptavidin sematikus rajza (B). Forras: sajat abra.

A mérésekhez a mar kordbban lefagyasztott plazma mintédkat felolvasztottuk,
majd lecentrifugaltuk (2500 rpm, 25°C, 8 perc), igy eltavolitottuk az esetlegesen
mintdban maradt sejttormelékeket. A mintdkat az eldre Osszeallitott gyongyok
keverékével és a biotinilalt detektalo antitesttel inkubaltuk folyamatos forgatas kozben.
Ezutan hozzaadtuk a fikoeritrin (PE/FL2) fluor6krommal jelolt Streptavidin masodlagos
ellenanyagot, amely a mintdk detektalasdnak alapjaul szolgalé fluoreszcens jelet
biztositotta. Probsa mérések alkalmaval itt is meghataroztuk a plazma mintak
higitdsdnak sziikséges mértékét, amellyel mind a 13 fehérje egyszerre kimérhets. Az
ELISA-hoz hasonld6 moddon ez esetben is hasznaltunk standard sort, mind a 13
fehérjéhez kiilon, amellyel a mintdkban ismeretlen mennyiségben jelen levd fehérjék
pontos koncentracidja meghatarozhat6 volt. A mintdkat dramlési citométerrel mértiik le
(FACS Calibur, Becton Dickinson, CA, USA) a feldolgozéassal megegyezd napon, az

eredményeket pedig a Cell-Quest™ Pro €s az Excel programok segitségével végeztiik.

3.6.3.1. Vérplazma fehérjék validalasa ELISA modszerrel

A LegendPlex moddszerrel vizsgalt 26 fehérjébol 6tnek (PDGA-AA, PDGF-BB,
CXCL5/ENA-78, RANTES, VEGF) a valtozasat ELISA technika segitségével
validaltuk HDR brachiterapidban részesiilt prosztata daganatos betegek (n=18)
plazmajaban. Ezek esetében is a gyartdi protokoll szerint jartunk el, és a fent leirtakhoz

hasonldé modon tortént a kiértékelés is.

3.6.4. PBMC-k feldolgozdsa, az immunsejtek jellemzése &ramldsi citometrids
modszerrel

A folyékony nitrogénben tarolt PBMC mintak feldolgozasakor a mintakat 37°C-0s
vizfirdében felolvasztottuk, majd 5% FBS-t tartalmazé RPMI-1640 médiumban
lecentrifugaltuk (2200 rpm, 8 perc, 4°C). A PBMC-k a cs6 aljan pelletet képeztek, igy a
feliilusz6 eltavolitasra keriilt. A pelletet 2 ml szérum mentes RPMI médiumban

felvettiik, majd meghataroztuk a sejtszdmot tripankékes festéssel Biirker-kamraban. A
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sejtszam meghatarozasa utan Gjra lecentrifugaltuk (2200 rpm, 8 perc, 4°C), majd a
pelletet annyi staining pufferbe (SB) vettiik fel, hogy 100 ul-ben 0,5 x 10° sejt legyen (8
féle panel esetén 800 ul puffer keriilt a pelletre). Ezt FACS csovekbe szétosztottuk,
majd kovetkezett a sejtfelszini markerek fluorokromokkal konjugalt monoklonalis
antitestekkel torténd jelolése (a markerkombinaciok részletes leirasa a 4.6.3. alfejeztben
olvashato). A sejteket az antitestekkel 30 percig inkubaltuk sotétben, 4°C-on. Jel6lés
utan lecentrifugaltuk a szuszpenzidt (2200 rpm, 8 perc, 4°C), majd a sejteket 1%-0s
paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk, és 4°C taroltuk mérésig.

Néhany panel esetében sejten beliili markerek (FoxP3, Ki67, PSA) expresszidjat
is vizsgaltuk, amelyre a kiilsé markerek megjelolése utan keriilt sor. Ehhez fixalni és
permeabilizalni kellett a sejteket, amelyhez a kereskedelmi forgalomban kaphato kitet
hasznaltuk (Foxp3 Fix/Perm Buffer kit, Biolegend, San Diego, CA, USA) a javasolt
utmutato szerint. Miutan atjarhatdva valt a sejtek membranja, hozzaadtuk a sejten beliili
markereket specifikusan jel616, fluorokromokkal konjugélt monoklonalis antitesteket, és
30 percig inkubaltuk sotétben, szobahdmérsékleten. Ezt kovetden mostuk, majd 1%-0S
PFA-val fixaltuk, és 4°C taroltuk mérésig. Az intracellularis PSA jeloléshez el6szor a
tobbi sejfelszini markert jelolo antitesttel egyiitt fluorokrommal nem konjugalt anti-PSA
antitestet is hasznaltunk, amely blokkolta a makrofagok felszinén jelenlevd, aspecifikus
PSA-t, majd ezutan fixaltuk, permeabilizaltuk, és jeloltiik a sejten beliili PSA-t.

Az igy megjelolt PBMC-ket aramlasi citométer (FACS Calibur, Becton
Dickinson, CA, USA, és Cytoflex, Beckman Coulter, CA, USA) segitségével
kvantifikaltuk még a jel6léssel megegyez6 napon. Minden beteg esetében egyszerre
jeloltiik és mértiik a nyomon kovetés teljes iddtartama alatt begytijtott 6sszes mintéjat.
A kinyert dramlasi citometrias adatokat a CytExpert (Beckman Coulter, CA, USA) és a
Kaluza 1.5a elemz6 programok segitségével végeztiik.

A fej-nyaki daganatos betegek esetében egy sziikebb fenotipizalasi panel rendszert
alkalmaztunk, amellyel vizsgaltuk az effektor és regulator T limfocitakat és azok
funkcionalis markereit (CTLA4, PD1, CD39), osztédo T limfocitakat, mieloid eredetii
szuppresszor sejteket (MDSC), természetes Olosejteket €s a dendritikus sejteket
(mieloid, limfoid). Az LDR csoport egy részében (n=21) még a fent részletezett,
szlikebb panelrendszert alkalmaztuk, azonban wjabb 10 LDR kezelésben részesiilt

betegben, illetve a tobbi prosztata daganatos beteg esetében mar egy kibdvitett
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immunfenotipizalast végeztiink. Ennek segitségével kiillonbozd érési és funkcidju T
limfocitakat (naiv, effektor, citotoxikus, regulator, aktivalt, kifaradt, szeneszcens),
memoria T sejteket (memoria Ossejtek, centralis, termindlis, effektor, terminalis
effektor), B limfocitakat (tranzicionalis, érett naiv, aktivalt, memoria), plazma sejteket,
természetes Olosejteket és azok érési €s funkciondlis alcsoportjait (éretlen, korai érett,
érett, degranulalt, anergikus NK), dendritikus sejteket (mieloid, limfoid) azonositottuk
be és vizsgaltuk. Monocitakat (klasszikus, atmeneti, nem-klasszikus), PSA-tartalmu
makrofagokat, illetve a CD4+, CD8+ T Ilimfocitak, Treg sejtek és NK sejtek
proliferacios kapacitasat pedig csak az tjonnan bevont prosztata daganatos betegekben

vizsgaltuk (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapia: n=20; Kiber-kés terapia: n=15).

3.6.5. Immunfenotipizalasi panelok tervezése, izotipus €s fluoreszcencia minusz egy
(FMO) kontrollok alkalmazasa

A tobbszinli (,,multi-color”) 4ramldsi citometrids panelok tervezésének egyik
legkritikusabb 1épése a kiilonboz6 emisszids spektrummal (fénykibocsatasi hullamhossz
tartomédnnyal) rendelkezd fluorokromok megfeleld kombindlasa. Az egyes emisszios
spektrumok kiilonb6zé mértékben atfedhetnek egymassal, ennek minimalizalasa a cél.
Ugyanis, ha ugyan abban a mintaban ugyan azon lézer altal gerjesztett és azonos szinii
fluorokrémokat alkalmazunk, akkor azok elkiilonitése nem lehetséges. A CytExpert
kiértékeld program segitségével minimalis mértékll atfedés utdlagos kompenzalasara
van csak lehetdség.

Ezutan beallitottuk minden egyes antitest esetében a fél millio sejt megjeloléséhez
minimalisan sziikséges antitest mennyiségét (titralds), majd meghataroztuk az egyes
fluorokromokkal jelolt antitestek pozitiv/negativ hatarait. Ehhez izotipus ¢és
fluoreszcencia minusz egy (FMO) kontrollokat alkalmaztunk. Az izotipus kontrollokat
negativ kontrollként hasznaljuk, segitenek elkiiloniteni a nem specifikus hattérjelet a
specifikus ellenanyag jelt6l, nincs relevans specifitisuk a célantigénnel szemben.
Fontos, hogy az alkalmazott izotipus kontroll mindig ugyan abbol a gazdafajbol
szarmazzon, ugyan azzal az izotipussal és alosztallyal rendelkezzen, és ugyan azzal a
fluorokrommal legyen konjugalva, mint az elsddleges antitest. Alkalmazasakor a
hasznalt antitestek koziil mindig az egyik helyett annak izotipus kontrolljat tessziik az

antitest koktélba. Az FMO kontrollok esetében — ahogyan a neve is utal ra — mindig az
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egyik fluorokrommal jelolt antitestet hagyjuk ki a mérésbol, helyére nem tesziink
semmit, az Gsszes tobbi antitestet pedig valtozatlanul meghagyjuk. A kontrollok mellett
mindig hasznaltunk festetlen mintat is, amelybe egy jeldlt antitestet sem tettiink. A
bemutatott kontrollok segitették a teljesen festett mintakban meghatarozni minden egyes

markerek pozitiv/negativ hatarat az alabb bemutatott modon (2. abra).

Festetlen kontroll FMO kontroll Teljesen festett Izotipus kontroll
[Limfocita] FSC-A/CD4 APC-A [Ossz.esemény] FSC-A/CD4 APC-A [Limfocita] FSC-A/CD4 APC-A [Limfocita] FSC-A/CD4 APC-A
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2. abra: Festetlen, FMO, teljesen festett €s izotipus kontrollok egyiittes vizsgalataval
tortént minden egyes marker pozitiv/negativ hataranak beallitasa. Ehhez mind a négy
kontroll esetében a fliggdleges tengelyen a vizsgalni kivant marker (példaul itt: CD4),
mig a vizszintes tengelyen pedig az eldre iranyuld fényszoras teriileti dimenzidja

(Forward Scatter-Area: FSC-A) szerepelt. Forras: sajat abra.

3.6.6. Fenotipizalasi panel rendszerek felépiilése

A kezdetben alkalmazott sziikebb fenotipizalasi rendszer 6t kiilonb6z6 panelb6l
épiil fel, amelyekhez maximalisan négyféle kiilonbozd fluorokrommal jelolt
monoklonalis antitestb6l allo koktélt alkalmaztunk (fiiggelék 3. tablazat). Ezzel a
panellal vizsgalt fej-nyaki (n=23) és LDR terapidban részesiilt prosztata daganatos beteg
(n=21) mintdit FACS Calibur késziilékkel mértiik le, és a Kaluza elemzd szoftver
segitségével értékeltiik Ki.

A kibdvitett rendszer a korabbira épiil, annak tovabb fejlesztésével dsszesen nyolc
kiilonb6zé immunfenotipizalasi panelt alakitottunk ki, mindegyikben 7 kiilonb6z6
fluorokrémmal jelolt monoklonalis antitestet alkalmaztunk egyszerre (fliggelék 4.
tablazat), melyek segitségével Osszesen tobb, mint 40 féle kiilonb6zo érési €s
funkcionalis immunsejt alpopulaciot tudunk egyszerre meghatarozni és vizsgalni a

betegek periférias vérében. Ezzel a panellal vizsgalt prosztata daganatos betegek (LDR:
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n=10; HDR: n=32; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) mintait Cytoflex

késziilékkel mértiik le, és a CytExpert elemz6 szoftver segitségével értékeltiik Ki.

3.6.6.1. Monocitak ¢s PSA+ makrofagok kapuzasa

A periférids vérben keringd monocitdknak harom kiilonbozé  altipusat
kiilonitettiink el a CD14 és CD16 sejtfelszini markereik segitségével a teljes PBMC
csoportban (amelybdl kizartuk a limfocitdk csoportjat). Ezek a klasszikus
(CD14™M9%CD16-), atmeneti  (CD14™M9*CD16+) és a  nem-klasszikus
(CD14+CD16™M%*) monocita formak. Tovabba vizsgaltuk a keringd, PSA-tartalma,
CD14+PSA+ dupla pozitiv makrofagokat is ugyan abbdl a kiindulasi csoportbol
(PBMC-bél kivont limfocita csoport) (3. abra).
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3. ébra: Monocitdk és PSA+ makrofagok kapuzéasit a limfocitdkon kiviili PBMC
tartomanyban  végeztik. Klasszikus (CD14™9*CD16-), atmeneti/intermedialt
(CD14™9%CD16+) és nem-klasszikus (CD14+CD16™M%%) monocita formakat, illetve
PSA-tartalmui, CD14+PSA+ dupla pozitiv makrofagokat vizsgaltuk. Forras: sajat abra.

3.6.6.2. Mieloid és limfoid eredetii dendritikus sejtek kapuzasa

A mieloid és limfoid eredetli dendritikus sejtek meghatarozasat a teljes PBMC
csoporton, majd a Lineage-/HLA-DR+ alcsoporton beliil végeztik. Mieloid DC-k
CD11c+Lineage-, mig a limfoid DC-k CD123+Lineage- fenotipustak (4. ébra). A
gyartd altal készitett Lineagel antitest koktél osszetétele: CD3, CD14, CD16, CD19,
CD20 és CD56.
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4. abra: CD11c+ mieloid ¢s CD123+ limfoid eredeti dendritikus sejtek kapuzasat a
PBMC Lineage-/HLA-DR+ alcsoportjan beliil végeztik. A mieloid DC-k
CD11c+Lineage-, mig a limfoid DC-k CD123+Lineage- fenotipusuak. Forras: (Balazs,
Kis et al. 2019).

3.6.6.3. Természetes 0l6sejtek és funkcionalis alcsoportjainak kapuzasa

A teljes limfocitak csoportjat (Lym) fizikai paramétereik alapjan, az oldalra
iranyuld (SSC) és az eldére iranyuld (FSC) fényszorasi grafikonon hatdroztuk meg
minden esetben. Az FSC a relativ sejt méretet, mig az SSC a sejtek relativ
granulaltsagat, illetve komplexitasat adja meg. A bemért sejteket méretiik és
granulaltsaguk alapjan az SSC-FSC grafikon meghatarozott, egymastol eltérd teriiletein
detektaljuk. A limfocitdk kisebb méretlick és kevésbé granulaltak (mint példaul a
monocitdk, vagy a granulocitdk), igy egyértelmiien elkiilonithetdé a csoportjuk. A
limfocitakon beliil vizsgaltuk az NK sejteket, illetve a kovetkezd alfejezetkben
bemutatott kiilonb6z6 T és B limfocita csoportokat.

A természetes Oldsejteket CD16+CD56+ dupla pozitiv csoportként hataroztuk
meg a CD3- limfocita kapunk beliill. Tovabbi 6t kiilonbozé érési és funkcionalis

alcsoportjat kiilonithetjiik el az NK sejteknek a két emlitett sejtfelszini marker
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kiilonb6z6 expresszios szintje alapjan. Ezek az éretlen prekurzorok (CD56M9*CD16-),
éretlen/korai  érett  alakok ~ (CDS56™9SCD16%20)  grett  citotoxikus
(CD5622YCD16™M9%) degranulalt (CD562%°YCD16-) és az anergikus NK sejtek
(CD56-CD16™M9%) (5. abra).
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5. abra: Természetes 616sejteket a CD3- limfocitakon beliil CD16+CD56+ dupla pozitiv

csoportként azonositottuk be (A), majd a kiillonboz6 funkcionalis alcsoportjaik
kapuzasat a CD16 és CD56 markerek kiillonb6zd expresszidos szintje alapjan
kiilonitettiik el (B). Ezek az éretlen prekurzorok (CD56™M%*CD16-), éretlen/korai érett
alakok (CD56M935CD1638%0)  érett citotoxikus (CD562%%°WCD16M9%), degranulalt
(CD562%°YCD16-) és az anergikus NK sejtek (CD56-CD16M9%) csoportjat
azonositottuk be. A dupla negativ sejtek nem funkcionalis alcsoportja az NK sejteknek.

Forras: sajat abra.

3.6.6.4. Oszt6do természetes 6l0sejtek kapuzasa
Az NK sejtek alcsoportjainak osztodasi kinetikajat a Ki67 marker expresszidjaval
hataroztuk meg (fliggelék 2. abra). A Ki67 fehérje a GO fazis kivételével a sejtciklus

minden fazisdban kifejez6dik a sejtmagban, igy expresszidjanak mérésével
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kovetkeztethetiink a sejtosztodas tényére és mértékére. Az NK sejtek alcsoportjaiban a
Ki67+, azaz oszt6do frakciot kiilonitettiik el a Ki67- (nyugvod) allapott alakoktol.
3.6.6.5. A T limfocita alcsoportok kapuzasa

A teljes limfocitak csoportjat, ahogy korabban részleteztem, fizikai paramétereik
alapjan, az SSC-FSC fényszorasi grafikonon hataroztuk meg minden esetben. A
limfocitakon beliil vizsgaltuk a CD3+CD4+ helper és a CD3+CD8+ dupla pozitiv
citotoxikus T limfocita alcsoportokat, valamint ezek aranyat is meghataroztuk. A CD3+
limfocita kapunk beliil hatdroztuk meg a CD4-CD8- dupla negativ T sejtetek, a CD4+
és CD8+ limfocitakon beliil pedig a CD3- aberrans limfocita aranyt (fliggelék 3. abra).
A CD3+CD4+ és a CD3+CD8+ T sejt csoportokon beliill pedig a tobbi, kés6bb
részletezett funkciondlis T sejt alcsoportokat (reguldtor, kifaradt, szeneszcens, memoria)

hataroztuk meg.

3.6.6.6. Szuppressziv T limfocitak kapuzasa

A regulator T sejteket a teljes limfocita kapun belil vizsgéltuk.
Beazonositasukhoz a FoxP3 trankripciés faktort hasznaltuk, amely sejten beliili
festéshez a korabban leirtak szerint fixalni és permeabilizalni kellett a sejteket. igy
CD4+FoxP3+ dupla pozitiv sejtként azonositottuk a Treg-eket. A PD1+ T sejt
alcsoportot mind a teljes CD4+ T limfocita, mind a CD4+FoxP3+ regulator T limfocita,
mind pedig a CD4+FoxP3- effektor T limfocita csoporton beliil meghataroztuk (6.
abra). A CTLA4+ és CD39+ T sejt alcsoportokat ugyan ezen a kapuzasi stratégian

keresztiil vizsgaltuk (ezért kiilon nem abrazoltuk).
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6. abra: Szuppressziv T limfocitak kapuzasat a teljes limfocita csoporton beliil végeztiik.
Meghataroztuk a CD4+FoxP3+ dupla pozitiv Treg sejteket, tovabba a PD1+ T sejt
alcsoportot mind a teljes CD4+ T limfocita, mind a CD4+FoxP3+ regulator T limfocita,
mind pedig a CD4+FoxP3- effektor T limfocita csoporton beliil. Forras: (Balazs, Kis et
al. 2019).

Belso festést nem igénylé modon, a CD25 (IL-2) és a CD127 (IL-7) sejtfelszini
markerek alapjan is beazonositottuk a Treg sejtek csoportjat CD1273csony-Cp25+/magas
fenotipussal. A CTLA4 aktivacios markerek expresszidjat a CD4+ T sejtek, és a
CD1273kesony-CD25M03 regylator T limfocitak felszinén is meghataroztuk (7. dbra).
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7. dbra: A CD1273ecsonV-CD25Ma0% geitfelszini markerekkel beazonositott regulator T

limfocitak kapuzasa. Forras: sajat abra.
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3.6.6.7. Osztddo regulator T sejtek kapuzasa

Nem csak a CD4+FoxP3+, hanem a CD8+FoxP3+ Treg sejtek csoportjat is
vizsgaltuk a teljes limfocita csoporton beliil, majd az osztodasi kapacitasukat is
meghataroztuk mindkett6 Treg alcsoportnak a mar emlitett Ki67 sejten beliili marker

expresszidja segitségével (8. abra).
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8. abra: Osztodo regulator T sejtek kapuzasat a teljes limfocita csoporton beliil
végeztik. A Ki67 marker expresszidja segitségével hataroztuk meg a Ki67+ 0sztodd

CD4+FoxP3+ és CD8+FoxP3+ Treg sejtek frakciojat. Forras: sajat abra.

3.6.6.8. Kifaradt T limfocitak kapuzésa

A T limfocitdk immunologiai kimeriilését jelz6 négy legfontosabb sejtfelszini
markert a teljes limfocita csoporton beliil meghatarozott CD3+CD4+ és CD3+CD8+ T
limfocitak kapujaban végeztiik. Ezek a markerek a LAG3, 2B4, PD1 és a CD160 (9.
abra). A CD3+CD8+ T limfocitdk kapuzasi stratégiajat kiilon nem abrazoljuk.
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9. abra: A T limfocitdk immunologiai kimeriilését jelz6 négy legfontosabb sejtfelszini
markert (LAG3, 2B4, PDI ¢és a CDI160) vizsgaltuk a PBMC csoporton beliil
meghatarozott CD3+CD4+ és CD3+CD8+ (nincs kiilon abrazolva) T limfocitak

kapujaban. Forras: sajat abra.

3.6.6.9. Aktivalt és szeneszcens T limfocitak kapuzasa

A CD28 és a CD57 sejtfelszini markerek alapjan négy kiilonb6z6 funkcionalis
alcsoportra bonthaté6 mind a CD3+CD4+, mind a CD3+CD8+ T sejtek csoportja a teljes
limfocita kapun belil. Ezek a nem/korai aktivalt (CD28+CD57-), aktivalt
(CD28+CD57+), aktivalt/korai szeneszcens (CD28-CD57-) és a véglegesen
differencialodott szeneszcens T sejtek (CD28-CD57+) csoportja (10. abra). T sejtek. A
Tim3 és KLRGI1 gétld receptorok expresszidjat a CD3+CD4+ T sejtek csoportjan beliil

vizsgaltuk.
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10. abra: Aktivalt és szeneszcens T limfocitadk kapuzasa. Négy kiilonb6z6 funkcionalis
alcsoportra bonthaté mind a CD3+CD4+, mind a CD3+CD8+ T sejtek csoportja a teljes
limfocita kapun belill. Ezek a nem/korai aktivalt (CD28+CD57-), aktivalt
(CD28+CD57+), aktivalt/korai szeneszcens (CD28-CD57-) ¢és a véglegesen
differencialodott szeneszcens T sejtek (CD28-CD57+). Forras: sajat abra.

3.6.6.10. Naiv és memoria T limfocitak kapuzasa

A naiv és memoria T sejtek beazonositasat a teljes limfocita csoporton beliil
végeztiik. El6szor beazonositottuk a CD45RO memoria T sejt markert és a CCR7
kemokin receptort expresszald és nem expresszal alcsoportokat (CD45RO-CCR7+,
CD45RO+CCR7+, CD45R0O-CCR7-, CD45RO+CCR7-) mind a CD3+CD4+, mind a
CD3+CD8+ T limfocitakon beliil. Ezt kovetden a négy frakcion beliil a CD95 és CD28
sejtfelszini markerek segitségével azonositottuk be az alabbi funkcionalis csoportokat:
naiv T sejtek (TN: CD45RO-CCR7+CD95-CD28+), memoria T 0ssejtek (TSCM:
CD45RO-CCR7+, CD95+CD28™M%%)  centralis memoria T sejtek (TCM:
CD4RO+CCR7+CD95+CD28+), terminalis memoéria T sejtek (CD45RO+CCR7-
CD95+CD28+), effektor memoria T sejtek (TTM: CD45RO+CCR7-CD95+CD28-) és a
terminalisan effektor T sejtek (TTE: CD45RO-CCR7-CD95-CD28-) (11. abra).
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abra: Naiv és memoria T limfocitdk kapuzasa a teljes limfocita csoporton beliil. Az

egyes alcsoportok beazonositasa mind a CD3+CD4+, mind a CD3+CD8+ T limfocitak

esetében azonos kapuzasi stratégia szerint tortént, igy csak a CD3+CD4+ vonalat
abrazoljuk. A beazonositott csoportok a naiv T sejtek (TN: CD45RO-CCR7+CD95-
CD28+), memoria T &ssejtek (TSCM: CD45RO-CCR7+, CD95+CD28™M49%)  centralis
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memoria T sejtek (TCM: CD4RO+CCR7+CD95+CD28+), termindlis memoria T sejtek
(TTM: CD45RO+CCR7-CD95+CD28+), effektor memoria T sejtek (TEM:
CD45R0O+CCR7-CD95+CD28-) ¢és a terminalisan effektor T sejtek (TTE: CD45RO-
CCR7-CD95-CD28-). Forras: sajat abra.

3.6.6.11. B limfocitak és funkcionalis alcsoportjainak kapuzéasa

A B limfocitakat CD19+IgD+ dupla pozitiv fenotipussal azonositottuk be a teljes
limfocita kapun beliil. Az igy kikapuzott B limfocitakat két marker paros segitségével
hat kiilonbozé érési és funkcionalis alcsoportra osztottuk. A CD24 ¢és CD38
markerekkel azonositottuk be az éretlen/tranzicionalis B sejteket
(CD19+IgD+CD24M**CD38™M%%*), érett, naiv B sejteket (CD19+IgD+CD24+CD38+),
illetve a memoria B limfocitakat (korai formak: CD19+IgD+CD24"M9%CD38-, kés6i
formak: CD19+IgD+CD?24-CD38-). A CD21 és CD86 markerekkel pedig az aktivalt B
sejtek (CD19+IgD+CD21+CD86+) ¢és az ellenanyagtermelé plazma sejtek
(CD19+lgD+CD213°YCD86+) frakcidja keriiltek meghatarozasra (12. abra).
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12. abra: B limfocitak (CD19+IgD+) érési és funkcionalis alcsoportjainak kapuzasat a
teljes limfocita csoporton beliil végeztiik. Ezek az éretlen/tranzicionalis B sejtek

(CD19+IgD+CD24™M9CD38™Ma9%)  érett, naiv B sejtek (CD19+IgD+CD24+CD38+),
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aktivalt B sejtek (CD19+IgD+CD21+CD86+), plazma sejtek
(CD19+IgD+CD213koCD86+) és a memoria B sejtek (korai:
CD19+lgD+CD24*Ma93CD38-, kés6i: CD19+IgD+CD24-CD38-). Forras: sajat abra.

3.6.6.12. Mieloid eredetii szuppresszor sejtek kapuzasa

A CD11b+CD33+HLA-DR- mieloid eredetii szuppresszor sejteket a teljes PBMC
tartomédnyon beliil vizsgaltuk, amelybdl levontuk a limfocitdk csoportjat. A CD14
markert expresszald, és nem expresszaldo alcsoportjat a CD11b+CD33+HLA-DR-
MDSC csoporton beliil hataroztuk meg (13. dbra).
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13. abra: Mieloid eredetli szuppresszor sejtek kapuzasat a limfocitdkat nem tartalmazo
PBMC-k csoportjan beliill hataroztuk meg. CD11b+CD33+HLA-DR- fenotipusu
MDSC-k CD14 markert expresszald, és nem expresszald alcsoportjait is elkiilonitettiik.
Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).

Az alabbi abra foglalja 6ssze a tanulméanyban vizsgalt velesziiletett, és adaptiv

immunrendszer sejtes elemeit, és azok beazonositasahoz hasznalt markereket (14. abra).
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| Periférias vér immunsejtjei |
I | !
Velesziiletett immunrendszer Adaptiv immunrendszer
sejtes elemei sejtes elemei
Monocitik: T limfocitak:
"« Klasszikus (CD14mg5CD16-) * teljes limfocita csoport (SSC-FSC) @
w  itmeneti (CD14mexsCD16+) > CD3+ limfocita
« nem-klasszikus ~ (CD14+CD16ma) ™ CD4+ limfocita * CTAL4;PD1;CD39:Ki67

™ CD8+ limfocita = Ki67
CD3-CD4+ limfocita

. Makrofigok: CD3-CD8+ limfocita
: O * PSA+ makrofag (CD14+PSA+) CD4-CDS8- limfocita
p | CD3+CD4+ limfocita }Foxp3+%xpg_ arény
| CD3+CD8+ limfocita CD4+/CD8+ arany
e oo Termeészetes 6losejtek (NK): Resulitor T:
e@° ° éretlen prekurzor (CD56™3225CD16-) v
o% lomierett  (CDSEmICDIgTe) g e poe ot Tr L Ki67+ osrtods fakeid
 érett, citotoxikus (CD56ewsonyCD] Gmagas)| & s D12 7ecsom C D $m085 Trog — CTLAS
¢ degranulélt  (CDS56%eowCD16-) | & o y &
g 5 Kifaradt T:
* anergikus (CD56-CDIom%=) |15 . L AG+, 2B4+, CD160+, PD1+
Aktivalt/szeneszcens T:
> nem/korai aktivalt (CD28+CD57-)
Dendritikus Seitek (DC): > aktivalt (CD28+CD57+)
o * mieloid  (Lin-/HLA-DR+CD11c+) > korai szeneszcens (CD28-CD57-)
* limfoid  (Lin-/HLA-DR+CD123+) > term.diff.szeneszc. (CD28-CD57+)
Meméria T:
> Ossejt (CD45RO-CCR7+CD95+CD28magas)
( MDSC (CD11b+CD33+HLA-DR-): > centralis (CD4RO+CCR7+CD95+CD28+)
\ - * CD14+ b terminalis (CD45RO+CCR7-CD95+CD28+)
* CD14- > offektor (CD45RO+CCR7-CD95+CD28-)
> term.effektor (CD45RO-CCR7-CD95-CD28-)
B limfocitik: @
* teljes B limfocita csoport (CD19+IgD+)
tranzicionalis (CD19+IgD+CD24magasCD38magas)
érett, naiv (CD19+IgD+CD24+CD38+)
aktivalt (CD19+1gD+CD21+CD86+)
plazma sejt (CD19+IgD+CD212esonyCD86+)

korai memoéria  (CD19+IgD+CD24"/magasCD38-)
késé1 memoéria  (CD19+IgD+CD24-CD38-)

14. é4bra: A tanulmanyban vizsgalt velesziiletett, €s adaptiv immunrendszer sejtes
elemeit, és azok beazonositasahoz hasznalt markereket tartalmazo Osszefoglald abra.

Forras: sajat 4bra.

3.6.7. Statisztikai vizsgalatok

A vizsgalt gének expresszios szintjének valtozasat parositott t-teszttel vizsgaltuk a
terapia el6tti, kdzvetlenill terapia utani, és egy honappal késébbi idopontok kozott. A
statisztikai vizsgalatok elkészitéséhez és az eredmények abrazolasahoz GraphPad Prism

6.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verzioji szoftvert hasznaltuk. A
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grafikonokon fliggdleges vonal jelzi a szorast (standard deviation: SD). Az aramlasi
citometridas ¢és ELISA eredmények esetében a csoportok kozotti valtozasok
vizsgalatahoz felhasznalt statisztikai proba szintén t-teszt volt (paros és parositatlan),
illetve az adatsorok kozotti Osszefiiggések vizsgalatdhoz Pearson és Spearman-féle
korrelaciot hasznaltunk. A statisztikai vizsgalatokat és az eredmények abrazolasat
szintén GraphPad Prism 6.00 szoftver segitségével végeztikk. Szignifikansnak
tekintettiik a valtozast, ha a ,,p”-érték kisebb volt, mint 0,05 (*: p < 0,05; **: p < 0,01,
*** p < 0,001; **** p < 0,0001). A t-tesztek esetében 95%-0s konfidencia
intervallumot alkalmaztunk minden esetben.

A négy prosztata daganatos betegcsoport daramlési citometrids eredményeit
Osszehasonlitdo oszlopdiagramokon az egyes oszlopok a sejtpopulaciok szazalékos
aranyanak atlagat jelentik. Ezt a fajta abrazolasi modot a nagy mennyiségli adat
konnyebb ételmezhetésége és vizualizalhatosaga indokolta. Az valtozasokat a piros
oszloppal jelzett, korban-nemben illesztett kontroll csoporthoz, és a kezelés el6tti
értékekhez egyarant viszonyitottuk parositatlan t-teszttel. Az oszlop diagrammokon
piros csillag a kontroll csoporthoz, mig a fekete csillag a kezelés eldtti értékhez
viszonyitott szignifikdns valtozast jeloli. A vizszintes iranyu kapocs jelzi a csoportok
kozotti szignifikans kiilonbséget, illetve az oszlopokon lathato fiiggéleges vonal jelzi az
adatsorok szorasat (ezeket az informaciokat nem tiintettiik fel minden abra alatt).
Tovabba vizsgaltuk az egyes markerek median fluoreszcencia intenzitasat (MFI) is,

hogy megallapithassuk az adott marker expresszids szintjét és valtozasat.

3.6.8. Etikai engedélyek

A fej-nyaki daganatos betegek vizsgalatdhoz az etikai engedélyt a Maria
Sklodowska-Curie Itézet Etikai Bizottsaga (27/2015-18/08/2015), és a Magyar
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Etikai Bizottsaga (16738-2/2015/EKU) adta. A
prosztata daganatos betegek vizsgalatat pedig a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs Etikai Bizottsaga (16738-2/2015, 20042-4/2016, 20542-2/2019) engedélyezte.
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4. Eredmények

4.1. A fej-nyaki daganatos betegek eredményei
4.1.1. A betegek klinikai paraméterei

Az intenzitds modulalt sugarterapiaban részesiilt 23 fej-nyaki daganatos beteg
(életkor: 43-79) klinikai adatait, beleértve a tumor lokalizacidjat, TNM klasszifikaciot,
AMR besorolast, a leadott teljes dozist, a frakciok szamat és a frakcionként leadott
dozis nagysagat, valamint a terapidra adott valaszt a fiiggelék 5. tablazat foglalja dssze.
A fej-nyaki daganatos csoport mar lepublikalt eredményeit (Balazs, Kis et al. 2019) a
kovetkez6 alfejezetekben szeretném bemutatni.

A kapott teljes dozis nagysaga alapjan harom csoportba sorolhatok a betegek: 51—
52,8 Gy (n=7); 57,6-60 Gy (n=7); 64,8-74 Gy (n=9). A betegcsoport kisebb része (n=5)
3 Gy dozist kapott frakciokként, 6sszesen 17 alkalommal, mig a csoport nagyobb része
(n=18) kisebb doézisokat kapott (1,6-2,2 Gy), de tobb frakcioban (30-40). A sugarzas
indukalta akut mukozalis reakcié (AMR) mértékének nyomon kdvetése is megvalosult a
betegeken. A paciensek kozel felénél (48%) a legsulyosabb (AMR=3) reakciok
jelentkeztek, példaul lassabban gyogyuld nyalkahartya fekélyesedés és gyulladasos
reakciok. AMR=2 tiinetek 39%-ban, mig a legenyhébb AMR=1 tiinetek 9%-ban
jelentkeztek. Egyetlen egy betegnél nem jelentkeztek nyalkahartyat érintd panaszok
(AMR=0). A terapiara adott korai valaszt egy honappal a kezelést kovetéen 0-tdl 6-ig
terjedd skalan értékeltiik (0: nincs adat, 1: komplett tumor valaszt, 2: részleges tumor
valasz, 3: nincs tumor valasz, 4: helyi kigjulas, 5: nyirokcsomoi kiujulas, 6: teljes
kigjulds gyanuja). A betegcsoport nagy részében (n=18) komplett tumor valaszt
detektaltak, azaz a daganat tiinetei eltlintek a sugarkezelés hatasara. Egy beteg esetében
nem volt detektdlhatd tumorvalasz, két betegnél helyi kitjulds 1épett fel, egy beteg
esetében nyirokcsomoi kitijulast azonositottak, mig egy masik betegnél a teljes kiujulas
gyanuja allt fent egy honappal a terapia utan. Az elsddleges tumor méretet a TNM
besorolas alapjan hataroztuk meg: a betegek 30%-a T1, 39%-a T2, 13%-a T3 és 17%-a
T4 stddiumban volt a terapia elétt. Gyenge pozitiv korrelaciot talaltunk az AMR
sulyossaga ¢€s a teljes leadott dozis nagysaga (1=0,2652), és az AMR ¢s a frakcionként

leadott d6zis nagysaga kozott (r=0,3368).
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4.1.2. Periférias vérsejtek gén expresszios profiljanak vizsgalati eredményei

A vizsgalt gének (DDB2, GADDA45, SESN1, FDXR, MDM2) a
sugarérzékenységgel Osszefiiggésbe hozhatd gének. Expresszids szintjiiket gRT-PCR
segitségével vizsgaltuk a sugarterapia megkezdése elott, kozvetleniil az utolso frakcio
leadasa utan, majd egy honappal a terapia végét kovetden. Mindegyik gén expresszios
szintje szignifikans valtozast mutatott kdzvetlenill a terapia utan (az utolsé frakcio utan
koriilbeliil 6 oran beliil). Az FDXR, GADD45, DDB2 ¢és az MDM2 gének expresszidja
megnodtt, mig a SESN1 gén expresszioja lecsokkent kezelés utan a kezelés elotti
értékhez képest. Egy honappal a terapia utan az FDXR és a DDB2 gének expresszidja a
kezelés elotti szintre csokkent vissza, azonban a harom masik gén expresszios szintje a
megvaltozott szinten maradt, amely egy hosszan tartd, sugdrzas indukélta gén

expresszids szabalyozasi zavarra utalhat (15. abra).
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15. abra: Intenzitas modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegek (n=23)
periférias vérsejtjeiben vizsgalt FDXR, SESN1, GADD45, DDB2 ¢s MDM?2 gének
expresszids szintjének relativ (HPRT1 génhez viszonyitott) valtozésa terapia elott,
kozvetlen terapia utan, és egy honappal a kezelést kovetden. Minden pont egy adott

beteg értékét jeloli. Szignifikans valtozasokat a piros csillagok jeldlik (*: p < 0,05; **: p
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<0,01; ***: p <0,001). A vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fliggbleges vonal az

adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).

4.1.3. A vérplazma fehérjeprofil vizsgalatanak eredménye protein array technikaval

A nagy atereszt képességii plazma fehérje profil vizsgalat soran 105 gyulladasos
folyamatokkal Osszefliggésbe hozhatd fehérje valtozasat vizsgaltuk a fej-nyaki
daganatos betegek egy kisebb csoportjaban (n=11) kezelés eldtt, kozvetlen és egy
honappal a terapia utani idépontokbol szarmazo mintakban. A vizsgalat célja egy szemi-
kvantitativ eldszlirés volt, amelynek soran megvizsgaltuk, hogy mely fehérjék szintje
valtozik szignifikdnsan a sugarterapia hatdsara. A terapia utani idépontokban a kezelés
elotti értékekhez képest szignifikans véltozast nyolc fehérje esetében taldltunk; az
Acrp3, BAFF, ENA-78, C5a novekvd, mig az ApoAl, CD105 ¢és TFF3 csokkend
tendenciat mutat a terapia utani idopintokban. A szignifikdnsan valtozott fehérjék nevét
roviditésiikkel egyiitt, illetve a valtozas iranyat a fiiggelék 9. tablazat foglalja 6ssze. A
TFF3 fehérje esetében a valtozas kozel szignifikans volt kozvetlen a terapia utani

idépontban.

4.1.4. A protein array validalasa ELISA technikéaval

A protein-array eredmények alapjan a fej-nyaki daganatos betegek (n=23)
vérplazmajaban szignifikansan valtozott fehérjéket szendvics ELISA technika
segitségével validaltuk (16. abra). A kezelés el6tti idopontban az ApoAl és az endoglin
fehérje szintje alacsonyabb értéket mutat a kontroll csoporthoz képest (elébbi 1,6-
szoros, mig utobbi 1,3-szoros csokkenést mutatott), amely feltételezhetéen a tumoros
statusszal Osszefliggd valtozas. A sugarterapia nem befolyasolta az ApoAl szintjét,
amely szignifikdnsan alacsony maradt kezelés utan egy honappal is, mig az endoglin
fehérje szintje még tovabb csokkent sugarterapia utan a kezelés eldtti szinthez képest, és
ezen a szignifikansan alacsonyabb szinten maradt egy honappal késébb is. Az
Adiponektin és a BAFF fehérje szintje nem valtozott a betegekben kezelés elott a
kontrollhoz képest, azonban egy honappal a terapia utan szintjiik megemelkedett (eldbbi
1,3-szoros, mig utdbbi 1,65-sz6rés novekedést mutatott) a kezelés elStti értékhez
képest. Ezekhez hasonléd tendenciat mutatott a CD14 fehérje valtozasa. Az ENA-78, a

C5a és TFF3 fehérjék nem mutattak szignifikans valtozast sem a kontroll, sem a kezelés
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elotti értekhez képest. Az ELISA moddszerrel kapott eredményeket 0sszehasonlitva a
fehérje array technikéval kapott eredményekkel elmondhatd, hogy az Acrp3, ApoAl,
BAFF, CD14, ¢és az endoglin fehérje mennyiségi valtozasat az ELISA technikéaval
sikeriilt megerdsiteni, mig az C5a esetében kapott szignifikans valtozast nem tudtuk
validalni ELISA-val. Az ENA-78 és TFF3 fehérjék esetében pedig egyik technikaval

sem kaptunk szignifikans valtozast sem a kontroll, sem a kezelés el6tti szinthez képest
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16. abra: Intenzitas modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegek (n=23)
plazmajaban ELISA technikdval vizsgalt, kiilonb6z6 immunologiai és gyulladasos
folyamatokhoz kapcsolodo fehérjék valtozasa kezelés el6tti és utani idépontokban. A

betegekben mért koncentraciokat kontroll csoport (n=6) értékeihez is viszonyitottuk.
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Minden pont egy adott beteg értékét jeloli. Szignifikdns valtozasokat a piros csillagok
jelolik (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001). A vizszintes vonal a csoport atlagat,

mig a fliggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).

4.1.5. A velesziiletett ¢s adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek valtozésa

Vizsgaltuk a fej-nyaki daganatos betegek (n=23) periférias vér mononuklearis
sejtjeinek fenotipikus valtozasait a sugarterapia megkezdése eldtti, kdzvetleniil azutani,
illetve egy honappal késébbi idopontbol szarmazd mintdkban egyarant aramlasi
citometrias modszerrel. A betegek kiillonb6z6 idépontjaiban mért valtozasait egészséges
kontroll csoporthoz (n=18) viszonyitottuk, tovabba vizsgaltuk a betegek egyes
idépontjai kdzotti valtozas mértékét is. A felhasznalt fenotipizalasi panelok (fiiggelék 3-
4. tablazat) segitségével vizsgaltuk a CD4+ limfocitakat, a FoxP3+ Treg sejteket,
tovabba T sejt aktivaciés markereket, a T sejtek proliferacids statuszat, dendritikus

sejteket és a mieloid eredetli szuppresszor sejteket csoportjat.

4.1.5.1. CD4+ T limfocitak és FoxP3+ regulator T limfocitak valtozéasa

A CD4+ limfocitak szintje nem valtozott szignifikdnsan a betegekben a kezelés
elétt a kontroll csoporthoz képest, azonban koézvetleniil a terapia utan 20%-kal
lecsokkent a szintje a kezelés eldtti értékekhez képest, majd egy honappal késObb
tovabbi szignifikans csokkenést tapasztaltunk a szintjében. Sugéarzas hatasara tehat a
cirkulalo CD4+ limfocitdk homeosztazisa karosodott, amely egy honappal a terapia utan
sem normalizalédott (17A é&bra). A CD4+FoxP3+ Treg sejtek frakcidja a kontroll
csoportban alacsony volt (atlagosan 0,36%), és magas volt az egyének kozotti variacio.
A betegekben mért Treg ardny dupldja volt a kezelés el6tt a kontroll csoporthoz képest,
majd a sugarterapia tovabbi progressziv novekedést eredményezett a szintjében minkét

terapia utani idépontban (17B abra).
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17. abra: Intenzitds modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegekben
(n=23) a sugarterapia szignifikansan csokkentette a CD4+ limfocitak aranyat (A),
azonban a FoxP3+ regulator T sejt frakcid szignifikansan megnétt a betegekben, amely
a terapia hatasara tovabb emelkedett (B). A betegekben mért valtozasokat kontroll
csoport (n=15) értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans valtozasokat a piros csillagok
jelolik (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001). A vizszintes vonal
a csoport atlagat, mig a fliggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kis

etal. 2019).

4152. T limfocitdk funkciondlis integritasinak ¢&s proliferacidos kapacitasanak
valtozéasa

Vizsgaltuk a T limfocitak proliferacios képességének és aktivacios statuszuknak a
valtozasat a fej-nyaki daganatos betegekben (n=23), és a kontroll csoportban (n=15)
egyarant. A sejtek osztddasi képességét a Ki67 sejtmagi marker expresszidjaval
vizsgaltuk, amelynek expresszoja a CD4+ T limfocitdkban nem mutatott szignifikdns
kiilonbséget a kontroll és a beteg csoportban kezelés eldtt. Ugyanakkor a sugérterapia
hatasara 2-szeresére megnétt az osztddd T limfocitdk frakcidja kezelés utan, majd
tovabbi novekedést tapasztaltunk egy hoénappal késdbb is (18A  4bra).
Erdekességképpen kiemelendd, hogy egy honappal a kezelést kovetden ketté valik az
osztodo CD4+ limfocitdk csoportja: a beteg egy részében kisebb mértékli - a
kontrollhoz viszonyitott 1,4-szeres ndvekedést, mig a csoport masik felében nagyobb

mértékil - a kezelés elotti értékhez viszonyitott 3,6-szoros novekedést tapasztaltunk. A
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két eltér6 mértékben osztoddo T limfocitdkkal rendelkezd betegcsoport kozott
szignifikans eltérést (p=0,0196) tudtunk kimutatni.

PD1 marker emelkedett expresszidja a T limfocitak anergikus allapotba keriilésére
utal, amely allapotban lecsokken az aktivacios stimulusokra valo valaszképességiik. A
CD4+ T limfocitdk PD1 expresszioja mar a kezelés elott szignifikdnsan megemelkedett
a betegekben a kontrollhoz képest, majd a terapia utdn tovabbi szignifikans emelkedést
mutattunk ki. Azokban a betegekben, akik CD4+ limfocitai magasabban expresszaltak a
Ki67 markert, a PD1 marker expresszidja is magasabb szintet mutatott (2,1-szeres
novekedés) egy honappal a kezelést kovetden, mint azokban a betegekben, akikben
alacsonyabb Ki67 expressziot mértink ki (1,4-szeres ndvekedés), azonban a két
alcsoport PD1 expresszidja kozott nem kaptunk szignifikans eltérést (18B dbra). A PD1
markert nemcsak a CD4+ limfocitakon, hanem a FoxP3+ Treg sejtek felszinén is
vizsgaltuk, azonban expresszidjat sem a daganatos stitusz, sem a sugarterapia nem
befolyasolta (nincs abrazolva). A CD39 sejtfelszini marker a Treg sejtekre jellemzd
funkcionalis marker, amellyel az effektor T sejtek apoptozisat képesek indukalni.
Szintje szignifikansan lecsokkent a betegekben mar terdpia el6tti idOpontban a
kontrollhoz képest, majd a terapia hatdsdra enyhe, nem szignifikans novekedést
mértiink, de egy honappal a kezelést kovetden is szignifikansan alacsony maradt a

kontroll csoporthoz képest (18C abra).
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18. abra: Intenzitds modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegekben
(n=23) a sugarterapia el6tt szignifikdnsan megnétt a PD1+ T limfocitak (B), és
szignifikansan lecsokkent a CD39+ Treg sejtek frakcidja (C) a kontrollhoz viszonyitva,
mig az osztodé CD4+ T limfocitdk ardnya nem valtozott kezelés elott a kontrollhoz
képest, azonban terapia hatasara szignifikdnsan megemelkedett a szintje (A). A
betegekben mért valtozasokat kontroll csoport (n=15) értékeihez is viszonyitottuk.
Szignifikéns véltozasokat a piros csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001; ****: p < 0,0001). A vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fiigg6leges vonal

az adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).

A CTLA4 marker alacsony szinten, de folyamatosan kifejezédik a Treg sejtek
felszinén, azonban megemelkedett szintje a Treg sejtek fokozott aktivaciojara utal.
Osszehasonlitottuk a CTLA4+ sejtek aranyat a teljes CD4+ T limfocitak csoportjaban
(19A abra), illetve a FoxP3+ regulator (19B abra), és a FoxP3- effektor T sejtek (19C
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abra) csoportjan beliill egyarant. Mind a harom csoport esetében nagyon hasonlo
tendenciat kaptunk: a CTLA4+ arany szignifikansan nagyobb volt a betegekben kezelés
el6tt a kontroll csoporthoz képest, majd a terapia hatasara tovabbi erételjes novekedést
mutattunk ki mind a harom T sejt csoportban. Az eredmények alapjan a CD4+ T
limfocitdkban egy immunszuppressziv fenotipus irdnydba torténd eltolodasat
figyelhetiink meg, amely egy honappal a kezelést kdvetden is fent marad. A PD1
markerhez hasonléan a CTLA4 aranya magasabb volt a Ki67-et magasabban
expresszalo betegekben, mint az alacsonyabb osztddasi kapacitdsi T limfocitakkal
rendelkez6 betegcsoportban, azonban a két betegcsoport kozott itt sem tudtunk
szignifikans kiilonbséget kimutatni. Az 0sszehasonlitas eredményeképpen elmondhato,
hogy a CTLA4+ sejtek aranya a FoxP3+ Treg csoporton beliill magasabb - atlagosan
20% a kontroll csoportban, és 30% a betegcsoportban (kezelés eldtt), mig az effektor T
sejteken beliil alacsonyabb - atlagosan 2% a kontroll csoportban, és 4% beteg
csoportban (kezelés el6tt), és ez a nagysagrendbeli kiilonbség kezelést kovetden is

megmarad a két T sejt csoport kdzott.
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19. abra: Intenzitds modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegekben
(n=23) a sugarterapia el6tt szignifikdnsan megndtt, majd a terdpiat kovetden tovabbi
szignifikdns novekedést mutatott a CTLA4+CD4+ T sejtek (A), illetve a CTLA4+
regulator (B) és CTLA4+ effektor T sejtek (C) aranya. A betegekben mért valtozasokat
kontroll csoport (n=15) értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans valtozasokat a piros
csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ****: p < 0,0001). A vizszintes vonal a

csoport atlagat, mig a fliggdleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forras: sajat abra.

4.1.5.3. Mieloid ¢és limfoid eredetii dendritikus sejtek valtozasa

A dendritikus sejtek két funkcionalis alcsoportjat kiilonitettiik el. Mind a CD123+
limfoid, mind a CD11c+ mieloid eredetii DC-K frakcidja szignifikansan megemelkedett
mar a terapia el6tt a kontroll csoporthoz képest. Atmeneti szignifikins csokkenés

mindkét csoportban mutatkozott kdzvetleniil a terapia utan, azonban egy hénappal a
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kezelést kdvetden is magasan kontroll szint felett maradt mindkét DC csoport aranya

(fliggelék 4. abra).

4.1.5.4. Mieloid eredetii szuppresszor sejtek valtozasa

Vizsgaltuk a mieloid eredetli szuppresszor sejtek aranyat, illetve a CD14+ és
CD14- alcsoportjat mind a kontroll, mind pedig a betegcsoportban kezelés elotti €s utani
idépontokban. Az MDSC-k aranya szignifikansan alacsonyabb volt a betegekben
kezelés eldtt a kontroll csoporthoz képest, amelyet a sugdrterdpia szignifikdnsan nem
befolyasolt, szintje kontroll kdzeli maradt egy honappal késobb. Ugyanakkor a CD14+
MDSC-k aranya szignifikdnsan megndtt a kezelés elétt a betegekben a kontroll
csoporthoz képest, azonban egy honappal a sugarterapia utan szignifikansan lecsokkent.
A CD14- MDSC-k pedig csokkend tendenciat mutattak a betegekben a kontroll
csoporthoz képest a kezelést kovetd idépontokban (fiiggelék 5. abra).

4.2. Prosztata daganatos betegek eredményei
4.2.1. A betegek klinikai adatai

A vizsgalatba bevont Osszes prosztata daganatos beteg klinikai adatainak
szazalékos megoszlasait a fiiggelék 6. tablazat foglalja 6ssze. Atlagos életkor alapjan a
betegek azonos korcsoportba tartoztak (65-75 év). Az LDR és HDR csoportban azonos
aranyban voltak kis (~30%) és kozepes (~70%) kockéazatii betegek, amely arany a
Kiber-kés terapia csoportan is hasonlo volt (20%-80%). A teleterapias kezelésben
részesiilt betegeknél voltak csak a legmagasabb (3) kockazati besorolassal rendelkezd
paciensek (50%), a tobbi teleterapias beteg egyharmada (15%) kis, hétharmada (35%)
kozepes kockéazatti volt. TNM klasszifikaci6 alapjan a legeldrehaladottabb T3-as
besorolasti daganat csak a teleterdpids betegcsoportban fordult eld (30%) A tobbi
csoportban csak T1 és T2 besorolasti tumor volt jellemz6, és aranyuk hasonlo volt
mindharom csoportban (T1l: ~20-30%; T2: ~70-80%). A Gleason pontszamok
megoszlasa a négy betegcsoportban kozel azonos volt, kiemelendd, hogy 4-es és 5-0s
Osszpontszdm legnagyobb ardnyban az LDR csoportban volt, mig a Kiber-kés
terapidban részesiilo csoportban csak 6-os Osszpontszamu, vagy afeletti értékek voltak
jellemzdek. A brachyterdpiasok kozel fele, mig a Kiber-kés terapias betegek 80%-a nem
részesiilt semmilyen hormonterapidban a sugarterapia megkezdése eldtt. Legnagyobb

aranyban (85%) a teleterapias betegek kaptak hormon kezelést, koziiliik pedig 60%-ban
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LHRH antagonista tipusu terapidban részesiiltek a teleterdpia megkezdése elott. A
hormonterapidban részesiild betegek kétharmada maximum 3 hoénapig kapta a kezelést,

mig egyharmaduk 3 honapnal tovabb részesiilt a hormonkezelésben.

4.2.2. A betegek akut és kronikus GI és GU mellékhatasai, IPSS és QoL tesztek
eredményei

A vizsgalatba bevont prosztata daganatos betegek akut és  kronikus
gasztrointesztinalis és genitourindris mellékhatasait a fliggelék 7. tablazat foglalja ossze.
Grade 2-es (2-es foku) akut GU mellékhatasok minden csoportban a betegek ~60%-
aban jelentkeztek 3 honappal a kezelés utdn, azonban meglepd mdédon a HDR
csoportban a betegek tobb, mint felénél (62%) nem jelentkeztek akut genitourinaris
mellékhatasok, mig grade 2-es fokozatu tiinetek minddssze 16%-ban jelentkeztek. Akut
gasztrointesztinalis mellékhatdsok a két brachyterapids csoportban szinte egyaltalan
nem jelentkeztek, mig a teleterdpids és Kiber-kés terdpias csoport tobb mint felénél
grade 1-es vagy magasabb fokozatii mellékhatasok 1éptek fel.

A kronikus mellékhatasokat tekintve grade 1-es és 2-es GU mellékhatasok a HDR
¢és Kiber-kés terapis csoportokban ~35%-ban, mig a masik két csoportban tobb, mint
60%-ban maradtak meg kés6i idopontokban is. Grade 1-es és 2-es GI mellékhatasok
kisebb aranyban, a betegek egyharmadanal maradtak csak fent 6 honapnal késdbbi
idépontokban. Négyes és 6tos fokti mellékhatasok egyik betegnél sem jelentkeztek.

A GU ¢s GI mellékhatasok pontozasa mellett a betegek sajat maguk is pontozzak
a mellékhatdsaikat a Nemzetkozi Prosztata Tiinetek Pontszdm (IPSS) rendszere
segitségével. Tovabba a vizeletiirités tlinetei alapjan is pontozzék életmindségiiket
(QoL). Az osszesitett adatok alapjan elmondhato, hogy a kezelés el6tti idépontban a két
brachyterdpias betegcsoport legalabb felének enyhe, mig a két kiilsd terapias
betegcsoport felének mérsékelt erdsségili tlinetei voltak. Harom évvel a kezelést
kovetden az arany hasonlé maradt a brachyterdpias csoportokban, azonban a kiilsd
terapidban részesiilt betegek esetében ez az arany javult; a teleterapias csoportnal 25%-
rol 50%-ra, mig a Kiber-kés terapids csoportban 40%-r6l 60%-ra nétt az enyhe
tiinetekkel rendelkezd betegek aranya. A teleterapias csoport 10%-anak sulyos tlinetei
maradtak 36 honappal a kezelés utan. A terdpia megkezdése eldtti életmindségiiket
kivalonak értékelte a csoportok fele, kivéve a teleterapias csoport (40%), majd harom

évvel késébb jelentés valtozas csak a Kiber-kés terapias csoportban tortént (60%-rol
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73%-ra noétt a kivald életmindségli betegek ardnya). A terapia utan 36 honappal a
teleterapias csoportban volt a legnagyobb aranyu (50%) a kielégité/elégedetlen
¢letmindségii beteg, a tobbi csoportban 30% alatti maradt (fliggelék 8. tablazat).

4.2.3. Az alacsony doézisrataju brachyterapidban (LDR) részesiilt prosztata daganatos
betegek els6 eredményei

Az LDR kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek egy csoportjaban
(n=21) a fej-nyaki daganatos betegek esetében bemutatott fenotipizalasi rendszert
alkalmaztuk, amelynek mar lepublikalt eredményeit (Balazs, Kocsis et al. 2022) ebben

az alfejeztben szeretném bemutatni.

4.2.3.1. A vérplazma fehérjeprofil vizsgalatainak eredménye LegendPlex technikaval
LDR brachiterapiaban részesiilt prosztata daganatos betegek (n=18) plazmajabol
gyongy alapu fehérje vizsgalatot végeztiink a sugarterapia eldtti és utani idépontokbodl
szarmazo6 mintakbol. A vizsgalatbol kizartuk azokat a betegeket, akiknek a 36 honapig
tartd nyomon kovetése nem valosult meg (n=3). Kontroll csoportként korban és nemben
illesztett paciensek (n=24) plazmajat hasznaltuk fel. Elsésorban sugéarzas indukalta
fibrézis és endotélialis diszfunkcio folyamataiban kulcsfontossagi novekedési faktorok,
illetve a szisztémas gyulladas folyamataiban szerepet jatszo proinflammatorikus
kemokinek vizsgalatara fokuszaltunk. A 23 vizsgalt fehérje koziil négynek
szignifikansan véltozott a szintje a betegekben (PDGF-AA, PDGF-BB, RANTES,
ENA-78), 14 fehérje szintje (FGF-b, EGF, EPO, Angiopoietin-2, VEGF, SCF, HGF,
MCP-1, TARC, Eotaxin, IP-10, MIP-1B, I-TAC, GRO-a) nem valtozott szignifikansan
a betegekben a nyomon kovetés ideje alatt, 6t fehérjének (M-CSF, G-CSF, GM-CSF,
TGF-a és az IL-8) a mennyisége pedig a detektalhatosagi hataron mozgott.
Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a PDGF-AA ¢és PDGF-BB ndvekedési
faktorok szintje szignifikansan magasabb volt a daganatos betegekben a terapia el6tt
(el6bbi 3,4-szeres, mig utdbbi 3,7-szoros atlagos novekedést mutatott) a kontroll csoport
atlagahoz képest. Koncentraciojuk azonban hamar normalizalédott, 6 honappal a
kezelést kovetéen mar kontroll szintre visszacsokkent mennyiségiik (20. abra). A
RANTES/CCLS5 ¢és az ENA-78/CXCLS kemokinek szintje a ndvekedési faktorokhoz
hasonldan, de kisebb mértékben valtozott meg a betegekben. Kezelés eltt a RANTES

2,7-szeres, mig az ENA-78 2-szeres atlag novekedést mutatott a kontroll csoport
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atlagahoz képest, majd 6 honappal késébb a koncentracidjuk szintén kontroll szintre
csOkkent. A daganatos statusszal Osszefiiggd fehérje koncentracido novekedést a tumor
regresszio tehat normalizalta mind a négy fehérje esetében (20. abra). A fehérjék szintje

nem korrelalt a kezelés el6tt mért plazma PSA szinttel (nincs abrazolva).
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20. abra: Az alacsony dozisrataju brachyterapiaban (LDR) részesiilt prosztata daganatos
betegek egy csoportjaban (n=21) szignifikansan megemelkedett a PDGF-AA (A),
PDGF-BB (B), RANTES/CCLS (C) és ENA-78/CXCL5 (D) fehérjék koncentracidja a
terapia eldtti idépontban a kontrollhoz képest, amely a tumor kialakulasaval fliigg 6ssze.
Szintjiik 6 hoénappal a kezelést kovetden normalizalodott. A betegekben mert
valtozasokat kontroll csoport (n=24) értékeihez is viszonyitottuk. Az eredményeket
LegendPlex technika segitségével kaptuk. Szignifikdns valtozasokat a csillagok jeldlik
(*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001). A piros vizszintes vonal a
csoport atlagat, mig a fliggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kocsis
et al. 2022).
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Itt szeretném megemliteni, hogy a HDR betegcsoportban (n=18) is megvizsgaltuk
ezeknek a fehérjéknek a valtozasat kezelés el6tti €s utani idépontokban ELISA technika
segitségével. A valtozasokat kezelés el6tti szinthez és kontroll csoporthoz (n=22)
egyarant hasonlitottuk. A PDGF-AA, a RANTES ¢és az ENA-78 fehérjék szintje
szignifikansan megnétt a HDR csoportban is a terdpia el6tt a kontroll csoporthoz képest.
A PDGF-AA ¢és az ENA-78 fehérjék szintje atmeneti normalizdlodés utan enyhe, nem
szignifikans mértékili novekedést mutatott 24, illetve 36 honappal a terapia utan. A
RANTES szintje pedig szignifikdnsan magas szinten maradt a kontrollhoz képest a
nyomon kovetés teljes ideje alatt. A PDGF-BB az LDR csoporttal ellentétben a HDR
kezelésben részesiilt betegekben nem nétt meg szignifikansan a szintje kezelés elott,

kontroll szint kozelében mozgott a nyomon kovetés ideje alatt (fliggelék 6. abra).

4.2.3.2. A CD4+ T limfocitak és FoxP3+ regulator T limfocitdk valtozésa

Vizsgaltuk a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek
valtozasat kezelés el6tti és utani idépontokban az LDR brachyterapiaban részesiilt
prosztata daganatos betegek (n=18) PBMC frakcidiban (a néhol hianyos adatsor oka az
alacsony hatékonysagi PBMC izolalas volt). Kontroll csoportként korban és nemben
illesztett paciensek (n=24) mintait hasznaltuk fel. Vizsgaltuk a CD4+ T sejtek aranyat a
teljes limfocita csoportban, amely kozel szignifikansan alacsonyabb volt a betegekben a
terapia eldtt, és kozvetlen a beavatkozds utdn a kontroll csoporthoz képest.
Mennyiségiik a nyomon kovetés ideje alatt végig kontroll szint alatt maradt,
szignifikdnsan 6 honappal a beavatkozast kdvetéen csokkent le frakciojuk a kontrollhoz
képest. A CD4+FoxP3+ Treg sejtek ardnya folyamatos enyhe novekedést mutat a
betegekben, de szintje szignifikdnsan csak 36 honappal a kezelést kovetden nétt meg

mind a kontroll, mind a kezelés el6tti értékhez képest (fiiggelék 7. abra).

4.2.3.3. T limfocitdk funkcionalis integritasinak ¢&s proliferacidos kapacitasanak
valtozéasa

Az oszt6dd CD4+ T limfocitak frakcidjat a Ki67 sejtmagi marker expresszidjaval
vizsgaltuk. A proliferaldo CD4+ T limfocitak ardnya 2,8-szoros mértékben
megemelkedett a betegekben a kontroll csoporthoz képest, amely emelkedett szint 6

honappal a kezelést kdvetden is fentallt. Frakciojuk atmeneti csokkenés utan 3 évvel
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késdbb ujra szignifikansan megemelkedett a kontroll szinthez képest (21A abra). A Treg
sejtekre jellemzd, apoptdzist indukaldo CD39 sejtfelszini markert expresszalo Treg sejtek
aranyat is vizsgaltuk, melynek szintje 3 honappal a terapia utdn nétt meg szignifikédnsan,
24 honapig emelkedett szintet mutatott, majd 3 évvel a kezelést kovetden

normalizalédott (21B &bra).
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21. abra: Az alacsony dozisrataju brachyterapidban (LDR) részesiilt prosztata daganatos
betegek egy csoportjaban (n=21) szignifikdnsan megnétt az osztdddo CD4+ T limfocitdk
frakcidja, amely atmeneti csokkenés utan, 3 évvel a kezelést kovetden is szignifikdnsan
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest (A). A CD39+ Treg sejtek aranya 3
honappal a terdpia utan szignifikdnsan megnétt a betegekben a kontroll csoporthoz
képest, majd 3 évvel késobb normalizalodott szintjik (B). A betegekben mért
valtozasokat kontroll csoport (n=24) ¢értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans
valtozasokat a csillagok jeldlik (*: p < 0,05; **: p < 0,01). A piros vizszintes vonal a

csoport atlagat, mig a fliggdleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forrés: sajat abra.

Az immungatld hatisi CTLA4 markert expresszalo T limfocitdk szintjét is
meghataroztuk az LDR brachyterapidban részesiilt prosztata daganatos betegekben és a
kontroll csoportban egyarant. A CTLA+CD4+ T limfocitdk aranya nem kiilonbozott
szignifikdnsan a betegekben kezelés eldtt a kontroll csoporthoz képest. Azonban
kezelést kovetéen a betegekben fokozatos csokkenést tapasztaltunk, egy évvel a
kezelést kovetden szignifikdnsan lecsokkent a szintjiik a kezelés elotti szinthez képest,
amely 3 évvel a terapia végét kovetden sem normalizalodott (22A abra). Ehhez nagyon

hasonl6 tendenciat mutat a CTLA4+ effektor T sejtek aranya, amely a betegekben
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folyamatos csokkenést mutat, majd ez a csokkenés 24 és 36 honappal a terdpia utan
szignifikdns mértéki lett a kezelés el6tti szinthez, és a kontroll csoporthoz képest (22B
abra). A CTLA4+ Treg sejtek frakcidja azonban nem mutat szignifikans eltérést a
betegekben a kontroll csoporthoz képest, a betegek értékei a nyomon kdvetés ideje alatt
a kontroll szdrasan beliil mozogtak (22C abra). Tovabba vizsgaltuk a FoxP3+/FoxP3-
aranyt a CTLA4+CD4+ T sejtek csoportjan beliil. A FoxP3+ sejtek aranya 1,68-Szoros
novekedést mutatott a betegekben kezelés elott a kontrollhoz viszonyitva, majd a
FoxP3+ irdnyu eltolodas mértéke folyamatos, szignifikans ndvekedést mutatott a
nyomon kovetés teljes idOtartama alatt (22D abra). Végiil meghataroztuk a CTLA4
marker expresszios szintjét (MFI értékét) a CD4+FoxP3+ Treg sejtek felszinén,
amelynek terapia el6tti szintje a kontroll szinttel megegyezett, majd terapia utan
folyamatos novekedést mutatott. Hat honappal a terdpia utdn szignifikdnsan
megemelkedett, amely 36 honappal késobb is ezen az emelkedett szinten maradt, nem

normalizalddott (22E abra).
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22. 4dbra: Az alacsony dozisrataju brachyterapidban (LDR) részesiilt prosztata daganatos
betegek egy csoportjaban (n=21) szignifikansan lecsokkent a CTLA4+CD4+ T sejtek
aranya 12, illetve 36 honappal a kezelést kovetden (A) Ehhez hasonld csokkend
tendenciat mutatott a CTLA4+ effektor T sejtek aranya (B), mig a CTLA4+ Treg sejtek
szintje nem valtozott szignifikansan (C) a betegekben. A FoxP3+ T sejtek aranya a
CTLA4+CD4+ T sejtek csoportjan beliil folyamatos szignifikdns ndvekedést mutatott a
betegekben (D), amelyet a CTLA4 marker folyamatosan emelkedd expresszids szintje
(MFI) is alatamaszt (E). A betegekben mért valtozasokat kontroll csoport (n=24)

értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans valtozasokat a csillagok jeldlik (*: p < 0,05;
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**: p < 0,01). A piros vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fliggdleges vonal az

adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kocsis et al. 2022).

A T limfocitdk sejtfelszinén expresszalodo, kifaradt és anergikus allapotba
keriilésiiket jelzo markert is vizsgaltuk mind a CD4+ T sejtek teljes csoportjaban, mind
az effektor és Treg sejtek frakciojaban, azonban egyik PD1+ alcsoport szintje sem
valtozott szignifikansan a betegekben a kontroll szinthez képest. Szintén meghataroztuk
a FoxP3+/FoxP3- sejtek aranyat a PD1+CD4+ T sejtek csoportjaban, azonban csak
enyhe, nem szignifikdns mértékli ndvekedést tapasztaltunk a FoxP3+ frakcidoban a
kontroll csoporthoz képest. Ugyanakkor a PD1 marker expresszios szintje (MFI) a 6.
honaptdl kezdve szignifikdns emelkedést mutatott a betegekben a kontrollhoz képest,
amely egészen 36 hoig ezen az emelkedett szinten maradt, nem normalizalddott a Treg

sejtek felszinén (fuggelék 8. abra).

424. A négy prosztata daganatos betegcsoport velesziiletett ¢és adaptiv
immunstatuszanak dsszehasonlitasa

Végiil pedig a legbovebb fenotipizalasi rendszert alkalmazva a négyféle
sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban (LDR: n=10; HDR:
n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) hasonlitottuk dssze a velesziiletett és
az adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek valtozasait a terapia el6tti és utani

idépontokban, amelynek eredményeit a kovetkezd alfejezetek tartalmazzak.

4.2.4.1. Monocita alcsoportok valtozasa

Vizsgaltuk a periférias vérben keringd monocitdk harom kiilonb6z6 funkcionalis
alcsoportjat. A teljes monocita csoporton beliil irodalmi adatok alapjan a legnagyobb
aranyban a klasszikus monocitak fordulnak eld, majd a nem-klasszikus csoport, és a
legkisebb aranyban az intermedialt tipus. Ezt a megoszlast koveti a mi kontroll
csoportunkban kimutatott arany is: klasszikus: ~70%, nem-klasszikus: ~20%, atmeneti:
~10%. Az IL-10, G-CSF, CCL2, RANTES, IL-6, IL-8 kemokineket nagy mennyiségben
expresszalni képes klasszikus monocitdk szintje mind a négy betegcsoportban enyhe
csokkend tendenciat mutat a kontroll csoporthoz képest, amely csokkenés harom évvel a

kezelést kovetden mar szignifikans mértéki lett a két brachyterapias csoportban a
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kontroll és a kezelés elotti értékhez képest. A gyulladasos stimulusokra elsdsorban
TNF-a, IL-1b, IL-6 és IL-8 kemokineket expresszaldo nem-klasszikus monocitak szintje
a korai idépontokban mutat csokkend tendenciat a betegekben a kontroll szinthez képest
(a HDR csoportban szintjiik szignifikdnsan lecsdokkent kozvetlen a kezelés utan), majd 9
hénap utdn szintje minden csoportban kontroll szinthez tért vissza. Az
atmenetei/intermedidlt monocitak szintje a masik két altipus ,,rovasara” szignifikdnsan
megemelkedett mind a négy csoportban mar a kezelés eldtt a kontroll csoporthoz
képest, amely a teleterapias csoportot leszdmitva minden betegnél ezen az a
megemelkedett szinten maradt 3 évvel a kezelést kdvetden is. A teleterapias csoportban
kozvetlen a kezelést kovetden kontroll szintre tért vissza, és egyben szignifikdnsan
lecsokkent a kezelés eldtti értékhez képest, €s ezen a szinten maradt a nyomon kovetés

teljes id6tartama alatt (fiiggelék 9. abra).

4.2.4.2. PSA+ makrofagok valtozasa

Vizsgaltuk a makrofagokba aktiv fagocitozissal bekeriildé PSA szintjét is. A
valtozast jol szemléltetik a kontroll és beteg mintak aramlasi citometrias grafikonjai,
ahol a jelolt kapuban vizsgaltuk a CD14+PSA+ dupla pozitiv események szamat (23A
abra). A makrofagok PSA szintje mind a négy betegcsoportban 2-szeres mértékben
megemelkedett mar terapia el6tt (~7,6%) a kontroll csoporthoz képest (3,83% + 3,01%).
Harom évvel a kezelést kdvetden ugyan csokkent a makrofagok PSA szintje a két kiilsé
terapias csoportban (teleterapia: 5,83 + 3,02%; Kiber-kés: 5,74 + 2,93%), azonban
tovabbra is szignifikansan magasabb szinten maradt minden csoportban a kontrollhoz
képest. A Kiber-kés terapias csoportban mért szint szignifikansan alacsonyabb volt a
masik két brachyterapias csoporthoz képest kozvetleniil, illetve 3 honappal a kezelés

utan, majd a szignifikans mértéki kiilonbség eltlint a kés6bbi idopontokban (23B abra).
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23. 4bra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) szignifikdnsan
megndtt a PSA+ makrofagok szintje mar a kezelés el6tt a kontrollhoz képest, majd ezen
az emelkedett szinten maradt a nyomon kovetés ideje alatt (B). A valtozast jol
szemléltetik a kontroll és beteg mintdk aramlési citometrids grafikonjai (A). Az
oszlopok az adatsor atlagat jelzik és fliggdleges vonal jelzik az adatsorok szorasat. A
szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001;
****:p <0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.3. Plazma PSA ¢és a makrofag PSA szintjének 6sszehasonlitasa

Ezt kdvetden Osszehasonlitottuk a vérplazmaban monitorozott PSA szintet (ng/ml)
¢s a PSA+ makrofagok szintjét (%), amelyeket két eltérd beosztasu y-tengellyel
rendelkez6 grafikonokon mutatunk be (24. abra). A betegek kezelés elétti és utani
idépontokban meghatarozott pontos plazma PSA értékeit betegcsoportonként egy-egy
tablazat foglalja 0ssze (fliggelék 10-13. tablazatok). A plazma PSA esetében a normal
érteknek az OOI altal is alkalmazott 3 ng/ml hatarértéket vettiik, mig a PSA+

makrofagok normal szintjét a korban ¢és nemben illesztett kontroll csoportban
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hataroztuk meg, amely 3,83% =+ 3,01% volt. A korabban bemutatott grafikonon lathato,
hogy a PSA+ makrofagok szintje minden betegcsoportban szignifikansan megnétt, €s
hosszi tdvon magasan maradt. Ezzel Osszehasonlitva a plazmaban mért PSA szint
eltéréen valtozott a betegekben. A két brachyterapias csoportban a plazma PSA atlagos
szintje terapia eldtt ~1,8-szoros novekedést mutatott a normal 3 ng/ml értékhez képest.
Az LDR csoportban (24 A abra) 5,54 + 5,08%, mig a HDR csoportban (24B abra) 5,27 +
3,64% ng/ml volt kezelés elétt, amely 3 honappal a terapia utan normalizalodott. Az
LDR csoportban 1,62 ng/ml, mig a HDR csoportban 2,17 ng/ml atlag értékek alatt
maradt a nyomon kovetés teljes ideje alatt. A két kiilsé terapias csoportban (24C-D
abra) a plazma PSA atlagos szintje terapia eldtt tobb, mint 3-szoros ndvekedést mutatott
a normal értékhez képest, és kozel 2-szer magasabb volt, mint a két brachyterapias
csoportban, szintén kezelés elétti idépontban (teleterapia: 9,74 + 8,81%; Kiber-kés: 9,16
+ 2,90%). Azonban 3 honappal a terapia utan esetiikben is normalizalodas kovetkezett
be; 1,85 ng/ml atlag PSA szint f61é nem emelkedett egyik csoportban sem a plazma
PSA szintje egészen 36 honapig. Ugyanakkor a PSA+ makrofagok frakcidja minden

csoport esetében magasan kontroll szint felett maradt még 3 évvel a kezelést kdvetden
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24. 4bra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) monitorozott
vérplazma PSA atlagolt szintjének (ng/ml), és a PSA+ makrofagok atlagolt aranyanak
(%) idébeli Osszehasonlitasa. A plazma PSA normal értékének az OOI altal is
alkalmazott 3 ng/ml hatarértéket vettilk, mig a PSA+ makrofagok normal szintjét a
korban és nemben illesztett kontroll csoportban hataroztuk meg (3,83% + 3,01%).

Forras: sajat abra.

4.2.4.4. A plazma PSA és makrofag PSA szintje kozotti korrelacio

Ezutan vizsgaltuk a kezelés eldtti plazma PSA szint, és szintén kezelés elotti
PSA+ makrofagok szintje kozotti Osszefliggést Spearman-féle korrelacios teszt
segitségével. Mind a négy betegcsoport esetében erds pozitiv korrelaciot (r>0,6)
kaptunk a két adatsor kozott, azaz magasabb plazma PSA szint esetén magasabb volt a

PSA+ makrofagok aranya is (25. abra).
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25. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) erds pozitiv
korrealiot (r>0,6) kaptunk a kezelés el6tti plazma PSA szint, és szintén kezelés elotti

PSA+ makrofagok szintje kozott. Forras: sajat abra.
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Azonban ez az erés pozitiv dsszefliggés a kezelést kovetd iddpontokban mar nem
allt fent. Negativ Osszefliggést talaltunk a kezelés utani késébbi idépontokban mért
plazma PSA, és az ugyan abban az idopontban mért PSA+ makrofagok szintje kozott
mind a négy beteg csoportban. Erdekesség, hogy a két kiilsé terapias csoport esetében
36 honappal a kezelést kdvetéen Ujra pozitiv iranyl, azonban gyenge Osszefiiggést

kaptunk az adatsorok kozott (nincsenek abrazolva).

4.2.4.5. Mieloid és limfoid eredetli DC-k valtozasa

Vizsgaltuk a periférids vérben keringd dendritikus sejtek két funkcionalis
alcsoportjat, a CD11lc+ mieloid, vagy ,.konvencionalis” DC-ket, illetve a CD123+
limfoid, vagy ,,plazmacitoid” DC csoportjat. Egyik alcsoport szintje sem mutatott
szignifikans valtozast a betegekben kezelés eldtt, a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Azonban terapia utan a limfoid DC-k aranya szignifikansan lecsokkent (a Kiber-kés
terapids csoportot leszamitva), majd a HDR és teleterapids csoport esetében szintjiikk 36
honappal késobb is szignifikdnsan alacsony szinten maradt. Az LDR csoportban 12
honapig maradt szignifikansan alacsony szinten a limfoid DC-k frakcidja, majd azutan
normalizaldédott. A Kiber-kés terapids csoport esetében 12 honapnal csokkent
szignifikansan a szintje, majd normalizalédott (26A abra).

Ezzel szemben a mieloid DC-k aranya szignifikansan megnétt a HDR és a Kiber-
kés terapias csoportokban kozvetleniil a terapia utan a kontroll csoporthoz képest, és 24
honappal a kezelés utan is ezen az emelkedett szinten maradtak. Az LDR csoportban 3
honappal, mig a teleterapias csoportban 6 és 9 honappal a terapia utan ndtt meg
szignifikdnsan, majd 36 honappal késdbb minden betegben normalizalodott a mieloid
DC-k szintje, kivéve a Kiber-kés terapias csoportot, amely esetben szignifikansan
magas maradt mind a kontroll, mind pedig a teleterapias és HDR csoporthoz

viszonyitva is (26B abra).
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26. adbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) nem valtozott
szignifikansan sem a limfoid, sem a mieloid DC-k ardanya a kezelés eldtt a kontroll
csoporthoz képest, azonabn terapia utan a limfoid DC-k frakcidja szignifikansan
lecsokkent (A), mig a mieloid DC-k ardnya szignifikdnsan megnétt, és hosszu tdvon
ezen a megvaltozott szinten maradt (B). A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*:

p <0,05; **: p<0,01; ***: p < 0,001). Forras: sajat abra.

4.2.4.6. NK sejtek €s alcsoportjaik valtozasa

Meghataroztuk a periférias vérben keringé, CD3-CD16+CD56+ NK sejtek
szintjét is az illesztett kontroll és a beteg csoportokban kezelés eldtti €s utani
idépontokban egyarant (fiiggelék 10. abra). Mind a négy csoportban csokkend
tendenciat mutatott a teljes NK sejtek csoportja a kontrollhoz képest (76,45% =+
12,77%), azonban a legkisebb kiilonbséget az LDR csoportban tapasztaltunk, szintjiik
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kontroll ala csokkent a kezelés eldtt (68,03%+20,28), de nem szignifikdns mértékben
(p=0,162), és a nyomon kovetés teljes ideje alatt kontroll kozelében maradt. A masik
harom kezelésben részesiilt beteg csoportban az NK sejtek ardnya mar a kezelés
megkezdése elétt ~20%-kal lecsokkent a kontrollhoz képest (HDR: 61,17% + 15,48%);
teleterapia: 62,10% = 22,16%; Kiber-kés: 64,48% + 12.70%), ezutan szintje atmenetileg
normalizalddott a betegekben, majd a Kiber-kés terapids csoportban 24, a HDR-es
csoportban 24 és 36 honappal késobb tjra szignifikansan lecsokkent a szintje. Harom
évvel a kezelést kovetden csak a teleterapias csoportban maradt szignifikansan
alacsonyan az NK sejtek frakcioja (62,17% =+ 20,44%), a tobbi betegben szintje
normalizalédott.

Ezutan vizsgaltuk az NK sejtek kiilonboz6 érési és funkcionalis alcsoportjait, és
Osszehasonlitottuk a valtozasokat a négy beteg csoportban. Az alcsoportokat a CD16 és
a CD56 sejtfelszini markerek kiilonbdz6 intenzitasi expresszidja segitségével
hatdroztunk meg. Az éretlen prekurzor NK sejtek aranya nem mutatott szignifikans
eltérést a betegekben a kezelés el6tt a kontroll csoporthoz (3,21% + 2,29) képest. A
terdpia utdn 3 honappal a teleterdpids csoportban szignifikdnsan megnétt (5.35%=3,78),
és 3 évvel késébb is emelkedett szinten detektaltuk a prekurzorokat (6,65%+4,98), mig
a két brachyterapids csoportban ardnyuk enyhén, nem szignifikdnsan emelkedett. A
Kiber-kés terapias csoportban atmenetileg szignifikansan lecsokkent a szintje 6
honappal a kezelés utan (1,77% + 1,01%), majd a késébbi idépontokban ujra kontroll
kozelébe keriilt (27A abra). Ezzel szemben az éretlen/korai érett NK sejtek frakcidja
~1,8-szorosan megemelkedett mind a négybeteg csoportban a kontroll csoport atlagahoz
képest (1,83% + 0,89%), amely még harom évvel a kezelést kovetéen is ezen az
emelkedett szinten maradt minden betegben. Legmagasabb szinten a HDR-es
csoportban detektaltuk az éretlen NK sejtek frakciojat 36 honappal a kezelést kdvetden
(6,16% =+ 2,97%), amely szignifikansan magasabb volt, mint a Kiber-kés terapias
csoport mért éretlen NK frakcio (p=0,0009) (27B abra). Ugyanakkor az érett,
citotoxikus NK sejtek frakcioja ezzel parhuzamosan szignifikansan lecsokkent minden
beteg csoportban (LDR: 27,60%-kal; HDR: 21,70%-kal, teleterapia: 30,90%-kal, Kiber-
kés: 19,16%-kal) mar a kezelés megkezdése el6tt a kontroll atlagahoz képest (70,18% +
12,45%), azonban 36 honappal a terapia utan harom beteg csoportban (LDR: 65,27% =+
9,32%; HDR: 63,63% + 17,08%; Kiber-kés: 65,44% + 13,02%) normalizalodott a
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citotoxikus NK sejtek frakcidja. A teleterapias csoport tagjaiban az érett NK sejtek

szintje nem normalizalodott 36 honappal a terapia utan sem, szignifikdnsan alacsonyabb

maradt a kontroll csoporthoz (p=0,0003), a HDR (p=0,0150) és a Kiber-kés terapias

csoport szintjéhez képest (p=0,0153) egyarant (27C abra).
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27. 4dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) enyhe csokkend
tendenciat mértiink az éretlen prekurzorok (A), és erds szignifikans csokkenés az érett,
citotoxikus NK sejtek frakcidjaban (C), mig az éretlen/korai érett NK sejtek aranya erds
szignifikans novekedést mutatott a betegekben a kontroll csoporthoz képest még 36
honappal a kezelést kovetden is (B). A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p <

0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001). Forras: sajat abra.

A degranulalt NK sejtek szintje nem mutatott szignifikans eltérést a betegekben
kezelés el6tt a kontroll csoporthoz képest (1,74% + 1,50%), és aranyuk egészen 36
honapig kontroll koriil mozgott a betegekben, csak a teleterdpids csoportban kezdett
emelkedni 12 hénappal a terdpia utan (p=0,072), majd szignifikansan megemelkedett 24
(p=0,005) és 36 honappal (p=0,025) a terapia utan (28A abra). Az anergikus NK sejtek
frakcidja — hasonloan a degranulalt allapotd NK sejtek csoportjdhoz — nem valtozott
szignifikdnsan a betegekben kezelés el6tt a kontroll csoporthoz képest (9,06% + 2,32%).
Kozvetleniil a terapia utan a Kiber-kés terapias csoportban emelkedett 1,5-sz0ros
mértékben az aranyuk (13,60 + 6,45%), majd egészen 36 honappal a terapia utan is
szignifikansan magas maradt (13,52% =+ 7,15%) mind a kontroll csoporthoz (p=0,010),
mind a HDR csoporthoz képest (p=0,015) (28B abra).
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28. 4bra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) a degranulalt
NK sejtek frakcigja kontroll koriil mozgott (csak a teleterapias csoportban nétt meg
szignifikansan 24, illetve 36 honappal a terapia utdn) (A), mig az anergikus NK sejtek
aranya a Kiber-kés terdpids csoportban nétt meg szignifikdnsan, a tobbi betegben
kontroll szint koriil valtozott (B). A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p <
0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.7. Oszt6do NK sejtek valtozasa

A Ki67 sejtmagi marker expressziojaval vizsgaltuk a természetes Olosejtek
alcsoportjainak osztddasi kinetikajat (fliggelék 11-12. adbra). Az osztédo Ki67+ éretlen
prekurzorok ~3,5-szoros, mig a Ki67+ éretlen/korai érett NK sejtek aranya ~5-szoros
novekedést mutatott a betegekben a kontroll csoporthoz képest a kezelés megkezdése

elétt. Mindkét alcsoport osztddasi kinetikdja ezen a szignifikdnsan magas szinten
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maradt 36 honappal a kezelés utan is. Az osztddo érett NK sejtek aranya azonban nem
valtozott szignifikansan egyik beteg csoportban sem a nyomon kovetés ideje alatt.
Vizsgaltuk tovabba a degranulalt NK sejtek osztodasi kinetikajat is, amely a kezelés
el6tt ~2-szer magasabb volt a betegekben a kontroll csoporthoz képest (6,48% + 7,985).
A HDR csoportban a kezelést kovetéen 3 honappal (16,86% =+ 5,88%), illetve 6
honappal (15,62% + 5,78%) nétt meg szignifikansan a Ki67+ degranulalt NK sejtek
szintje, majd 9. honaptdl normalizalodott. A Kiber-kés terapias csoportban a kezelés
elétti idéponttol (14,04% + 3,12%) kezdve szignifikansan megnétt az o0sztodo
degranulalt NK sejtek ardnya, amely még 12 honappal a terdpia utdn is magas maradt
(17,82% =+ 3,12%), majd azutan normalizalodott. Harom évvel a terapia vége utan
minden betegben kontroll szint koré csokkent a sejtek aranya. Az anergikus NK sejtek
osztodasi képessége a kontrollhoz képest (18,89% + 9,49%) szignifikdnsan lecsokkent a
betegekben kezelés el6tt (LDR: 12,47% =+ 2,14%; HDR: 11,89% =+ 2,44%; teleterapia:
9,40% =+ 4,68%; Kiber-kés: 10,38% =+ 2,34%). Kezelés utan (az LDR csoportot
leszdmitva) a harom betegcsoportban szignifikansan alacsonyan maradt az osztdédo
anergikus NK sejtek frakcidja terapia utan 6 honapig, majd 9. honaptol a HDR
csoportban szintjiikk normalizalodott. Azonban 36 honappal a terapia utan a két kiilsé
terapias csoportban szignifikansan alacsonyabb szintet mértiink a kontrollhoz képest

(teleterapia: 9,82% =+ 5,38%; Kiber-kés: 5,43% + 2,42%).

A Ki67 sejtmagi marker expresszidjaval vizsgaltuk az NK sejtek alcsoportjainak
osztodasi képességét €s mértékét, amelynek alcsoportonkénti valtozasat az albbi
aramlasi citometrias grafikonok illusztraljak egy reprezentativ kontroll mintaban (29A

abra), illetve egy kezelés eldtti beteg mintaban (29B abra).
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29. abra: A Ki67 sejtmagi marker expressziojanak valtozasa az NK sejtek kiillonbozo
alcsoportjaiban egy reprezentativ kontroll mintaban (A), illetve egy kezelés el6btti beteg
mintdban (B). Az éretlen prekurzor, a korai érett és a degranuldlt NK sejtek Ki67
expresszidja novekszik, az érett NK sejtek esetében nem valtozik, mig a Ki67+
anergikus NK sejtek frakcioja csokken a beteg mintdba a kontroll mintdhoz képest.

Forras: sajat abra.

4.2.4.8. A teljes limfocita csoport, illetve a CD3+, CD4+ ¢és CD8+ T limfocita
alcsoportok valtozasa

A periférias vérben keringé limfocitak csoportjat fizikai paramétereik alapjan, az
SSC-FSC paraméterek alapjan hataroztuk meg a betegekben, hogy 6sszehasonlithassuk
a valtozasat mind a négy beteg csoportban. A limfocitdk mennyisége a kontroll
csoporthoz képest (60,63% =+ 8,82%) nem valtozott szignifikansan egyik beteg
csoportban sem a terapia eldtti iddpontban (LDR: 57,46% =+ 8,552%; HDR: 55,20% +
13,90%; teleterapia: 56,22% + 11,50%; 52,99% + 11,33%). Kozvetleniil a sugarterapia
utan azonban a HDR (50,52% + 14,68%), a teleterapias (49,79% + 14,87%) és a Kiber-
kés terapias csoportban (45,40% =+ 15,27%) is szignifikansan lecsokkent a limfocitak
aranya, mig az LDR brachyterapidban részesiilt betegekben nem valtozott a limfocitdk
aranya (61,71% =+ 7,67%) a kontrollhoz képest. Kiemelendd, hogy a két kiilsd
terdpidban részesiild beteg csoportban még 36 honappal a terapia vége utan is
szignifikdnsan alacsonyabb maradt a limfocitak frakcidja (teleterapia: 54,46% =+

10,97%; Kiber-kés: 51,37% % 11,20%) (30. &bra).
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(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) nem valtozott a
limfocitak ardnya a kezelés el6tti idopontban a kontrollhoz képest, azonban kozvetlen a
terapia utan (az LDR csoporton kiviil) minden betegben szignifikansan lecsokkent. A
két kiilso terapiaban részesiilo beteg csoportban még 36 honappal a terdpia vége utan is
szignifikansan alacsonyabb maradt a limfocitdk frakcioja a kontroll szinthez képest. A
szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).

Forras: sajat abra.

Ezutan megvizsgaltuk a teljes limfocita csoporton belil a CD3+CD4+ és a
CD3+CD8+ limfocitdk alcsoportjat, amelyek egyike sem valtozott szignifikansan a
kezelés eldtt a kontroll csoporthoz képest. A CD4+ limfocitdk aranya 6 honappal a
kezelés utan szignifikansan lecsokkent az LDR (31,61% =+ 7,20%), a HDR (33,48% =+
10,34%) és a teleterapias csoportban (27,90% =+ 11,60%) a kontroll csoporthoz képest
(42,41% =+ 13,24%). Azonban a 9. honaptdl a két brachyterapias kezelésben részesiilt
csoportban a CD4+ limfocitak szintje normalizalodott, és kontroll szint kozelében
maradt a nyomon kovetés teljes idejére. A teleterapias csoportban a limfocita frakcio a
6. honapban szignifikansan lecsokkent (27,90% = 11,60%), és hosszl tavon, még harom
évvel a terdpia vége utdn is szignifikansan alacsony szinten maradt (27,77% + 12,43%).
A Kiber-kés terapias csoportban nem valtozott szignifikansan a CD4+ limfocitak
frakcidja sem terapia eldtt, sem azutani idopontokban (31A éabra). A CD8+ limfocitak
aranya 3 honappal a kezelést kovetden szignifikdnsan megnétt a HDR (34,80% =+
9,47%) és a teleterapias csoportban (36,61% = 10,96%) a kontroll csoporthoz képest
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(27,99% + 13,53%), amely emelkedettebb szint a teleterapias csoportban 6 honappal a
terapia utan is kimutathatd volt (36,45% = 8,83%), majd atmeneti emelkedést kovetden
36 honappal késdbb szintén szignifikansan megnétt (36,84% + 11,69%) az ardnya. A
tobbi beteg csoportban Sszintje normalizalodott (31B abra).
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31. dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) vizsgaltuk a
CD4+ és CD8+ limfocitak valtozasat. A CD4+ limfocitak csoportja szignifikansan
lecsokkent a HDR ¢s teleterapias csoportokban a 3-dik honaptol a kontrollhoz képest,
majd szintje a teleterapias csoportot leszamitva normalizalddott 3 évvel a kezelés utan
(A), mig a CD8+ limfocitak frakcioja a HDR és teleterapids csoportban szignifikdnsan
megnétt 3 honappal a terapia utan, majd normalizalodott (B). A szignifikans
valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). Forras: sajat

abra.
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Ezt kdvetden vizsgaltuk a helper és citotoxikus T limfocitaknak az aranyat, amely
aranyszam nagyon fontos mutatdja az immunrendszer allapotdnak és miikodésének. Az
aranyszam a kontroll csoportban megallapitott 1,52 értéknél minden beteg csoportban és
idépontban alacsonyabb volt. Csak az LDR csoportban koézvetleniil a terapia utani
idépontban nétt meg 1,90 értékre, majd 3. honaptol ebben a csoportban is kontroll szint
ala csokkent az ardnyuk. Fontos kiemelni, hogy tartdsan 1 alé a teleterapias kezelésben
részesiilt betegekben csokkent le az arany kezelés utan 3 honappal, majd 1 alatt maradt

a nyomon kovetés teljes idotartama alatt (32. 4bra).

CD4+/CD8+ limfocita arany a négy betegcsoportban
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32. dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terdpias: n=15) vizsgaltuk a
CD4+/CD8+ limfocita aranyt, amely minden betegben a kontroll 1,52 érték alatt
mozgott, ¢s tartdosan 1 érték ala a teleterapias kezelésben részesiilt betegekben csokkent
le, amely a nyomon kdvetés teljes idotartama alatt ezen az alacsony szinten maradt. A
grafikonon minden pont az adott betegcsoportban és adott idépontban vett atlag CD4+
¢s atlag CD8+ limfocitak aranya, amely értékeket a grafikon alatti tablazat tartalmaz. A

z01d sav jelzi az irodalom szerinti normal tartomanyt. Forras: sajat 4bra.
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4.2.4.9. CD4-CD8- dupla negativ T limfocitak valtozasa

Vizsgaltuk a T limfocitdknak egy kicsi, azonban anndl jelentdségteljesebb
alcsoportjat, a CD3+CD4-CD8- dupla negativ T sejteket, melyek a Treg sejtekkel
mutatnak hasonld funkciokat. Csak a HDR csoportban nétt meg szignifikansan a dupla
negativ T sejtek frakcidja a kontroll csoporthoz képest (5,48% =+ 2,86%), €s a terapia
utani késébbi iddpontokban tovabbra is szignifikansan magas maradt a szintje. A
legmagasabb aranyt 6 honappal a terdpia utdn mértiink (11,77% =+ 6,24%), és még 36
hoénappal a terdpia utdn is emelkedett szintet mutatott (8,43%= 3,93%). Hat honappal a
teleterapia utan szignifikdnsan megnétt a CD4-CD8- T sejt frakcid a betegekben (8,97%
+ 4,71%), amely tartosan, még 36 honappal kés6bb is ezen a szinten maradt (8,44% =+
3,79%). Az LDR ¢és a Kiber-kés terapias csoportban nem valtozott szignifikansan a

dupla negativ T sejtek ardnya a nyomon kovetés ideje alatt (33. abra).
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33. adbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) vizsgaltuk a
CD3+CD4-CD8- dupla negativ T sejtek aranyat, amely szignifikdnsan megnétt a HDR
beteg csoportban kezelés eldtt, és ezen a szinten maradt a nyomon kovetés ideje alatt. A
teleterapias csoportban késébb, 6 honappal a terapia utdn ndtt meg szignifikansan a
dupla negativ T sejtek frakcidja, €s szintén hosszl tdvon, harom évvel késdbb is magas
szinten detektaltuk. A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p <

0,01). Forras: sajat abra.
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4.2.4.10. CD3+ és CD3- T limfocitdk aranyanak valtozasa

Ezutan vizsgaltuk a teljes CD3+ limfocitak csoportjanak valtozasat is, majd a
CD3 markert — a T limfocitak normalis miikddéséhez és sikeres antigén prezentlashoz
nélkiilozhetetlen kostimulacidés markert — nem expresszalo, aberrans CD4+ ¢s CD8+ T
limfocitak valtozasat mind a kontroll csoportban, mind pedig a négy beteg csoportban.
A CD3+ limfocitak aranya a kontroll csoportban mért atlagtol (62,37% + 13,72%) nem
tért el szignifikdnsan egyik beteg csoportban sem kezelés elétt (LDR: 58,45% =+
12,14%; HDR: 57,97% =+ 14,49%; teleterapia: 59,94% + 13,33; Kiber-kés: 54,04 +
12,28%) és kozvetleniil a kezelés utan sem (LDR: 61,41% + 13,49%; HDR: 55,55% =+
18,59%; teleterapia: 60,75% =+ 13,64%; Kiber-kés: 57,61% =+ 14,00%). Az LDR
csoportban 3 honappal a kezelés utan kozel szignifikans mértékai csokkenés kovetkezett
be (p=0,0671), majd 6, 9 és 12 honappal a terapia utan szignifikdnsan alacsony szinten
maradt, végiil 24 honap utan normalizalodott a szintje. A HDR csoportban csak 6
hoénappal a kezelést kovetden csokkent le szignifikdnsan (54,60% = 12,40%), majd
szintje normalizalodott a beteg csoportban. A Kiber-kés terapias csoportban, az LDR-
hez hasonldan kozel szignifikdns mértékben csdkkent a szintje (p=0,0766) 3 honappal a
terapia utan, és szintje 24 honapig kontroll szint alatt maradt (53,21% = 11,15%).
Hérom évvel a terdpia utdn minden csoportban visszatért a CD3+ limfocitdk aranya a
kezelés eldtti szintre, a kontrolltol pedig egyik csoportban sem kiilonbozott
szignifikansan. A CD3 markert nem expresszalo CD4+ és CD8+ limfocitdk aranya
nagymértékben kiilonb6ozott a kontroll csoportban (CD4+ limfocitakon beliil: 2,44% +
1,19%; CD8+ limfocitdkon beliil: 35,48% =+ 20,52%). A betegekben azonban a CD4+
limfocitakon beliil szignifikansan megemelkedett az aberrans, CD3- sejtek aranya mar a
kezelés elott (LDR: 5,44% + 3,04%; HDR: 8,54% =+ 8,71%; teleterapia: 8,49% =+ 3,36%;
Kiber-kés: 10.89% + 10,56%), és egészen 3 éven at ezen az emelkedett szinten maradt,
addig a CD8+ limfocitdk csoportjaban nem tudtunk szignifikdns valtozast kimutatni a
betegekben a kontroll csoporthoz képest sem kezelés elott (LDR: 38,74% + 14,34%;
HDR: 31,22% + 16,39%; teleterapia: 30,88% =+ 20,43%; Kiber-kés: 34,66% + 15.34%)
(fiiggelék 13. abra).
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4.2.4.11. CD4+FoxP3+, CD4+CD127%20W"CD25™ ¢ a CD8+FoxP3+ fenotipusu
regulator T sejtek valtozasanak osszehasonlitdsa

Vizsgaltuk az immunhomeosztdzis fenntartdsaban fontos szerepet jatszd Treg
sejtek aranyat és valtozasat a kontroll és a négy betegcsoportban sugarterapia el6tti és
utani idopontokban. Nem csak a FoxP3+ csoportként beazonositott, hanem a
CD1278kcsony-CD25Ma83 fenotipussal rendelkezd Treg sejtek csoportjat is vizsgaltuk, és
Osszehasonlitottuk valtozasukat. A CD4+FoxP3+ Treg sejtek aranya a kontroll
csoporthoz (0,86% + 0,64%) képest tobb, mint kétszeresen megemelkedett a betegekben
kezelés elott (LDR: 2,22% + 0,79%; HDR: 2,26% =+ 0,54%; teleterapia: 1,98% = 0,54%;
Kiber-kés: 2,31% + 0,53%), és mind a négy csoportban szignifikdnsan magas szinten
maradt a nyomon kovetés teljes ideje alatt, még harom évvel a kezelést kdvetden is
(LDR: 2,25% + 0,77%; HDR: 2,23% =+ 0,88%; teleterapia: 1,59% =+ 0,76%; Kiber-kés:
2,90% + 0,77%) (35A abra). Ezzel szemben a CD12734cs0Y-CD25Ma% fenotipust Treg
sejtek aranya kisebb mértékben, és kozvetleniil a kezelés utan nétt meg a kontrollhoz
képest (1,16% + 0,44%) szignifikansan a HDR (1,93% =+ 1,75%), a teleterapias (1,92%
+ 1,52%) és a Kiber-kés terapids csoportban (1,54% = 0,58%). Harom évvel a terapia
utan szintje a teleterapias (2,03% = 1,77%) ¢és a Kiber-kés terapias csoportban (1,62% +
0,89%) maradt szignifikdnsan magas. A két brachyterapids csoportban szintje 9
honappal a terapia utan normalizalodott (35B abra).

A CD4+ Treg sejtek mellett vizsgaltuk a CD8+FoxP3+ Treg sejtek frakciojat is,
amelynek a szintje nem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest (0,41% + 0,28%) a
betegekben kezelés elott (LDR: 0,40% = 0,14%; HDR: 0,41% =+ 0,21%; teleterapia:
0,35% + 0,12%; Kiber-kés: 0,43% = 0,15%). Kozvetleniil a terapia utan szignifikansan
megemelkedett a szintje a teleterapias csoportban 1,73-szorosan, és a Kiber-kés terapias
csoportban 1,75-sz6r6sen, majd szintjitk ezekben a csoportokban fokozatosan, 24 hora
kontroll szintre csokkent vissza. A két brachyterapias csoportban a Treg sejtek frakcidja
kezelés elott, és a kezelés utan egy évig kontroll szint koriil mozgott, majd 24 honappal
a terdpia utan az LDR csoportban kozel szignifikansan (p=0,078), mig a HDR
csoportban szignifikdnsan megemelkedett a szintje (p=0,016), amely 36 hénappal a

kezelés utan is hasonl6 szinten maradt mindkét csoportban (35C abra).
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35. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban

(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) szignifikdnsan

megndtt a CD4+FoxP3+ Treg sejtek aranya a betegekben a kontrollhoz képest a
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nyomon kovetés teljes ideje alatt (A), ezzel szemben a CD1273ecsony-Cp25magas
fenotipust Treg sejtek aranya sokkal kisebb mértékben nétt meg a betegekben, azonban
36 honappal a terapia utan a két kiilso terapias csoportban szignifikdnsan magas maradt
(B). A CD8+FoxP3+ Treg sejtek frakcidja kozvetlen a terapia utan nétt meg
szignifikdnsan a két kiilso terapids csoportban, majd egy atmeneti normalizalodas utan,
36 honappal késdbb tjra szignifikdnsan megndtt a Kiber-kés terapias csoportban, mig a
tobbi betegben szignifikansan nem valtozott a szintje (C). A szignifikans valtozasokat
csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001). Forras:

sajat abra.

Vizsgaltuk a FoxP3+/FoxP3- aranyt mind a CD4+, mind a CD8+ T limfocita
csoporton belill. A kontroll szinthez képest (4,98% =+ 2,54%) mind a négy
betegcsoportban  szignifikdnsan  (teleterapids csoportban kozel —szignifikdnsan)
megemelkedett a FoxP3+ sejtek ardnya a CD4+ limfocitdkon belill terapia elotti
idépontban (LDR: 7,13% + 1,36%; HDR: 7,97% =+ 1,63%; teleterapia: 6,62% + 3,09%;
Kiber-kés: 7,61% + 2,81%), amely harom évvel a kezelést kovetden is fentmaradt (36.
abra). Az LDR, HDR ¢és Kiber-kés terdpias csoportban ehhez nagyon hasonlo
eredményeket kaptunk a CD8+ limfocitak csoportjan beliil is, azonban a teleterapias
csoportban terapia eldtt €s rogton utdna csak gyenge, majdnem szignifikans novekedést
kaptunk, majd a késébbi idépontokban (3 honaptdl 36 hoig) kontroll szint koriil maradt
a FoxP3+ T sejtek frakcioja (fiiggelék 14. abra).
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36. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoport (LDR:
n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terdpids: n=15) mindegyikében
szignifikansan megndtt a FoxP3+ sejtek ardanya a CD4+ T limfocitak csoportjan beliil
mar kezelés eldtt, és ezen a magas szinten maradt a nyomon kovetés teljes ideje alatt. A
szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001;
***%: p <0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.12. CTLA4+ T limfocitak és regulator T sejtek valtozasa
Ezutan vizsgaltuk a Treg sejtekre jellemzd CTLA4 aktivacids markert expresszalo
CD1273acsony-CD25Ma0%  fenotipust  Treg sejtek ardnyat, és Osszehasonlitottuk a

CTLA4+CD4+ T limfocitak aranyaval mind a kontroll, mind pedig a betegcsoportban.
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A CTLA4+CD4+ T sejtek aranya a kontroll atlagahoz képest (3,91% = 3,27%) nem
valtozott a betegekben kezelés elétt (LDR: 3,14% + 1,28%; HDR: 3,56% =+ 2,89%;
teleterapia: 3,86% =+ 2,33%; Kiber-kés: 3,71% + 2,22%), amely 12 honapig nem
valtozott a betegekben, csak a Kiber-kés terapias csoportban csokkent a szintje
szignifikansan 12 és 24 honappal a terdpia utan. A HDR csoportban a két éves nyomon
kovetés alatt végig kontroll kdzelében volt a szintje, majd 36 honappal a terapia utdn
szignifikansan lecsokkent a szintje. A masik harom beteg csoportban a CTLA4+CD4+
T sejtek aranyat kontroll szinten detektaltuk harom évvel a terapia utan (37A &abra). A
CTLA4+ sejtek ardanya a CDI273RoW-CD25M%%  Treg sejtek csoportjaban a
kontrollhoz képest (17,98% =+ 10,32%) nem valtozott szignifikansan a betegekben
(LDR: 24,11% =+ 8,25%; HDR: 26,54% =+ 16,44%,; teleterapia: 25,61% =+ 16,70%;
Kiber-kés: 23,47% + 9,28%), majd kozvetlen terapia utan csak a HDR-es csoportban
nétt meg szignifikansan az aranya (28,94% + 22,38%), amely 24 hoénapig magasan
maradt, majd normalizalodott 3 évvel késobb. A Kiber-kés terapias csoportban 3
honappal a terapia utan szignifikdnsan lecsokkent a szintje (13,43% + 8,22%) és ezen az
alacsony szinten maradt a nyomon kovetés teljes ideje alatt. Az LDR csoportban enyhe,
nem szignifikdns ndvekedést tapasztaltunk 9 és 12 honappal a terdpia utdn, majd
normalizalddott, €és a teleterapids csoportban i1s 9 honappal késobb ndtt meg

szignifikdnsan a szintje, majd normalizalodott (37B abra).
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37. dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) nem valtozott
szignifikansan a CTLA4+CD4+ T sejtek aranya a kontrollhoz képest, és szignifikans
csokkenést csak a Kiber-kés ¢s a HDR csoportban tapasztaltunk késéi idépontokban, 12
hénappal a terdpia utan (A). A CTLA4+ sejtek aranya a CD1272kcsonv-Cp25magas
fenotipusu Treg sejtek csoportjan beliill szintén nem valtozott szignifikdnsan a
betegekben a kontrollhoz képest, majd a HDR csoportban kaptunk szignifikans
novekedést, amely egészen a 24 honapig fennallt, majd normalizalédott. A Kiber-kés
terapids csoportban pedig szignifikdns csokkenést tapasztaltunk3 hoénappal a terapia
utan, amely 3 évvel késobb is kimutathatd volt a kezelés el6tti szinthez képest (B). A
szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001;
****. p <0,0001). Forras: sajat abra.
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4.2.4.13. Osztodo T limfocitadk valtozasa

Osszehasonlitottuk a CD4+ és a CD8+ limfocitdk osztodasi képességét a Ki67
sejtmagi marker expresszidjanak mérésével. Az osztodé CD4+ T limfocitdk aranya a
kontroll csoporthoz képest (1,13% + 0,37%) szignifikdnsan megndtt a betegekben a
kezelés elbtti idopontban (LDR: 1,89% + 1,05%; HDR: 1,93% =+ 0,84%; teleterapia:
1,68% = 1,02%; Kiber-kés 1,61% =+ 0,48%), amely 6 honappal a terapia utan is ezen az
emelkedett szinten maradt (LDR: 1,56% =+ 0,53%; HDR: 1,82% =+ 0,47%; teleterapia:
1,70% =+ 0,86%; Kiber-kés 1,52% + 0,49%). Harom évvel a kezelést kovetéen az LDR
(2,20% <+ 0,74%) és a Kiber-kés csoportban (1,55% =+ 0,52%) nott meg ujra
szignifikdnsan a szintje, mig a HDR ¢és a teleterdpids csoportban a 12. hdnaptol
normalizalodott az aranya (38A abra).

Az osztddd CD8+ limfocitak frakcidja nem valtozott szignifikdnsan a betegekben
a kontrollhoz képest (0,45% =+ 0,31%) a terapia el6tti idopontban, majd kozvetleniil a
terapia utan csak a teleterapias csoportban nott meg szignifikansan (1,41% = 0,69%), és
24 (0,69% =+ 0,31%) ¢és 36 honappal (0,70% = 0,26%) késobb is emelkedett szinten
maradt. Harom évvel a kezelés utan a teleterapias csoporton kiviil az LDR csoportban is
szignifikansan megndtt a CD8+Ki67+ T sejtek aranya (0,84% =+ 0,27%), azonban a
masik két beteg csoportban szintjiik kontroll koriil maradt (38B abra).
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38. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) szignifikdnsan
megndtt a CD4+Ki67+ osztddd T sejtek aranya a betegekben a kontrollhoz képest, 6
honapig emelkedett szinten maradt, majd 36 honappal a terapia utan az LDR ¢és Kiber-
kés csoportban (a masik két csoporttal ellentétben) nem normalizalodott az aranyuk (A).
Ezzel szemben a CD8+Ki67+ osztoddo T limfocitak frakcidja csak a teleterapias
csoportban ndtt meg szignifikdnsan kozvetleniil a terapia utan és 3 évvel késdbb is ezen
a szinten detektaltuk (B). A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **:
p <0,01; ****: p < 0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.14. Oszt6do regulator T sejtek valtozasa
Ezutan megvizsgaltuk a CD4+FoxP3+ ¢s a CD8+FoxP3+ Treg sejtek osztodasi
képességét szintén a Ki67 sejtmagi marker expressziojanak segitségével. Az osztédo

CD4+ Treg sejtek frakcioja szignifikdnsan megndtt a kontrollhoz képest (27,53% =+
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8,65%) mind a négy beteg csoportban a terapia el6tt (LDR: 39,61% + 8,65%; HDR:
38,53% £ 7,92%; teleterapia: 41,41% =+ 10,44%; Kiber-kés: 38,24% =+ 14,52), és
kozvetlen a terapia utdn is ezen a szinten detektaltuk. Harom hoénappal a Kiber-kés
terapia utdn a betegekben normalizalodott a szintje egészen 24 honapig, majd 36
honappal a terdpia utdn ujra szignifikdnsan megemelkedett az aranya (37,43% + 9,53%).
A tobbi betegcsoportban az osztddd CD4+ Treg sejtek aranya szignifikdnsan magas
maradt a nyomon kovetés ideje alatt (39A abra). Ezzel szemben az osztédé CD8+ Treg
sejtek szintje nem valtozott szignifikdnsan a betegekben a kontroll csoporthoz képest
(44,71% = 21,39%) sem kezelés el6tt, sem azutani idépontokban. Egyediil a teleterapias
csoportban mértiink szignifikansan magasabb szintet kozvetlentil a terapia utan (63,49%
+ 14,88%), de szintje ezekben a betegekben is normalizalodott (39B abra).
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HDR
Teleterapia
Kiber-kés

regulitor T sejteken beliil (%)
ININN N

— T
p=0.066 *

Ki67+ sejtek aranya a CD4+FoxP3+

@l Kontroll
mm LDR

== HDR
3 Teleterapia
[ Kiber-kés

Ki67+ sejtek arianya a CD8+FoxP3+
regulator T sejteken beliil (%)

39. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban

(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) szignifikdnsan
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megnott a Ki67+ osztdédd CD4+FoxP3+ Treg sejtek aranya a betegekben a kontrollhoz
képest mar kezelés eldtt, és 36 honapig emelkedett szinten maradt, csak a HDR
csoportban normalizalddott akkora (A). Ezzel szemben az osztodd CD8+ Treg sejtek
frakcioja nem valtozott szignifikansan a betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva,
csak a Kiber-kés terapias betegeben nétt meg szignifikansan terapia utan kozvetleniil,
majd normalizalodott (B A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p
< 0,01; ****: p <0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.15. Kifaradt T limfocitak valtozasa

Vizsgaltuk a CD3+CD4+ és a CD3+CD8+ T limfocitdk ,,immunoldgiai
kifaradasat” jelz6 PDI, LAG3, 2B4 ¢és CDI160 sejtfelszini gatld receptorok
expresszigjat. A LAG3 receptorok expresszdja a kontrollhoz képest (4,24% + 3,90%)
szignifikdnsan megemelkedett a két kiils6 terapids csoportban kozvetlenil a kezelés
utan (teleterapia: 8,90% + 7,85%; Kiber-kés: 11,52% + 5,61%) és 12 honappal a kezelés
utdn is ezen az emelkedett szinten maradt. Harom évvel a kezelés utin csak a
teleterapias csoportban maradt szignifikdnsan magasabb a LAG3+CD4+ T sejtek aranya
(14,34% + 8,98%), a tobbi betegcsoportban kontroll szint kdzelében detektaltuk (40A
abra). A 2B4 receptorok expresszdja a CD4+ T limfocitdk felszinén szintén
szignifikdnsan megemelkedett a kontroll csoporthoz képest (3,52% + 2,33%) a HDR
(6,11% =+ 3,78%) ¢és a Kiber-kés terapias csoportban (8,06% =+ 3,96%) kozvetleniil a
terapia utani idépontban, és 36 honappal a terdpia utdn szintjiik ezen a szignifikansan
megndtt szinten maradt (HDR: 5,91% =+ 3,27%; Kiber-kés: 6,65% + 2,99%). A
teleterapias csoportban a terapia utan 6 honappal nétt meg szignifikansan a szintje a
2B4+CD4+ T sejtek ardnya (5,14% + 2,62%) a kontrollhoz képest, és harom évvel
késdbb is ezt a magas szintet mértiik ki (5,93% =+ 3,47%) (40B 4bra). Szignifikansan
megndtt PD1 receptor expressziot csak a Kiber-kés terapids csoportban mértiink
kozvetleniil a terdpia utan (8,89% =+ 2,69%) a kontrollhoz képest (5,78% + 1,39%),
amely még harom évvel kés6bb is magasan maradt (8,40% =+ 3,47%) (40C abra), mig a
CD160 receptor expresszidja nem valtozott szignifikdnsan egyik betegcsoportban sem a

CD4+ T limfocitak felszinén (40D ébra).
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40. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapids: n=15) vizsgaltuk az
~immunologiai kifaradast” jelz6 sejtfelszini receptorokat a CD4+ T limfocitak
felszinén. Ezek a LAG3 (A), 2B4 (B), PD1 (C) és a CD160 (D) receptorok. A
szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).

Forras: sajat 4bra.

Ezzel ellentétben a LAG3+CD8+ és 2B4+CD8+ T limfocitak aranya kontroll
szint koriil mozgott a betegekben terapia eldtti és utani iddpontokban (nincs abrazolva).
A PDI1+CD8+ T limfocitdk frakcidja szignifikdns csokkenést mutatott a kontroll
csoporthoz képest (10,05% =+ 7,26%) az LDR (4,47% =+ 2,65%) és a teleterapias
csoportban (5,56% =+ 4,63%) 3 honappal a kezelés utan. Az LDR csoportban 9 honapig
maradt ezen az alacsony szinten, majd normalizalodott, a teleterapias csoportban pedig
6-dik honaptol nem valtozott szignifikansan az ardnya a kontroll csoporthoz képest. A
CD160+CD8+ T limfocitak frakcioja a kontroll csoporthoz képest (2,20% = 1,66%)
mind a négy betegcsoportban szignifikdnsan lecsokkent (LDR: 0,90% + 0,83%; HDR:
0,92% =+ 1,06%; teleterapia: 0,62% = 0,61%; Kiber-kés: 0,64% = 0,40%) terapia elott,

amely alacsony szint az LDR csoporton kiviil a tobbi betegben még 12 hoénappal a
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terapia uzan is detektalhatd volt. Az LDR csoportban az arany terapia utan kozvetleniil
visszatért kontroll szint kézelébe. Harom évvel a terapia utan csak a HDR csoportban
maradt szignifikansan alacsony a CD160+CD8+ T limfocitak aranya (0,91% =+ 1,12%)
(fliggelék 15. abra).

4.2.4.16. Aktivalt és szeneszcens T limfocitak valtozasa

Vizsgaltuk a CD3+CD4+ és CD3+CD8+ T limfocitadk CD28 ¢és CD57 sejtfelszini
receptoraik segitségével beazonositott négy kiilonboz6 funkcionalis alcsoportjat, és
azok valtozasat a kontroll csoportban ¢és a betegekben egyarant. A kordiagrammok jol
szemléltetik az illesztett kontroll csoportban a CD3+CD4+ (41A abra) és CD3+CD8+ T
limfocita populaciok (41B abra) funkcionalis alcsoportjainak egymastol nagymértékben
eltérd megoszlasat. A CD4+ T limfocitdk dontd tobbsége (90,90% + 5,89%) nem/korai
aktivalt forma, és a maradék ~10%-on oszlik meg az aktivalt (3,16% =+ 2,88%), korai
szeneszcens (3,08% + 2,40%) és a véglegesen differencialodott szeneszcens CD4+ T
limfocitak (2,86% =+ 3,26%). Ezzel ellentétben a CD3+CD8+ T limfocitdkon beliil a
csoportok atlagos megoszlasa nagymértékben eltér ett6l. A CD8+ T limfocitak
kevesebb, mint a fele (44,15% + 15,17%) nem/korai aktivalt forma, mig az aktivalt T
sejtek ardnya 6,85% =+ 3,56%, a korai szeneszcens formak aranya 18,88% =+ 5,88%, és a
terminalisan differencialodott szeneszcens CD8+ T limfocitak aranya pedig 30,11% +
13,69%. Ezutan a négy betegcsoportban is meghataroztuk mind a CD4+, mind a CD8+
T limfocitdk funkcionalis alcsoportjainak szazalékos megoszlasat kezelés eldtti és utani
idépontokban, amely atlag értékeket a kontroll adatokat abrazold kordiagrammok alatti
kisebb diagrammok szemléltetik (a teleterapias csoport adatain bemutatva). Legnagyobb
mértékben a két szeneszcens CD4+ T limfocita alcsoport ardnya nétt meg a betegekben
a kezelés el6tti idopontban a kontroll csoporthoz képest a nem/korai aktivalt T sejtek
aranyanak ,,rovasara”, amely eltolodott arany egészen 36 honappal a terapia utan is fent
maradt a betegekben. A CD8+ T limfocitak esetében is hasonld valtozasok kovetkeztek
be a teleterapids betegekben, a szeneszcens formdak mellett az aktivalt alakok aranya is
nétt a kontroll csoporthoz képest mar harom honappal a terdpia utan, és ez az eltolodott

arany harom évvel késObb is kimutathato volt a betegekben.
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CD3+CD4+ T limfocita alesoportok
illesztett kontrollok atlagai

3.08_2.86
3.16

90.90

Teleterapias betegesoport —
terapia elétt

9.84
23.22

62.30
4.64

Teleterapiis betegesoport —

3 hénappal késébb
10.22
21.82
60.16
7.28

nem/korai aktivalt

aktivalt

aktivalt/korai szeneszs.

term.diff.szeneszc.

Teleterapias betegesoport —
kozvetlen utina

10.29

27.13
55.49

741

Teleterapias betegcsoport —

36 honappal késébb

14.80

48.79
29.70

6.72

CD3+CD8+ T limfocita alcsoportok

illesztett kontrollok atlagai

30.12
44.15

18.88
6.85

Teleterapias betegcsoport —
terapia elott

19.46

44.37 789

28.19

Teleterapias betegcsoport —

3 hénappal késobb

22.11
39.75

13.50

24.62

nem/korai aktivalt
aktivalt
aktivalt/korai szeneszs.

term.diff.szeneszc.

Teleterapias betegcsoport —
kizvetlen utina

18.40

43.76
10.86

26.96

Teleterapias betegcsoport —
36 honappal késébb

18.97

38.46
13.87

30.59

41. abra: Korban és nemben illesztett kontroll csoportban (n=22) és a teleterapias
kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegcsoportban (n=20) detektalt CD3+CD4+
(A) és CD3+CD8+ T limfocitak (B) CD28 és CD57 sejtfelszini receptoraik segitségével
beazonositott funkcionalis alcsoportjainak a megoszlasa terapia el6tt és utan, illetve 3 és
36 honappal a terdpia utdn. A kordiagramok értékei az egyes alcsoportok atlaganak

szazalékos aranyat jelentik. Forras: sajat abra.

A fent bemutatott CD3+CD4+ ¢és CD3+CD8+ T limfocitdk funkcionalis
alcsoportjaiban bekovetkezett jellegzetes valtozasokat szemléltetik az aldbbi aramlési
citometrias grafikonok is, amelyeken egy reprezentativ kontroll (42A abra) és egy beteg
minta (42B abra) értékei lathatok. A CD28+CD57- nem/korai aktivalt formak aranya
erdteljesen lecsokkent a betegekben terapia el6tt, ezzel parhuzamosan a CD28 markert
mar nem expresszald, a szeneszcencia iranyaba elindult korai szeneszcens (CD28-

CD57-) és a véglegesen differencialodott szeneszcens T sejtek (CD28-CD57+) aranya
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nagymértékben megnétt a betegekben a kontrollhoz képest, amely valtozasok harom

évvel a terapia utan is kimutathatoak voltak.
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42. dbra: A CD3+CD4+ (A) és CD3+CD8+ T limfocitak (B) sejtfelszini CD28 és CD57
receptorai  segitségével meghatdrozott funkciondlis alcsoportok valtozésa, egy
reprezentativ kontroll mintan, és kiilonb6zé idopontokbol szarmazd (terapia elotti,
kozvetlen utani, illetve 3 és 36 honappal a terapia utani) beteg mintan bemutatva. Az
aramlasi citometrias grafikonok a kvadranssal elkiilonitett funkcionalis csoportok
(CD28+CD57-: nem/korai aktivalt; CD28+CDS57+: aktivalt; CD28-CD57-: korai
szeneszcens; CD28-CD57+: véglegesen differencialédott szeneszcens sejtek)
szazalékos aranyat mutatjadk. Mind a két T limfocita alcsoport esetében a szeneszcens
formak iranyaba torténik eltolodéds, a nem aktivalt formak ,,rovasara”, amely hosszl

tavon, 36 honappal késébb is kimutathatd. Forras: sajat abra.

Ezutan a CD3+CD4+ ¢s CD3+CD8+ T limfocitak alcsoportjainak valtozasat mind
a négy betegcsoportban megvizsgaltuk, ezek kontroll csoporthoz viszonyitott valtozasat,
illetve a négy betegcsoport egymashoz viszonyitott valtozasait és a betegek kozotti
kiilonbségeket a kovetkezd grafikonok foglaljak ossze (43. abra). A kontrollhoz képest
(90,90% + 5,89%) mind a négy betegcsoportban szignifikansan lecsokkent a nem/korai
aktivalt CD4 T sejtek frakcigja (LDR: 62,05% + 4,64%; HDR: 65,92% =+ 19,26%;

107



teleterapia: 62,30% =+ 11,44%; Kiber-kés: 59,16% + 6,84%) a kezelés elott, és ezen az
alacsony szinten maradt még harom évvel a kezelés utan is (43A dbra).

Az aktivalt CD4+ T sejtek aranya a kontroll csoporthoz képest (3,16% =+ 2,88%) a
teleterapias csoportban nétt meg szignifikansan kozvetleniil a terapia utan (7,41% =+
5,52%), és ezen a szinten maradt 36 honappal késobb is (6,72% + 5,16%), szintje nem
normalizaldédott. Az LDR csoportban az aktivalt formék ardnya 6 honappal a terdpia
utan nétt meg szignifikansan (6,29% + 4,92%), és maradt szignifikansan magas szinten
még 36 honappal a terapia utan is (10,94% = 5,78%). A Kiber-kés terapias csoportban
pedig 24 (6,19% =+ 4,65%), illetve 36 honappal a terapia utan (6,66% + 4,01%) ndtt meg
szignifikdnsan a szintje (43B abra).

A CD4+ T limfocitdk korai szeneszcens allapotban 1évd frakcidja a kontroll
szinthez képest (3,08% =+ 2,40%) erdteljes, szignifikdns ndvekedést mutatott a
betegekben mar a kezelés megkezdése elott (LDR: 27,01% + 4,01%; HDR: 23,23% +
20,25%; teleterapia: 23,22% =+ 5,53%; Kiber-kés: 27,25% =+ 6,77%) és a nyomon
kovetés teljes ideje alatt ezen a magas szinten maradt, még harom évvel késdbb is
(LDR: 20,89% =+ 6,76%; HDR: 26,77% =+ 21,78%; teleterapia: 29,70% + 13,02%;
Kiber-kés: 32,22% + 16,49%) (43C abra).

Veégil a veéglegesen differencidlodott CD4+ T limfocitdk ardnya szintén
szignifikansan megemelkedett a kontrollhoz képest (2,86% =+ 3,26%) a betegekben mar
kezelés eldtt (LDR: 6,01% =+ 4,58%; HDR: 5,83% =+ 6,54%; teleterapia: 9,84% =+
10,18%; Kiber-kés: 7,52% =+ 6,89%), ¢és szintje egyik betegcsoportban sem
normalizalédott harom évvel késdbb sem, sét az LDR, HDR ¢és teleterdpias
csoportokban tovabb emelkedett a szintje a kezelés elotti értkékekhez képest is (LDR:
14,89% + 6,33%; HDR: 7,61% =+ 10,03%; teleterapia: 14,80% =+ 11,04%; Kiber-kés:
7,48% =+ 8,14%) (43D abra).
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43. dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=32; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) szignifikdnsan
lecsokkent a nem/korai aktivalt (A), és szignifikansan megnétt a korai (C) és
differencialodott szeneszcens CD3+CD4+ T limfocitak (D) aranya mar a kezelés el6tt, a
kontroll csoporthoz képest, és ez hosszu tavon, harom évvel késobb is detektalhato volt.
Az aktivalt CD4+ T sejt frakcid kezelés eldtt egyik csoportban sem valtozott a
kontrollhoz képest, majd terapia utan szignifikansan megemelkedett a teleterapias
csoportban, majd a késébbi iddpontokban az LDR és Kiber-kés csoportban is, amely
emelkedett szint 3 évvel a terapia utan is kimutathaté volt (B). A szignifikans
valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p <
0,0001). Forras: sajat abra.

A nem/korai aktivalt CD3+CD8+ T limfocitadk frakcioja a CD4+ csoporthoz
hasonloan erdteljes, szignifikdns csokkenést mutatott a kontrollhoz képest (44,15% +
15,17%) mind a négy betegcsoportban (LDR: 21,75% =+ 5,86%; HDR: 20,83% =+ 9,75%;
teleterapia: 19,24% + 10,32%; Kiber-kés: 15,83% = 7,88%) a kezelés megkezdése eldtt,

majd ezen az alacsony szinten detektaltuk harom évvel késébb is (LDR: 16,63% +
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8,03%; HDR: 20,82% + 13,62%; teleterapia: 18,97% = 10,73%; Kiber-kés: 18,49% +
10,31%). Az aktivalt CD8+ T limfocitak aranya a kontroll csoporthoz képest (6,85% =+
3,56%) a kezelés el6tti idOpontban kontroll szinten mozgott mind a négy
betegcsoportban, azonban kozvetleniil a terapia utan az LDR (11,83% =+ 9,29%) és
Kiber-kés terapias csoportban (13,98% + 7,78%) nétt meg szignifikansan, amely magas
szintet harom évvel késobb is kimutattuk (LDR: 14,43% + 11,59%; Kiber-kés: 14,29%
+ 9,66%). A terapia utan 3 honappal a teleterapias csoportban is szignifikdnsan megnott
(13,50% =+ 10,26%), majd atmeneti csokkenés utan, harom évvel a kezelést kovetéen
ujra szignifikansan magas szinten detektaltuk (13,87% + 13,01%). A Kkorai szeneszcens
CD8+ T sejtek aranya a kontroll csoporthoz képest (18,88% =+ 5,88%) minden
betegcsoportban szignifikdnsan megnétt a kezelés eldtt (LDR: 33,62% + 9,71%; HDR:
35,12% + 14,39%; teleterapia: 28,19% + 8,23%; Kiber-kés: 28,92% =+ 9,72%), azonban
36 honappal késébb a HDR (40,35% =+ 17,26%) és teleterapias csoportban (30,59% =+
17,77%) maradt csak szignifikansan magas. A véglegesen differenciadlodott szeneszcens
CD8+ T sejtek ardnya nem valtozott szignifikdnsan a kontroll csoporthoz képest
(30,11% + 13,69%) a betegekben a terapia megkezdése eldtt, majd kozvetleniil a
kezelés utan csak a két kiilsé terapias csoportban ndtt meg szignifikdnsan a szintje
(teleterapia: 43,76% + 12,40%; Kiber-kés: 40,97% + 12,98%). Harom évvel késobb
csak a Kiber-kés terapias csoportban maradt csak szignifikansan a szintje (43,22% =+
14,01%), a tobbi csoportban a kontroll, és a kezelés eldtti értékhez tért vissza a szintje.
Az LDR csoportban azonban nem valtozott szignifikansan a betegekben a szeneszcens
CD8+ T sejtek aranya a nyomon kovetés teljes ideje alatt (fliggelék 16. abra).

A Tim3+ és KLRG1+ T sejtek aranya szignifikans novekedést mutatott minden
betegcsoportban mar a terapia megkezdése elbtt, és ezen a magas szinten maradtak, nem

normalizalodott aranyuk egyik csoportban sem (fiiggelék 17. abra).

4.2.4.17. A kromoszoma sériillések szama és az immunfenotipus valtozasok kozotti
Osszefliggések vizsgalata

Spearman-féle rang-korrelacio segitségével vizsgaltuk, hogy van-e Osszefiiggés a
periférias vér limfocitaiban az ionizald sugarzas hatasara kialakult, kozvetleniil a
sugarterapia utan meghatarozott kromoszoma-aberraciok szama (fuggelék 14-17.

tablazat) a limfocitdk szeneszcens iranyban eltolodott immunfenotipusa kozott. A
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korrelacids koefficiens (,,r”°) értékeket a fliggelék 18. tablazat foglalja 6ssze. Az LDR ¢és
a HDR csoportokban a korai idépontokban (terapia utan 3 és 6 honappal) mért
véglegesen differencialodott szeneszcens CD8+ T sejtek aranya pozitivan korrelalt a
terapia utan kialakult kromoszoma-aberraciok szdmaval, majd a kés6bbi idopontokban
IS egyre erésebb pozitiv osszefiiggéseket talaltunk az adatsorok kozott. Ezzel ellentétben
a két kiilsd terapids csoportban a korai id6épontokban, azaz a Kiber-kés terdpias
csoportban kdzvetlentil terapia utan, mig a teleterapids csoportban 3 honappal a kezelés
utan kaptunk erés pozitiv korrelaciot. Hat, illetve 9 honappal a terapia utan még kaptunk
pozitiv Osszefliggést a szeneszcens T sejtek és kozvetlen a kezelés utani kromoszoma-

aberréaciok szama kozott, majd 12 honaptol az dsszefliggés ereje gyengiilt.

4.2.4.18. Memoria T limfocitak valtozésa

Vizsgaltuk a CD3+CD4+ és a CD3+CDS8+ T limfocitdk csoportjan belil a
memoria Ossejtek, a centralis, termindlis és effektor memoria sejteket, valamint a
termindlis effektor T sejtek frakcigjadt mind a kontroll, mind pedig a négy
betegcsoportban  kezelés el6tti és  utani  id6pontokban. Az egyes alcsoportok
valtozasanak jellegét jol szemléltetik a HDR betegcsoportban kapott eredmények (44.
abra), amely valtozasok a masik harom betegcsoportban is nagyon hasonléan alakultak
(nincs abrazolva), igy a valtozasokat a HDR csoport eredményei alapjan mutatom be. A
memoria Ossejtek aranya nem valtozott szignifikdnsan a nyomon kovetés ideje alatt a
kontroll csoporthoz képest egyik T limfocita alcsoportban sem. A centralis memoria T
sejtek frakcidja a CD4+ csoporton beliil csak 6, illetve 36 honappal késobb, mig a
CD8+ T sejt csoporton beliil mar terdpia eldtt szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz
képest, majd 36 honappal késObb is ezen az alacsony szinten maradt. A termindlis
memoria sejtek mind a CD4+, mind a CD8+ T sejtek csoportjan beliil szignifikansan
lecsokkent mar terapia eldtt a kontrollhoz képest, majd a nyomon kovetés teljes ideje
alatt ezen az alacsony szinten maradt. Ugyanakkor az effektor memoria és a terminalis
effektor sejtek frakcigja mind a két T limfocita csoportban szignifikdns ndvekedést
mutatott mar terdpia eldtt a kontroll csoporthoz képest, és hosszu tdvon, harom évvel

késobb is kontroll felett detektaltuk.
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44. abra: A magas dozisratajii brachyterapiaban (HDR) részesiilt prosztata daganatos
betegcsoportban (n=32) nem valtozott szignifikansan a memoria Ossejtek frakcidja,
szignifikansan lecsokkent a centralis és terminalis memoria T sejtek, ugyanakkor
szignifikansan megnétt az effektor memoria, és terminalis effektor T sejtek ardnya mind
a CD3+CD4+ (A), mind a CD3+CD4+ T limfocitdk csoportjdban. A szignifikdns
valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p <
0,0001). Forras: sajat abra.

4.2.4.19. B limfocitak és alcsoportjaik valtozasa

Vizsgaltuk a teljes B limfocita csoport valtozasat a kontroll és beteg csoportokban
terapia eldtt és utan, amelynek ardnya a kontroll szint (3,64% + 2,23%) kozelében
maradt a betegekben a terdpia megkezdése elott (LDR: 4,44% + 2,22%; HDR: 3,95% =+
2,57%; teleterapia: 3,98% = 3,64%; Kiber-kés: 3,70% + 1,68%). Kozvetleniil terapia
utan csak az LDR csoportban nétt meg szignifikdnsan a B limfocitak aranya (7,20% +

4,12%), és maradt magasan a szintje 24 honappal a terapia utan (7,28% =+ 4,10%), majd
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36 honappal késébb a szintje a kezelés eldtti és a kontroll szinthez tért vissza (fiiggelék
18. abra).

A B limfocitak csoportjan beliil hat kiilonb6zé érési és funkcionalis alcsoportot
vizsgaltunk ¢és hasonlitottuk a valtozasukat a kontroll csoporthoz ¢és egymashoz
egyarant. A tranziciondlis B sejtek ardnya nem valtozott szignifikdnsan a kontrollhoz
képest (7,51% + 3,34%) a betegekben kezelés elétt (LDR: 10,56% + 2,13%; HDR:
10,11% = 5,30%; teleterapia: 9,00% =+ 5,00%; Kiber-kés: 12,36% =+ 4,98%). Kozvetlen
a terdpia utan a Kiber-kés csoportban ndtt meg szignifikdnsan a szintje (14,41% =+
7,55%) és maradt magasan 12 hénapig, majd normalizalddott. A teleterapias csoportban
3 hoénappal a terdpia utdn emelkedett meg szignifikdnsan (16,87% + 9,42%), és 9
hoénapig ezen a szinten maradt, majd 12 hénap utdn normalizalédott. Kiemelendd, hogy
a két brachyterapids csoportban egy ¢évig kontroll kozelében volt a tranziciondlis B
sejtek aranyam, majd 12 honappal a kezelés utan szignifikansan megemelkedett (LDR:
12,29% + 5,00%; HDR: 12,56% =+ 2,87%) ¢és 36 honappal késébb is ezen a szinten
detektaltuk (45A é&bra). Az érett, naiv B limfocidk szintje enyhe, de nem szignifikans
mértékli csokkenést mutat minden betegcsoportban a nyomon kovetés teljes ideje alatt.
Szignifikdns mértékben csak a teleterapias csoportban csokkent le kozvetleniil, illetve 3
honappal a kezelés utan a kontroll szinthez képest (45B é&bra). Aktivalt B limfocitak
frakcidja szignifikansan, kétszeresen megemelkedett a kontrollhoz képest (3,03% +
2,50%) a betegekben kezelés elbtt, és az LDR csoporton kiviil magasan is maradt 36
hoénappal a kezelés utan (45C abra). Az ellenanyagtermeld plazma sejtek frakcioja
kozvetleniil a terapia utan nétt meg szignifikdnsan a kontrollhoz képest (0,77% =+
0,69%) a két kiilso terapias csoportban (teleterapia: 3,18% =+ 1,81%; Kiber-kés: 2,06% =+
1,39%) ¢és 36 honappal késdbb is magasan maradt a szintje. A HDR csoportban 3
hénappal a terdpia utan nétt meg szignifikansan (1,91% + 1,45%) az aranya, és hdrom
évvel a terapia utan ebben a csoportban maradt a legmagasabb a szintje (2,86% =+
1,74%) (45D abra). A korai és késé tipusu memoria B sejtek aranya nem mutatott

szignifikans valtozast a betegekben a kontrollhoz képest (nincs dbrazolva).
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45. adbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg csoportban
(LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) vizsgaltuk a B
limfocitdk funkciondlis alcsoportjait. A tranziciondlis B sejtek ardnya a két kiilsd
terapias csoportban a korai idépontokban, mig a brachyterapias betegekben 12 honappal
a terapia utan nott meg szignifikdnsan (A), mig a naiv B limfocitdk aranya nem
valtozott szignifikdnsan (B). Az aktivalt B sejtek frakcidja mar terapia el6tt megnétt a
betegekben és magasan maradt harom évvel késobb is (C), a plazma sejtek aranya pedig
az LDR csoporton kiviil minden betegben szignifikdnsan megnétt a kontrollhoz képest
(D). A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001; ****: p < 0,0001). Forras: sajat abra.
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5. Megbeszélés

A tanulmanyban célunk volt vizsgdlni a daganatokkal Osszefiiggd, ionizalod
sugarzds indukdlta szisztémas akut ¢és  kés6i, velesziiletett ¢és adaptiv
immunfolyamatokat kiilonb6z6 sugarterapias protokollal kezelt fej-nyaki és prosztata
daganatos betegekben. Mindkét vizsgalt daganattipus kezelésében és gyogyitasaban ma
mar rutinszeriien alkalmaznak mind koézel, mind tdvol besugarzast, igy lehetdségiink
nyilt a hasonld hatékonysagu, de esetlegesen eltéré hatast besugarzasi protokollokat
Osszehasonlitani a tuléld betegekben. A fej-nyaki daganatos betegeket csak egy honapig,
azonban a prosztata adenokarcindmas betegeket 6t évig kovettilk nyomon a terdpia utan
(jelen disszertacio az elsé harom év eredményeit mutatja be), igy nem csak a terdpia
utan rovid idon belill fellépd valtozasokat, hanem a késéi, esetlegesen évekkel a terapia
utan is fent allo eltéréseket is tudtuk monitorozni. A részletes szisztémas immunoldgiai
valtozasok éveken at tartd nyomon kovetése teszi még értékesebbé ezt a beteganyagot
¢és egyben ezt a vizsgalatot.

A fej-nyaki daganatos betegek esetében génexpresszids, fehérje és sejtszintii
vizsgélatokkal tanulmanyoztuk az intenzitds modulalt sugérterapia szisztémas hatasait.
A periférias vérsejtekben vizsgalt DDB2, GADD45, SESN1, FDXR, MDM2 génekrol
korabbi tanulményok is igazoltdk, hogy erds sugarzasvalasz gének, igy a
sugarexpoziciora adott egyéni valaszok monitorozasara alkalmas markerek lehetnek
(Amundson, Grace et al. 2004, Kis, Szatmari et al. 2006, Kabacik, Mackay et al. 2011,
O'Brien, Cruz-Garcia et al. 2018). Expresszios szintjiikben bekovetkezé valtozasok
kozvetleniil, vagy rovid idével a sugarzas utan mar detektalhatok. A fej-nyaki daganatos
betegek periférids vérsejtjeiben kimutatott génexpresszios eredményeink alatdmasztjak
az irodalomi adatokat; kozvetleniil a besugarzas utan mindegyik emlitett gén
expresszios szintje szignifikdnsan megemelkedett a kontrollhoz képest, és koziiliik a
GADDA45, SESN1 és az MDM2 gének expresszidja egy honappal a terdpia utan is
kimutathat6 volt, amely egy tartdsan fennmaradt transzkripcids szabalyozési zavarra
utal. Azonban a gének megvaltozott expresszids szintje és az egyéni sugarérzékenység
kozotti korrelacid megallapitdsahoz tovabbi vizsgalatok, €s hosszabb nyomon kovetési
id6szakra lenne sziikség.

Vizsgaltuk a fej-nyaki daganatos betegek plazmdjaban kiilonbozd prognosztikai,

¢és/vagy prediktiv értékli fehérjék mennyiségi valtozasat is. Egy korabbi tanulmanyban a
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kutatocsoport 19 kiilonb6z6 fehérje valtozasat vizsgalta fej-nyaki daganatos betegekben
sugarkezelés eldtt, és koziilik nyolc fehérje (IL-2, IL-4, EGFR, OPN, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGF és a GRO) mennyisége szignifikans valtozast mutatott a betegekben a
kontroll csoporthoz képest, azonban egyik fehérje valtozasa sem korrelalt a terapias
kimenetellel (Brondum, Eriksen et al. 2017). Egy masik atfogd fehérje vizsgalati
tanulmanyban a szerzok fej-nyaki daganatos betegekben 55 kiilonbozé fehérje
szignifikans valtozasat mutattak ki sugarterapiat kovetéen, amely valtozasokat a kezelés
elotti értékhez viszonyitottadk. Ezek koziil 20 fehérjének a szintje egy honappal a
kezelést kovetden sem normalizalodott, amelyek tobbsége gyulladasos folyamatokhoz,
a velesziiletett immunfolyamatokhoz ¢€s lipid metabolizmus folyamataihoz kapcsoldodéd
funkcionalis fehérjék voltak (Widlak, Jelonek et al. 2015). Nagy atereszt6 képességii
plazma fehérje profil vizsgalatunk soran 105, foként gyulladasos és kiilonb6z6
immunfolyamatokkal Osszefiiggésbe hozhato fehérje vizsgalatara fokuszaltunk a fej-
nyaki daganatos betegek. Koziiliik nyolc fehérje mennyisége valtozott szignifikansan a
terdpia utan: az Acrp3, BAFF, ENA-78, C5a koncentracidja megndtt, mig az ApoAl,
CD105 ¢és TFF3 mennyisége lecsokkent a kezelés el6tti értékhez képest, amely
eredmények atfedést mutatnak a fent bemutatott atfogd vizsgalat eredményeivel. Mi
sem tudtunk Gsszefliggést Kimutatni a fehérjék valtozasa és az AMR sulyossaga kozott,
azonban fontos kihangsulyozni, hogy a vizsgalt betegcsoport nagysdga miatt
messzemend kovetkeztetéseket nem vonhatunk le a kapott Osszefiiggésbol. A
vizsgalatunkban az endoglin (CD105) fehérje egyike a sugarhatasra megvaltozott
fehérjéknek, amely fehérje fontos szerepet tolt be az angiogenezis folyamataban, illetve
intratumoralis jelenléte fokozott angiogenezisre és neovaszkularizaciora utal (Marioni,
Ottaviano et al. 2017, Metcalfe, Arik et al. 2018). Mind a tumor mikrokérnyezetben,
mind a keringésben jelenlevé endoglin mennyisége prognosztikai értékii, és korrelal a
terapiara adott valasszal (Demirci, Yaman et al. 2012, Marioni, Staffieri et al. 2013).
Egy masik tanulmanyban kimutattak, hogy a keringd endoglin fehérje hozzajarul a
sugarzas indukalta késoi fibrozis kialakuldsdnak csokkentéséhez ugy, hogy a TGF-f1
fehérjével komplexet alkotva megakadalyozza annak fibrozis indukald hatasat (Li,
Wilson et al. 1999). Vagyis az endoglin fehérje a sugarzas indukalta toxicitas késdi
markere lehet a fej-nyaki daganatos betegekben. Az ApoAl fehérje szintje

szignifikansan lecsokkent a mi vizsgalati csoportunkban mar a kezelés el6tt, €s ezen az
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alacsony szinten maradt a betegekben 1 honappal a sugarterapia utan is. Ez a valtozas
Osszefiligg korabbi tanulmanyok eredményeivel, amelyekben a szerzok erds korrelaciot
mutattak ki a lecsokkent mennyiségii keringd ApoAl fehérje mennyisége és a tavoli
metasztazis kialakulasanak valoszintisége kozott (Luo, Zhong et al. 2015, Chang, Wei et
al. 2018).

A korabban bemutatott, szitkebb fenotipizalasi panel rendszer segitségével
vizsgaltuk a CD4+ limfocitakat, a FoxP3+ Treg sejteket, tovabba T sejt aktivacios
markereket, a T sejtek proliferacids statuszat, természetes oOldsejteket, dendritikus
sejteket és a mieloid eredetli szuppresszor sejtek csoportjat a terapia elotti €s utdni
idépontokban egyarant. Az irodalomban fellelhetd legtobb tanulmany alatamasztja a
tényt, hogy a tumort infiltralo, foként CTLA4 és PD1 markert expresszald Treg sejtek,
¢s a PD1 fehérjét expresszalo CD4+ és CD8+ T limfocitdk emelkedett szintje negativ
prognosztikai markerként szolgal a fej-nyaki daganatos betegekben (Matoba, Imai et al.
2019, Pfannenstiel, Diaz-Montero et al. 2019), mig a memoria T sejtek emelkedett
szintje pozitiv prognosztikai értéki (Mann, Smith et al. 2019). A cirkulald Treg sejtek
mennyisége a negativ klinikopatologiai jellemzdkkel és rossz prognozissal korrelal
(Strauss, Bergmann et al. 2007, Aggarwal, Sharma et al. 2017). Egy masik
tanulmanyban kimutattak, hogy a cirkulalé Treg sejtek mennyisége a daganat kitjulas
valoszintiségével is korrelal kemoterapiaban részesiilt fej-nyaki daganatos betegekben
(Schuler, Harasymczuk et al. 2013). Az altalunk vizsgalt daganatos betegcsoportban
mért CD4+ limfocitak szintje kezelés el6tt megegyezett a kontroll csoportban mért
szinttel, mig a FoxP3+ Treg sejtek ardnya kozel kétszeresére nétt a betegekben a
kontroll szinthez képest. Tovabba a CTLA4 markert expresszalo Treg sejtek, és a PD1
fehérjét kifejezd effektor T sejtek ardnya szignifikdnsan megemelkedett a betegekben
mar kezelés el6tt a kontrollhoz képest. Ezek az eredmények egy szisztémas
immunszuppressziéd kialakulasara utalnak mar a sugarterapia megkezdése el6tt, amely
eredményeket mas tanulmanyok is alatamasztanak (Young, Wright et al. 1996, Tsai,
Chen et al. 2019). Sugarterapia hatasara a legerdteljesebb valtozast a CD4+ T sejtek €s a
Treg sejtek mutattdk, eldbbi szignifikans csokkenést, utobbi szignifikans novekedést
mutatott, igy eltolédas kovetkezett be a CD4/Treg ardnyban a Treg sejtek irdnyaba,
amely arany eltolédast mas csoportok is tapasztaltak (Balogh, Persa et al. 2013). A

terdpia utan még nagyobb mértékli ndvekedést mutatott a CTLA4+ effektor és Treg
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sejtek, illetve a PDI+ effektor T sejtek ardnya, amely a sugarzds okozta még
erdteljesebb immunszuppresszid kialakuldsaval magyarazhatd. Kordbbi tanulmanyok
eredményei alatdmasztjak, hogy a lokalis besugarzas hatasara megnd a CTLA4 markert
expresszalo cirkulaldé CD4+ T limfocitak aranya egészséges egerekben (Balogh, Persa et
al. 2013, Muroyama, Nirschl et al. 2017), illetve a kemoterapiaval kombinalt
sugarterapia szintén megnovelte a PD1+ T sejtek aranyat (Parikh, Duluc et al. 2014). A
mi betegcsoportunkban megfigyelhet6 egy tendencia, miszerint azokban a daganatos
betegekben, akikben magas proliferacios kapacitassal rendelkezé CD4+ T limfocitakat
mértiink ki egy honappal a terapia utan, azokndl a CTLA4 és a PDI szint is magasabb
volt, illetve ezen betegek 87%-anak tumor stadiuma stlyosabb, T2-T4 besorolasu volt
terapia eldtt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy elérehaladottabb stddiumban 1évd
tumorral rendelkezd daganatos betegben erdsebb, és hosszan tartobb szisztémas
immunszuppresszié 1ép fel sugarkezelés hatasara. Az MDSC-k éretlen mieloid sejtek,
amelyek a csontvelobdl 1épnek ki a vérkeringésbe és immunszuppressziv hatastak.
Tobbféle daganattipus esetén irtak mar le megemelkedett MDSC szintet, amely rossz
terapias valasz prognosztikai markere (Gabitass, Annels et al. 2011, Ohki, Shibata et al.
2012). Az irodalommal ellentétben a betegekben csokkend cirkulald MDSC aranyt
kaptunk terapia utan a kontrollhoz képest, azonban a CD14+ MDSC alcsoport
szignifikans névekedést mutatott, amelyhez hasonlé eredményt mas kutatd csoportok is
talaltak (Yuan, Zhao et al. 2011). A természetes Olosejtek esetében nem kaptunk
szignifikans valtozast a betegekben sem terapia el6tt, sem utana. Ugyanakkor mind a
mielod, mind a limfoid DC-k aranya szignifikansan megnétt a betegekben a kontroll
csoporthoz képest, amelyhez nagyon hasonlé eredményeket kapott egy masik
kutatdcsoport sugdr- és kemoterapidban részesiilt mell és prosztata daganatos
betegekben (Schmidt, Fortsch et al. 2012). Ezzel ellentétben mas tanulmanyban
csokkent DC szintet mértek ki fej-nyaki daganatos betegekben (Sakakura, Chikamatsu
et al. 2006), tehat az irodalomban talalhato ellentmondasos véleményekbdl kovetkezik,
hogy szintjiik nem feltétleniil tiikrézi funkcionalis integritasukat. Az eredmények
alapjan elmondhato, hogy a fej-nyaki daganatos betegekben a sugarterapia megkezdése
eldtt a daganatstatusz okozta immunszuppressziv allapot alakult ki, amelyért alapvetéen
a CTLA4-t marker expresszalo regulator és effektor CD4+ T sejtek, illetve a PD1+ T

limfocitdk megemelkedett szintje felelds. Ezt az allapotot a sugarterapia tovabb
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erdsitette, azonban a révid nyomon kdvetés miatt az intenzitds modulalt sugarterapia
hosszt tavii immunmoduldlé hatdsat nem tudtuk megvizsgélni, nincs informacionk
arr6l, hogy ez a szuppressziv allapot meddig maradt fent a betegekben, mely
paraméterek normalizalodtak, és melyek maradtak megvaltozott szinten hossza tavon.

A prosztata daganatos betegek szisztémas immunfolyamatainak vizsgalatdhoz
egy, a korabbinal bdvebb fenotipizalasi panel rendszert alkalmaztunk, amellyel a
velesziiletett és adaptiv immunrendszer tovabbi alcsoportjainak valtozasat tudtuk
nyomon kovetni. Miutdn a prosztata daganatos betegeknél nyilt lehetdségiink a
tavolbesugarzas mellett brachyterapias kezelésben részesiilt betegek immunstatuszat is
vizsgalni, és hosszu tavon nyomon kdvetni, igy esetiikben egy, a fej-nyaki daganatos
betegeknél végzett kiértékelésnél még részletesebb Gsszehasonlitast végeztiink, egészen
az alap immunsejt-populacioktél kezdve a kiilonboz6 érési és funkcionalis
alcsoportokig.
A teljes limfocita csoport aranyat a terapia el6tti idépontban a prosztata daganatos
betegekben kontroll szint kozelében detektaltuk, azonban kozvetleniil a terapia utan az
arany az LDR csoporton kiviil mindegyik betegcsoportban szignifikdnsan lecsokkent a
kontrollhoz képest, amely jol mutatja a limfocitdk magas sugarérzékenységét , és az
LDR terapia alacsony dozisrataji sugarterhelését. Kozvetleniil a terapia utdni
idépontban a HDR kezelés esetében egyszeri 19 Gy (vagy 21 Gy), a teleterapia soran
Osszesen 70-78 Gy, a Kiber-kés terapia esetében pedig 40 Gy kertilt leadasra a prosztata
szOvetébe, mig az LDR terdpia esetében kozvetleniil az izotopok beliltetése utan
minddssze 1,6-3,3 Gy nagysagl sugarexpozicié érte a prosztata szovetét. A teljes
limfocita csoportban bekovetkezett szignifikans csokkenés a két kiilsd csoportban
maradt fent 24, illetve 36 honappal a terapia utan is, a HDR-es csoportban szintje 9
honappal a terapia utan végleg normalizalodott. Azt fontos megemliteni, hogy ugyan a
teljes limfocita csoport aranya nem mutatott szignifikans valtozast az LDR-es
csoportban sem kezelés el6tt, sem azutani, késébbi idOpontokban, ugyanakkor a
késobbiekben diszkutalt kiilonbozé limfocita alcsoportokban talaltunk szignifikansan
valtozo frakciokat az LDR kezelésben részesiilt betegek esetében is. A limfocitak
csoportjan beliil vizsgaltuk az alap CD3+, CD4+ helper és CD8+ citotoxikus limfocitak
alcsoportjat is, amelyek nélkiilozhetetlenek az immunhomeosztazis fenntartasaban,

amelyet a velesziiletett immunrendszer elemeivel szorosan egyiittmiikodve
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szabalyoznak. Tovabbd az immunfolyamatok modulalasdban és a daganatprogresszid
folyamatdban is fontos szerepiikk van. Aranyukban bekdvetkezett valtozdsok
Osszefliggést mutathatnak a daganat statusz kialakulasaval is (Gerloni and Zanetti
2005). A CD3+ és CD4+ limfocitak szama az altalunk vizsgalt betegekben terapia el6tt
kontroll szinten volt, azonban terapia utan csokkend tendenciat mutattak minden
csoportban, mig a CD8+ limfocitak aranya kontroll kozeli volt terapia el6tt és utan a
betegekben (csak a HDR ¢és teleterapias csoportban nétt meg szignifikansan 3 honappal
a kezelés utan), amely eredményeket egy 2021 évben megjelent meta-analizis
eredményei is alatimasztanak (Wang, Li et al. 2021). A tanulmanyban a harom alap
limfocita csoport valtozasat vizsgaltdk sugarterapia el6tt €s utdn kiillonbozd tipusu
daganatos megbetegedések esetében és csokkent CD3+ és CD4+, és valtozatlan CD8+
limfocita szintrél szamoltak be egy honappal a sugarexpozicido utan. A sugarterapia
hatasara egyértelmii immunologiai valtozasok kovetkeztek be a betegekben, amelyek az
immun sejtek apoptozisat és a T limfocitdk csokkenését okozhatjak, valamint
befolyasoljadk a periférias vér immunsejtjeinek egyensulyat. A tanulméany fontos
kovetkeztetése, hogy a sugarterapia 4altal kivaltott immunvalasz —mértéke
daganattipusonként eltéré volt. Vizsgalatunkban egyediil a teleterapia okozott hosszan
fennalld egyensulyi eltolodast a betegekben, sem a CD4+, sem a CD8+ T limfocitak
aranya nem normalizalodott még harom évvel a terapia utdn sem. Ezt tdmasztja ala a
periférias CD4+ és CD8+ T limfociak atlagos szamabol eredeztetett aranyszam
(CD4+/CD8+) is, amely fontos biomarkerként utal az egyén gyulladasos, vagy épp
szeneszcens immunstatuszara. Terapia eldtt az LDR és Kiber-kés csoportban a
helper/citotoxikus ardny pontosan megegyezett a kontroll csoportban megallapitott
aranyszammal, a masik két csoportban pedig ugyan kevéssel a kontroll alatt, de 1 felett
volt ez az érték. Harom honappal a terapia utan a HDR és teleterapias csoportban 1 ala
csokkent az aranyszam, azonban mig a HDR-es betegekben egy gyors normalizacid
kovetkeztében mar fél évvel a terapia utan 1 folé emelkedett, 9 honappal a terdpia utan
pedig a kezelés eldtti értékre allt vissza az aranyuk, addig a teleterdpias csoportban
harom ¢év alatt sem normalizalodott a T sejtek aranya. Utobbi egy perzisztens,
citotoxikus CD8+ iranyt egyenstuly eltolodasra ¢€s szeneszcens immunstitusz
kialakulasara utal a teleterapias betegekben (Serrano-Villar and Deeks 2015, Sato,
Adachi et al. 2019).
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A T limfocitak normalis miikodéséhez és sikeres antigén prezentlashoz nélkiilozhetetlen
kostimulaciés markert nem expresszald, aberrans CD3-CD4+ limfocitdk ardnya a
kontroll csoportban elenyész6 mértékii volt, azonban ehhez képest a daganatos
betegekben szignifikdnsan megndtt mar terapia eldtt, és egyik csoportban sem
magasabb szinten detektaltuk a kontroll csoportban, azonban a CD3+/CD3- aranya a
CD8+ limfocitakon beliill végig kontroll koézelében maradt a betegekben. Ehhez
szorosan kapcsolodd eredményiink, hogy a CD3 marker fluoreszcencia intenzitasa
(MFI) is szignifikansan lecsokkent minden betegcsoportban a CD4+ limfocitak
felszinén. Azonban fontos kiemelni, hogy annak ellenére, hogy a CD3-CD8+ sejtek
szdzalékos ardnyaban nem kaptunk szignifikans valtozast, a CD3 MFI értéke ugyan
kisebb mértékben (mint a CD4+ limfocitakon), de a CD8+ limfocitakon is egyértelmii
csokkenést mutatott mar kezelés elott, és egyik T limfocita alcsoporton sem
normalizalddott évekkel késébb sem. Vagyis a kiilonb6z6 gyulladasos, illetve daganatos
elvaltozasok indukalta, aberrans CD3- limfocita iranyu ardnyeltolodas a CD4 helper T
sejteket nagyobb mértékben érintette, azonban a CD3 receptor vesztés (Akl, Badran et
al. 2007, Alikhan, Song et al. 2016, Lee, Lim et al. 2021), és ezaltal jelentkezett
diszfunkcio, mind a két T limfocita csoportot érintette. Ezekben a valtozasokban nem
talaltunk kiilonbséget az egyes terapias eljardsokban részesiilt betegek kozott, minden
csoportban szignifikansan megndtt az aberrans helper T sejtek ardnya, és lecsokkent a
CD3 MFI értéke.

Erdekes megemliteni az immunszuppressziv CD4-CD8- dupla negativ T sejtek,
amelyek a Treg sejtekkel mutatnak hasonlé funkciokat, elésegithetik a tumor
metasztatikus folyamatokat (Greenplate, McClanahan et al. 2019), tovabba
hozzajarulhatnak a Graft-versus-host betegség és az autoimmunitds kialakuldsahoz
(Abraham, Sachs et al. 1992). Ugyanakkor a CD3+CD4-CD8- dupla negativ T sejteket
human hasnyalmirigy daganatos sejtekkel co-kultiraban tartva azok aktivacidjanak és
Az irodalomban fellelhetd ellentmondésos tanulmanyok értelmében a dupla negativ T
sejtek képesek tumor-gatlo, illetve tumor-aktivald hatést is kifejteni fiiggéen a tumor
tipusatol és annak mikrokornyezetétél (Wu, Zheng et al. 2022). A dupla negativ T

sejtek szintje a HDR csoportban szignifikansan mar korai idépontban, és a teleterapias
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csoportban 6 honappal a terdpia utdn nétt meg, és harom évvel késobb sem
normalizalddott, mig az LDR és Kiber-kés csoportban szintjiik végig kontroll kozelében
mozgott.

Ahogyan korabban is kihangsulyoztam a fej-nyaki daganatos betegek esetében, ugy
ennél a csoportnal is kitérek a fontos prognosztikai értékii, az effektor
immunfolyamatok szabalyozasaban fontos szereppel bird, immunszuppressziv
tulajdonsagokkal is rendelkez6 Treg sejtek csoportjara. A CD4+FoxP3+ Treg mellett a
CD8+FoxP3+ Treg csoportot is vizsgaltuk, ugyanis Gjabb tanulmanyok egyre nagyobb
hangsulyt fektetnek a még joval kevésbé ismert CD8+ Treg sejtek vizsgalatara is
(Menoret, Tesson et al. 2023). Egy tanulmanyban prosztata daganatos
mikrokdrnyezetbe infiltralt CD8+FoxP3+ Treg-eket vizsgaltak, amely tanulmanyban
bebizonyosodott, hogy a CD4+ Treg-ekhez hasonléan ennek a Treg csoportnak is
szerepe van az immunszuppresszio kozvetitésében, méghozza a Toll-szerli receptor 8
molekulan keresztiil szabalyozhaté ezen funkciojuk (Kiniwa, Miyahara et al. 2007). A
mi betegcsoportjainkban kapott eredmény rendkiviil érdekes: a CD4+FoxP+ Treg sejtek
aranya szignifikdnsan megnétt, mig a CD8+FoxP+ Treg-ek frakcidja kontroll szinten
volt a terapia el6tt a betegekben. A CD4+ Treg-ek éveken at ezen a magas szinten
maradtak, nem normalizalodtak, ezzel szemben a CD8+ Treg-ek aranya a két kiilso
terapids csoportban nétt csak meg szignifikdnsan kozvetleniil a kezelést kovetden, majd
a teleterapias csoportban normalizalodott, mig a Kiber-kés terapias csoportban magasan
maradt a szintje hosszitdvon. Tehat elmondhatdo, hogy mig a CD4+ Treg-ek
emelkedettebb szintje a daganat statusszal Osszefiiggé valtozas, és szintjében a
kiilonboz6 terapids eljarasok kozvetleniil a terdpia utdn tovabbi (nem szignifikans)
novekedést okoztak, addig a CD8+ Treg-ek frakciojat a két legnagyobb, akut
sugarterheléssel jard tavolbesugarzas emelte meg szignifikdnsan a normal, kontroll
kozeli szintrél, azonban hamar, 3 hoénappal a kezelés utan Gjra normalizalodott a
betegekben. Mind a CD4+, mind a CD8+ Treg csoporton beliil el tudtunk kiiloniteni egy
FoxP3 markert magasabban, és egy alacsonyabban expresszalo alcsoportot. A
FoxP3M9%  fenotipusi Treg-ek csoportja a CD4+ limfocitakon beliil készeres
novekedést mutatott a betegekben a kontrollhoz képest, mig a CD8+ csoporton beliil
kisebb mértékii novekedést tapasztaltunk. Fontos kiemelni, hogy annak ellenére, hogy a

CD8+FoxP3+ Treg sejtek szazalékos aranya kismértékii novekedést mutatott a
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betegekben a kontrollhoz képest, a FOXP3+/FoxP3- arany ebben a T sejt csoportban is (a
CD4+FoxP3+ Treg-ekhez hasonldan) szignifikansan eltolodott a FoxP3+ Treg sejtek
javara mar a kezelés elott, €s aranyuk nem normalizalodott hosszu tdvon sem.

Egy tanulmanyban négy féle marker kombinaciéja Treg csoportot hasonlitottak Ossze
(CD4+CD25™M9%  CD4+CD39+, CD4+CD73+ és a CD4+CD25+ CD127340W) az7al a
céllal, hogy megtalaljak a CD4+CD25+FoxP3+ Treg csoporttal leginkdbb megegyezo,
de csak sejtfelszini markerekkel beazonositott Treg csoportot. A tanulmany alapjan
elmondhat6, hogy az altalunk is vizsgalt CD4+CD25+CD12723¢W" fenotipusi Treg
sejtek esetében talaltak a legmagasabb FoxP3 expressziot, és a legerdsebb korrelaciot a
CD4+CD25+FoxP3+ Treg csoporttal (Yu, Li et al. 2012). Igy mi is tanulmanyoztunk a
sejten beliili jelolést nem igényls, CD127230-CD25Ma9% fenotipussal rendelkezé
Treg-ek csoportjat is, amelynek aranya a CD4+FoxP3+ csoporthoz nagyon hasonld volt
a kontroll csoportban, azonban egymastdl eltéré modon valtozott a betegekben a
nyomon kovetés ideje alatt. CD1272s0W-CD25Ma% Treg-ek szintje csak kozvetlen
kezelés utdn nétt meg (az LDR csoportot kivéve), és ez a sokkal kisebb mértékii
valtozas hamarabb is normalizalodott a betegek nagy részében, amely a kiilonb6z6
fenotipusu Treg csoportok kozotti eltérd funkcionalitasra utalhat.

A T limfocitdk proliferacios képessége fontos mutatdja azok funkcionalis
integritasdnak, megfeleld mikodoképesseégiiknek, €s aktivacios képességiikre is utal.
Erdekes modon a Ki67 sejtmagi markerrel vizsgélt osztodé frakciok a CD4+ limfocitak
¢s CD4+FoxP3+ Treg sejtek csoportjdban sokkal nagyobb mértékii, és hosszan tartd
szignifikans novekedést mutattak a betegekben, mint a CD8+ effektor és Treg sejtek
csoportjaban, ahol nem valtozott az osztddo sejtek aranya sem kezelés el6tt, sem azutan.
Osszességében elmondhatd, hogy nem csak a teljes CD8+ limfocita csoport, hanem az
aberrans CD3-CD8+, a CD8+FoxP3+ regulator és a Ki67+ 0sztddo citotoxikus T sejtek
frakcidja joval kisebb mértékii eltérést mutatott a betegekben a CD4+ alcsoportokhoz
képest, azonban a FoxP3+ iranya arany eltolédds nagymértékli volt esetiikben is. A
megnodvekedett CD4+ osztodasi rata hatterében vagy az ugynevezett homeosztatikus
proliferacié jelensége all (Min 2018), amely megmagyarazza a lecsokkent CD4+
limfocita aranyt és a megndvekedett osztoddo CD4+ T sejt frakciot a betegekben, vagy a
daganat statusszal osszefiiggd perzisztens CD4+ T sejt aktivacio és proliferacio all fent.

Ezt a dilemmat a CD4+ ¢és CD8+ T sejtek tovabbi vizsgalati eredményei oldhatjak fel,
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miszerint a CD28+CD57+ fenotipusssal jellemezhetd aktivalt frakciot is vizsgaltuk a T
limfocita alcsoportokban, amelyek novekvé tendenciat mutattak a betegekben a terapia
utani idépontokban, mig ezzel parhuzamosan a CD28+CD57- nem aktivalt formak
szintje szignifikdnsan lecsokkent minden betegcsoportban. Ugyan mas sejtfelszini
markerekkel, de masik kutatd csoport is vizsgalta a periférias vérben az aktivalt T sejtek
aranyat prosztata daganatos betegekben LDR terapiat kovetden tobb idépontban, és a
csoport is hosszantartd, emelkedett aktivacios szintet mért még 15 honappal a terapia
utan is mind a CD4+, mind a CD8+ T sejtek csoportjaban (Kubo, Satoh et al. 2018). A
folyamatos antigén stimulus és tobb aktivacids ciklust kovetéen a T sejtek felszini
CD28 molekuldjanak kifejezédése folyamatosan csokken, mig a CD57 marker
expresszidja nd, amely folyamatok a szeneszcens T sejtek kialakulasahoz vezetnek. A
CD28 a T sejtek egyik legfontosabb kostimulacios markere, amellyel az APC-k CD80,
vagy CD86 receptoraikhoz kapcsolodnak. A CD28 receptor hianyaban az immunolégiai
szinapszis, és ezaltal a sikeres antigén prezentacio is elmarad, igy a T sejtek az effektor
funkciojukat nem képesek ellatni (Arosa 2002, Esensten, Helou et al. 2016, Pangrazzi,
Reidla et al. 2020). Korai szeneszcens CD4+ és CD8+ frakciok, illetve a véglegesen
differencialodott szeneszcens CD4+ T sejtek minden betegcsoportban szignifikans
novekedést mutattak mar a terapia elétt, és évekkel késdébb sem normalizalodtak, mig a
differencidlodott szeneszcens CD8+ sejtek aranya csak a két kiilsé terapids csoportban
ndtt meg szignifikansan a betegekben, mig a két brachyterapias csoportban nem
valtozott. Ezen eredmények szintén a megndvekedett proliferacios rata okara
vilagithatnak rd, amelyet megnovekedett mértékii aktivacio eldzhetett meg, veégiil pedig
a T limfocitdk szeneszcens iranyu eltolodasahoz vezetett. A kontroll csoportban
tapasztalt nagymértékli CD28+/CD28- arany eltolodast a CD4+ és a CD8+ T sejtekben
beliil magyarazhatja az a tény is, miszerint a normal oregedés folyamata és a kor
kozvetleniil korrelal a CD8+CD28- T sejtek aranyaval (Fagnoni, Vescovini et al. 1996,
Mou, Espinosa et al. 2014). Ehhez kapcsolodo eredményiink, hogy kézvetlentil a terapia
utan a periférias limfocitdkban keletkezett és meghatarozott teljes kromoszoma
aberraciok szama sSzoros pozitiv Osszefiiggést mutat a véglegesen differencialodott
szeneszcens T sejtek terapia utani kiilonb6z6, korai és késéi iddpontokban
meghatarozott aranyaval, amely utalhat a szeneszcens allapotban 1évé immunsejtek

perzisztens kromoszoma sériilésébol eredd funkciovesztésre is.
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Végiil a vizsgdlt memoria T sejt alcsoportokban tapasztalt rendkiviil érdekes
valtozasokra térnék ki, amely az eddig leirt eredményeket ujabb iranybol kozeliti meg,
és tamaszthatja ala. Szignifikans arany eltoltodast kaptunk a betegekben a memoria
Ossejtek €s a centralis memoria T sejtek, valamint az effektor memoria €s terminalis
effektor T sejtek aranya kozott az utobbi két csoport javara, amelyek CCR7 receptort
nem expresszalva képesek elhagyni a masodlagos nyirokszerveket, és a periférian nagy
hatékonysaggal fejtik ki effektor funkcioikat. A valtozas hatterében feltételezhet6en a
folyamatos T sejt stimulacid ¢és aktivacio all, amely végsd soron a T sejtek
»~immunologiai kimeriiléséhez” és mitkodésképtelenséghez vezethet. Egy tanulmanyban,
amelyben ugyan ezeket a memoria T sejt alcsoportokat vizsgaltak akut mieloid
leukémias betegekben, pontosan ezt az arany eltolodast tapasztaltak, amely kemoterapia
utani teljes remissziot kdvetden is megmaradt a betegekben (Xu, Yao et al. 2018). Az
immunoldgiai kimeriilés soran a T sejtek effektor funkcioi fokozatosan, hierarchikus
sorrendben vesznek el, amelynek jellemzé mozzanata a sejtfelszini gatlé receptorok
expresszidjanak megnovekedése. llyen receptor példaul az altalunk is vizsgalt PD1,
LAG3, 2B4 (CD244) ¢és a CD160. Az immunologiai kimeriilés stulyossaga korrelal ezen
gatld receptorok expresszidjanak mértékével, az antigén mennyiségével és a CD4+ T
sejtek segit6é funkcidinak megsziinésével (Wherry, Blattman et al. 2003, Wherry 2011).
Ezek Osszességeében csokkent tumorellenes valaszt €s szuppressziv mikrokdrnyezetet
eredményeznek (Wherry and Kurachi 2015). A betegeinkben a vizsgalt receptorok
terapia utani id6pontban mutattak szignifikans novekedést, azonban ezekre az
eredményekre a diszkusszio végén Gjra kitérek.

A B limfocitak aranyat a tumor statusz nem befolyasolta a vizsgalt betegekben, majd
kozvetleniil terapia utdn szignifikdnsan az LDR (és kozel szignifikdnsan) a HDR
csoportban nétt meg aranyuk, masik két csoportban szintje végig kontroll és kezelés
eldtti szint kézelében mozgott. Funkciondlis alcsoportjaikban azonban annal inkabb
tapasztaltunk valtozasokat; az aktivalt B limfocitdk szintje mar terapia elott
szignifikdnsan megn6tt minden betegekben, és éveken at ezen a szinten maradt,
legkisebb mértékii valtozast az LDR csoportban tapasztaltunk, szintje hamar, 3
honappal a terdpia utdn normalizalddott. Ezzel szépen Osszecseng az aktivaciot
kovetden kialakulod, ellenanyag termeld, és ezaltal tumor ellenes hatasu, €és pozitiv

prognosztikai értékli plazma sejtek valtozasa (Weiner, Vidotto et al. 2021), amely
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terapia utan kozvetlen, illetve a nyomon kovetés 3-dik honapjatél az LDR csoporton
kiviil minden betegben szignifikdnsan megndtt, és harom évvel késObb is magasan
maradt.

A velesziiletett immunrendszer elemei koziil az NK sejtek, és azok érési és
funkcionalis alcsoportjai mutattak legerételjesebb, és egyben hosszu tavh karosodast a
betegekben. Az éretlen/korai érett NK sejtek, amelyek hatékony citokin termelésiik
révén immunszabalyozo tulajdonsagokkal birnak, és beldliik differencialodnak az érett
NK formak (Michel, Poli et al. 2016), szintjikk szignifikdinsan megn6tt, mig az érett,
citotoxikus NK sejtek aranya szignifikans csokkenést mutatott a betegeken, amely
eltolédott arany harom év mulva sem normalizalodott. Az anergia egy ugynevezett
immunologiai érzéketlenségi allapot, amely allapot a sejtaktivalasnak kedvezo feltételek
biztositasaval megsziinik, a sejtek ismét aktivalhatok, tehat visszafordithaté ez az
allapot (Yang, Cheng et al. 2018). Egy tanulmany szerint a daganatos sejtek is képesek
az NK sejtek anergikus allapotat indukalni, amely természetesen rossz prognosztikai
értékt (Yang, Cheng et al. 2018). Az altalunk vizsgalt betegekben az anergikus NK
sejtek ardnya ndovekvo tendencidt mutatott, de szignifikdnsan csak a Kiber-kés terapias
csoportban nétt meg kdzvetleniil a terapia utan, és évekkel késébb sem normalizalodott.
A kapott eredményekkel 6sszecseng az egyes NK alcsoportok Ki67 sejtmagi markerrel
vizsgalt osztodasi rataja, amely az éretlen/korai érett NK sejtekben volt a legmagasabb,
az érett formakban egyaltalan nem valtozott, mig az anergikus NK sejtek osztodasi
kapacitasa szignifikansan lecsokkent a betegekben, amely a valaszképtelen allapot egyik
legfontosabb jellemzdje.

Vizsgaltuk a keringésben jelen levé monocitak alcsoportjait, €s szignifikans eltolodast
tapasztaltunk az atmeneti, a CD14 LPS receptort magasan expresszald és CD16+
atmeneti monocita alcsoport iranyaba mind a négy betegcsoportban, amely alcsoport
er6sen expresszalja az MCP-1 fehérje receptorat, a CCR2-t, azonban a MIP-1a fehérjét
koté CCRS receptort csak nagyon kis mennyiségben fejezi ki (Weber, Belge et al.
2000), valamint fontos szerepiik van az antigén prezentalasban és az apoptozis
szabalyozasaban (Ziegler-Heitbrock 2007). A cirkularis PSA+ makrofagok
monitorozasa segitséget nyujthat a jo €s rosszindulatu prosztata daganatos elvaltozasok
elkiilonitésében, amelyet Frans Nauwelaers ¢és munkacsoportja is aldtamaszt az

eredményeikkel. A csoport a PSA+ makrofagok szintjének szignifikans emelkedését
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mutatta ki a prosztata daganatos betegek periférids vérében (17,7% = 12,3%)
Osszehasonlitva a prosztatat érintd benignus elvaltozasokkal rendelkezd betegekkel
(3,6% = 1,9%) (Leers, Nap et al. 2008). Egy masik tanulmanyban a keringésben, illetve
a tumoros mikrokdrnyezetben talalhat6 PSA+ makrofagok szintjét vizsgaltdk és
hasonlitottdk 0Ossze prosztata daganatos betegek ¢és egészséges donorok kozott.
Eredményeikkel aldtdmasztottdk, hogy a PSA+ makrofagok szintje a prosztata
daganatos betegekben magasabb, és megallapitottak, hogy az intracellularis PSA szint
mérése nagyobb szenzitivitassal (92%), specificitassal (92%) és prediktiv értékkel
(92%) rendelkezik, mint a szé&rumbol rutinszertien kimutathaté PSA szint (szenzitivitas:
79,5%, specificitas: 87,5%, prediktiv érték: 26,8%) (Herwig, Mitteregger et al. 2008). A
terdpia eldtti idépontban a mi prosztata adenokarcindmas betegeinkben mért plazma
PSA szint szignifikansan megemelkedett, amely szintén a terapia el6tt mért PSA+
makrofagok aranyaval erds pozitiv (r>0,6) korrelaciét mutatott minden
betegcsoportban. Azonban a késébbi idopontokban Gsszehasonlitva a vérplazma PSA és
az intracellularis PSA szint valtozasat elmondhatd, hogy a plazmaban szintje mar a
kezelés utan 3 honappal normal szint ala siillyedt, mig a PSA+ makrofadgok ardnya 3 év
utan sem normalizalodott. Ennek lehetséges oka, hogy ugyan a prosztata sejtjei még
mindig nagy mennyiségben termelik a PSA-t, azonban a makrofagok hatékonyan
fagocitaljak a lokalisan termel6d6 PSA-t a prosztata szoveténél, igy szabad forméban a
keringésbe jutd PSA szintje szignifikdnsan lecsokken. A mar emlitett fibrozis
kialakuldsat szamos citokin (IL-13,IL-21,TGF-B1), kemokin (MCP-1, MIP-1),
angiogenikus faktor (VEGF) és novekedési faktor (PDGF) szabalyozza (Wynn 2008),
amelyek koziil mi is vizsgaltuk A PDGF-AA/BB, RANTES és ENA-78 fehérjéket, és
valtozasukat hosszt tdvon nyomon kovettik az LDR és HDR kezelésben részestilt
betegekben. Szintjiik mar terapia el6tt megnétt, de mig az LDR csoportban 3-6 honap
utan csokkent szintjiik, addig a HDR csoportban hossza tavi emelkedett szintet mértiink
Ki, amely 0Osszefligghet a nagyobb sugarterheléssel jard terapia  késoi
kovetkezményeivel.

Végiil pedig a DC-k valtozasara szeretnék kitérni, amely sejtek az egyik legfontosabb
Osszekotd elemei a két immunrendszernek, képesek beinditani a specifikus, adaptiv
immunvalaszt. A fej-nyaki daganatos betegekkel ellentétben (ahol mindkét DC altipus

erteljes novekedést mutatott), a prosztata daganatos betegeinkben a vizsgalt
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alcsoportok ellentétesen valtoztak. Kezelés eldtt aranyuk kontroll kozeli volt, azonban
terapia hatasara a Thl iranyu eltolodast el6idézo, 1L-12, IFN-y és TNF-a citokineket
termel0 mieloid (,,konvencionalis”) alakok szignifikdns novekedést, mig az IL-3
fehérjét megkotd IL-3Ra receptort nagy mennyiségben expresszald ¢s Th2 irdnyu
differenciaciot el6idézé limfoid (,,plazmacitoid”) alakok szignifikans csokkenést
mutattak a betegekben (Porta, Rigolin et al. 2004, Moriyama and Nakamura 2017).
Vagyis a cellularis immunitas kialakulasaért felelds, citotoxikus T sejt iranya tumor
eliminaciods, és gyulladasos folyamatok iranyaba tortént eltolodas a betegekben (Li, Shi
et al. 2022).

Az eredményeket Osszefoglalva lathaté, hogy mar a tumor megjelenésével
felborul az immunhomeosztazis, és mind a fej-nyaki, mind a prosztata daganatos
betegekben az immunrendszert gatld, szuppressziv hatdsu cellularis valtozasok keriilnek
talsulyba, ugyanakkor ezzel parhuzamosan immunstimulélo folyamatok is aktivalédnak

a betegekben (46. abra).

Terapia elott

Immunstimulilo Immunszuppressziv

Erett NK
Total NK
Nem/korai aktivalt CD4+; CD8+ T sejt

Ki67+ anergikus NK [ CD4+FoxP3+ regulator T sejt
Centralis CD8+ memoria T limfocita Ki67+ FoxP3+ Treg

Term. effektor CD4+ T limfocita FoxP3+ ardny T sejt beliil
Effektor memoria CD4+ T limfocita CD4-CDS- T sejt

Aktivilt B limfocita Korai és diff. szeneszcens T sejt

CD4+Ki67+ T limfocita CD3-CD4+ sejtek ardnya
Ki67+ éretlen; Ki67+ érett NK. Tim3, KLRG1 a CD4+ T sejteken

46. abra: A tanulmanyban vizsgalt daganatos betegekben a tumorstatusszal
Osszefliggésbe hozhaté szuppressziv hatdsu cellulédris valtozasok keriilnek tulsulyba a
terapia megkezdése eldtt. Az abran az egyes immunstimulald, és immunszuppressziv
hatdst immunsejtek csoportja lathatd, a nyilak iranya pedig a kontrollhoz viszonyitott

valtozasuk iranyat szemléltetik. Forras: sajat abra.

A terapia utan azonban a kiilonb6zd besugarzasi protokollok eltéré mértéki akut és

kronikus valtozasokat eredményeztek a betegekben. A vizsgalt immunparaméterek nagy
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része az LDR terapiaban részesiilt csoportban mutatott legkisebb mértékii valtozast,
mind a kontrollhoz, mind a kezelés el6tti allapothoz képest, amely feltételezhetéen a Kis
dozisrataju lassu, kronikus sugarexpozicionak koszonhetd. A bekdvetkezett valtozasok
nagy része pedig hamarabb normalizalodott, mint a tobbi betegcsoportban. Az LDR-hez
képest a HDR brachyterapia sokkal tobb paramétert érinté immunvaltozast
eredményezett 3 honappal a terapia utan (példaul: megnovekedett citotoxikus T sejt
arany, és emelkedett CTLA+, LAG3+ és 2B4+ T sejt arany), amelyek egy még
erdteljesebb szuppressziv statuszt eredményeztek a betegekben. Ennek vélhet6 oka a
prosztata szovetét éré, nagy dozisrataju akut sugarexpozicid. A két kiils6 terapia hatasat
Osszehasonlitva elmondhatd, hogy a teleterapia okozta a sulyosabb kronikus
elvaltozasokat, amelynek oka, hogy a teleterapia esetében nagyobb egészséges szovet
rész, és nagyobb térfogati periférids vér esik a sugarnyalab ttjaba. A Kiber-kés terapia
pedig egy sokkal precizebb, robotikus technikaval mikodtetett eljaras, amely a
teleterapias kezeléssel ellentétben kisebb sugarterheléssel jar. Harom évvel a terapia
utdn a betegcsoportokban kiilonb6z6 mértékli, de azonos iranyu, azaz az
immunszuppressziv allapot felé torténo eltolddas maradt fent (47. abra).

Terapia utan 36 honappal

LDR HDR

Immunstimulalo Immunszuppressziv Immunstimulalo Immunszuppressziv
J Limfoia DC
2B4+CD4+ T sejt
Korai és diff. szeneszcens T sejt Korai és diff. szeneszcens T sejt
Tim3, KLRG1 a CD4+ T sejteken Tim3, KLRGI a CD4+ T sejteken
Ki67+ FoxP3+ Treg FoxP3+ arany T sejt beliil
g q | ii CD4+FoxP3+ lator T sejt
CD4+Ki67+ T limfocita ngP:;r a;:rf T ST be}}[‘_l . D3 (‘In)::,+ _:eiu a’m s€]
+ ; g "D3- i
CD84Ki67+ T limfocita oxP3+ regulator T sejt sejtek aranya

CD3-CD4+ sejtek aranya

CD4-CDS- T sejt

Immunstimulalé Teleterapia Immunszuppressziv Immunstimulélo Kiber-kés Immunszuppressziv
Limfoid DC  Total limfocita
Erett NK CD4+ helper T sejt l Total limfocita
Total NK
4 2B4+CD4+ T sejt
} 2B4+CD4+ T sejt Mieloid DC
Korai és diff. szeneszcens T sejt Korai és diff. szeneszcens T sejt
LAG3+CD4+ T sejt PD1+ CD4+ T sejt
Tim3, KLRG1 a CD4+ T sejteken Tim3, KLRG1 a CD4+ T sejteken
Ki67+ FoxP3+ Treg Ki67+ FoxP3+ Treg
FoxP3+ ardny T sejt beliil FoxP3+ ardny T sejt beliil
CD4+FoxP3+ reguldtor T sejt CD4+FoxP3+ regulator T sejt
CD127-CD25+ regulator T sejt CD127-CD25+ regulator T sejt
I CD3-CD4+ sejtek aranya CDA+Ki67- T limfocita CD8+FoxP3+ -wgulélur T sejt
Eretlen prekurzor NK CD4-CDS- T sejt CD8+Ki67+ T limfocita CD3-CD4+ sejtek ardnya
e 1 £_1')8+ citotoxikus Tsejt | TEmmmee—ee ¥ Anergikus NK

AT A
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47. dbra: A tanulmanyban vizsgalt prosztata adenokarcindmas betegekben 36 honappal
a terdpia utdn kimutatott, tobbségében szuppressziv hatasu celluldris valtozasokat

Osszefoglalo abra. Forras: sajat bra.

A tumor kialakulaséaval jarod szuppressziv irdnytl immunstatusz eltolédast okozo T
sejt felszini markerek megndvekedett expresszidja a daganat ellenes immunterapiak
potencialis célmarkerei lehetnek, amely gatld receptorok blokkolasaval a T sejt tumor
ellenes aktivacioja fokozhatdé. Ezen gondolatmenet mentén az immunterapia
szemsz0gébol szeretnék néhany kitekintés tenni, amely a jovére vonatkozoan hasznos
informéacioval szolgalhat a daganatellenes terapidk tervezése és kombinaldsa soran. A
mar régota kutatott CTLA4 és PD1 immunfék receptorok expresszidja a T sejtek
felszinén, ahogy korabban mar kitértem ra, a fej-nyaki daganatos betegeinkben mar
kezelés el6tt szignifikdnsan magasabb szinten detektaltuk. Fej-nyaki daganatos
betegségek gyogyitasadhoz mar alkalmaznak az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) altal is jovahagyott PD1 gatld szereket (Polverini,
D'Silva et al. 2018), és a CTLA4 markert célzd, kombinalt immunterapiak fejlesztése is
folyamatban van (NCT04080804). Ugyanakkor a prosztata daganatos betegeink estében
a CTLA4 enyhe novekedést mutatott, mig a PD1 receptor expresszidja nem valtozott a
terapia el6tt, igy esetiikben ezen receptorok terapia utjan térténd gatlasa nehezebb lehet,
és nem okozna nagymértékii T sejt aktivaciot. Eredményeink is azt tamasztjak ala, hogy
a prosztata daganat immunterapiaja soran kombinaltan sziikséges alkalmazni a
kiilonboz6 receptor inhibitorokat, kiegészitve akar androgén-megvonasos terapiaval, és
természetesen sugarterapiaval, hogy még hatékonyabba tegy¢k a tumor pusztitasat
(Alberti 2017). A dolgozatban tovabbi, a T sejtek felszini gatlo és aktivald receptorok
valtozasat is vizsgaltuk. A LAG3, 2B4, CD160 gatl6 receptorokat expresszald T sejtek
aranya kontroll szinten mozgott terapia eldtt, mig a Tim3+ és a KLRGI1+ T sejtek mar
terapia el6tt is szignifikansan magasabb szintet mutattak. A CD160 markert leszamitva
minden vizsgalt immunfék receptorral rendelkez6 CD4+ T sejtek ardnya erdteljes

novekedést mutatott a sugarterapia utani iddpontokban (48. abra).
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Terapia utani idépontokban:

Aktivalo receptorok Gatlo receptorok

— CTLA4 T

— PDI % (Kiber-kés)

— LAG3 T#* (Telet..Kiber-kés)
—+ 2B4  T+* (HDR, Telet., Kiber-kés)
— CDI160 -

— Tim3 {§# (Minden csoportban)
— KLRG!1 J* (Minden csoportban)

(Minden T CD28
csoportban) T CD57

48. abra: A prosztata adenokarcinomas betegeinkben vizsgalt T sejt felszini
aktivalo/gatld receptorok terapia utani valtozasat Osszefoglald abra, ahol a nyilak a
valtozas iranyat, a csillag a kontroll szinthez viszonyitott szignifikans valtozast jeloli (*:

p < 0,05). Forras: sajat abra.

A részletes immunfenotipizalasi eredményeinket 6sszefoglalva tehat lathato, hogy
a daganatos megbetegedés, €s a sugarterapia kovetkeztében sokféle hatas éri egyszerre a
szervezetet. A daganat kovetkeztében legyengiilt immunrendszert tovabb szuppresszalja
a sugarterapia, ezzel parhuzamosan bizonyos immunstimuldlé folyamatokat pedig
aktival, tehat bebizonyosodott, hogy az ionizald sugarzas és az immunrendszer kozott
egy dinamikus kapcsolat all fent ezekben a betegekben. A hosszan fentalld szuppressziv

allapot ellenére azonban teljes gyogyulast értek el a betegek.
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. Kovetkeztetések

Egyediilallo részletességgel kidolgozoztt, a fej-nyaki és prosztata daganatos betegek

szisztémas immunoldgiai valtozasainak nyomon kovetéséhez tobb mint, 40 féle

funkciondlis immunsejt csoportot vizsgald fenotipizalasi panel rendszert sikeriilt
kifejleszteniink, amellyel sikeresen monitoroztuk a betegeket.

Mind a tumor stitusz, mind pedig a sugarterdpia befolyasolta a betegek

Immunhomeosztazisat: a daganat statusz kovetkeztében mindkét betegesoportban az

immunszuppressziv folyamatok iranyaba tortént eltolodas, amelyet a sugarterapia

tovabb erésitett a betegekben (pl.: szuppressziv hatast Treg és dupla negativ T

sejtek.

Sikeriilt 0Osszehasonlitanunk az eltérd intenzitasi ¢és energidju sugarterhelés

szisztémas hatasait, amely eredményekbdl arra kovetkeztethetiibk, hogy:

- Legkisebb mértékli szisztémds immunoldgiai valtozast az LDR terapia okozta,
azonban amellett, hogy kis dozisrataju sugarterhelésrél van szo6, azt sem szabad
figyelmen kiviil hagyni, hogy az LDR-es csoportban csak kis és kozepes
kockazati betegek voltak, igy ezen tényezok egylittesen is okozhattdk a kisebb
mértekll valtozasokat.

- Legstlyosabb immunszuppressziv eltolodast a teleterapias kezelésben részesiilt
csoportban tapasztaltuk, amely kezelés esetében lehetett a legnagyobb mértékii ép
szoveti karosodas és periférias vér expozicio, illetve a csoport fele a legmagasabb
kockazati besorolassal rendelkezett. Harom évvel a terapia utan kiilonbozo
mértékii immunszuppresszié maradt fent a betegekben.

- Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az eltér6 nagysadgli sugarterhelés
mellett az eldrehaladottabb stadiumban 1évé tumorral rendelkezé daganatos
betegben erdsebb, ¢és tartésabb szisztémds immunszuppresszio 1ép fel
sugarkezelés hatdsara. Ez is ravilagit a megbizhatd prognosztikai marker
szlikségességére.

Tartosan fennmaradt transzkripcidés szabdlyozasi zavarra utaldé valtozasokat

detektaltunk, azonban fehérjeszinten csak enyhébb sugarhatast mértiink ki a

betegekben.
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¢ A hosszu tdvon fentmaradt szeneszcens iranyu fenotipikus elvaltozasok hatterében az
immunsejtek perzisztens kromoszoma sériilésébdl eredd funkciovesztés allhat.

e Jonizadld sugarzas hatdsdra szignifikdns kiilonbségeket detektaltunk a CD4+ és a
CD8+ T limfocitdk funkciondlis alcsoportjainak valtozasa kozott. Ez szintén
alatamasztja a tényt, miszerint a helper és a citotoxikus T sejteknek eltéré a
sugarérzékenysége, amelybdl adodoan a sugarterapia eltéré modon befolyasolta azok
funkcionalis allapotat, osztodasi képességiiket (Bogdandi, Balogh et al. 2010,
Heylmann, Rodel et al. 2014).

o A LAG3, 2B4, Tim3 és a KLRG1 T sejt felszini immunfék receptorok valtozéasat
nyomon kovettiik, amelyek az immunterapidk potencialis célmarkerei lehetnek. A
sugarterapidnak az expresszids mintazatukra gyakorolt révid €s hosszu tavu hatasait
is vizsgaltuk, hiszen a jovére vonatkozdan fontos informacidé lehet, hogy az
immunterdpiaval kombinalt sugérterapia hogyan befolyasolja az immunterapids cél
receptorok expressziojat. Miutdn a gatld receptorok expresszidja sugarterapia
hatasara nétt meg, ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a szinergista hatas eléréséért
elébb célszerli a sugarterapiat, majd azt kovetden immunterapiat alkalmazni a
prosztata daganatos betegek esetében, hogy még hatékonyabba tegyikk az
immunterapia daganatpusztito hatasat. Tovabba egy egészen uj aspektus lehet, hogy
az aktivalo receptorok (pl.. CD28) kifejez6dését fokozzuk a T sejtek felszinén,
fokozva ezzel az immunolégiai szinapszis kialakulasat.

e Sikeriilt a plazma PSA mellett egy, a betegek 92%-aban mar terapia el6tt
szignifikansan megemelkedé markert beazonositani, ezek a PSA+ makrofagok.
Kései magas szintjébol pedig arra lehet kovetkeztetni, hogy a prosztata sejtjei még
mindig nagy mennyiségben termelik a PSA-t, amelynek oka lehet akar egy
kronikusan fennallé gyulladds, amely a sugarzas kovetkeztében kialakult késoi
fibrotikus elvaltozasokkal fligghet Ossze. A daganat sikeres kezelése ellenére
fentmaradt fokozott PSA termelés szintén a marker alacsony tumor specificitasara
utal. Azonban ha a makrofagokban hamarabb feldasulna a PSA, mint hogy szabad
formaban a keringésbe jutna, nagyobb specificitasi prognosztikai markerként
szolgalhat a jovOben a prosztata daganatos betegek korai diagnosztizalasahoz.

e A tanulmany eredményei az eddig alkalmazott besugéarzasi protokollok egyénre

szabasdban segithet, amellyel kozelebb juthatunk azon betegek beazonositidsahoz,
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akik szamra hasznos, és akik szamdéra csak sulyos mellékhatdsokkal végezhetd a
sugarterapia, illetve a sugar— és immunterapia kombinalasanak optimalizalasaval

akar a betegek felesleges sugarterhelése is csokkenthet6 lesz a jovoben.
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7. Osszefoglalas

Jelen tanulmany f6 témaja a daganat statusz €s a sugarterapia szerepének vizsgalata a
szisztémas immunvalasz rovid- és hosszitava modulalasdban fej-nyaki és prosztata
daganatos betegekben. Az egyediilallo részletességgel kidolgozoztt fenotipizalasi panel
rendszer segitségével Osszehasonlitottuk az eltérd intenzitast €s energidju sugarterhelés
hatasait. Megallapitottuk, hogy a legkisebb mértékii szisztémas immunoldgiai valtozast
az LDR terdpia okozta, mig a legsulyosabb immunszuppressziv eltolodast a teleterapias
kezelésben részesiilt csoportban tapasztaltuk, amely harom évvel késébb is fentmaradt a
betegekben. Szintén megallapitottuk, hogy az eltéré nagysagli sugarterhelés mellett az
elérehaladottabb staddiumban 1évé tumorral rendelkezé daganatos betegben erdsebb, és
tartosabb szisztémas immunszuppresszio 1ép fel terapia hatasara. lonizald sugarzas
hatasara szignifikans kiilonbségeket detektaltunk a CD4+ és a CD8+ T limfocitdk
funkciénalis alcsoportjainak valtozasa kozott, amely az alcsoportok eltérd
sugarérzékenységét tamasztja ala. A hosszi tavon fentmaradt szeneszcens iranyu
fenotipikus elvaltozasok hatterében az immunsejtek perzisztens kromoszoma
sériilésébdl eredd funkciovesztés allhat. A LAG3, 2B4, Tim3 ¢és a KLRGI1 T sejt
felszini gatld receptorok expresszidja sugarterapia hatdsdra ndtt meg, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a szinergista hatas eléréséért elobb célszerli a sugarterapiat,
majd azt kdvetden immunterapiat alkalmazni a prosztata daganatos betegek esetében,
hogy még hatékonyabbd tegyiik az immunterdpia daganatpusztitd hatdsat. Sikeriilt a
plazma PSA mellett egy, a betegek 92%-aban mar terapia el6tt szignifikansan
megemelkedd markert beazonositani, ezek a PSA+ makrofagok. Kései magas szintjiik
utalhat a sugarzas kovetkeztében kialakult kés6i fibrozisra. A daganat sikeres kezelése
ellenére fentmaradt fokozott PSA termelés a marker alacsony tumor specificitasara utal.
Azonban ha a makrofagokban hamarabb feldusulna a PSA, mint hogy szabad formaban
a keringésbe jutna, nagyobb specificitdsu prognosztikai markerként szolgalhat a jovoben
a prosztata daganatos betegek korai diagnosztizalasahoz. A tanulmany eredményei az
eddig alkalmazott besugdrzasi protokollok egyénre szabisdban segithet, amellyel
kozelebb juthatunk azon betegek beazonositdsdhoz, akik szamra hasznos, és akik
szamara csak sulyos mellékhatasokkal végezhetd a sugarterapia, illetve a sugar— és
immunterdpia kombinalasdnak optimalizaldsdval akar a betegek felesleges

sugarterhelése is csokkenthetd lesz a jovoben.
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Summary

The main topic of this thesis is the investigation how cancer and different types of
radiotherapy can impact the acute and chronic immunre responses of head and neck
and prostate cancer patients. We developed a detailed immune phenotyping panel
system, which enables us to compare the systemic effects of different types of
radiotherapy. We established that the mildest immunological changes were caused by
LDR therapy, while the most severe immunosuppressive shift was observed in the
group receiving teletherapy treatment. This shift was detected up to 36 months after
therapy in all patient groups. However we determined beside the different radiation
exposures, patients with more advanced tumor stage have stronger and more
permanent immunosuppression after radiotherapy. We found significant differences
between the CD4+ helper and CD8+ cytotoxic T cell subpopulations after therapy
indicating different radiation sensitivity of the subpopulations. The background of
the persistant shift of senescent T cell phenotype might be the loss of funtcion
resulting from persistent chromosome damage of the immune cells. The proportion
of LAG3+, 2B4+, Tim3+ and KLRG1+ T cells increased after radiotherapy in
prostate cancer patients. We can conclude that in order to achive a synergistic effect,
it is advisable to use radiotherapy first and than immunotherapy to enhance the
efficiency of tumor elimination. We have successfully monitored the changes of
PSA+ macrophages, which level significantly increased in 92% of the patients before
therapy. Their late elevated levels may indicate radiation induced late fibrosis of the
prostate. Despite the successful treatment of the tumor, the remaining increased PSA
indicates the low tumor specificity of the marker. However, if PSA could appear
within macrophages before it enters the circulation in free form, it could serve as a
more specific prognostic marker for early diagnosis of prostate cancer patients in the
future. The results of the study can help in the individualization of the radiation
protocols used up to now, through this we can get closer to the identification of
patients who most likely benefit from a certain therapy regimen, and patients who
have serious side effects. Furthermore, through the optimalization of radiotherapy
and immuntherapy combination it will also be possible to reduce the unnecessary

radiation exposure of patients in the future.
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mindig szamithattam, és sokat tanulhattam tdle.
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¢s szakmai tovabbképzéseimhez nyujtott eszkdzi és annyagi tdmogatasért, amellyel
hozzéjarult a doktori tanulmanyaim sikerességéhez.

Szeretném megkdszonni a sikeres egylittmikddést a kollaborans intézetek (Maria
Sktodowska-Curie Rékkutatd Intézet, Orszdgos Onkologiai Intézet) munkatarsainak,
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Fiiggelék

Az LDR terapia soran alkalmazott jodizotop dodzis-leadasanak idokinetikaja

1'% izotop doézis-leadasanak idékinetikdja

150

125+

Y)

¥

1004

757

50+

Dézis-leadas (G

25+

0 100 200 300 400 500
Napok

Fiiggelék 1. abra: Az alacsony dozisrataju brachyterdpia (LDR) sordn alkalmazott
12%izotép dozis-leadasanak idokinetikaja. A piros vonalak jelzik, hogy a teljes dézis
(145 Gy) kortilbeliil 365 nappal a sugarforras betiltetése utan keriil leadasra a prosztata

szovetébe. Forras: (Balazs, Kocsis et al. 2022).

Oszt6do természetes 6ldsejtek kapuzasa

A természetes Oldsejtek alcsoportjainak osztodasi kinetikdjat a Ki67 marker
expressziojaval hataroztuk meg. A Ki67 fehérje a GO fazis kivételével a sejtciklus
minden fazisdban kifejezédik a sejtmagban, igy expresszidjanak mérésével
kovetkeztethetiink a sejtosztodas tényére és mértékére. Az NK sejtek alcsoportjaiban a

Ki67+, azaz 0sztodo frakciot kiilonitettiik el a Ki67- (nyugvo) allapott alakoktol.



CD3- limfocita

1|éretlen korai erett
£y
« | |degranulalt-
o 2
I
w3
2 ]
S
% 7
1lcps6-cpie- - - anergikus
AT T T {:u.m. T T
10 10% 10° 104 10 10°
cmaio-A
= éretlen korai éreft érett
= 5. 5 g
= N =7
S < <
@ S 5 = B = Ki-B7+ érett NiK
w ™ . [ = [~
| Ki-87+ éretlen NK | Ki-67+ korai érett NK 1
T T T TTITTT T T LB RRRIL | T T Ty T T 1T T 'lllﬂ\; T T TTTm] T Ty T TTTTmy
10 10° 108 10 10% 108 107 104 10% 108 107
Ki-67 PE-A Ki-67 PE-A Ki-B7 PE-A
o degranulalt o anergikus
—~ O —~ O
- e
=7 = ]
] ] Ki-67+ anergikusNK
(S =] i 2 (S =]
@ = Ki-67+ degranulalt MK o =
T TTTImT T T TTTITT T r oo T T LTI T K|llll|7 T Ty l.l TTTIT T T I
10 10° 10° 104 10% 10°
Ki-67 PE-A Ki-867 PE-A

Fiiggelék 2. dbra: A természetes 0losejtek alcsoportjainak osztddasi aranyat a Ki67

marker expresszidjaval hatdroztuk meg. Forras: sajat abra.



A CD3+, CD4+ és CD8+ T limfocita alcsoportok kapuzasa
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Fiiggelék 3. dbra: CD3+, CD4+ és CD8+ T limfocita alcsoportok kapuzasat a teljes
limfocita csoporton beliil végeztiik. Meghataroztuk tovabba a CD4-CD8- dupla negativ
T limfocitdkat a CD3+ csoporton beliil, illetve a CD4+ és CD8+ limfocitakon beliili

CD3- limfocita aranyt. Forras: sajat abra.



Mieloid ¢és limfoid eredetii dendritikus sejtek valtozdsa intenzitds modulalt

sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegekben
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Fiiggelék 4. abra: Intenzitas modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegek
(n=23) periférias vérében keringé CD123+ limfoid (A) és CDI11ct+ mieloid eredetli (B)
dendritikus sejtek frakcidja szignifikdnsan megemelkedett mar a kezelés eldtt a
kontrollhoz képest, és emelkedett szinten maradt egy honappal késébb is. A betegekben
mért valtozasokat kontroll csoport (n=15) értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans
valtozasokat a piros csillagok jelolik (*: p < 0,05; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001). A
vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fliggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi.

Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).



Mieloid eredetli szuppresszor sejtek valtozasa intenzitds modulalt sugarterapiaval kezelt

fej-nyaki daganatos betegekben
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Fiiggelék 5. abra: Intenzitas modulalt sugarterapiaval kezelt fej-nyaki daganatos betegek
(n=23) mieloid eredetii szuppresszor sejtjeinek aranya szignifikdnsan lecsokkent kezelés
eldtt, és alacsony szinten maradt a nyomon kovetés ideje alatt (A). A CD14+ MDSC
alcsoport szignifikans novekedést, mig a CD14- alcsoport szignifikans csokkenést
mutatott a betegekben a kontroll csoporthoz képest. A betegekben mért valtozasokat
kontroll csoport (n=15) értékeihez is viszonyitottuk. Szignifikans valtozasokat a piros
csillagok jelolik (*: p < 0,05; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001). A vizszintes vonal a
csoport atlagat, mig a fliggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kis et

al. 2019).



Fehérjék koncentracidjanak valtozasa kezelés

technika segitségével a HDR betegcsoportban
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Fliggelék 6. dbra: A magas dozisratajii brachyterapidban (HDR) részesiilt prosztata

daganatos betegek egy csoportjadban (n=18) szignifikdnsan megemelkedett a PDGF-AA
(A), RANTES (C), és ENA-78 (D) fehérjék koncentraciodja a terapia eldtti idopontban a

kontrollhoz képest, majd szintjilk a RANTES kivételével részben normalizalodott. A

PDGF-BB szintje nem valtozott szignifikdnsan a betegekben a kontrollhoz képest (B).

Az eredményeket ELISA technika segitségével kaptuk. Szignifikans valtozasokat a

csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). A piros vizszintes vonal a

csoport atlagat, mig a fliggdleges vonal az adatsor szorasat jelzi. Forrés: sajat 4bra.



A CD4+ T limfocitak és FoxP3+ regulator T limfocitak véltozasa véltozasa az LDR

betegcsoportban
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Fliggelék 7. abra: Az alacsony dozisrataji brachyterdpidban (LDR) részesiilt prosztata
daganatos betegek egy csoportjdban (n=21) szignifikdnsan lecsokkent a CD4+ T
limfocitak frakcioja 24 honappal a terapia utan, €s szintjiik nem normalizalodott 3 évvel
késébb sem (A). A CD4+FoxP3+ regulator T sejtek ardnya 36 hoénappal a kezelést
kovetden nott meg szignifikansan mind a kontroll, mind a kezelés el6tti értékhez képest
(B). A betegekben mért valtozasokat kontroll csoport (n=24) értékeihez is
viszonyitottuk. Szignifikans valtozasokat a csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01;
***: p < 0,001). A piros vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fiiggdleges vonal az

adatsor szorasat jelzi. Forras: (Balazs, Kocsis et al. 2022).



T limfocitak funkciondlis integritdsanak és proliferacios kapacitasdnak valtozdsa az

LDR betegcsoportban
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Fiiggelék 8. abra: Az alacsony dozisrataju brachyterapidban (LDR) részesiilt prosztata
daganatos betegek egy csoportjaban (n=21) nem valtozott szignifikansan a PD1+CD4+
T sejtek (A), a PD1+ effektor T sejtek (B) és a PD1+ regulator T sejtek (C) frakcidja a
kontroll csoporthoz képest. A FoxP3+ sejtek ardnya csak enyhén, nem szignifikans
mértékben emelkedett a betegekben (D), azonban a PD1 marker expresszios szintje
(MFI) kezelést kovetden a 6-dik honaptdl szignifikdnsan megemelkedett (E). A

betegekben mért valtozasokat kontroll csoport (n=24) értékeihez is viszonyitottuk.



Szignifikans valtozasokat a csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01). A piros

vizszintes vonal a csoport atlagat, mig a fiiggbleges vonal az adatsor szorasat jelzi.

Forras: (Balazs, Kocsis et al. 2022).

Monocita alcsoportok valtozasa a négy betegcsoportban
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Fiiggelék 9. abra: A négyféle sugdarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)
csokkené tendenciaju klasszikus (A) és nem-klasszikus (C), illetve szignifikansan
novekvd aranyl intermedialt monocitak (B) csoportjat detektaltuk a nyomon kdovetés
ideje alatt. Az oszlopok az adatsor atlagat jelzik és fiiggéleges vonal jelzik az adatsorok
szorasat. A kontrollhoz viszonyitott szignifikans valtozasokat piros, mig a kezelés eldtti
értékhez viszonyitott szignifikdns valtozasokat fekete csillagok jelolik A vizszintes
iranyu kapocs jelzi a csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget (*: p < 0,05; **: p <
0,01; ***: p <0,001). Forras: sajat abra.

NK sejtek valtozasa a négy betegcsoportban
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Fiiggelek 10. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapids: n=15)
lecsokkent a CD3-CD16+CD56+ NK sejtek frakcidja a korai idépontokban a
kontrollhoz képest, majd &atmeneti normalizalédas utdn 24, illetve 36 honappal a
kezelést kovetden Ujra szignifikdnsan lecsokkent a szintje a teleterapids és Kiber-kés
terapids csoportban. Csak az LDR beteg csoportban nem tortént szignifikdns mértéki
valtozas. A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p
< 0,001). Forras: sajat abra.



Osztddo NK sejtek valtozasa a négy betegesoportban
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Fiiggelék 11. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapids: n=15)
szignifikdnsan megemelkedett a Ki67+ o0sztodd éretlen prekurzor (A) €s az osztddo

¢éretlen/korai érett NK sejtek frakcidja (B), mig a Ki67+ érett, citotoxikus NK sejtek



aranya (C) nem valtozott a betegekben a kontrollhoz képest. A szignifikans valtozasokat
csillagok jeldlik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001). Forras:

sajat abra.
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Fliggelék 12. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapids: n=15)
szignifikansan megemelkedett a Ki67+ osztddd degranulalt NK sejtek ardnya (A), mig
szignifikansan lecsokkent az 0sztddo anergikus NK sejtek frakcidja (B) a betegekben a
kontrollhoz képest. A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p <
0,01). Forras: sajat abra.



CD3- sejtek aranya a négy betegcsoportban a CD8+ T limfocitak csoportjan beliil
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Fiiggelék 13. dbra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15) nem
valtozott szignifikdnsan a CD3+ limfocitdk ardnya a betegekben kezelés eldtt és 36

hoénappal a terapia utdn sem (A), azonban erdteljes, szignifikdns novekedést mutatott a



CD3- aberrans sejtek arany a CD4+ limfocitak csoportjan beliil a nyomon kdvetés teljes
ideje alatt (B). A CD3- sejtek frakcidja a CD8+ limfocitakon beliil kontroll koriil
mozgott a betegekben (C). A szignifikans valtozasokat csillagok jel6lik (*: p < 0,05).

Forras: sajat 4bra.

A FoxP3+/FoxP3- arany a négy betegcsoportban a CD8+ T limfocita csoporton beliil
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Fiiggelek 14. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoport (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)
mindegyikében szignifikansan megnétt a FoxP3+ sejtek ardnya a CD8+ T limfocitak
csoportjan beliill mar kezelés eldtt (a teleterapids csoportban gyenge szignifikans

novekedést kaptunk), és ezen a magas szinten maradt a nyomon kovetés teljes ideje



alatt. A szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001). Forras: sajat abra.

Kifaradt T limfocitak valtozasa a négy betegcsoportban
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Fliggelék 15. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=10; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)
vizsgaltuk az ,,immunolégiai kifaradast” jelzé sejtfelszini receptorokat a CD8+ T
limfocitdk felszinén. A PD1+CD8+ T limfocitdk frakcioja szignifikans csokkenést
mutatott a kontroll csoporthoz képest az LDR ¢és a teleterapias csoportban 3 honappal a
kezelés utan, majd 9 honappal késébb mar mindkét csoportban normalizalodott a szintje
(A). CD160+CD8+ T limfocitak frakcidja a kontroll csoporthoz képest mind a négy
betegcsoportban szignifikansan lecsokkent terapia eldtt, de harom évvel a kezelés utan a
HDR csoporton kiviil normalizalodott a szintjiik (B). A szignifikdns valtozasokat

csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01). Forras: sajat abra.



Aktivalt és szeneszcens T limfocitak valtozasa a négy betegcsoportban
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Fiiggelék 16. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=32; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)
szignifikansan lecsokkent a nem/korai aktivalt CD8+ T limfocitdk aranya (A), mig
szignifikdnsan megno6tt a korai szeneszcens CD8+ T limfocitdk frakcidja (C) minden
betegben kezelés el6tt, és ezen a szinten maradt harom évvel késobb is. Az aktivalt (B)
és véglegesen differencialodott szeneszcens CD8+ T sejtek (D) ardnya a Kiber-kés
terapids csoportban nott meg szignifikdnsan ¢és hosszu tdvon. A szignifikdns
valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p <
0,0001). Forras: sajat abra.

A Tim3+ és KLRG1+ T sejtek valtozéasa a négy betegcsoportban
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Fiiggelék 17. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=32; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapids: n=15)
szignifikansan megnétt a Tim3+ (A) és KLRG1+ CD4+ T sejtek (B) aranya mar terapia



el6tt, és a nyomon kovetés ideje alatt magas szinten maradt a kontrollhoz képest. Forras:

sajat abra.

B limfocitak valtozasa a négy betegcsoportban
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Fuggelék 18. abra: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=32; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)
vizsgaltuk a CD19+IgD+ B limfocitdk aranyat, amely kezelés el6tt egyik csoportban
sem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest, majd terapia utdn csak az LDR
csoportban ndtt meg, és csak harom évvel késébb normalizalodott a szintje. A

szignifikans valtozasokat csillagok jelolik (*: p < 0,05; **: p < 0,01). Forras: sajat abra.



Fiiggelék 1. tablazat: A vizsgalt gének nevét, azok roviditésit, illetve az amplifikacidhoz

hasznalt primerek szekvenciait 6sszefoglalo tablazat. Forras: (Balazs, Kis et al. 2019).

A vizsgalt gének és az amplifikaciohoz hasznalt primerek szekvenciai

Gén neve Gén nevének roviditése Primer szekvenciak
F: 5 TCAGGCAGTATAATCCAAAGATGGT 3"
Hipoxantin-foszforibozil- HPRT1 R: 5 AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG 3/

transzferdz-1 P: 5’ CGCAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCC 3

F: 5" GTCACTTCCAGCACCTCACA 3’
R: 5" ACGTCGATCGTCCTCAATTC 3’
P: 5" AGCCTGGCATCCTCGCTACAACC 3/
F: 5" CTGCGAGAACGACATCAAC 3’

Sériilés specifikus DDR?2
DNS kéto fehérje-2

Novekedést gatlo és

DNS sériilést GADD45 R: 5 AGCGTCGGTCTCCAAGAG 3’
indukalo fehérje P: 5 ATCCTGCGCGTCAGCAACCCG 3’
F: 5 GCTGTCTTGTGCATTACTTGTG 3’

Szesztrin-1 SESN1 R: 5 CTGCGCAGCAGTCTACAG ¥

P: 5" ACATGTCCCACAACTTTGGTGCTGG 3’
F: 5" GTACAACGGGCTTCCTGAGA3’
Ferrdoxin-reduktaz FDXR R: 5" CTCAGGTGGGGTCAGTAGGA 3’
P: 5" CGGGCCACGTCCAGAGCCA 3/
F: 5 CCATGATCTACAGGAACTTGGTAGTA 3’
MDM?2 R: 5 ACACCTGTTCTCACTCACAGATG 3’
P: 5 CAATCAGCAGGAATCATCGGACTCAG 3’

.Murine-double-minus-2”
proto-onkogén

HRRT1: belso kontroll gén Réviditések: F-forward primer, R-reverz primer, P-prora

Novekedési faktorok ¢€s proinflammatorikus kemokinek vizsgalata vérplazmabol
LegendPlex mddszerrel

Fiiggelék 2. tablazat: A LDR brachiterdpiaban részesiilt prosztata daganatos betegek
(n=18) plazmajabol LegendPlex modszerrel vizsgalt human novekedési faktorok és
proinflammatorikus kemokinek neve ¢€s az angol névbdl szarmaztatott roviditése.

Forras: sajat tablazat.

Human novekedési faktorok
Fehérje neve Rovidités
Angiopoietin-2 Ang-2
Epidermalis novekedési faktor EGF
Eritropoietin EPO
Fibroblaszt novekedési faktor basic FGF-basic
Granulocita koldnia stimulal6 faktor G-CSF
Granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor GM-CSF
Hepatocita novekedési faktor HGF
Makrofag koloénia stimulalo faktor M-CSF
Trombocita eredetii novekedési faktor AA PDGF-AA




Trombocita eredetii novekedési faktor BB PDGF-BB
Ossejt faktor SCF
Transzformalo novekedési factor alfa TGF-a
Vaszkularis endothelialis novekedési faktor VEGF

Human proinflammatorikus kemokinek
Monocita kemoattraktans fehérje 1 MCP-1/CCL2
Kemokin ligandum 5 CCL5/RANTES
Interferon gamma-indukalta fehérje 10 IP-10/CXCL10
Eotaxin CCL11
Timusz- és aktivacio-szabalyozott kemokin TARC/CCL17
Makrofag gyulladasos fehérje-1a MIP-10/CCL3
Makrofag gyulladasos fehérje-1§3 MIP-1B/CCL4
Monokin indukalta gamma interferon MIG/CXCL9
Makrofag gyulladasos fehérje-3a MIP-30/CCL20
Epitél eredetli neutrofil aktivalo fehérje-78 ENA-78/CXCL5
Novekedés szabalyozott onkogén-a GRO0o/CXCL1
Interferon-indukalt T sejt alfa kemoattraktans I-TAC/CXCL11
Interleukin-8 IL-8/CXCLS8

Az alkalmazott fenotipizalasi panel rendszerek felépiilése

Fiiggelék 3. tablazat: Szlikebb fenotipizalasi rendszer 6t kiilonbdzo paneljat felépitd
antitesteket €s azok konjugalt fluorokrémjait 6sszefoglald tablazat, amellyel a reguléator
T sejteket, mieloid eredetli szuppresszor sejteket, dendritikus sejteket és természetes

0ldsejteket vizsgaltuk. Forras: sajat tablazat.

Regulator T sejt
Fluorokrom Marker Fluorokrém Marker
APC CD4 APC CD4
Alexa Fluor 488 FoxP3 PerCP/Cy5.5 CD39
PE CTLA4 Alexa Fluor 488 FoxP3
PerCP/Cy5.5 PD-1 PE Ki67
MDSC DC
Fluorokrém Marker Fluorokrém Marker
FITC CD11b FITC Lineagel
PE CD14 APC CD11c
PerCP/Cy5.5 CD33 PE CD123
APC HLA-DR |PerCP/Cy5.5 HLA-DR
NK
Fluorokrém Marker




APC CD3
FITC CD16
PE CD56

Fiiggelék 4. tablazat: A legbdvebb fenotipizalasi rendszer nyolc kiilonb6z0 paneljat
felépitd antitesteket és azok konjugalt fluorokromjait 9sszefoglalo tablazat, amellyel a
korabbi csoportokon tal kifaradt, szeneszcens, memoéria T sejteket, B limfocitak
alcsoportjait, plazma sejteket, monocitakat, PSA-tartalmi makrofagokat, illetve NK

sejtek proliferacios kapacitasat vizsgaltuk. Forras: sajat tablazat.

Regulator T sejt aktivacio NK és DC
Fluorokrém Marker Fluorokréom Marker
APC-Cy7 CD3 APC CD16
APC CD4 PE CD56
BV785 CD127 APC-Cy7 CD3
FITC CD25 FITC Lineagel
PerCP/Cy5.5 CCR4 BVv421 CDl1lc
PE CTLA4 BV785 CD123
BV785 CD44 PerCP-Cy5.5 HLA-DR

B limfocita T limfocita kifaradas
Fluorokrém Marker Fluorokrom Marker
PE CD19 APC-Cy7 CD3
Pacific blue IgD APC CD4
APC-Cy7 BAFF-R Pacific Blue CD8
FITC CD24 FITC LAG3
BV785 CD38 PE 2B4
PerCP-Cy5.5 CD21 PerCP-Cy5.5 CD160
APC CD86 BV785 PD1

T limfocita szeneszcencia Naiv/memoria T limfocita
Fluorokrom Marker Fluorokrom Marker
APC-Cy7 CDs3 APC-Cy7 CD3
APC CD4 APC CD4
Pacific Blue CD8 Pacific Blue CD8
FITC Tim3 PerCP-Cy5.5 CD45R0O
PerCP-Cy5.5 CD57 FITC CCRY
PE KLRG1 BV785 CD28
BV785 CD28 PE CD95

Monocita/makrofag Prolifericio
Fluorokrom Marker Fluorokrom Marker




APC CD14 APC-Cy7 CD3
FITC CD16 APC CD4
PE/unconj. PSA Pacific Blue CD8
PerCP-Cy5.5 CCR2 PerCP CD16
BVv421 CD86 PE/Cy7 CD56
APC-Cy7 CD11b Alexa Fluor 488 FoxP3
BV785 PD-L1 PE Ki67

A fej-nyaki daganatos betegek klinikai adatai

Fiiggelék 5. tablazat: A fej-nyaki daganatos betegek klinikai adatait Osszefoglald
tablazat. AMR (akut mukozalis reakcid): AMR=0: nincs panasz, AMR=1: legenyhébb

tiinetek, AMR=3: legsulyosabb tiinetek. Terapidra adott valasz: 0: nincs adat, 1:

komplett tumor valasz, 2: részleges tumor valasz, 3: nincs tumor valasz, 4: helyi

kigjulas, 5: nyirokcsomdi kiajulas, 6: teljes kiujulas gyanuja. Forras: (Balazs, Kis et al.

2019).
Teljes .. Dozis/ Terapiara
Beteg  Tumor — t\vi Nem  Kor  dézis TTAKCI6 pokeié AMR adott
kod lokalizacio szam )
(Gy) (Gy) valasz
23 gége T2NOMO  n8 57 66 30 2,2 3 3
o5 SANUEonoM0  ferfi 66 57.6 36 16 2 1
(nyelv)
o SAGAral - Longvo g 730 70 35 2 2 1
(mandula)
28 gége T2NOMO n6 65 70,2 39 18 3 1
30 gége T3NOMO né 68 72 40 1,8 3 1
31 szajireg  TANOMO férfi 67 57,6 36 16 2 4
33 filtémirigy T1NOMO né 57 66 33 2 3 1
34 SAUUE MO n 60 60 30 2 2 1
(nyelv)
8°€°  TINOMO  férfi 62 51 17 3 3 1
(gégefd)

4 gége TINOMO  férfi 66 51 17 3 3 1
18 gége TINOMO férfi 70 51 17 3 2 1
12 gége TINOMO férfi 76 51 17 3 3 1
10 szajiree  TINOMO  férfi 43 52,8 33 1,6 2 1
20 szajireg  TANOMO férfi 59 57,6 36 16 0 1
27 szdjirec TANOMO né 49 57,6 36 1,6 2 1
32 szdjireg T2NOMO né 79 57,6 36 16 2 1
2 gége T2NOMO  férfi 72 64,8 37 18 2 1
17 gége T2NOMO  férfi 64 72 40 18 3 1
19 gege . T2NOMO  n§ 67 T2 40 18 3 1

(gégefedd)




21 8ege T3N2MO  né 52 74 40 18

(gégefedd) 3 !

3 szajiireg T2NOMO  férfi 44 52,8 33 1,6 3 4

14 szajiireg TaNOMO  férfi 63 57,6 36 1,6 1 6

24 gege TINOMO férfi 55 51 17 3 1 5
(gégefd)

A prosztata daganatos betegek klinikai adatai
Fiiggelék 6. tablazat: A tanulmanyba bevont prosztata daganatos betegek (n=98)
klinikai adatainak (kockézati besorolas, TNM klasszifikacio, Gleason értékek, a kapott

hormonterapia tipusainak) szazalékos megoszlasait Osszefoglald tablazat. Forrés: sajat

tablazat.
LDR HDR Teleterapia | Kiber-kés
Betegszam n=31 n=32 n=20 n=15
Atlag életkor 66 67 73 69
Median életkor 67 68 75 71
Kockazati besorolas
1 29% 31% 15% 20%
71% 69% 35% 80%
- - 50% -
TNM besorolas
T1 26% 28% 25% 13%
T2 74% 2% 45% 87%
T3 - - 30% -
T4 - - - -
Gleason érték
2+2 6% - - -
3+2 10% - 5% -
3+3 58% 56% 45% 47%
3+4 23% 40% 45% 47%
4+5 - - 5% -
5+5 - - - 6%
nincs adat 3% 4% -
Hormonterapia tipusa
0 48% 41% 15% 80%
LHRH antagonista 39% 25% 60% 20%
TAB 3% 6% 5% -
Anti-androgén 10% 25% 20% -

Alfuzozin - 3% - -




Hormonterapia hossza
<3 hénap 67% 68% 65% 67%
>3 hénap 33% 32% 35% 33%

A betegek akut és kronikus GI és GU mellékhatasai, IPSS €s QoL tesztek eredményei

Fiiggelék 7. tablazat: A tanulmanyba bevont prosztata daganatos betegek (n=98) akut és
kronikus gasztrointesztindlis (GI) és genitourindris (GU) mellékhatasainak szazalékos
eléfordulasat 0sszefoglald tablazat. Gréd 0: nincs mellékhatés, 1: van mellékhatas, de
beavatkozast nem igényel, 2: beteg gyogyszeres kezelést igényel, 3: stlyos hasmenés,
nyalkahartya sériilés, alhasi felfuvodas, 4: kritikus 4llapot, 5: sugdrzas okozta
elhalalozas. Az akut tiineteket 3 honappal a kezelést kdvetden, mig a kronikus tlineteket
6-dik honaptol vizsgaltuk a betegeknél, a pontokat a kezelGorvos adta. Forrds: sajat

tablazat.

LDR | HDR | Teleteripia| Kiber-kés
Akut GU - 3 hénal

Gréd 0 29% 62% 10% 13%
Gréd 1 16% 22% 20% 20%
Gréd 2 52% 16% 65% 60%
Gréd 3 3% - 5% 7%
Akut GI - 3 honal
Gréd 0 90% 100% 40% 47%
Gréd 1 10% - 45% 53%
Gréd 2 - - 15% -
Gréd 3 - - - -
Krénikus GU - 6 hétol
Gréd 0 32% 60% 25% 67%
Gréd 1 23% 22% 25% 6%
Gréd 2 45% 18% 45% 27%
Gréd 3 - - - -
Kroénikus GI- 6 hotol
Gréd 0 74% 97% 50% 73%
Gréd 1 23% 3% 35% 20%
Gréd 2 3% - 10% 7%
Gréd 3 - - - -

Fiiggelék 8. tablazat: A tanulmédnyba bevont prosztata daganatos betegek (n=98) sajat
maguk altal pontozott mellékhatasaiknak szazalékos el6fordulasat 6sszefoglalo tablazat,

amelyeket a Nemzetkozi Prosztata Tiinetek Pontszam (International Prostate Symptom



Score - IPSS) rendszere, valamint az ¢letmindségiiket és vizeletiiritési tiineteket pontozo
teszt (QoL) segitségével adtak meg minden kontroll alkalmaval. A tablazat a kezelés

elotti, és 36 honappal a kezelés utani adatokat tartalmazza. Forras: sajat tablazat.

LDR | HDR | Teleteripia| Kiber-kés
IPSS - kezelés el6tt
Enyhe (< 7) 61% 50% 25% 40%
Mérsékelt (8-19) 16% 44% 52% 53%
Sulyos (20-35) 3% 3% - 7%
nincs adat 20% 3% 10% -
IPSS - kezelés utan 36 honappal
Enyhe (<7) 55% 50% 50% 60%
Mérsékelt (8-19) 19% 28% 35% 40%
Stlyos (20-35) 3% 3% 10% -
nincs adat 23% 19% 5% -
QoL - kezelés elott
Kivalo-jo (0-1) 61% 56% 40% 60%
Kielégito-vegyes (2-3) | 13% 35% 40% 33%
Elégedetlen (4-6) 6% 6% 10% 7%
nincs adat 20% 3% 10% -
QoL - kezelés utdn 36 honappal
Kivalo-jo (0-1) 55% 56% 45% 73%
Kielégito-vegyes (2-3) | 19% 22% 30% 27%
Elégedetlen (4-6) 3% 3% 20% -
nincs adat 23% 19% 5% -

A vérplazma fehérjeprofil vizsgalatanak eredménye protein array technikaval

Fliggelék 9. tablazat: A protein-array eredmények alapjan a fej-nyaki daganatos betegek
(n=11) varplazmajaban szignifikanssal valtozott fehérjék nevét és roviditését (az angol
neve utan), valamint a kezelés el6tti szinthez viszonyitott valtozas iranyat dsszefoglalo
tablazat. Szignifikans valtozasokat a csillagok jeldlik (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001). A valtozéasokat szendvics ELISA technikdval validaltuk. Forras: sajat tdblazat.

Fehérje neve Rovidités tgglz)‘i’:tlllign tlerl:i(;;:?}g:l
Adiponektin Acrp3 4 4=
Apolipoprotein Al ApoAl v* v

B sejt aktivalé faktor BAFF 4= 4 *
Differenciacios klaszter 14 CD14 - T *
Endoglin CD105 v* v
Epitél neutrofil aktivalo fehérje-78 | CXCL5/ENA-78 4 -




Cha -
TFF3 v

Komplement komponens C5a
Trefoil faktor 3

***

A vizsgalatba bevont prosztata daganatos beteg plazma PSA értékét kezelés eldtti és
utani idépontokban

Fiiggelék 10. tablazat: Az LDR kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek
kezelés elotti és utani idépontokban meghatarozott plazma PSA értékei (ng/ml). Forras:

(Balazs, Kocsis et al. 2022).

Plazma PSA szint (ng/ml) az LDR betegcsoportban

Beteg | Terapia Ii‘;zr;;tll:“ 3 6 9 12 24 36
kod elott utan honap | hénap | hénap | hoénap | hénap | hénap
PO53 7.00 7.00 0.57 0.28 n 0.01 0.14 0.10
P056 0.90 0.90 1.00 0.69 0.75 0.40 0.55 0.30
PO57 1.64 1.64 2.07 1.36 n 1.89 1.40 0.40
P058 12.20 12.20 6.44 2.94 n 1.04 0.28 n
PO61 11.40 11.40 1.87 1.07 n 0.01 0.21 0.16
P062 0.93 0.93 1.63 1.28 n 0.76 0.68 0.77
P068 0.09 0.09 0.60 0.90 n 0.60 0.60 0.40
P069 4.73 4.73 1.15 0.60 n 2,10 1.20 1.50
PO71 1.14 1.14 0.50 0.34 n 0.59 0.23 1.34
PO72 13.9 13.9 0.09 0.04 n n n n
P080 0.09 0.09 0.30 0.33 n 0.42 1.60 5.70
PO81 1.73 1.73 0.09 0.06 n 0.07 0.15 n
P083 0.75 0.75 0.38 0.41 n 1.13 0.43 0.26
P084 n n 0,05 0,07 0.10 0,15 0,35 0,05
P085 5.01 5.01 5.50 6.60 9.41 0.15 n n
P091 4,74 4,74 2,3 1,97 n n n n
P092 0.09 0.09 0.00 0.00 n 0.16 0.27 0.11
P094 2,55 2,55 0,80 0,61 n 0,82 0,45 n
P095 8.13 8.13 0.70 0.57 n 0.27 0 n
P170 7.80 7.80 0.98 0.37 0.27 0.38 n n
P176 12.4 12.4 1.00 0.09 0.06 0.06 n n
P178 3.20 3.20 1.90 1.69 2.20 4.37 1.30 0.62
P179 9.52 9.52 1.09 0.70 0.76 0.80 0.70 0.16
P185 3.20 3.20 1.10 0.61 n 0.40 0.20 0.12
P196 18.90 18.90 3.00 1.48 n n n 5.80
P182 7.18 7.18 2.12 1.24 0.93 1.17 0.72 0.16
P198 7.10 7.10 3.22 1.37 n 1.38 2.90 n
P184 9.43 9.43 2.73 2.00 1.50 1.65 1.56 0.12




P207 0.44 0.44 0.09 0.09 n 0.09 0.09 0.09
P208 0.09 0.09 0.00 n n 0.10 0.20 0.11
P209 6.02 6.02 0.02 n 0.18 0.25 0.25 0.12

Fiiggelék 11. tablazat: A HDR kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek kezelés

elotti és utani idopontokban meghatarozott plazma PSA értékei (ng/ml). Forras: sajat

tablazat.
Plazma PSA szint (ng/ml) a HDR betegcsoportban

Beteg | Terépia Ii‘;f_;‘;fll:“ 3 6 9 12 24 36

kod elétt utan honap | hénap | honap | hénap | héonap | héonap
P104 1.07 1.07 0.48 0.50 0.62 0.95 1.00 0.45
PO77 1.70 1.70 4.19 5.95 3.49 3.97 2.73 2.90
P110 12.40 12.40 3.90 2.70 1.75 1.98 1.70 2.78
P111 2.64 2.64 2.01 2.01 3.08 2.90 0.59 0.59
P113 6.40 6.40 2.78 2.30 2.22 3.07 1.20 0.73
P114 1.86 1.86 0.21 0.51 0.41 0.20 0.10 0.10
P112 0.09 0.09 0.04 0.04 0.00 0.04 0.08 0.07
P140 291 291 1.25 1.20 1.52 1.25 0.38 0.40
P142 2.37 2.37 1.72 1.78 1.90 1.20 0.98 1.12
P126 1.27 1.27 0.10 0.071 0.17 n 0.10 0.12
P132 0.90 0.90 1.20 0.50 n 0.47 0.74 0.45
P163 7.38 7.38 2.10 1.70 1.10 1.25 0.67 0.57
P177 0.23 0.23 0.77 0.92 0.95 2.80 2.20 3.05
P188 7.53 7.53 7.60 5.53 n 2.26 2.30 1.63
P191 5.6 5.6 1.16 1.37 1.37 0.92 1.12 2.25
P082 7.72 7.72 2.98 3.42 2.80 2.34 1.07 1.16
P063 4.06 4.06 2.25 2.17 n 1.67 0.50 n

PO73 9.33 9.33 242 1.75 151 1.02 0.668 1.18
P118 1.43 1.43 1.80 1.12 1.58 2.49 1.58 3.35
P161 7.29 7.29 0.08 n 0.82 1.38 0.37 0.19
P203 5.90 5.90 1.48 3.21 2.00 2.50 0.09 0.43
P205 2.50 2.50 0.34 0.16 0.14 0.29 0.28 0.28
pl81 9.74 9.74 n 1.85 3.11 3.94 11 1.42
p189 7.74 7.74 n 2.63 1.05 0.97 2.44 2.86
p210 4.60 4.60 n 2.16 0.87 0.87 0.58 0.47
p212 2.56 2.56 n 1.70 0.75 0.71 0.75 0.29
p219 13.40 13.40 n 3.89 n 1.86 2.26 2.9
p233 10.60 10.60 n 5.70 3.48 n 3.14 3.55
p224 6.60 6.60 n 3.20 n 2.50 3.00 2.58
p238 7.40 7.40 n 1.69 2.29 2.89 4.61 n

p245 4.73 4.73 n 1.88 1.32 0.20 8.86 n




| p246 | 88 | 886 n | 38 | 365 | 362 | 257 | n |

Fiiggelék 12. tablazat: A teleterapids kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek
kezelés elotti és utani idépontokban meghatarozott plazma PSA értékei (ng/ml). Forras:

sajat tablazat.

Plazma PSA szint (ng/ml) a Teleterapias betegcsoportban

Beteg | Terdpia Ii‘g;;‘l';“ 3 6 9 12 24 36

kod elott utan hénap | hénap | honap | hénap | hénap | hénap
P064 1.95 1.95 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.27
P099 3.57 3.57 0.09 0.09 0.09 n 0.09 0.20
P101 9.80 9.80 n 2.61 n 0.64 0.45 0.25
P105 14.16 14.16 1.90 1.80 1.30 1.40 0.91 0.86
P122 5.60 5.60 2.56 151 0.76 0.61 0.20 0.01
P123 31.00 31.00 0.11 0.12 0.00 0.01 0.19 0.21
P125 6.86 6.86 0.01 0.01 n 0.00 0.01 0.07
P116 8.56 8.56 1.42 1.04 n 0.50 0.29 0.37
P124 2.08 2.08 0.70 0.27 n 0.18 0.13 0.10
P103 20.00 20.00 n 0.31 n 1.94 2.00 7.70
P128 8.69 8.69 0.09 0.10 n 0.13 0.14 0.10
P131 n n 0.39 0.09 n 0.14 0.19 0.14
P133 0.77 0.77 n 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
P134 22.00 22.00 n 0.24 0.38 0.28 0.10 0.09
P135 0.30 0.30 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
P136 6.64 6.64 0.26 0.58 0.37 0.23 0.33 0.91
P137 11.78 11.78 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01
P143 24.00 24.00 0.00 0.00 0.01 0.07 n 0.16
P153 7.00 7.00 2.37 1.19 0.91 0.87 0.95 0.34
P154 0.28 0.28 0.10 0.50 n 0.10 0.09 0.09

Fliggelék 13. tablazat: A Kiber-kés kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek
kezelés eldtti és utani iddpontokban meghatarozott plazma PSA értékei (ng/ml). Forrés:

sajat tablazat.

Plazma PSA szint (ng/ml) a Kiber-kés terapias betegcsoportban
Beteg | Terapia Ii‘frge‘l':“ 3 6 9 12 2 | 36
kod elétt u t;; honap | hénap | hénap | hénap | hénap | hénap
P149 5.67 5.67 1.98 1.38 0.70 0.66 0.30 0.17
P151 12.00 12.00 2.30 1.40 0.92 0.79 0.20 0.21
P152 9.16 9.16 3.68 2.56 1.91 4.00 0.57 0.21
P156 14.30 14.30 0.06 0.05 0.50 0.15 0.09 0.09




P157 n n 0.00 0.03 0.00 0.09 0.01 0.09
P158 8.60 8.60 0.80 0.66 0.43 0.48 0.18 0.24
P150 7.70 7.70 1.07 0.60 0.38 0.27 0.12 0.07
P159 5.85 5.85 1.03 0.81 0.39 0.36 0.11 0.09
P164 11.60 11.60 0.70 0.20 0.40 0.20 0.01 0.09
P165 6.16 6.16 1.50 1.07 n 0.95 0.30 0.19
P166 5.60 5.60 2.80 1.28 0.74 0.42 0.12 n
P167 12.30 12.30 4.60 2.59 2.39 1.57 1.24 1.58
P168 10.00 10.00 2.47 2.30 4.63 1.05 1.05 0.30
P169 7.36 7.36 1.96 0.92 0.38 n 0.18 0.14
P172 12.00 12.00 242 2.03 1.33 0.49 0.42 0.28
A periférias vér limfocitaiban kialakult kromoszoma sériilések szama
betegcsoportokban

a

Fiiggelék 14. tablazat: Az LDR kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek terapia

eldtti és utani idépontokban meghatarozott teljes kromoszoma aberracidinak szama /100

sejt. Forras: sajat tablazat.

Osszes kromoszéma-aberraciok szima /100 sejt - LDR betegcsoport
| Terspia | KOZvetlen| 4 6 9 12 2u | 36
Beteg kod - terapia . . . . . .
elott utan honap | honap | honap | honap | honap | honap

P178 0 4 7 2 15 3 11
P179 3 1 10 1 5 25 2 3
P185 3 9 3 3 5 2
P196 1 0 3 23 7
P182 4 3 7 2 7 16 7 3
P198 3 1 10 8 5
P184 12 8 4 3 6 12 2 3
P207 7 2 11 11 6 11 1
P208 3 1 14 0 5
P209 8 6 13 3 8
atlag 4 4 8 6 7 5 4

Fiiggelék 15. tablazat: A HDR kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek terapia

el6tti és utani idédpontokban meghatarozott teljes kromoszoma aberracidinak szama /100

sejt. Forras: sajat tablazat.

Osszes kromoszéma-aberraciok szama /100 sejt - HDR betegcsoport

Beteg kod

Terapia
elott

Kozvetlen
terapia

utan

3
hénap

6
honap

9 12
honap

honap

24
hénap

36
hénap




P104 5 7 3 5 3 3 1 10
PO77 6 4 9 7 12 4 3 1
P110 2 11 1 3 9 5 3 1
P111 1 1 9 5 16 3 9 8
P113 2 2 4 9 6 0 2 4
P114 2 8 2 1 1 10 3 4
P112 0 0 2 4 13 1 2 12
P140 5 8 3 5 5 9 3 5
P142 4 5 20 22 18 0 5 7
P126 5 50 11 5 11 5 0 4
P132 1 17 2 4 1 7 7 7
P163 5 3 1 1 5 1 0 2
P177 0 13 6 6 5 7 3 0
P188 2 8 25 2 8 14 1 1
P191 3 0 3 3 6 1 2 0
P082 2 6 7 7 2 2 6 4
P063 1 14 2 4 4 2 2 3
P073 2 0 2 14 4 2 0 14
P118 2 0 3 3 0 4 4 0
P161 10 8 7 6 3 5 5 6
P203 5 9 7 7 4 11 4 1
P205 0 5 2 3 14 4 9 2
atlag 3 8 6 6 7 3 4

Fiiggelék 16. tablazat: A teleterapias kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek
terapia el6tti és utani idépontokban meghatarozott teljes kromoszoma aberracidinak

szama /100 sejt. Forras: sajat tablazat.

Osszes kromoszéma-aberraciok szama /100 sejt - Teleterapias betegcsoport
Betes kod | TerAPIa Kool s 6 9 12 2u | 36
eteg kod ,, terapia . . . . . .
elott atan honap | honap | honap | honap | honap | honap

P64 2 15 10 15 12 17 12 12
P99 ) 19 9 9 22 10 9 9
P101 9 15 22 6 9 15 11 6
P105 5 6 20 7 5 8 13 6
P122 1 10 12 14 4 9 9 6
P123 6 10 22 14 18 10 3 6
P125 4 29 7 6 1 3 2 18
P116 3 10 8 9 14 4 4 5
P124 8 14 10 5 21 11 16 6
P103 3 6 11 11 4 30 6
P128 12 11 50 13 9 4 0 5




P131 4 11 28 14 8 4 5 7
P133 3 15 7 30 34 19 10 10
P134 9 44 31 16 14 19 5 14
P135 8 13 15 5 9 4 5 4
P136 3 21 42 30 22 17 22 5
P137 0 14 14 18 16 18 4 6
P143 3 22 10 | 42 13 11 12 3
P153 4 17 18 14 19 21 3 17
P154 11 8 10 5 3 14 8
atlag 5 16 18 14 13 12 8 8

Fiiggelék 17. tablazat: A Kiber-kés kezelésben részesiilt prosztata daganatos betegek
terapia el6tti és utani idépontokban meghatarozott teljes kromoszoma aberracidinak

szdma /100 sejt. Forras: sajat tdblazat.

Osszes kromoszéma-aberraciok szima /100 sejt - Kiber-kés terapias betegcsoport
Beteg kod Ter{lp fa Ii(;f‘?:il;n ,3 . 6 . d ,12 ,24 ,36
elott utan honap | honap | honap | honap | honap | honap
P149 5 7 3 16 7 5 2 2
P151 0 14 8 16 11 10 9 18
P152 1 13 10 32 17 16 13 14
P156 1 15 21 25 8 5 5 8
P157 1 12 12 5 5 6 4 1
P158 10 13 3 6 3 20 10 14
P150 1 6 42 6 13 6 1
P159 1 13 9 19 12 8 7 12
P164 2 2 10 10 9 10 5 12
P165 10 22 13 18 15 2 9
P166 8 26 25 13 3 2 9 6
P167 9 26 27 14 6 12 4 5
P168 4 14 10 8 18 14 3
P169 3 15 11 26 10 15 11 12
P172 2 18 6 5 8 12 6 1
atlag 4 14 14 15 10 10 7

A kromoszéma sériilések szama ¢és az immunfenotipus valtozasok kozotti
Osszefiiggések vizsgalata

Fiiggelék 18. tablazat: A négyféle sugarkezelésben részesiilt prosztata daganatos beteg
csoportban (LDR: n=10; HDR: n=32; teleterapids: n=20; Kiber-kés terapias: n=15)

kozvetleniil a terapia utdn meghatarozott kromoszoma sériilések szama és a terapia utani



kiilonb6z6 idépontokban kapott véglegesen differencidlédott szeneszcens CD4+ ¢és
CD8+ T limfocitak ardnya kozotti korrelacios egylitthatokat (,,r”°) 0sszefoglalo tablazat.

Az r>0,6 érték esetén erds pozitiv korrelacié all fenn az adatsorok koézott. Forras: sajat

tablazat.
Terapia -I;gg]negzlctf Kozvetlen 3 6 9 12 24 36
tipusa Tsejt' utana honap | honap | honap | hénap | hénap | honap
B CD4+ r=0.203 |r=0.141 | r<0.100 | r<0.100 | r<0.100 | r<0.100 | r=0.500
CD8+ r=0.362 | r=0.546 | r=0.546 | r=0.669 | r=0.620 | r=0.536 | r=0.800
HDR CD4+ r=0.401 |r=0.580|r=0.558 | r=0.389 | r=0.162 | r=0.704 | r=0.583
CD8+ r=0.296 |r=0.438 | r=0.285 | r=0.266 | r=0.166 | r=0.410 | r<0.100
CD4+ r<0.100 |r<0.100 | r<0.100 | r<0.100 | r<0.100 | r<0.100 | r<0.100
Teleterapia
CD8+ r=0.154 |r=0.493|r=0.572 | r=0.465 | r=0.283 | r=0.444 | r=0.447
Kiber-kés CD4+ r=0.559 |r=0.445|r=0.647|r=0.614|r=0.563|r=0.436|r=0.519
terapia CD8+ | r=0.608 |r=0.406 |r=0.629 |r=0.611|r=0.420 | r=0.412 | r=0.417




