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Bevezetés

Az onkologiaban a daganatterapia egyik leghatékonyabb modja a lokalis
sugarterapia. A sugarterapia legfontosabb feladata a daganatos sejtek, szovetek
elpusztitasa (citotoxikus hatas kifejtése) uigy, hogy a kornyezetiikben 1évo ép szovetek a
lehetd legkisebb mértékben kéarosodjanak, azok dozisterhelését minimalizalja. A legtobb
daganattipus esetében a kezelés multimodalis, melyben a sugarterapia mellett miitéti
megoldasnak, a kemoterapianak, célzott terapiaknak és az immunterapianak egyarant
fontos szerepe van, illetve ezeket gyakran kombinaltan kell alkalmazni. A
leggyakrabban alkalmazott sugarterapias eljarasok tipusai a teleterapia, avagy
»tavolbesugarzas”, a Kiber-kés terapia, illetve a brachyterapia, avagy ,,k6zelbesugarzas”
amelynek két f6 tipusa az alacsony (LDR) és magas dozisrataja (HDR) brachyterapia.

A sugarterapia mind a daganatsejtekre, mind pedig az immunrendszer sejtjeire
hatassal van. A daganatok sugarzassal szembeni érzékenységét szamos tényezd
befolyasolja, ebbdl adédoan eltéré mddon reagidlnak a sugarterapiara. Ilyen tényezdk
a daganatot felépitd egyes sejtek sugarérzékenysége, a daganat mikrokornyezetében
Iév6 hipoxia és annak mértéke, valamint a tumorsejtek osztodasi kinetikaja, tovabba a
tumoros mikrokdrnyezet talan legnagyobb jelentdséggel bird tagjai az immunrendszer
kiilonbo6z6 sejtjel, amelyek befolyasoljak és meghatarozzak a lokalis gyulladas, illetve a
daganatellenes immunvalasz tipusat €¢s mértékét.

Az evolucid soran a fert6z6 agensek, valamint a nem sajatként felismert,
gazdaszervezetre veszélyes, illetve tumorossd fajult sejtek eltavolitasara kétféle
immunrendszer fejlodott ki, ezek a velesziiletett (nativ) €s a szerzett (adaptiv)
rendszerek, amelyek szorosan ¢€s 0Osszehangoltan egyiittmiikddve biztositjadk az
immunhomeosztazist. A velesziiletett immunrendszer sejtes elemei kozé tartoznak
tobbek kozott a monicitdk, makrofagok, dendritikus sejtek (DC) és a természetes
0losejtek (NK). Az adaptiv immunrendszer tagjai pedig a T és B limfocitak, és ezek
kiilonb6z6 funkcionalis alcsoportjai (példaul: effektor, regulator, memoria sejtek). Az
emlitett immunsejtek fontos szerepet jatszanak a daganatellenes immunvélasz
modulalasaban.

A nagy dozisu sugarzashoz korabban az immunrendszert gatlo hatast tarsitottak,
azonban a legujabb 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 iranyban mddosulhat ionizal6 sugarzas hatasara.
A sugarzas kozvetleniil és kozvetve is hat az immunrendszer sejtjeire. A kozvetlen hatés
a daganatos mikrokornyezetbe besziir6édé limfocitakon, makrofagokon és DC-ken
keresztiil lokalisan érvényesiil, mig a kozvetett hatas a daganatsejtek, valamint
a daganatos mikrokdrnyezet egyéb sejtes elemei altal termelt szolubilis faktorokon
keresztiil hat mind lokalisan, mind szisztémdsan. Az immunrendszer sejtjeinek
a sugarérzékenysége igen széles skalan mozog, ebbdl adoddan a sugarterapia soran
a daganatot infiltral6 immunsejtek pusztulasanak mértéke eltérd. Tovabba a besugarzas
a tulélé immunsejtek fenotipusat és miikodését is jelentésen befolyasolhatja. Fontos
megjegyezni, hogy a sugarterdpias eljarasok soran alkalmazott kiilonféle besugarzasi
protokollok immunrendszerre gyakorolt szisztémas €s hosszu tdva hatdsair6l még nincs
elegendé informacionk. A sugarbiologia egyik esszencialis, és kiemelt kutatasi teriilete
ez, amellyel napjainkban is szamos kutatocsoport foglalkozik hazai és nemzetkozi

szinten egyarant.

Célkitiizések
e Cé¢lunk volt vizsgalni a daganatokkal Osszefliggd, ionizald sugarzas indukalta
szisztémas akut és késoOi, velesziiletett és adaptiv immunfolyamatokat kiilonb6zo
sugarterapias protokollal kezelt fej-nyaki és prosztata daganatos betegekben:

- A komplex immunologiai statusz jellemzéséhez egy rendkiviil atfogd
fenotipizalasi panel rendszert kivantunk létrehozni, amellyel a velesziiletett és
az adaptiv immunvalaszban résztvevé immunsejtek kiilonb6zd érési és
funkciondlis alcsoportjai beazonosithatdk €s hosszu tdvon monitorozhatok.

- Célunk volt 6sszehasonlitast végezni arr6l, hogy az egyes terapia tipusok (kiilsé
¢és belsd sugarkezelés) eltérd intenzitasu és energidju sugarterhelése hogyan
befolyasolja a betegek akut, és kronikus immunolégiai folyamatait

e Az Osszetett, génexpresszids-, fehérje-, és sejt-szintli vizsgalatokkal kivantuk
feltérképezni a sugarzas indukalta szisztémas folyamatokat.
e Szintén célkitlizéseink kozott szerepelt olyan T sejt felszini immunellendrzépont-

gatlo receptorok vizsgalata, amelyek megnovekedett expresszidja a daganat ellenes



immunterapiadk potencialis célmarkerei lehetnek, és amelyek blokkolasaval a T sejt
tumor ellenes aktivacioja fokozhato.

e A sugarterapianak ezen célmarkerek expresszids mintazatara gyakorolt rovid és
hosszll tava hatasait is vizsgalni kivantuk, amely befolyasolhatja az alkalmazni
kivant kiilonb6z6 terapias eljarasok sorrendjét és kombinaciojat is.

e Tovabba célunk volt olyan cellularis és szolubilis immunologiai biomarkerek
beazonositasa s, amelyek indikatorai lehetnek a terapia okozta késéi
mellékhatdsoknak, tobbek kozott az ionizald sugarzas okozta késdi fibrozis
kialakulésanak.

e Végiil a prosztata daganatos betegek plazma PSA szintjének nyomon kovetése
mellett tovabbi kiegészitd, nagyobb tumorspecificitassal rendelkezd, szintén
minimalisan invaziv médon a periférias vérbol vizsgalhatdé marker azonositasa is

szerepelt célkitlizéseink kozott.

Modszerek

Vizsgalatainkba intenzitas modulalt sugarterapiaban részesiilt 23 fej-nyaki és
kiilonb6z6 besugarzasi protokolokkal kezelt 98 prosztata daganatos férfi beteg keriilt
bevonasra. Utobbi betegcsoport terapia szerinti megoszlasa: LDR: n=31; HDR: n=32;
teleterapias: n=20; Kiber-kés terapias: n=15. Az LDR brachyterapia soran alkalmazott,
és a paciensek prosztata szovetébe iiltetett permanens %1 izotopok kezdeti dozis rataja
1,692 Gy volt, a teljes 145 Gy dozist lassan, koriilbeliil 12 honap alatt adtak le a
prosztata szovetében, igy a mi vizsgélati rendszeriinkben ez a terapia tipus testesiti meg
az alacsony dozisu kronikus sugarterhelést. A HDR brachyterapia soran szintén a
prosztata szdvetébe juttatott izotopok segitségével adtdk le a kivant dozist, amelyhez
leggyakrabban %°Ir izotopot hasznilnak. A teljes 19 Gy (esetenként 21 Gy) dozis
néhany perces kezelés soran kaptdk meg a betegek tavvezérelt technika segitségével. A
LINAC-alapu teleterapias kezelés soran a betegek 1,8-2,5 Gy nagysagu dézisokban
kaptak a 70-78 Gy teljes dozist, mig a Kiber-kés technoldgiaval 5 x 8 Gy dozist kaptak.

A vizsgalatbol valo kizarast jelentette, ha nyirokcsomoi, vagy tavoli attét is
kialakult mar a paciensben a daganat diagndzisdnak pillanataban. A kockazati besorolas
hatdrozta meg a prosztata daganatos betegek esetében az alkalmazand6 sugarterapia

tipusat. A kis és kozepes kockazatiak mind a négy féle kezelésben részesiilhetnek,



magas kockazati betegek esetében nem alkalmaznak brachyterdpiat, kizardlag
teleterapiat, vagy Kiber-kés terapiat kaphatnak.

A fej-nyaki daganatos betegek esetében csak révid nyomon kovetésre volt
lehetdségiink, a kezelés megkezdése eldtt egy héten beliil, az utols6 frakcié leadasa utan
(azt kovetd 6 oran beliil), illetve egy honappal a sugarterapia végét kovetden tortént
vérvétel. A prosztata daganatos betegek esetében sikeriilt megvalositani az 6t éves
nyomon kdovetést, vérvételre tiz alkalommal keriilt sor: kdzvetleniil a kezelés eldtt €s
utan, majd az els6 évben négy alkalommal (3, 6, 9, 12 honappal a kezelést kdvetben),
egy év utan pedig évente egyszer (24, 36, 48, 60 honappal a kezelést kovetden). Jelen
dolgozat az elsé harom év eredményeit mutatja be. Minden vérvétel alkalmaval
meghataroztuk a plazma PSA szint, illetve gasztrointesztinalis (GI) és genitourinaris

(GU) mellékhatasok pontozasa is megtortént.

Periférias vér begytijtése, PBMC és plazma mintak izolalasa

Periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC) ¢és plazma mintak izolalasahoz
koriilbeliil 10 ml/alkalom mennyiségii periférias vért gytijtottiink be minden betegtol. A
vért Histopaque oldatra rétegeztik majd a slrliség-gradiens centrifugalassal
elkiiloniiltek a PBMC-k, mintegy ,felh6” réteget alkotva a felette eclhelyezkedd
vérplazma és az alatta 1évé Histopaque-oldat kozott. A kinyert PBMC-k sejtszamat
meghataroztuk, majd fagyaszt6 médiumban lefagyasztottuk elébb -80°C-ra, majd
folyékony nitrogénben taroltuk felhasznalasig. A siirliség-gradiens centrifugalas soran
feliiluszoként elvalt vérplazmat 0j csdvekbe gylijtve lecentrifugaltuk, hogy a mintaban
maradt sejttérmelékeket eltavolithassuk. Centrifuga utan a feliiliszoként kinyert tiszta
plazmat a kivant térfogatokban szétosztva -80°C homérsékletre helyeztik

felhasznalasig.

Prosztata daganatos betegek periférias limfocitaiban kialakult kromoszoma sériilések
vizsgalata

A limfocita kulturakat 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 leallitasa érdekében a kultarakat



kolcemiddel (0.1 pg/ml, Gibco) inkubaltak tovabbi két orat, ennek soran a mitotikus
orsok blokkolodtak. Ezutan kovetkezett a limfocitak hipotonizalasa (0,075 M KClI, 15
perc, 37°C), majd fixaldsa metanol-ccetsav 3:1 aranyu elegyével. A fixalt sejtek tiveg
lemezekre valo kicseppentése utan kovetkezett a Giemsa festés 3%-os festék oldattal,
majd mikroszkop segitségével manualis kiértékelés sordn meghatdroztak a

kromoszdéma-aberraciok szamat.

Periférias vérsejtek gén expresszids profiljanak vizsgdlata, RNS izoldlas 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 vizsgalatit ND-1000 NanoDrop spektrofotométer, mig a mindségi
vizsgalatat Tapestation 220 (Agilent Technologies, CA, USA) késziilék segitségével
veégeztilk. A cDNS-atirast 350 ng teljes RNS izolatumbdl készitettiink cDNS reverz
transzkripcios kit (High Capacity cDNA reverse transcription kit; Applied Biosystems,
FosterCity, CA, USA) felhasznalasaval a gyart6i utasitasok szerint. Kvantitativ valos
idejli polimeraz-lancreakciot (qQRT-PCR) Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany)
késziilékkel végeztik. A mintdkat triplikdtokban futtattuk 10 pl végtérfogati
reakcidelegyben, amely 1 pl cDNS-t, illetve hat kiilonb6zd 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 expresszidjat vizsgaltuk. Az adatokat a Rotor-Gene Q Series szoftver
segitségével elemeztiik ki. A gének ciklus kiiszob (Ct) értékeit a belsd kontroll gén
(HPRT1) Ct értékéhez normalizaltuk.

Nagy ateresztOképességii 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 eldtti és utani

idépontokban. A vizsgalatok soran 350 ul plazma mintaval inkubaltunk minden egyes



array membrant, majd ezt kdvetden biotinilalt detektald antitest koktéllal, majd
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 kiilonb6z6 intenzitast jelek

kiértékelését Imagel szoftver segitségével végeztiik.

Vérplazma fehérjék validalasa ELISA modszerrel

A protein-array eredmények alapjan a fej-nyaki daganatos betegek
varplazmajaban szignifikénssal valtozott fehérjéket szendvics ELISA technika (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével validaltuk a gyartdi protokoll szerint. A
mintakat 450 nm hulldmhosszon (570 nm hullménhossz korrekcidval) mértik le
spektrofotométer (Biotek, Synergy HT) segitségével. Az optikai denzitdas (OD)
értékeket GenS 2.09 verzidju szoftver segitségével mértiik meg, majd a standard sor

crer

szdmoltuk ki a fehérjék koncentracioit.

Novekedési faktorok ¢és proinflammatorikus kemokinek vizsgalata vérplazmabol
LegendPlex modszerrel

LDR brachiterapiaban részesiilt prosztata daganatos betegek (n=18) plazmajabol
gyongy alapu fehérje vizsgalatot végeztiink a sugérterapia el6tti és utani idédpontokbol
szdrmazo6 mintdkbol. Kontroll csoportként korban €s nemben illesztett paciensek (n=23)
plazméjat hasznéltuk fel. A vizsgalat soran kétféle, a gyartdo altal Osszeallitott
LegendPlex panelt (BioLegend, San Diego, CA, USA) hasznéltunk fel, egyikkel 13
kiilonb6zd novekedési faktort, a masikkal pedig 13 féle proinflammatorikus kemokint
tudtunk egyszerre vizsgalni. A plazma mintakat az el6re Osszeallitott gyongyok
keverékével és a biotinilalt detektalo antitesttel inkubaltuk folyamatos forgatas kozben.
Ezutan hozzaadtuk a fikoeritrin (PE/FL2) fluorékrémmal jeldlt Streptavidin méasodlagos
ellenanyagot, amely a mintdk detektdldsanak alapjaul szolgald fluoreszcens jelet
biztositotta. Az ELISA-hoz hasonlé modon ez esetben is hasznaltunk standard sort,
mind a 13 fehérjéhez kiilon, amellyel a mintakban ismeretlen mennyiségben jelen levo
fehérjék pontos koncentracidja meghatirozhat6d volt. A mintdkat dramlési citométerrel

mértiikk le (FACS Calibur, Becton Dickinson, CA, USA) a feldolgozéssal megegyezo



napon, az eredményeket pedig a Cell-Quest™ Pro és az Excel programok segitségével

végeztik.

Vérplazma fehérjék validalasa ELISA mddszerrel

A LegendPlex moddszerrel vizsgalt 26 fehérjébdl 6tnek (PDGA-AA, PDGF-BB,
CXCL5/ENA-78, RANTES, VEGF) a valtozasat ELISA technika segitségével
validaltuk HDR brachiterdpiaban 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.

PBMC-k feldolgozésa, az immunsejtek jellemzése dramlasi citometrids modszerrel

A folyékony nitrogénben tarolt PBMC mintakat felolvasztottuk, majd 5% FBS-t
tartalmazé RPMI-1640 médiumban lecentrifugaltuk, majd meghataroztuk a sejtszamot
tripankékes festéssel. Ezutan kovetkezett a sejtfelszini markerek fluorokrémokkal
konjugalt monoklonalis antitestekkel torténd jelolése. Jelolés utan a sejteket 1%-0s
paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk, és 4°C taroltuk mérésig. Néhany panel esetében
markerek megjeldlése 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 utmutat6 szerint. Az igy megjelolt
PBMC-ket aramlasi citométer (FACS Calibur, Becton Dickinson, CA, USA, és
Cytoflex, Beckman Coulter, CA, USA) segitségével kvantifikdltuk még a jeldléssel
megegyez6 napon. Minden beteg esetében egyszerre jeloltiik és mértiik a nyomon
kovetés teljes idStartama alatt begylijtott Osszes mintdjat. A kinyert d&ramlasi citometrias
adatokat a CytExpert (Beckman Coulter, CA, USA) és a Kaluza 1.5a elemz6 programok
segitségével végeztik. Az egyes fluorokromokkal jelolt antitestek pozitiv/negativ
hatarainak beallitasahoz fluoreszcencia minusz egy (FMO) és izotipus kontrollokat,

valamint festetlen és teljesen fesett mintakat alkalmaztunk.

Kapuzasi stratégiak

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



(CD14M¢*CD16-), atmeneti  (CD14™9%CD16+) és a  nem-klasszikus
(CD14+CD16™M%%) monocita formak. Tovabba vizsgaltuk a keringé, PSA-tartalmu,
CD14+PSA+ dupla pozitiv makrofagokat is ugyan abbol a kiindulasi csoportbol
(PBMC-bél kivont limfocita csoport).

A mieloid és limfoid eredeti dendritikus sejtek meghatarozasat a teljes PBMC
csoporton, majd a Lineage-/HLA-DR+ alcsoporton beliil végeztiik. Mieloid DC-k
CD11c+Lineage-, mig a limfoid DC-k CD123+Lineage- fenotipustiak.

NK sejtek és funkcionalis alcsoportjainak kapuzasa: a klasszikus limfocitak
csoportjat fizikai paramétereik alapjan, az oldalra irdnyuld (SSC) és az elére iranyuld
(FSC) fényszorasi grafikonon hataroztuk meg minden esetben. Az NK sejteket
CD16+CD56+ dupla pozitiv csoportként hataroztuk meg a CD3- limfocita kapunk
beliil. Tovabbi 6t kiillonbozd érési és funkcionalis alcsoportjat kiilonithetjiik el a két
emlitett sejtfelszini marker kiillonb6zd expresszids szintje alapjan. Ezek az éretlen
prekurzorok (CD56M%9CD16-), éretlen/korai érett alakok (CD56™M9CD16218¢0W)  érett
citotoxikus (CD5623¢CD16™M9%), degranulalt (CD56%3°YCD16-) és az anergikus
NK sejtek (CD56-CD16M%%*). Az NK sejtek alcsoportjainak osztodasi kinetikajat a
Ki67 marker expresszidjaval hataroztuk meg, és kiilonitettik el a Ki67- (nyugvo)
allapott alakoktol.

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+CDA4+ helper és a CD3+CD8+ dupla pozitiv citotoxikus T limfocita alcsoportokat,
valamint ezek aranyat. A CD3+ limfocita kapun beliil hataroztuk meg a CD4-CD8-
dupla negativ T sejtetek, a CD4+ és CD8+ limfocitdkon beliil pedig a CD3- aberrans
limfocita aranyt. A CD3+CD4+ és a CD3+CD8+ T sejt csoportokon beliil pedig a tobbi,
késObb részletezett funkciondlis T sejt alcsoportokat (regulétor, kifaradt, szeneszcens,
memoria) hataroztuk meg.

Szuppressziv T limfocitak kapuzasa: a Treg sejteket a FoxP3 trankripcios faktor
segitségével azonositottuk be CD4+FoxP3+ dupla pozitiv sejtként. 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 beliill meghataroztuk. A

CTLA4+ és CD39+ T sejt alcsoportokat ugyan ezen a kapuzasi stratégian keresztiil



vizsgaltuk. A Treg-ek csoportjanak tovabbi két alcsoportjat is vizsgaltuk, ezek a
CD8+FoxP3+ Tregek, valamint belsé festést nem igényld, a CD25 (IL-2) és a CD127
(IL-7) sejtfelszini markerek alapjan beazonositott, CD1272¢0-CD25*/Ma%3S fonotipusn
Treg sejtek. A CTLA4 aktivacios markerek expressziojat a CD4+ T sejtek, és a
CD1273acsony-CD25Ma03s  regylator T limfocitak felszinén is meghataroztuk. A
CD4+FoxP3+ és CD8+FoxP3+ Treg sejtek osztodasi kapacitasat is meghataroztuk a
mar emlitett Ki67 sejten beliili marker expresszidja segitségével.

Kifaradt T limfocitak kapuzésa: a T limfocitak immunologiai kimeriilését jelzo
négy legfontosabb sejtfelszini markert a teljes limfocita csoporton beliill meghatarozott
CD3+CD4+ ¢s CD3+CD8+ T limfocitak kapujaban végeztiik. Ezek a markerek a PDI,
LAG3, 2B4 és a CD160.

Aktivalt és szeneszcens T limfocitdk kapuzédsa: a CD28 és a CDS57 sejtfelszini
markerek alapjan négy kiilonboz6 funkciondlis alcsoportra bonthatdé mind a
CD3+CD4+, mind a CD3+CD8+ T sejtek csoportja a teljes limfocita kapun beliil. 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. A Tim3 és KLRGI1 gatld receptorok expresszidjat a
CD3+CD4+ T sejtek csoportjan beliil vizsgaltuk.

A naiv és memoria T sejtek beazonositasat a teljes limfocita csoporton beliil
veégeztiik. El6szor beazonositottuk a CD45RO memoria T sejt markert és a CCRY
kemokin receptort expresszaldo és nem expresszal alcsoportokat mind a CD3+CD4+,
mind a CD3+CD8+ T limfocitakon beliil. Ezt kovetéen a négy frakcion beliil a CD95 és
CD28 sejtfelszini markerek segitségével azonositottuk be az aldbbi funkcionalis
csoportokat: naiv T sejtek (TN: CD45RO-CCR7+CD95-CD28+), memoria T 6ssejtek
(TSCM: CD45RO-CCR7+, CD95+CD28M%%) = 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-).

A B limfocitdkat CD19+IgD+ dupla pozitiv fenotipussal azonositottuk be a teljes
limfocita kapun beliil. A B limfocitak csoportjat két markerparos segitségével hat
kiilonboz6 érési és funkciondlis alcsoportra osztottuk. A CD24 és CD38 markerekkel

azonositottuk be az éretlen/tranzicionalis B sejteket (CD19+IgD+CD24M9%CD38Ma9%),
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érett, naiv B sejteket (CD19+1gD+CD24+CD38+), illetve a memoria B limfocitakat
(korai formak: CD19+lgD+CD24*™9CD38-, késéi formak: CD19+IgD+CD24-CD38-
). A CD21 és CD86 markerekkel pedig az aktivalt B sejtek (CD19+1gD+CD21+CD86+)
és az ellenanyagtermeld plazma sejtek (CD19+lgD+CD2132°YCD86+) frakcidja
keriiltek meghatarozasra.

A CD11b+CD33+HLA-DR- mieloid eredetli szuppresszor sejteket a teljes PBMC
tartomanyon beliil vizsgaltuk, amelybdl levontuk a limfocitdk csoportjat. A CD14
markert expresszaldo, és nem expresszalo alcsoportjat a CD11b+CD33+HLA-DR-
MDSC csoporton beliil hataroztuk meg.

Eredmények
A vizsgalt gének (DDB2, GADD45, SESN1, FDXR, MDM2) expresszids szintjét

gRT-PCR segitségével vizsgaltuk a sugarterapia el6tt, kozvetleniil az utolsod frakcid
leadasa utan, majd egy hoénappal késébb. Az FDXR, GADD45, DDB2 és az MDM2
gének expresszidja szignifikdnsan megnodtt, mig a SESNI gén expresszidja
szignifikansan lecsokkent kezelés utan a kezelés eldtti értékhez képest. Egy honappal a
terdpia utan az FDXR ¢és a DDB2 gének expresszidja a kezelés eldtti szintre csokkent,
azonban a harom masik gén expresszids szintje megvaltozott szinten maradt, amely egy
hosszan tart6, sugarzas-indukalta gén expresszios szabalyozasi zavarra utalhat.

A nagy ateresztOképességli plazma fehérje profil vizsgalat célja egy szemi-
kvantitativ eldsziirés volt, amelynek sordn megvizsgaltuk, hogy mely fehérjék szintje
valtozik szignifikdnsan a sugarterapia hatasara. A terapia utani iddpontokban a kezelés
elotti értékekhez képest szignifikans valtozast nyolc fehérje esetében taldltunk; az
Acrp30, BAFF, ENA-78, C5a novekvo, mig az ApoAl, CD105 és TFF3 csokkend
tendenciat mutat a terapia utani idépintokban. A TFF3 fehérje esetében a valtozas kozel
szignifikans volt kdzvetlen a terapia utani idépontban.

A protein-array eredmények alapjan a fej-nyaki daganatos betegek (n=23)
vérplazmajaban szignifikansan valtozott fehérjéket szendvics ELISA technika
segitségével validaltuk. A kezelés eldtti idépontban az ApoAl és az endoglin fehérje
szintje szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutat a kontroll csoporthoz képest (elébbi
1,6-szoros, mig utdbbi 1,3-szoros csokkenést mutatott), amely feltételezhetéen a
tumoros statusszal Osszefiiggd valtozas. A sugarterapia nem befolyasolta az ApoAl

szintjét, amely szignifikdnsan alacsony maradt kezelés utdn egy honappal is, mig az
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endoglin fehérje szintje még tovabb csokkent sugarterapia utan a kezelés eldtti szinthez
képest, €s ezen a szignifikdnsan alacsonyabb szinten maradt egy honappal késébb is. Az
Adiponektin és a BAFF fehérje szintje nem valtozott a betegekben kezelés elétt a
kontrollhoz képest, azonban egy hoénappal a terapia utan szintjiik szignifikdnsan
megemelkedett (elébbi 1,3-szoros, mig utobbi 1,65-sz6rés ndvekedést mutatott) a
kezelés elotti értékhez képest. Ezekhez hasonlod tendenciat mutatott a CD14 fehérje
valtozasa. Az ENA-78, a C5a és TFF3 fehérjék nem mutattak szignifikans valtozast sem

a kontroll, sem a kezelés el6tti értékhez képest.

A velesziiletett és adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek valtozasa fej-nyaki
daganatos betegek

A CD4+ limfocitdk szintje nem valtozott szignifikdnsan a betegekben a kezelés
elétt a kontroll csoporthoz képest, azonban kozvetleniil a terapia utan 20%-kal,
lecsokkent a szintje a kezelés eldtti értékekhez képest, majd egy honappal kés6bb
tovabbi szignifikans csokkenést tapasztaltunk a szintjében. Sugéarzas hatasara tehat a
cirkulalé CD4+ limfocitak homeosztazisa kdrosodott, amely egy honappal a terdpia utan
sem normalizalodott. 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 arany dupldja volt a kezelés eldtt a kontroll csoporthoz képest,
majd a sugarterapia tovabbi progressziv novekedést eredményezett a szintjében minkét
terapia utani idépontban.

Vizsgaltuk a T limfocitak proliferacios képességének és aktivacids allapotuknak a
valtozasat. A Ki67 sejtmagi marker expresszdja a CD4+ T limfocitakban nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a kontroll és a beteg csoportban kezelés elétt. Ugyanakkor a
sugarterapia hatasara 2-szeresére megnoétt az osztdodd T limfocitdk frakcidja kezelés
utan, majd tovabbi novekedést tapasztaltunk egy honappal kés6bb is. Erdekességképpen
kiemelendd, hogy egy honappal a kezelést kovetden kettévalik az osztodé CD4+
limfocitak csoportja: a betegek egy részében kisebb mértéki - a kontrollhoz viszonyitott
1,4-szeres novekedést, mig a csoport masik felében nagyobb mértékii - a kezelés eldtti
értékhez viszonyitott 3,6-szoros novekedést tapasztaltunk. A két eltéré mértékben
osztodd T limfocitdkkal rendelkezd betegesoport kozott szignifikans eltérést (p=0,0196)

tudtunk kimutatni. A CD4+ T limfocitdk PD1 expresszigja mar a kezelés elott
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szignifikdnsan megemelkedett a betegekben a kontrollhoz képest, majd a terapia utan
tovabbi szignifikans emelkedést mutattunk ki. Azokban a betegekben, akik CD4+
limfocitai magasabban expresszaltdk a Ki67 markert, a PD1 marker expresszidja is
magasabb szintet mutatott (2,1-szeres novekedés) egy honappal a kezelést kovetben,
mint azokban a betegekben, akikben alacsonyabb Ki67 expressziot mértiink ki (1,4-
szeres novekedés), azonban a két alcsoport PD1 expresszidja kozott nem kaptunk
szignifikans eltérést. A PD1 markert nemcsak a CD4+ limfocitakon, hanem a FoxP3+
Treg sejtek felszinén is vizsgaltuk, azonban expresszidjat sem a daganatos statusz, sem
a sugarterapia nem befolyasolta. A CD39 sejtfelszini marker a Treg sejtekre jellemzo
funkcionalis marker, amellyel az effektor T sejtek apoptozisat képesek indukalni.
Szintje szignifikansan lecsokkent a betegekben mar terdpia el6tti idOpontban a
kontrollhoz képest, majd a terdpia hatasdra enyhe, nem szignifikans novekedést
mértiink, de egy honappal a kezelést kdvetden is alacsony maradt a kontroll csoporthoz
képest. Osszehasonlitottuk a CTLA4+ sejtek aranyat a teljes CD4+ T limfocitak
csoportjaban, illetve a FoxP3+ regulator, és a FoxP3- effektor T sejtek csoportjan beliil
egyarant. Mind a harom csoport esetében nagyon hasonld tendenciat kaptunk: a
CTLA4+ arany szignifikdnsan nagyobb volt a betegekben kezelés el6tt a kontroll
csoporthoz képest, majd a terdpia hatasdra tovabbi erdteljes ndovekedést mutattunk ki
mind a harom T sejt csoportban. A PD1 markerhez hasonléan a CTLA4 aranya
magasabb volt a Ki67-et magasabban expresszalo betegekben, azonban a két
betegcsoport kozott itt sem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni.

A dendritikus sejtek két funkcionalis alcsoportjat kiilonitettiik el. Mind a CD123+
limfoid, mind a CD11c+ mieloid eredetli DC-k frakcioja szignifikdinsan megemelkedett
mar a terapia el6tt a kontroll csoporthoz képest, amely egy honappal a kezelést kovetden
is magasan kontroll szint felett maradt. Vizsgaltuk a mieloid eredetii szuppresszor sejtek
aranyat, amely szignifikansan alacsonyabb volt a betegekben kezelés el6tt a kontroll
csoporthoz képest, azonban szintje kontroll kozeli maradt egy honappal késébb.
Ugyanakkor a CD14+ MDSC-k aranya szignifikdnsan megndtt a kezelés eldtt a
betegekben a kontroll csoporthoz képest, azonban egy honappal a sugérterdpia utan

szignifikansan lecsokkent.
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A velesziiletett és adaptiv immunrendszer sejtes elemeinek Osszehasonlitisa a négy
prosztata daganatos betegcsoportban

Vizsgaltuk a makrofagokba aktiv fagocitdzissal bekeriilé PSA szintjét is, amely
mind a négy betegcsoportban 2-szeresen, szignifikdnsan megemelkedett mar terapia
elétt (~7,6%) a kontroll csoporthoz képest (3,83% + 3,01%). Harom évvel a kezelést
kovetden tovabbra is szignifikansan magasabb szinten maradt minden csoportban a
kontrollhoz képest. Vizsgaltuk a kezelés elotti plazma PSA szint, és szintén kezelés
elétti PSA+ makrofagok szintje kozotti Osszefiiggést Spearman-féle korrelacios teszt
segitségével. Eredményképpen elmondhatd, hogy mind a négy betegcsoport esetében
erés pozitiv korrelaciot (r>0,6) kaptunk a két adatsor kozott, azaz magasabb plazma
PSA szint esetén magasabb volt a PSA+ makrofagok aranya is.

Vizsgaltuk a periférids vérben keringé dendritikus sejtek két funkcionalis
alcsoportjat (mieloid, limfoid), egyik csoport szintje sem mutatott szignifikdns valtozast
a betegekben kezelés elbtt, a kontroll csoporthoz viszonyitva. Azonban terapia utan a
limfoid DC-k aranya szignifikdnsan lecsokkent, és szintjiik 36 honappal késobb is
alacsony szinten marad (kivéve a Kiber-kés terapias csoportot). Ezzel szemben a
mieloid DC-k aranya szignifikinsan megndtt a HDR ¢és a Kiber-kés terapias
csoportokban kozvetleniil a terapia utan a kontroll csoporthoz képest, €s 24 honappal a
kezelés utan is ezen az emelkedett szinten maradtak.

Meghataroztuk a periféridas vérben keringd, CD3-CD16+CD56+ NK sejtek
szintjét, amely mind a négy csoportban csokkend tendenciat mutatott a kontrollhoz
képest (76,45% =+ 12,77%). Harom évvel a kezelést kovetden csak a teleterapias
csoportban maradt szignifikdnsan alacsonyan az NK sejtek frakcidja (62,17% =+
20,44%), a tobbi betegben szintje normalizalodott. Ezutan vizsgaltuk az NK sejtek
kiilonb6z6 érési és funkcionalis alcsoportjait, és Osszehasonlitottuk a valtozasokat a
négy betegcsoportban. Az éretlen prekurzor NK sejtek ardnya nem mutatott szignifikans
eltérést a betegekben a kezelés el6tt a kontroll csoporthoz képest. Csak a teleterapias
csoportban nétt meg terapia utan szignifikdnsan mig a két brachyterapias csoportban
aranyuk nem szignifikdnsan emelkedett. Ezzel szemben az éretlen/korai érett NK sejtek
frakcioja ~1,8-szorosan megemelkedett mind a négy betegcsoportban a kontroll csoport
atlagahoz képest (1,83% =+ 0,89%), amely még harom évvel a kezelést kdveten is ezen

az emelkedett szinten maradt. Az ¢érett, citotoxikus NK sejtek frakcidja ezzel
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parhuzamosan szignifikansan lecsokkent minden betegcsoportban (LDR: 27,60%-Kal,
HDR: 21,70%-kal, teleterapia: 30,90%-kal, Kiber-kés: 19,16%-kal) mar a kezelés
megkezdése elbtt a kontroll atlagahoz képest (70,18% =+ 12,45%), azonban 36 honappal
a terapia utan a teleterapias csoportot leszamitva normalizalédott. A degranulalt és
anergikus 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. Az osztodd Ki67+ éretlen prekurzorok ~3,5-
szOros, mig a Ki67+ éretlen/korai érett NK sejtek aranya ~5-szoros, szignifikans
novekedést mutatott a betegekben a kontroll csoporthoz képest a kezelés megkezdése
el6tt és magas szinten maradt 36 honappal a kezelés utan is. Az osztddo érett NK sejtek
aranya azonban nem valtozott szignifikdnsan egyik betegcsoportban sem a nyomon
kovetés ideje alatt. A degranulalt NK sejtek osztodasi kinetikaja kezelés el6tt ~2-
szeresen, szignifikansan magasabb volt a betegekben a kontroll csoporthoz képest
(6,48% =+ 7,985), azonban harom évvel a terapia vége utan minden betegben kontroll
szint koré csokkent a sejtek aranya. Az anergikus NK sejtek osztodasi képessége a
kontrollhoz képest szignifikansan lecsokkent a betegekben.

Megvizsgaltuk a teljes limfocitak csoportjat, illetve azon beliil a CD4+ és a CD8+
frakciot, valamint ezen limfocitak aranyat, amely nagyon fontos mutatoja az
immunrendszer allapotanak és miikodésének. Az aranyszam a kontroll csoportban
megallapitott 1,52 értéknél minden beteg csoportban és iddpontban alacsonyabb volt.
Tartésan 1 ald a teleterapids kezelésben részesiilt betegekben csokkent le az arany
kezelés utan 3 honappal, majd 1 alatt maradt a nyomon kovetés teljes id6tartama alatt. A
CD3+CD4-CD8- dupla negativ T sejtek szintje a kontroll csoporthoz képest (5,48% =+
2,86%) csak a HDR csoportban nétt meg, €s terapia utani késébbi iddpontokban is
szignifikansan magas maradt a szintje. Ezen kiviil csak a teleterapias csoportban nétt
meg szignifikdnsan az aranyuk hat honappal késobb.

Vizsgaltuk az immunhomeosztdzis fenntartdsdban fontos szerepet jatszo Treg
sejtek harom alcsoportjat. A CD4+FoxP3+ Treg sejtek aranya a kontroll csoporthoz
(0,86% = 0,64%) képest tobb, mint kétszeresen megemelkedett a betegekben kezelés
elétt (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 szignifikansan magas szinten maradt

még hirom évvel a kezelést kdvetden. Ezzel szemben a CD1278kcsony-Cp25magas
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fenotipusu Treg sejtek aranya kisebb mértékben, és kdzvetleniil 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%).
Héarom évvel a terapia utan szintje a teleterapias és a Kiber-kés terapias csoportban
maradt szignifikdnsan magas. A CD8+FoxP3+ Treg sejtek frakcidja nem valtozott
szignifikansan a kontrollhoz képest (0,41% + 0,28%) a betegekben kezelés elétt (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 szignifikdnsan megemelkedett a szintje a teleterapias
csoportban 1,73-szorosan, és a Kiber-kés terapias csoportban 1,75-szordsen, majd
szintjiik ezekben a csoportokban fokozatosan, 24 hora kontroll szintre csokkent vissza.
Vizsgaltuk a FoxP3+/FoxP3- ardnyt mind a CD4+, mind a CD8+ T limfocita csoporton
beliil. Mind a négy betegcsoportban szignifikansan megemelkedett a FoxP3+ sejtek
aranya a CD4+ és CD8+ limfocitakon beliil. A CTLA4+CD4+ T sejtek aranya a
kontroll atlagdhoz képest nem valtozott a betegekben kezelés elétt, sem a nyomon
kovetés ideje alatt. Ezutan megvizsgaltuk az osztodo CD4+ Treg sejtek frakciojat,
amely szignifikdnsan megnétt a kontrollhoz képest (27,53% + 8,65%) mind a négy
betegcsoportban a terapia elétt (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 utan
is ezen a szinten detektaltuk. Ezzel szemben az osztoddo CD8+ Treg sejtek szintje nem
valtozott szignifikansan a betegekben a kontroll csoporthoz képest sem kezelés eldtt,
sem azutan.

Vizsgaltuk a CD3+CD4+ ¢és a CD3+CD8+ T limfocitak ,,immunologiai
kifaradasat” jelz6 PDI1, LAG3, 2B4 ¢és CDI160 sejtfelszini gatlo receptorok
expresszidjat. A LAG3 receptorok expresszoja a kontrollhoz képest (4,24% + 3,90%)
szignifikdnsan megemelkedett a két kiilsé terapids csoportban kozvetleniil a kezelés
utan (teleterapia: 8,90% =+ 7,85%; Kiber-kés: 11,52% + 5,61%) és harom évvel késébb
is emelkedett maradt. A 2B4+CD4+ T limfocitak aranya szintén szignifikansan
megemelkedett a kontroll csoporthoz képest (3,52% + 2,33%) a HDR (6,11% =+ 3,78%)
¢s a Kiber-kés terapias csoportban (8,06% =+ 3,96%) kozvetleniil a terapia utani
idépontban, és 36 honappal a terapia utan szintjik szignifikdnsan magas maradt.
Szignifikdnsan megndtt PD1 receptor expressziot csak a Kiber-kés terapias csoportban

mértiink kozvetleniil a terapia utan (8,89% + 2,69%) a kontrollhoz képest (5,78% +
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1,39%), mig a CDI160 receptor expresszidja nem valtozott szignifikansan egyik
betegcsoportban sem.

Vizsgaltuk a T limfocitdk CD28 és CDS57 sejtfelszini receptoraik segitségével
beazonositott négy kiilonb6zé funkcionalis alcsoportjat. Legnagyobb mértékben a korai
és véglegesen differencialodott szeneszcens CD4+ és CD8+ T limfocita alcsoport
aranya nott meg a betegekben a kezelés el6tti idépontban a kontroll csoporthoz képest a
nem/korai aktivalt T sejtek aranyanak ,,rovasara”, amely eltolddott arany egészen 36
honappal a terapia utan is fent maradt a betegekben. A Tim3+ és KLRGI+ T sejtek
aranya szignifikans novekedést mutatott minden betegcsoportban mar a terdpia
megkezdése elott, és ezen a magas szinten maradtak, nem normalizalodott aranyuk
egyik csoportban sem. Spearman-féle rang-korrelacio segitségével pozitiv osszefliggést
kaptunk a periférias vér limfocitdiiban az ionizalo sugarzas hatasara kialakult,
kozvetleniil a sugarterdpia utan meghatarozott kromoszéma-aberraciok szama és a
limfocitak szeneszcens iranyban eltolodott immunfenotipusa kozott mind a négy
betegcsoportban.

Vizsgaltuk a CD3+CD4+ ¢és a CD3+CD8+ T limfocitdk csoportjan beliil a
memoria T sejtek alcsoportjait. Szignifikans arany eltoltodast kaptunk a betegekben a
memoria Ossejtek és a centralis memoria T sejtek, valamint az effektor memoria és
terminalis effektor T sejtek ardnya kozott az utobbi két csoport javara, amelyek CCR7
receptort nem expresszalva képesek elhagyni a masodlagos nyirokszerveket, és a

periférian nagy hatékonysaggal fejtik ki effektor funkcidikat.

Kovetkeztetések

e Egyediilallo részletességgel kidolgozoztt, a fej-nyaki és prosztata daganatos betegek
szisztémas immunologiai valtozdsainak nyomon kovetéséhez tobb mint, 40 féle
funkcionalis immunsejt csoportot vizsgald fenotipizalasi panel rendszert sikeriilt
kifejleszteniink, amellyel sikeresen monitoroztuk a betegeket.

e Mind a tumor stitusz, mind pedig a sugarterapia befolyasolta a betegek
immunhomeosztazisat: a daganat statusz kovetkeztében mindkét betegcsoportban az
immunszuppressziv folyamatok irdnyaba tortént eltolédads, amelyet a sugarterapia
tovabb erdsitett a betegekben (pl.: szuppressziv hatdsu Treg és dupla negativ T

sejtek.
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Sikeriilt 0Osszehasonlitanunk az eltérd intenzitasi ¢és energidju sugarterhelés

szisztémas hatasait, amely eredményekbdl arra kovetkeztethetiibk, hogy:

- Legkisebb mértékii szisztémas immunologiai valtozast az LDR terépia okozta,
azonban amellett, hogy kis dozisrataju sugarterhelésrdl van szo6, azt sem szabad
figyelmen kiviil hagyni, hogy az LDR-es csoportban csak kis és kozepes
kockézatu betegek voltak, igy ezen tényezOk egyiittesen is okozhattdk a kisebb
mértékii valtozasokat.

- Legsulyosabb immunszuppressziv eltolodast a teleterapids kezelésben részesiilt
csoportban tapasztaltuk, amely kezelés esetében lehetett a legnagyobb mértéki ép
szoveti kdrosodas és periférids vér expozicid, illetve a csoport fele a legmagasabb
kockazati besorolassal rendelkezett. Harom évvel a terapia utan kiilonb6zo
mértékii immunszuppresszidé maradt fent a betegekben.

- Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az eltér6 nagysadgli sugarterhelés
mellett az eldrehaladottabb stadiumban 1évé tumorral rendelkezé daganatos
betegben erdsebb, ¢és tartosabb szisztémdas immunszuppresszid 1ép fel
sugarkezelés hatasara. Ez is ravilagit a megbizhatd prognosztikai marker
sziikségességére.

Tartosan fennmaradt transzkripcids szabalyozéasi zavarra utaldé valtozasokat

detektaltunk, azonban fehérjeszinten csak enyhébb sugarhatist mértiink ki a

betegekben.

A hosszua tavon fentmaradt szeneszcens iranyt fenotipikus elvaltozasok hatterében az

immunsejtek perzisztens kromoszoma sériilésébdl eredd funkciovesztés allhat.

Ionizald sugarzas hatdsara szignifikans kiilonbségeket detektaltunk a CD4+ és a

CD8+ T limfocitak funkcionalis alcsoportjainak valtozasa kozott. Ez szintén

alatdmasztja a tényt, miszerint a helper és a citotoxikus T sejteknek eltéré a

sugarérzékenysége, amelybdl adoddan a sugarterapia eltéré modon befolyasolta azok

funkcionalis allapotat, osztddasi képességiiket.

A LAG3, 2B4, Tim3 és a KLRGI1 T sejt felszini immunfék receptorok valtozasat

nyomon kovettiik, amelyek az immunterapidk potencialis célmarkerei lehetnek. A

sugarterapidnak az expresszios mintazatukra gyakorolt révid és hossza tava hatasait

is vizsgaltuk, hiszen a jovoére vonatkozdan fontos informécio lehet, hogy az

immunterapiaval kombinalt sugarterapia hogyan befolydsolja az immunterapids cél
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receptorok expressziojat. Miutdn a gatld receptorok expresszidja sugarterapia
hatasara nétt meg, ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a szinergista hatas eléréséért
elobb célszerli a sugarterapiat, majd azt kovetéen immunterapiat alkalmazni a
prosztata daganatos betegek esetében, hogy még hatékonyabba tegyiik az
immunterapia daganatpusztitd hatasat. Tovabba egy egészen uj aspektus lehet, hogy
az aktivalo receptorok (pl. CD28) kifejezodését fokozzuk a T sejtek felszinén,
fokozva ezzel az immunologiai szinapszis kialakulasat.

Sikeriilt a plazma PSA mellett egy, a betegek 92%-aban mar terapia el6tt
szignifikansan megemelkedé markert beazonositani, ezek a PSA+ makrofagok.
Kései magas szintjéb6l pedig arra lehet kovetkeztetni, hogy a prosztata sejtjei még
mindig nagy mennyiségben termelik a PSA-t, amelynek oka lehet akdr egy
kronikusan fennalld gyulladds, amely a sugarzas kovetkeztében kialakult késoi
fibrotikus elvaltozassokkal fiigghet 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 specificitdsi prognosztikai markerként
szolgalhat a jov6ben a prosztata daganatos betegek korai diagnosztizalasahoz.

A tanulméany eredményei az eddig alkalmazott besugarzéasi protokollok egyénre
szabasaban segithet, amellyel kozelebb juthatunk azon betegek beazonositiasahoz,
akik szamra hasznos, és akik szdmara csak sulyos mellékhatasokkal végezhetd a
sugarterapia, illetve a sugar— €s immunterdpia kombinalasdnak optimalizélasaval

akar a betegek felesleges sugarterhelése is csokkenthet6 lesz a jovoben.
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