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1. Bevezetés 

A tüdőrák világszerte a daganattal összefüggő halálesetek vezető 

oka, a nem kissejtes tüdőrák (NSCLC) az összes eset körülbelül 

85%-át teszi ki. A tüdő adenokarcinóma (LADC) a leggyakoribb 

NSCLC altípus, és gyakran társul onkogén driver mutációkkal, 

például a Kirsten rat sarcoma viral oncogene-nel (KRAS). A 

célzott és immunalapú terápiák terén elért legújabb eredmények 

ellenére a KRAS-mutáns LADC kezelése továbbra is kihívást 

jelent a KRAS mutáció altípusok heterogenitása és az 

immunterápiára adott változó válasz miatt. 

Ezzel párhuzamosan a tüdő neuroendokrin neopláziák (LNEN) 

hisztológiailag és biológiailag sokféle csoportot alkotnak, a jól 

differenciált tipusos karcinoidtól (TC) a rendkívül agresszív 

kissejtes tüdőrákig (SCLC) és a nagysejtes neuroendokrin 

karcinómáig (LCNEC). A magas malignitású  LNEN-ek 

immunterápiás lehetőségei továbbra is korlátozottak, és a tumor 

immun mikrokörnyezete (TIM) ezekben az altípusokban 

továbbra sem kellően jellemzett. 

Jelen munka célja a KRAS-mutáns LADC és az LNEN 

immunfenotípusainak és gyulladásos profiljának feltérképezése 

a potenciális immunterápiás célpontok azonosítása érdekében. 
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2. Célkitűzések 

Az előrehaladott LADC kezelésében a hagyományos 

kemoterápia és sugárkezelés mellett egyre nagyobb szerepet 

kapnak az immunellenőrzőpont-gátlók, például a PD-1/PD-L1. 

Ezekre a szerekre adott terápiás válasz azonban jelentős egyéni 

eltéréseket mutat, ezért szükség van olyan prediktív 

biomarkerekre, amelyek előre jelezhetik a várható terápiás 

választ. Az immuncheckpoint-gátlók mellett olyan biomarkerek 

is megjelentek, mint a tumor mutációs terhelése és a 

mikroszatellita instabilitás, mint az immunterápiás válasz 

hatékony prediktorai. A tumor immunogenitásának és 

immunfenotípusának átfogó feltérképezése kulcsfontosságú a 

megfelelő terápiás stratégia meghatározásához. 

A KRAS mutációk ismerten több jelátviteli útvonalat 

befolyásolnak, fokozva a sejtszaporodást és gyulladásos 

folyamatokat indukálva, ami az immunmikrokörnyezetet is 

jelentősen befolyásolja. A különböző KRAS-mutációkat 

hordozó tumorok eltérő választ mutathatnak az immunterápiára. 

A tumorhoz kapcsolódó gyulladás citokinjeinek, szabályozó 

fehérjéinek és effektor immunsejtjeinek részletes vizsgálata 

fontos információt adhat a KRAS-mutációk által indukált 

gyulladás és az immunmoduláció összefüggéseiről. Az örökletes 

gyulladásos válasz egyik kulcsfontosságú szabályozója NOD-

like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3) 
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inflammaszóma, amely specifikus jelátviteli útvonalakon 

keresztül aktiválódhat.  Az NLRP3 inflamaszóma túlaktivációja 

fokozott proinflammatorikus citokin termelést okoz, ezért az 

NLRP3-gátló terápia új kezelési megközelítést jelenthet a 

KRAS-mutáns adenokarcinómák esetében is. 

A típusos és atípusos karcinoidok (AC), bár a neuroendokrin 

tüdődaganatok viszonylag ritka altípusai, egyre nagyobb 

jelentőségre tesznek szert. A típusos karcinoidok a 

tüdődaganatok 2%-át, míg az AC körülbelül 0,2%-át teszi ki, de 

előfordulási gyakoriságuk világszerte növekvő tendenciát mutat.  

A TC tumorok általában jobb prognózissal és hosszabb teljes 

túléléssel (OS) járnak, mint az AC tumorok, amelyek 

agresszívebb klinikai viselkedést mutatnak. Az áttétes karcinoid 

tumorok esetében, amelyek a TC-k 10-20%-ában és az AC-k 40-

50%-ában fordulnak elő, a terápiás lehetőségek továbbra is 

korlátozottak, főként ezen tumorok sugár- és kemoterápiával 

szembeni magas rezisztenciája miatt. Ezért elengedhetetlen az új 

terápiás célpontok azonosítása a rosszindulatú daganatok 

kezelésére. 
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3. Módszerek 

3.1. KRAS tanulmány 

Ez a retrospektív vizsgálat 87, korai stádiumú LADC-vel 

diagnosztizált beteget vizsgált, akiknél a betegség I.A–II.B 

stádiumban volt, és minden esetben hisztológiával igazolt 

diagnózisuk volt. Ezek a betegek 2012 és 2017 között sebészeti 

reszekción estek át a budapesti Országos Korányi Pulmonológiai 

Intézetben. A beválasztás feltétele a korábbi direkt 

szekvenálással kimutatott KRAS-mutáció jelenléte volt. 

A klinikai adatok gyűjtése során retrospektíven dolgoztuk fel a 

kórházi dokumentációból származó adatokat a diagnózis idején 

fennálló életkor, nem, társbetegségek és dohányzási szokások 

tekintetében. A morfológiai heterogenitás elemzéséhez a 

daganatszövet-mintákat sebészi úton, tüdőreszekciós műtét 

során  nyertük, és minden formalinnal fixált, paraffinba ágyazott 

(FFPE) blokkból három szövettani (TMA) mintát vettünk. A 

szövettani mintákat a tumor reprezentatív régióiból nyertük ki.  

A TMA-blokkokat 4 mikron vastag metszetekre vágtuk, majd 

hematoxilin-eozinnal (H&E) és alcian kékkel festettük a  

szövettani mintázatok kiemelése érdekében. 

A tumor-asszociált limfociták (TIL) és a makrofágok 

peritumorális infiltrációjának mértékét immunhisztokémiai 

festéssel határoztuk meg. A festéshez az alábbi ellenanyagokat 
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használtuk: CD3, CD163 és NLRP3.  

Minden festési eljárást a gyártó protokolljai szerint, a teljesen 

automatizált BenchMark ULTRA IHC/ISH rendszer 

használatával végeztünk. Az antitestkötést a Vector Laboratories 

ImmPACT DAB Substrate Kit  segítségével detektáltuk, és a 

sejtmagokat hematoxilinnel kontrasztfestettük. Minden 

antitestet megfelelő szövettani kontrollokkal validáltunk. A 

specifikus markerek expressziós szintjét kategorikus, 

szemikvantitatív skálán értékelte két tapasztalt patológus, akik 

nem ismerték a klinikai adatokat. A daganatos elváltozások 

elemzése mellett minden betegtől kontrollként egy patológiailag 

igazolt, nem daganatos tüdőszövet mintát  vettünk ki. 

Immunhisztokémiai és molekuláris vizsgálatokat egyaránt 

végeztünk a tumoros és a nem tumoros mintákon. A mintákban 

a mutáns allélek gyakoriságát a gyártó protokollja szerinti 96 

lyukú lemezekben végzett RT-PCR reakcióval határoztuk meg. 

A kategóriás változók közötti összefüggéseket páronkénti khi-

négyzet próbával vizsgáltuk. Mivel az eredmények a többszörös 

tesztelés korrekciója előtt sem voltak statisztikailag 

szignifikánsak, további korrekciót nem alkalmaztunk. 

Az expressziós szinteket eredetileg kategóriás skálán definiáltuk 

(nincs / enyhe diffúz plazmafestődés / közepes plazmafestődés 

domináns gócokkal / erős diffúz plazmafestődés), de rangsorolás  

alapján szemikvantitatív numerikus értékekké (pl. 0/1/2/3) 
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konvertálhatók voltak. Ez a konverzió lehetővé tette a különböző 

expressziós szintek közötti kapcsolatok újraértékelését Pearson-

korrelációval, valamint az expressziós szintek és kategóriás 

változók kapcsolatának vizsgálatát páronkénti t-próbával, 

Bonferroni-korrekció mellett. Emellett az expressziós szintek 

összehasonlításakor egy egyszerűbb kategorizálást is 

alkalmaztunk („nincs” kontra „bármilyen”), amelyhez Fisher-

féle egzakt próbát használtunk annak meghatározására, hogy a 

különböző expressziós típusok függetlenek-e. Bizonyos 

elemzésekhez a daganatszövet mintákat önálló egységként 

kezeltük, akkor is, ha ugyanattól a betegtől származtak. Minden 

beteg esetében összehasonlítottuk a tumorból és a szomszédos 

nem daganatos területről származó mintapárokat a mutációs 

státusz és az expressziós szintek feltérképezésére.  

A három tumorhelyről származó mintákat ugyanazzal a normál 

mintával vetettük össze. A különböző betegcsoportok túlélési 

görbéit Kaplan–Meier módszerrel becsültük, a csoportok közötti 

különbségeket log-rank próbával elemeztük. Az teljes túlélést 

(OS) a műtéti beavatkozástól az utolsó elérhető követésig vagy 

bármely okból bekövetkezett halálig eltelt hónapok száma 

alapján határoztuk meg. Valamennyi statisztikai elemzéshez az 

R 4.4.1 verzióját használtuk, és a 0,05 alatti p-értéket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. 
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3.2. LNEN tanulmány 

A második LNEN-vizsgálatban négy közép-európai központ 

vett részt: az Országos Korányi Pulmonológiai Intézet 

(Budapest, Magyarország), az Országos Onkológiai Intézet 

(Budapest, Magyarország), a Grazi Orvostudományi Egyetem 

(Ausztria) és az Olomouci Palacky Egyetem (Csehország). 

Összesen 141, LNEN miatt 1997 és 2021 között sebészi 

reszekción átesett beteget vizsgáltunk. Az LNEN altípusok 

szerinti megoszlás a következő volt: 66 betegnél SCLC, 49 

betegnél LCNEC, 26 betegnél pedig AC fordult elő. A minták 

feldolgozásához kizárólag teljes szövettani metszeteket 

használtunk, hogy elkerüljük az intratumorális heterogenitásból 

eredő torzítást. A szövetmintákat négy TIM-marker 

expressziójára elemeztük: T-sejt immunglobulin és mucin 

domain 3 (TIM3), V-domain immunglobulin T-sejt-aktivációt 

gátló fehérje (VISTA), glükokortikoid-indukált tumor nekrózis 

faktor receptor (GITR) és a tumor nekrózis faktor receptor 

szupercsalád 4-es tagja (OX40L). A minták korlátozott 

mennyisége miatt SCLC esetekben a VISTA expresszióját cask 

21 mintában mértük. Az 15 évnél régebbi SCLC FFPE-blokkok 

minőségének és megbízhatóságának ellenőrzésére a mintákat a 

diagnosztikában rutinszerűen alkalmazott CD56 és Ki-67 

ellenanyagokkal festettük meg. 
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Az immuninfiltráció mértékét a CD3 expresszió vizsgálatával 

értékeltük. Az immunhisztokémiai festéseket a javasolt 

protokoll szerint, a Ventana BenchMark Ultra IHC/ISH 

rendszerrel végeztük. Az expressziós szinteket a Liquid DAB és 

Substrate Chromogen rendszerrel tettük láthatóvá, a metszeteket 

ezt követően hematoxilinnel ellenfestettük. A festési protokoll 

megbízhatóságának biztosítása érdekében humán tonsillát 

használtunk pozitív szöveti kontrollként. Minden metszetet 

digitálisan beszkenneltünk, majd a CaseViewer 2.4 szoftver 

segítségével alaposan megvizsgáltunk és értékeltünk. A 

biomarkerek pontos kiértékelésének érdekében a markerek 

expresszióját legalább 20 véletlenszerűen kiválasztott 

tumorterületen két patológus értékelte; 20%-ot meghaladó 

eltérés esetén egy harmadik szakértőt is bevontunk. A 

daganatsejteket az immunsejtektől elkülönítve értékeltük. A 

pozitívan festődő daganat- és immunsejtek arányát a teljes 

sejtszámhoz viszonyítva kézzel számszerűsítettük, mivel a 

szoftveralapú kiértékelések megbízhatóságát még rutinszerűen 

alkalmazott ellenanyagok esetén is kétségesnek ítéltük. 

Valamennyi statisztikai elemzést az R 4.2.1 verziójával (R 

Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria) végeztük. 

A hisztológiai altípusok és a klinikopatológiai jellemzők közötti 

összefüggéseket kategórikus és folytonos változók esetében 

Fisher-egzakt próbával, illetve Kruskal–Wallis  próbával 
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vizsgáltuk. A többszörös összehasonlítások korrekciójára 

Bonferroni-módszert alkalmaztunk. A markerek expressziós 

szintjeit és a klinikopatológiai paramétereket Wilcoxon-féle 

előjeles rangpróbával hasonlítottuk össze, szintén Bonferroni-

korrekció mellett. Az expressziós szintek alapján a minták 

hierarchikus klaszterezését a Complex Heatmap R csomag 

(2.10.0 verzió) segítségével végeztük, a távolságmátrixot 

Manhattan-távolság alapján számítva, a dendrogramokat pedig 

ward.D klaszterezési módszerrel készítettük. Az eredmények 

statisztikai elemzése során Pearson-féle korrelációs 

együtthatókat (R) számoltunk az expressziós szintek között, és a 

p-értékek többszörös összehasonlítását Bonferroni-módszerrel 

korrigáltuk. 

Az LNEN altípusokat megkülönböztető és prognosztikai értékű 

kulcsmarkerek azonosítására főkomponens-analízist (PCA) 

végeztünk, az expressziót „alacsony” (medián vagy az alatti) és 

„magas” (medián feletti) csoportokra osztva, majd univariáns 

Kaplan–Meier és multivariáns Cox regressziós elemzésekkel 

értékeltük a markerek hatását az össztúlélésre. 
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4. Eredmények 

4.1. KRAS tanulmány 

A tumormagok patológiai értékelése alapján az esetek 71%-ában 

egyetlen domináns morfológiai komponens volt megfigyelhető. 

A minták 47%-a acinaris, 26%-a solid, 22%-a lepidicus és 5%-a 

papillaris szerkezetet mutatott. A KRAS G12C, G12D és G12V 

bizonyultak a leggyakoribb mutációknak: a betegek 33%-ánál, 

25%-ánál és 24%-ánál, valamint a minták 38%-ánál, 23%-ánál 

és 24%-ánál fordultak elő. Fontos megjegyezni, hogy bár a 

KRAS-mutációs mintázat többnyire homogén volt az azonos 

tumorból származó különböző TMA-minták között, 19 esetben 

a domináns mutációs altípus eltért a különböző mintákban. 

Ezenkívül 14 LADC mintában teljesen hiányoztak a KRAS-

mutációk, annak ellenére, hogy a KRAS-mutáns LADC kezdeti 

diagnózisát közvetlen szekvenálással állították fel. 

A KRAS mutációs státusz nem mutatott statisztikailag 

szignifikáns összefüggést a morfológiai növekedési 

mintázatokkal. KRAS G12A mutáció hiányzott a lepidicus 

LADC-kben, míg a mikropapillaris LADC-mintákban nem 

fordult elő vad típusú KRAS gén vagy többszörös  („multi-hit”) 

KRAS-eltérés. Továbbá a mucin szekréció értékelése során azt 

vettük észre, hogy a tumorok 33,3%-a egyáltalán nem expresszál 

mucint. Intracelluláris mucintermelés az esetek 11,5%-ában, 
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extracelluláris és vegyes mucintermelés pedig a vizsgált LADC-

k 43, %-ában, illetve 11,5%-ában volt megfigyelhető. 

A KRAS vad típusú vagy mutációsan heterogén tumorokban a 

teljes túlélés tendenciája jobb volt, bár a különbségek nem érték 

el a statisztikai szignifikanciát. Az NLRP3 előre meghatározott 

expressziós alcsoportjai szerint történő kategorizálás nem 

mutatott kapcsolatot a vizsgált LADC-k morfológiai növekedési 

mintázatával. Ugyanakkor, amikor az NLRP3-expressziót félig 

kvantitatív skálán értékeltük, a solid LADC-k szignifikánsan 

magasabb NLRP3-szintet mutattak az acinaris mintákhoz képest 

(p = 0,001). Bár a PD-L1-csoport nem mutatott összefüggést a 

tumor morfológiájával, folyamatos skálán vizsgálva a PD-L1-

expresszió szignifikánsan magasabb volt a solid morfológiájú 

tumormagokban, mint az acinaris (átlag: 14,6% vs. 4,4%, t-

próba korrigált p = 0,007) vagy lepidicus (átlag: 14,6% vs. 1,6%, 

t-próba korrigált p = 0,002) növekedésűekben. Gyenge, de 

szignifikáns pozitív korreláció volt kimutatható az NLRP3 és a 

CD3 expresszió között, az NLRP3 pozitív tumorok nagyobb T-

sejt infiltrációt mutattak. Hasonlóan, a CD163-makrofág-

sűrűség is magasabb volt NLRP3 pozitív tumorokban, ami az 

NLRP3 és az immunsejtek jelenléte közötti összefüggést jelzi.   

KRAS-mutációkat a nem daganatos tüdőszövetek 24,1%-ában is 

kimutattunk, némelyikben azonos G12D altípust találtunk, mint 

a párosított tumormintákban, sőt előfordult, hogy mutációt 
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találtunk KRAS vad típusú daganat mellett. Az NLRP3 

expresszió ritka volt a nem daganatos szövetekben, és nem 

mutatott egyértelmű összefüggést a tumor NLRP3 szintjével. A 

CD3 és CD163 expresszió szintje a tumoros és a szomszédos 

normál szövetekben némi hasonlóságot mutatott, azonban 

gyenge, de szignifikáns pozitív korreláció kizárólag a CD163 

esetében volt igazolható. 

 

4.2. LNEN tanulmány 

LNEN kohorszunkban az SCLC elsősorban aktív 

dohányosokban, centrális lokalizációval, míg az LCNEC inkább 

perifériás elhelyezkedéssel fordult elő; az AC ezzel szemben 

főként soha nem dohányzókban jelent meg, ami a túlélés 

szempontjából is releváns, eltérő klinikopatológiai mintázatokra 

utal. 

Számos klinikopatológiai tényező szignifikánsan befolyásolta a 

túlélést, és bár az immunterápiás markerek (OX40L, GITR, 

TIM3) kifejeződésében jellegzetes eltérések mutatkoztak az 

LNEN altípusok között, a markerek alapján végzett hierarchikus 

klaszterezés nem követte a hisztológiai besorolást. A 

tumorsejtek elemzése kimutatta, hogy a 2-es malignitási 

fokozatú  LNEN-ekben magasabb volt a GITR- és TIM3-

expresszió, mint a 3-as malignitási fokozatú tumorokban, 
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továbbá a GITR-szint magasabb volt soha nem dohányzókban, 

mint aktuális dohányosokban, ami feltehetően az egyéni 

dohányzási szokásokkal függ össze. 

Az LNEN altípusok immunológiai környezetének jobb 

megértése érdekében megvizsgáltuk a CD3 expressziót, és azt 

találtuk, hogy az immunsejt beszűrődés szignifikánsan 

alacsonyabb volt AC-kban, mint LCNEC- és SCLC-

tumorokban, sőt a legalacsonyabb a centrális elhelyezkedésű 

vagy nem nekrózisos daganatokban. Bár az AC-kben az 

immunsejtek VISTA- és GITR-expressziója csökkent, az SCLC-

kben pedig alacsonyabb volt a TIM3-szint, kizárólag az 

immunsejt-markerek alapján végzett klaszterezés nem tudta 

elkülöníteni az LNEN altípusokat. 

Szignifikáns pozitív korrelációt találtunk a tumor- és 

immunsejtek OX40L-, TIM3- és GITR-expressziói között, ami 

ezen immunterápiás markerek összehangolt szabályozására utal 

a tumor mikrokörnyezetében. Nem volt szignifikáns 

összefüggés a CD3 expresszió és a VISTA, OX40L, GITR vagy 

TIM3 szintje között, bár pozitív tendencia megfigyelhető volt az 

immunsejtek GITR- és VISTA-expressziója között. 

A főkomponens-analízis kimutatta, hogy míg az első 

főkomponens (PC1) nem választotta el az LNEN altípusokat, a 

második és harmadik főkomponens (PC2 és PC3) hatékonyan 

elkülönítette az AC-kat az LCNEC- és SCLC-daganatoktól a 
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tumor- és immunsejt-markerek expressziója alapján. Az AC-k 

magas TIM3- és GITR-expressziót mutattak a tumorsejtekben, 

de alacsony GITR-szintet az immunsejtekben, míg az SCLC-kre 

magas GITR- és alacsony TIM3-expresszió volt jellemző az 

immunsejtekben, az LCNEC pedig magas GITR- és TIM3-

szinteket mutatott az immunsejtekben. 

A betegeket minden immunmarker esetében alacsony és magas 

expressziós csoportokra osztottuk, és megállapítottuk, hogy az 

immunsejtek magas TIM3-expressziója szignifikánsan jobb 

teljes túléléssel társult, míg az alacsony GITR-expresszió 

hasonló tendenciát mutatott. A multivariáns elemzés a 

cukorbetegséget, a tumor malignitási fokozatát és a hisztológiai 

altípust azonosította független prognosztikai tényezőként, az 

immunsejt TIM3 és GITR expresszió pedig határértékű 

prognosztikai jelentőséggel bírt. 



16  

5. Következtetések 

Tanulmányunk jelentős különbségeket tárt fel a tüdő 

adenokarcinóma (LADC) altípusainak klinikai viselkedésében, 

és a KRAS G12C bizonyult a leggyakoribb mutációnak. Számos 

esetben ugyanazon daganat különböző régiói eltérő mutációs 

profilt mutattak, ami jelentős intratumorális heterogenitásra utal. 

Az emelkedett NLRP3 expresszió fokozott immunaktivitással 

járt együtt, azonban nem találtunk szignifikáns összefüggést az 

NLRP3 szintje és a KRAS variánsok között. Eredményeink arra 

utalnak, hogy az NLRP3 inflammaszóma célzása új terápiás 

megközelítést jelenthet LADC esetén. 

Második tanulmányunk az LNEN-ek immunfenotípus szerinti 

variabilitásra  összpontosított. A VISTA, OX40L, GITR és 

TIM3 expressziójának vizsgálatával jellegzetes immunmarker 

mintázatokat azonosítottunk az LNEN altípusok között. A TIM3 

magas expressziót mutatott AC-ben, míg a GITR elsősorban 

SCLC-ben és LCNEC-ben volt domináns. Az immunsejt-

infiltrációs mintázatok is változatosak voltak,  az AC-ben 

alacsonyabb immunmarker-szintek egy inkább 

immunszuppresszív mikrokörnyezetre utaltak. Fontos 

megfigyelés, hogy a TIM3-expresszió jobb túléléssel korrelált, 

ami kiemeli prognosztikai marker szerepét. Eredményeink 

alátámasztják a TIM3-at, a GITR-t és a VISTA-t célzó, altípus 
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specifikus immunterápiás stratégiák kidolgozásának 

szükségességét. 
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