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1. Bevezetés

A tiidorak vilagszerte a daganattal 0sszefliggd halalesetek vezetd
oka, a nem kissejtes tiidorak (NSCLC) az 6sszes eset koriilbeliil
85%-4at teszi ki. A tiidé adenokarcindma (LADC) a leggyakoribb
NSCLC altipus, és gyakran tarsul onkogén driver mutaciokkal,
példaul a Kirsten rat sarcoma viral oncogene-nel (KRAS). A
célzott és immunalapu terapiak terén elért legtjabb eredmények
ellenére a KRAS-mutans LADC kezelése tovabbra is kihivast
jelent a KRAS mutécio altipusok heterogenitdsa és az
immunterépiara adott valtozo valasz miatt.

Ezzel parhuzamosan a tiidé neuroendokrin neopldzidk (LNEN)
hisztoldgiailag és bioldgiailag sokféle csoportot alkotnak, a jol
differencialt tipusos karcinoidtdl (TC) a rendkivul agressziv
kissejtes tiidorakig (SCLC) és a nagysejtes neuroendokrin
karcindmaig (LCNEC). A magas malignitasi.  LNEN-ek
immunterapias lehetdségei tovabbra is korlatozottak, és a tumor
immun mikrokdérnyezete (TIM) ezekben az altipusokban
tovabbra sem kellden jellemzett.

Jelen munka célja a KRAS-mutans LADC és az LNEN
immunfenotipusainak és gyulladasos profiljanak feltérképezése

a potencialis immunterapias célpontok azonositasa érdekében.



2. Célkitiizések

Az elorehaladott LADC kezelésében a hagyomanyos
kemoterapia és sugarkezelés mellett egyre nagyobb szerepet
kapnak az immunellenérz6pont-gatlok, példaul a PD-1/PD-L1.
Ezekre a szerekre adott terapids valasz azonban jelentds egyéni
eltéréseket mutat, ezért szikség van olyan prediktiv
biomarkerekre, amelyek elére jelezhetik a varhatd terapias
valaszt. Az immuncheckpoint-gatlok mellett olyan biomarkerek
is megjelentek, mint a tumor mutacios terhelése és a
mikroszatellita instabilitds, mint az immunterapias valasz
hatékony prediktorai. A tumor immunogenitasanak és
immunfenotipusanak atfogo feltérképezése kulcsfontossagu a
megfeleld terapias stratégia meghatarozasahoz.

A KRAS mutaciok ismerten tobb jelatviteli Gtvonalat
befolyasolnak, fokozva a sejtszaporodast és gyulladasos
folyamatokat indukalva, ami az immunmikrokdrnyezetet is
jelentdsen befolyasolja. A kiilonboz6 KRAS-mutaciokat
hordozé tumorok eltérd valaszt mutathatnak az immunterapiara.
A tumorhoz kapcsol6dd gyulladas citokinjeinek, szabalyozo
fehérjéinek és effektor immunsejtjeinek részletes vizsgalata
fontos informéciot adhat a KRAS-mutaciok Altal indukalt
gyulladas és az immunmoduléci6 dsszefliggéseirdl. Az drokletes
gyulladasos valasz egyik kulcsfontossagu szabalyoz6ja NOD-

like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3)
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inflammaszoma, amely specifikus jelatviteli Gtvonalakon
keresztll aktivalédhat. Az NLRP3 inflamaszdma tulaktivacidja
fokozott proinflammatorikus citokin termelést okoz, ezért az
NLRP3-gatlo terapia 0j kezelési megkdzelitést jelenthet a
KRAS-muténs adenokarcindmak esetében is.

A tipusos és atipusos karcinoidok (AC), bar a neuroendokrin
tidédaganatok viszonylag ritka altipusai, egyre nagyobb
jelentéségre tesznek szert. A tipusos karcinoidok a
tiidédaganatok 2%-at, mig az AC korulbeltl 0,2%-at teszi ki, de
eléfordulasi gyakorisdguk vilagszerte novekvo tendenciat mutat.
A TC tumorok altaldban jobb prognozissal és hosszabb teljes
tuleléssel (OS) jarnak, mint az AC tumorok, amelyek
agresszivebb Klinikai viselkedést mutatnak. Az attétes karcinoid
tumorok eseteben, amelyek a TC-k 10-20%-aban és az AC-k 40-
50%-aban fordulnak el6, a terapids lehetdségek tovabbra is
korlatozottak, foként ezen tumorok sugar- és kemoterapiaval
szembeni magas rezisztencidja miatt. Ezért elengedhetetlen az U]
terapias célpontok azonositdsa a rosszindulatd daganatok

kezelésére.



3. Moddszerek

3.1. KRAS tanulmany

Ez a retrospektiv vizsgalat 87, korai staddiumi LADC-vel
diagnosztizalt beteget vizsgalt, akiknél a betegség I.A-I1.B
stddiumban volt, és minden esetben hisztologiaval igazolt
diagnozisuk volt. Ezek a betegek 2012 és 2017 kdzott sebészeti
reszekcion estek at a budapesti Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai
Intézetben. A bevalasztds feltétele a kordbbi direkt
szekvenalassal kimutatott KRAS-mutacio jelenléte volt.

A klinikai adatok gytijtése soran retrospektiven dolgoztuk fel a
korhazi dokumentaciobdl szarmazé adatokat a diagndzis idején
fennallo életkor, nem, tarsbetegségek és dohanyzasi szokasok
tekintetében. A morfoldgiai heterogenitas elemzéséhez a
daganatszovet-mintakat sebészi uton, tiidéreszekcids miitét
soran nyertlk, és minden formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) blokkbdl harom szdvettani (TMA) mintat vettiink. A
szovettani mintakat a tumor reprezentativ régidibdl nyertik ki.
A TMA-blokkokat 4 mikron vastag metszetekre vagtuk, majd
hematoxilin-eozinnal (H&E) és alcian kékkel festettik a
szdvettani mintazatok kiemelése érdekeben.

A tumor-asszocialt limfocitdk (TIL) és a makrofagok
peritumoralis infiltracijanak mértékét immunhisztokémiai

festéssel hataroztuk meg. A festéshez az alabbi ellenanyagokat
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hasznéltuk: CD3, CD163 és NLRP3.

Minden festési eljarast a gyartd protokolljai szerint, a teljesen
automatizdlt BenchMark ULTRA IHC/ISH rendszer
hasznalataval végeztink. Az antitestkotést a VVector Laboratories
IMMPACT DAB Substrate Kit segitségével detektaltuk, és a
sejtmagokat  hematoxilinnel  kontrasztfestettiik. = Minden
antitestet megfeleld szovettani kontrollokkal validaltunk. A
specifikus  markerek expressziés szintjet  kategorikus,
szemikvantitativ skalan ertékelte ket tapasztalt patologus, akik
nem ismerték a klinikai adatokat. A daganatos elvaltozasok
elemzése mellett minden betegtdl kontrollként egy patoldgiailag
igazolt, nem daganatos tiidészovet mintat  vettiink ki.
Immunhisztokémiai és molekularis vizsgalatokat egyarant
vegeztink a tumoros és a nem tumoros mintakon. A mintakban
a mutans allélek gyakorisagat a gyartd protokollja szerinti 96
Iyukd lemezekben végzett RT-PCR reakcidval hataroztuk meg.
A kategorias valtozok kdzotti osszefuggéseket paronkénti khi-
négyzet probaval vizsgaltuk. Mivel az eredmények a tobbszoros
tesztelés  korrekcidja elétt sem voltak  statisztikailag
szignifikansak, tovabbi korrekciot nem alkalmaztunk.

Az expresszios szinteket eredetileg kategoérias skalan definialtuk
(nincs / enyhe diffuz plazmafestddés / kdzepes plazmafestdodés
dominans gocokkal / erds diffuz plazmafestddés), de rangsorolés

alapjan szemikvantitativ numerikus értékekké (pl. 0/1/2/3)
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konvertalhatok voltak. Ez a konverzi6 lehetové tette a kiilonb6zo
expresszios szintek kozotti kapcsolatok Ujraértékelését Pearson-
korrelacioval, valamint az expresszids szintek és kategorias
valtozok kapcsolatdnak vizsgalatat paronkénti t-probaval,
Bonferroni-korrekcié mellett. Emellett az expresszios szintek
Osszehasonlitdsakor egy egyszerlibb  kategorizalast is
alkalmaztunk (,,nincs” kontra ,,barmilyen”), amelyhez Fisher-
fele egzakt probat hasznaltunk annak meghatarozasara, hogy a
kiilonb6zé  expressziés tipusok fliggetlenek-e. Bizonyos
elemzésekhez a daganatszOvet mintakat 0nallé egysegként
kezeltiik, akkor is, ha ugyanattdl a betegtdl szarmaztak. Minden
beteg esetében dsszehasonlitottuk a tumorbdl és a szomszédos
nem daganatos teriiletr6l szarmazd mintaparokat a mutacios
statusz es az expresszios szintek feltérképezésére.

A harom tumorhelyrél szarmaz6 mintakat ugyanazzal a normal
mintaval vetettiik 0ssze. A kiilonb6z6 betegcsoportok tulélési
gorbéit Kaplan—Meier mddszerrel becsiiltiik, a csoportok kdzotti
kilonbségeket log-rank prdébaval elemeztik. Az teljes tulélést
(OS) a miitéti beavatkozastol az utolso elérhetd kovetésig vagy
barmely okbdl bekovetkezett halalig eltelt honapok szdma
alapjan hataroztuk meg. Valamennyi statisztikai elemzéshez az
R 4.4.1 verzio6jat hasznaltuk, és a 0,05 alatti p-értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.



3.2. LNEN tanulmany

A masodik LNEN-vizsgalatban négy kdzép-eurdpai kdzpont
vett részt: az Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet
(Budapest, Magyarorszag), az Orszagos Onkoldgiai Intézet
(Budapest, Magyarorszag), a Grazi Orvostudomanyi Egyetem
(Ausztria) és az Olomouci Palacky Egyetem (Csehorszag).
Osszesen 141, LNEN miatt 1997 és 2021 kozott sebészi
reszekcion atesett beteget vizsgaltunk. Az LNEN altipusok
szerinti megoszlas a kovetkezd volt: 66 betegnél SCLC, 49
betegnél LCNEC, 26 betegnél pedig AC fordult el6. A mintak
feldolgozasahoz kizarélag teljes szOvettani metszeteket
hasznaltunk, hogy elkeriljiuk az intratumoralis heterogenitasbodl
ered6 torzitast. A  szOvetmintdkat négy TIM-marker
expressziojara elemeztiik: T-sejt immunglobulin és mucin
domain 3 (TIM3), V-domain immunglobulin T-sejt-aktivaciot
gatlo fehérje (VISTA), glikokortikoid-indukalt tumor nekrozis
faktor receptor (GITR) és a tumor nekrozis faktor receptor
szupercsalad 4-es tagja (OX40L). A mintdk korlatozott
mennyisége miatt SCLC esetekben a VISTA expressziojat cask
21 mintaban mértlk. Az 15 évnél régebbi SCLC FFPE-blokkok
mindségének és megbizhatosaganak ellendrzésére a mintakat a
diagnosztikdban rutinszerlien alkalmazott CD56 ¢s Ki-67

ellenanyagokkal festettiik meg.
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Az immuninfiltracié mértékét a CD3 expresszio vizsgalataval
értékeltik. Az immunhisztokémiai festéseket a javasolt
protokoll szerint, a Ventana BenchMark Ultra IHC/ISH
rendszerrel végeztiik. Az expresszios szinteket a Liquid DAB és
Substrate Chromogen rendszerrel tettik lathatova, a metszeteket
ezt kovetéen hematoxilinnel ellenfestettiik. A festési protokoll
megbizhat6saganak biztositasa érdekében human tonsillat
hasznaltunk pozitiv szoveti kontrollként. Minden metszetet
digitalisan beszkenneltiink, majd a CaseViewer 2.4 szoftver
segitségével alaposan megvizsgéltunk és értékeltink. A
biomarkerek pontos kiértékelésének érdekében a markerek
expresszidjat  legaldbb 20  véletlenszerien  kivalasztott
tumorteriileten két patologus értékelte; 20%-ot meghalado
eltérés esetén egy harmadik szakértét is bevontunk. A
daganatsejteket az immunsejtektdl elkiilonitve értékeltiik. A
pozitivan fest6dé daganat- €s immunsejtek aranyat a teljes
sejtszdmhoz viszonyitva kézzel szdmszerlsitettiik, mivel a
szoftveralapu kiértékelések megbizhatdsagat még rutinszeriien
alkalmazott ellenanyagok esetén is kétségesnek itéltuk.

Valamennyi statisztikai elemzést az R 4.2.1 verzidjaval (R
Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria) végeztik.
A hisztologiai altipusok és a klinikopatologiai jellemzdék kozotti
Osszefliggéseket kategdrikus és folytonos valtozdk esetében

Fisher-egzakt probaval, illetve Kruskal-Wallis  probaval
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vizsgaltuk. A tdbbszérds 0Osszehasonlitdsok korrekcidjara
Bonferroni-modszert alkalmaztunk. A markerek expresszios
szintjeit és a klinikopatoldgiai paramétereket Wilcoxon-féle
eléjeles rangprébaval hasonlitottuk 6ssze, szintén Bonferroni-
korrekcio mellett. Az expresszios szintek alapjan a mintak
hierarchikus klaszterezését a Complex Heatmap R csomag
(2.10.0 verzid) segitsegevel végeztik, a tavolsagmatrixot
Manhattan-tavolsag alapjan szamitva, a dendrogramokat pedig
ward.D klaszterezesi modszerrel készitettik. Az eredmények
statisztikai  elemzése  soran  Pearson-fele  korrelacios
egyutthatokat (R) szamoltunk az expresszids szintek kdzott, és a
p-értékek tobbszoros dsszehasonlitasat Bonferroni-modszerrel
korrigaltuk.

Az LNEN altipusokat megkiilonboztetd €s prognosztikai értékii
kulcsmarkerek azonositasara fokomponens-analizist (PCA)
végeztiink, az expressziot ,,alacsony” (median vagy az alatti) €s
,magas” (median feletti) csoportokra osztva, majd univarians
Kaplan—Meier és multivarians Cox regresszids elemzésekkel

értékeltiik a markerek hatésat az 6ssztilélésre.
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4. Eredmények

4.1. KRAS tanulmany

A tumormagok patoldgiai értékelése alapjan az esetek 71%-aban
egyetlen dominans morfoldgiai komponens volt megfigyelhetd.
A mintak 47%-a acinaris, 26%-a solid, 22%-a lepidicus és 5%-a
papillaris szerkezetet mutatott. A KRAS G12C, G12D és G12V
bizonyultak a leggyakoribb mutacioknak: a betegek 33%-anal,
25%-anél és 24%-anal, valamint a mintak 38%-anal, 23%-anal
és 24%-anal fordultak el6. Fontos megjegyezni, hogy bar a
KRAS-mutaciés mintazat tébbnyire homogen volt az azonos
tumorbdl szarmazo kiillonbozé TMA-mintak kozott, 19 esetben
a dominans mutacios altipus eltért a kiilonboz6 mintakban.
Ezenkivil 14 LADC mintaban teljesen hianyoztak a KRAS-
mutaciok, annak ellenére, hogy a KRAS-mutans LADC kezdeti
diagnozisat kdzvetlen szekvenalassal allitottak fel.

A KRAS muticiés statusz nem mutatott statisztikailag
szignifikdns  oOsszefliggést a  morfologiai  ndvekedési
mintazatokkal. KRAS G12A mutécié hianyzott a lepidicus
LADC-kben, mig a mikropapillaris LADC-mintakban nem
fordult eld vad tipusit KRAS gén vagy tobbszords (,,multi-hit”)
KRAS-eltérés. Tovabba a mucin szekrécio ertékelése soran azt
vettik észre, hogy a tumorok 33,3%-a egyaltalan nem expresszal

mucint. Intracellularis mucintermelés az esetek 11,5%-&ban,
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extracellularis és vegyes mucintermelés pedig a vizsgalt LADC-
k 43, %-aban, illetve 11,5%-aban volt megfigyelhetd.

A KRAS vad tipust vagy mutaciosan heterogén tumorokban a
teljes tulélés tendencidja jobb volt, bar a kiilénbségek nem érték
el a statisztikai szignifikanciat. Az NLRP3 elére meghatarozott
expresszids alcsoportjai szerint torténd kategorizdlds nem
mutatott kapcsolatot a vizsgalt LADC-k morfoldgiai novekedeési
mintazataval. Ugyanakkor, amikor az NLRP3-expressziot félig
kvantitativ skalan értékeltiik, a solid LADC-k szignifikansan
magasabb NLRP3-szintet mutattak az acinaris mintdkhoz képest
(p = 0,001). Bar a PD-L1-csoport nem mutatott 6sszefliggést a
expresszio szignifikdnsan magasabb volt a solid morfologiaju
tumormagokban, mint az acinaris (atlag: 14,6% vs. 4,4%, t-
proba korrigélt p = 0,007) vagy lepidicus (atlag: 14,6% vs. 1,6%,
t-proba korrigalt p = 0,002) ndovekedésiickben. Gyenge, de
szignifikans pozitiv korrelacié volt kimutathaté az NLRP3 és a
CD3 expresszié kdzott, az NLRP3 pozitiv tumorok nagyobb T-
sejt infiltraciét mutattak. Hasonléan, a CD163-makrofag-
stirliség is magasabb volt NLRP3 pozitiv tumorokban, ami az
NLRP3 és az immunsejtek jelenléte kdzotti 6sszefuggeést jelzi.
KRAS-mutaciokat a nem daganatos tiiddszovetek 24,1%-aban is
kimutattunk, némelyikben azonos G12D altipust talaltunk, mint

a parositott tumormintakban, s6t el6fordult, hogy mutaciot
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talaltunk KRAS vad tipusi daganat mellett. Az NLRP3
expresszio ritka volt a nem daganatos szdvetekben, és nem
mutatott egyértelmii 6sszefliggést a tumor NLRP3 szintjével. A
CD3 és CD163 expresszio szintje a tumoros és a szomszédos
normal szovetekben némi hasonlésdgot mutatott, azonban
gyenge, de szignifikans pozitiv korrelacié kizarélag a CD163
esetében volt igazolhato.

4.2. LNEN tanulmany

LNEN  kohorszunkban az SCLC elsésorban  aktiv
dohanyosokban, centralis lokalizacioval, mig az LCNEC inkabb
periférias elhelyezkedéssel fordult eld; az AC ezzel szemben
foként soha nem dohanyzdékban jelent meg, ami a tulélés
szempontjabol is relevans, eltérd klinikopatologiai mintdzatokra
utal.

Szamos klinikopatologiai tényez6 szignifikdnsan befolyasolta a
tulélést, és bar az immunterapids markerek (OX40L, GITR,
TIM3) kifejezddésében jellegzetes eltérések mutatkoztak az
LNEN altipusok kozott, a markerek alapjan végzett hierarchikus
klaszterezés nem kovette a hisztoldgiai besorolast. A
tumorsejtek elemzése kimutatta, hogy a 2-es malignitasi
fokozatl LNEN-ekben magasabb volt a GITR- és TIM3-

expresszid, mint a 3-as malignitasi fokozatu tumorokban,
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tovabba a GITR-szint magasabb volt soha nem dohényzékban,
mint aktudlis dohanyosokban, ami feltehetben az egyéni
dohanyzasi szokésokkal fligg dssze.

Az LNEN altipusok immunolégiai kdrnyezetének jobb
megértése érdekében megvizsgaltuk a CD3 expressziot, és azt
talaltuk, hogy az immunsejt beszlirédés szignifikdnsan
alacsonyabb volt AC-kban, mint LCNEC- és SCLC-
tumorokban, st a legalacsonyabb a centralis elhelyezkedésii
vagy nem nekrdzisos daganatokban. Bar az AC-kben az
immunsejtek VISTA- és GITR-expresszioja csokkent, az SCLC-
kben pedig alacsonyabb volt a TIM3-szint, kizarolag az
immunsejt-markerek alapjan végzett klaszterezés nem tudta
elktloniteni az LNEN altipusokat.

Szignifikans pozitiv korrelaciét taldltunk a tumor- és
immunsejtek OX40L-, TIM3- és GITR-expresszioi kozott, ami
ezen immunterapias markerek 6sszehangolt szabalyozasara utal
a tumor mikrokdrnyezetében. Nem volt szignifikans
Osszefliggés a CD3 expresszié és a VISTA, OX40L, GITR vagy
TIM3 szintje kozott, bar pozitiv tendencia megfigyelhetd volt az
immunsejtek GITR- és VISTA-expresszioja kdzott.

A fékomponens-analizis kimutatta, hogy mig az els6
fokomponens (PC1) nem valasztotta el az LNEN altipusokat, a
masodik és harmadik fékomponens (PC2 és PC3) hatékonyan

elkilonitette az AC-kat az LCNEC- és SCLC-daganatoktdl a
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tumor- és immunsejt-markerek expresszidja alapjan. Az AC-k
magas TIM3- és GITR-expressziot mutattak a tumorsejtekben,
de alacsony GITR-szintet az immunsejtekben, mig az SCLC-kre
magas GITR- és alacsony TIM3-expresszid volt jellemz6 az
immunsejtekben, az LCNEC pedig magas GITR- és TIM3-
szinteket mutatott az immunsejtekben.

A betegeket minden immunmarker esetében alacsony és magas
expresszios csoportokra osztottuk, és megallapitottuk, hogy az
immunsejtek magas TIM3-expresszidja szignifikansan jobb
teljes taléléssel tarsult, mig az alacsony GITR-expresszio
hasonlo tendenciat mutatott. A multivarians elemzés a
cukorbetegseéget, a tumor malignitési fokozatat és a hisztologiai
altipust azonositotta fliggetlen prognosztikai tényezdként, az
immunsejt TIM3 ¢és GITR expresszio pedig hatarértéki
prognosztikai jelentoséggel birt.
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5. Kovetkeztetések

Tanulmanyunk jelentds kiilonbségeket tart fel a tiido
adenokarcindma (LADC) altipusainak klinikai viselkedésében,
és a KRAS G12C bizonyult a leggyakoribb mutacionak. Szamos
esetben ugyanazon daganat kiilonb6z6 régioi eltérd mutacids
profilt mutattak, ami jelentds intratumoralis heterogenitasra utal.
Az emelkedett NLRP3 expresszid fokozott immunaktivitassal
jart egyditt, azonban nem talaltunk szignifikans dsszefliggést az
NLRP3 szintje és a KRAS variansok kozott. Eredményeink arra
utalnak, hogy az NLRP3 inflammaszoma célzasa Uj terapias
megkdzelitést jelenthet LADC esetén.

Maésodik tanulmanyunk az LNEN-ek immunfenotipus szerinti
variabilitasra  dsszpontositott. A VISTA, OX40L, GITR és
TIM3 expressziojanak vizsgalataval jellegzetes immunmarker
mintazatokat azonositottunk az LNEN altipusok kdzott. A TIM3
magas expressziot mutatott AC-ben, mig a GITR els6sorban
SCLC-ben és LCNEC-ben volt dominans. Az immunsejt-
infiltraciés mintazatok is valtozatosak voltak, az AC-ben
alacsonyabb immunmarker-szintek eqgy inkabb
immunszuppressziv.  mikrokdrnyezetre  utaltak.  Fontos
megfigyelés, hogy a TIM3-expresszid jobb tuléléssel korrelalt,
ami kiemeli prognosztikai marker szerepét. Eredményeink

alatamasztjak a TIM3-at, a GITR-t és a VISTA-t célzo, altipus
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specifikus ~ immunterdpias  stratégiak  kidolgozasanak
szliksegességeét.
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