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1. Bevezetés

Tobb vizsgalat is beszamolt a human papillomavirus (HPV) jelenlétének
munkatarsai szignifikansan emelkedett oropharyngealis daganat incidenciat
figyeltek meg 1983 és 2002 kozott els6sorban a fejlett orszagok esetén €s
fiatalabb életkorban. Ezen adatok megerdsitik a HPV fert6zés szerepét a
szajgarati rakok gyakorisaganak emelkedésében, kiilonosen férfiak esetén.
A férfi predominancia azzal magyarazhet6, hogy aktiv orogenitalis
érintkezés soran (heteroszeualis kapcsolatot feltételezve) a férfiak nagyobb
HPYV terhelésnek vannak kitéve, hiszen a fert6zott méhnyak valadék messze
tobb virusrészecskét tartalmaz, mint a fert6zott himvesszd. Nagy esetszamu
vizsgalatok alapjan a szajgarati laphamrakok 24,3%-a bizonyult HPV

asszocialtnak a HPV DNS és pl6INK4 kettds teszteléssel. Mindazonaltal
tovabbra is hidnyzott a konszenzus a HPV eredet egyértelmii diagnosztikajat
illetéen. Jelen vizsgalatban a pl6INK4 expresszid illetve a HPV DNS és

ploINK4 kettds tesztelés prediktiv szerepét kivantuk Osszehasonlitani
szajgarati tumoros betegek indukcidés kemoterapiara adott valaszanak
vizsgalatan keresztiil.

Az immunterapia jelentds fejlodést mutatott az eltelt évtizedben ¢és a
daganatellenes kezelések forradalmasitasanak igéretét hordozza. Kiemelt
érdeklodés kiséri az immunterapias eszkozoket a fej-nyaki daganatok
immunrendszer szerepe. Az immun-ellenérzépont blokkolok koziil az anti-
PD-1 monoklonalis antitest nivolumab €s pembrolizumab nemrégiben nyert
FDA engedélyt recidiv ill. metasztatikus fej-nyaki laphamrakok
kezelésében. Intenziv kutatdsok ellenére tovabbra is hidnyoznak a
megbizhatd prognosztikus és prediktiv markerek. A tumorsejtek markerei
mellett egyre nagyobb figyelem dvezi az immun aktivacié mutatoit.

Jelen vizsgalatban a fej-nyaki laphamrakok alcsoportjai kozotti esetleges
kiilonbséget vizsgaltuk a klinikopatologiai adatok illetve immunonkoldgiai
markerek kozotti Osszefiiggések szerint. Az alcsoport kifejezés a HPV
statusz illetve az anatomiai lokalizacid szerinti csoportositisra utal. A
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megkozelités alapjaul a kiilonbozo biomarkerek eltérd kifejezodésére utald
egyre szélesebb korli informacid szolgalt. Masrészr6l mara széleskoriien
elfogadotta valt, hogy a HPV-asszocialt és a HPV-negativ fej-nyaki
daganatok kiilonb6z6 bioldgiai entitast képviselnek.



2. Célkitiizések

Célunk volt a pl16!NK4 jlletve a pl6™NK4/HPV kettds vizsgalat prediktiv
szerepének Osszehasonlitasa. Ezt a pl6INK4/HPV statusz alapjan
elkiilonitett szajgarati laphdmrakban szenvedé betegek indukcios
kemoterapiara adott valaszdnak elemzésén keresztiil kivantuk
megtenni.

Célul thztik ki a fej-nyaki laphamrakok esetén a PD-1, PD-L1, PD-L2
és CTLA-4 immun-ellenérzépont blokkold fehérjék expresszidjanak
prognosztikai és prediktiv markerként vald vizsgalatat.

Tovabba vizsgalni kivantuk, hogy az immun-ellendrzépont blokkolo
fehérjék expresszidja tekintetében van-e kiillonbség a fej-nyaki
laphamrak anatomiai lokalizacio illetve pl6INK4/HPV statusz szerinti
alcsoportjai kozott.



3. Modszerek

Betegek

Kutatasunkba 124, kezelést nem kapott, egymast kovetden diagnosztizalt
fej-nyaki laphamrakos beteget vontunk be. Kizartuk a orrgarati és a orr
mellékiiregi elhelyezkedésii daganatokat. Betegeink koziil 110 esetben allt
rendelkezésre a szovettani blokk. A immun-ellendrzépont blokkold
fehérjekkel kapcsolatos vizsgalatban a szajgarati lokalizaciot is kizartuk a
homogenitas novelése érdekében illetve egy beteg archiv tumormintija a
korabbi vizsgalatok utan mar nem allt rendelkezésre, igy nem teljesithette a
bevonasi kritériumokat. Tehat végiil 106 beteg maradt a vizsgalatban, akik a
Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikan
részesiiltek kezelésben 2012 és 2014 kozott. Vizsgalatunkat az intézeti
etikai bizottsag engedélyezte (SE TUKEB 105/2014).

Vizsgalati elrendezés

A pl16INK4 és a HPV DNS PCR stdtusz prediktiv szerepe

Mindenek el6tt p1 6INK4 immunhisztokémiai festést végeztiink a mintakon. A
pozitiv esetekben vizsgaltuk magas rizik6ji HPV DNS jelenlétét valos idejii
PCR segitségével. A pl6INK4 és HPV DNS kettés pozitiv eseteket
tekintettiik HPV pozitivnak. Osszesen 32 olyan betegeket taldltunk, akik
szajgarati rakban szenvedtek és indukcids kemoterapaban részesiiltek. A
terapids valaszt a RECIST 1.1 (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors 1.1) alapjan osztalyoztuk. Osszefiiggést kerestiink a pl16INK4/HPV
statusz és a terapias valasz (komplett remisszio, részleges remisszio, stabil
betegség, progressziv betegség) kozott.

Immun-ellendérzopont blokkolo feheérjek kifejezodése a fej-nyaki laphamrak
alcsoportjaiban

A Kklinikai paraméterek (daganat elhelyezkedése, stadium, grade, nem,
dohanyas, alkoholfogyasztas, indukcios kemoterapiara adott valasz,
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kemoirradiacios kezelésre adott valasz) mellett felhasznaltuk az elézdekben
leirt pl6™NK4/HPV statusz meghatarozas soran nyert informaciot is a
vizsgalathoz. A PD-1 expresszot immunsejteken, mig a PD-L1 és a CTLA-4
kifejezodést immun- és tumorsejteken is vizsgaltuk. Meghataroztuk a PD-
L2 expresszid mértékét tumorsejteken. A CD8+ sejtek ardnyat és a TIL
(tumor infiltrdld limfocita) beszlirodés mértékét is meghataroztuk.
Elsésorban a PD-1, PD-L1, PD-L2 és CTLA-4 expresszio ¢s a TIL denzitas
prognosztikus szerepét vizsgaltuk fej-nyaki laphamrakban. Emellett arra is
kivancsiak voltunk, van-e kiilonbség a betegség alcsoportjai kozott.
Alcsoportként az anatdmiai besorolast illetve a pl6INK4/HPV statuszt
hataroztuk meg.

Szoveti mikrochip (tissue microarray, TMA) készités

A Semmelweis Egyetem II. sz. Patoldgiai Intézetében talalhato, formalinban
fixalt, paraffinba agyazott (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE)
szovettani blokkokat hasznaltuk a vizsgalathoz. Ebbdl kdvetkezéen minden
blokk ugyanolyan intézeti protokoll alapjan késziilt. A TMA blokkok
egyenként 50-70 2 mme-es szOvethengert tartalmaztak. A nem megfeleld
mintavétel elkeriilése céljabol mintanként 2-3 hengert emeltiink ki. Négy
mikrométeres nativ metszeteket készitettiink, melyeket targylemezre
helyeztiink a késébbi immunhisztokémiai festések és a PCR-hez hasznalt
DNS kinyerése céljabol.

Immunhisztokémia és Kiértékelés

Immunhisztokémiai festést végeztink a II. sz. Patologiai Intézetben. A
festést kovetden metszeteinket digitalizaltuk Pannoramic Scan eszkoz
(3DHISTECH, Magyarorszag) segitségével. Harom fiiggetlen vizsgalod
végezte a kiértékelést Pannoramic Viewer program (3DHISTECH)
hasznalataval. A vizsgalok kozotti eltérés esetén minden résztvevod
bevonasaval Gjraértékelést végeztiik a konszenzus elérése céljabol.

p16INKY festés
BenchMark XT IHC/ISH (Roche, Germany) semi-automata eszkozt
hasznaltunk a pl6INK4 festéshez XT UltraView DAB v3 Kkittel. A festési
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protokoll szerint jartunk el. Réviden, a metszeteket 72 °C -on inkubaltuk 4
percig. Harom alkalommal hasznaltunk EZ Prep Solution-t (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, USA) a paraffin eltavolitasahoz. Sejt
kondicionald, pH 8 oldatot (Ventana Medical Systems) alkalmaztunk a hé
indukalt antigén feltrds sordn 95 °C-on 30 percig, amit 100 °C-ra vald
melegités kovetett 4 percig. Az endogén peroxidazok blokkolasa 1 csepp
UV INHIBITOR (Ventana) segitségével tortént 37 °C-on, 6 percig. A primer
pl6INK4-antitest (Clone CINtec E6H4, Ventana) 37 °C-on, 32 perces
inkubécids id6vel hasznaltuk 1:100-as higitasban. Ezt kdvetéen UV HRP
UNIV MULT masodlagos antitestet (Ventana) hasznaltunk 37 °C-on 8
percig. A peroxidaz aktivitdst diaminobenzidin (DAB) kromogénnel
(Ventana) vizualizaltuk. Hematoxillin IT magfestést alkalmaztunk (Ventana).
Mindegyik mosasi 1épést a higitott Reaction Buffer Concentrate (Ventana)
segitségével végeztiink. Tumorsejt fészkenként 200 sejtet vizsgalt 2-2
fliggetlen megfigyeld. A fest6dés intenzitdsa nem jatszott szerepet. Szinte
kivétel nélkiill nagyon erds intenzitast észleltink a pl6NK4-pozitiv
esetekben.

PD-L1 festes

A PD-L1, PD-1, PD-L2, CTLA-4 és CD-8 festését végeztilk a fentiekhez
hasonldan. Roviden, depereffinaldst és antigén feltarast kdvetden kdvetden
minden metszetet primer antitestekkel inkubaltunk 42°C-on 32 percig.
Egyediil a PD-L1 jelolés igényelt 10 perccel hosszabb antigén feltarast
illetve 2 o6ras primer antitest inkubacios id6t. A masodlagos antitesttel valo
detektalas szobahémérsékleten, 60 percig tortént az ultraView™ Universal
DAB Detection Kit (Ventana Benchmark Ultra, Ventana Medical Systems
Inc., Tucson, Arizona, USA) protokollja szerint. Minden festési ciklus
adekvat pozitiv kontrollt tartalmazott. A metszetek hematoxillin
hatteérfetést kaptak, ezt kovetden vizzel lemostuk, dehidraltuk és fedtiik. A
primer antitest mennyiségének megel6z6 manualis meghatarozasat
kovetéen a festési eljards auomata (Ventana Benchmark Ultra, Ventana
Medical Systems Inc., Tucson, Arizona, USA) segitségével tortént.

A PD-L1 értékelési kategoriak meghatarozasa tumorsejteken (PD-L17C) a
legfrissebb gut-off értékek alapjan tortént. A PD-L1TC kategoriak a
kovetkez6k voltak: 0: nincs festddés, 1: 0-1%, 2: 1-5%, 3: 6-10%, 4:
11-25%, 5: 26-100%. Az egynél nagyobb értéket vettiik pozitivnak.



Immunsejteken (PD-L1IC) a kovetkezd csoportositast alkalmaztuk: 0: nincs
festodés, 1: <1%, 2: 1-5%, 3: >5%. Az nullanal nagyobb értéket vettiik
pozitivnak.

PD-L?2 festes

A PD-L2, PD-1, CTLA-4 és CD-8 festés a fentiek szerint tortént.

A PD-L2 kiértékelés korabban leirt médon tortént. A fest6dd tumorsejtek
szazalék szerinti pontszamanak (0: nincs festédé, 1: <10%, 2: 10-50%, 3:
>50%) és intenztds pontszamanak (0: nincs festddés, 1: gyyenge, 2:
kozepes, 3: erds) Osszegét vettiik. Pozitivnak vettik a 4-nél nagyobb
értékeket.

PD-1 festes
A PD-1 immunsejteken valo festddését a kovetkezé modon értekeltiik: 0:
<1%, 1: 1-5%, 2: >5%. Az 1 és 2 értéket tekintettiik pozitivnak.

CTLA-4 festés

A CTLA-4 jelolédést mind immun- (CTLA-4I€) mind tumorsejteken
(CTLA-47¢) vizsgaltuk. A meglehetdsen kevés irodalmi adat miatt 10%-os
lépcsdkben értékeltiik ki a festddési aranyt a kdvetkezOképpen: O: nincs
festodés, 1: 1-10%, 2: 11-20%, stb. A pozitivitast a median értéket
meghaladd érték esetén hatdroztuk meg, a korabban leirtak szerint. A
median pontszam a CTLA-4TC esetén 0 volt, igy >1% festédést tekintettiink
pozitivnak. CTLA-4IC esetében hasonld modszerekkel >40%-os értéket
vettiink pozitivnak.

CD-8 festodeés

A CDS8 festddést a korabban leirtaknak megfeleléen értékeltiik ki: 0: <1%,
I: 1-5%, 2: 6-20%, 3: >20%. Magas festédési arany >20% esetén
véleményeztiink.

Magas rizikdji HPV DNS valés idejii polimeraz lancreakcio

Human DNS-t izolaltunk az FFPE metszetekrdl azokban az esetekben, ahol
pl6INK4-immuhiszokémiai pozitivitast talaltunk. Ehhez QIAmp DNA FFPE
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Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) eszkozt hasznaltunk a gyartoi
protokoll szerint. A DNS detektalast CONFIDENCE™ HPV teszt
(NEUMANN Diagnostics, Magyarorszag) segitségével végeztik HPV 16,
18, 31, 33, 45, 52, 58 genotipizalassal kombinalva. A megfeleld mennyiségii
nukleinsav meglétét fluorometrias méréssl ellendriztiikk Qubit™ Fluorometer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eszkdz és Qubit™ dsDNA HS Assay Kit
(Invitrogen) segitségével a gyartod szerinti moédon. A CONFIDENCE™ HPV
teszt egy TagMan®-alapi L1 régid specifikus multiplex valds idejii PCR
essz¢é a viralis DNS meghatarozasara. A tesz HPV 16 és 18-at kiilon ill.
egy¢éb altipusokat tn. poolozott technikédval vizsgal. A magas rizikéju HPV
jelenléte esetén a genotipizalas kiilon reakcioként a specifikus primer
segitségével tortént QuantStudio™ 6 Flex platform (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével 384-well-es eszkozzel.

Tumor infiltralé limfocita (TIL) arany

A TIL-ek aranyat hematoxylin and eosin (HE) egész metszeteken hatarozta
meg egy tapasztalt patologus (HJ). Roviden, a TIL érték azon alapult, hogy
a teljes stromalis teriiletnek hany szazalékat foglaltak el a mononuklearis
infiltrdlé sejtek. A kovetkezd kategéridk sziilettek: alacsony: 0-33%,
kozepes: 34-66%, magas: 67-100%.

Statisztikai analizis

Statistical kiértékelést végeztiink IBM SPSS Statistics for Mac verzi6 20.0.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) segitségével. Pearson-féle khi-négyzet
probat és Fisher egzakt tesztet hasznaltunk a diszkrét valtozok értékelésére.
A talélést Kaplan-Meier becsléssel és Log-Rank teszttel vizsgaltuk, melyet
univaridns ¢és multivarians analizissel egészitettink ki. Minden teszt
kétoldalu volt, a p értéket mindenhol <0.05-nek hatdroztuk meg. A
kovetkezd valtozokat vizsgaltuk: nem, tumor lokalizacié, HPV statusz,
TNM statusz, dohanyzas, alkohol fogyasztas illetve a fenti markerek
expresszidja. Betegségspecifikus tiléléssel szamoltunk, mely a diagnézistol
az utolsé vizitig vagy a halalozasig eltelt id6t jeelntette.



4. Eredmények

P16NK4-expresszio és mags rizikdajiu HPV DNs statusz

A pl6INK4 immunhisztokémiat 110 beteg esetén értékeltik ki. A 110
tumorminta koziil sszesen 19 esetben észleltiink pozitivitast (17,3%). A
legmagasabb aranyban a szajgarati lokalizacioban figyeltiink meg p16INK4-
pozitivitast (38,1%), mig egyéb lokalizaciok sokkal alacsonyabb aranyt
mutattak (gége: 4.8%, algarat: 4.2%) vagy nem mutattak pl6INK4-
pozitivitast (szajiireg: 0%).

A 19 esetbdl 9 tumor tartalmazott HPV DNS-t (HPV-pozitiv esetek). HPV
16 jelenléte 8 esetben igazolddott, mig 1 esetben HPV 33-at talaltunk.
Mindegyik HPV pozitiv daganat a szajgaratban helyezkedett el. Ennek
megfeleléen tehat a szajgarat esetén 9/42, vagyis 21,4% volt a HPV-
asszocialt rakok ardnya. Igy vizsgilatunkban 56,3% volt a pl6INK4
expresszo specificitisa HPV szempontjabol.

P16INK4/HPV DNS statusz és az indukcios kemoterapiara adott valasz

A 110 beteg koziil 32 esetben tortént indukcios kemoterapia. TPF (docetaxel
plusz ciszplatin plusz 5-fluorouracil) 30 esetben, mig PF (ciszplatin plusz 5-
fluorouracil) két esetben volt a valasztas. A pl6INK4-poziiv betegek jobb
terapias valaszt mutattak, mint a pl6NK4-negativ csoport (Fisher egzakt
teszt: p = 0,025). Szignifikans kiilonbséget talaltunk a HPV statusz szerint is
(Fisher egzakt teszt: p = 0,009).

A TIL arany szerepe

Mintdink magas TIL aranyt mutattak; az esetek 27,3%-aban alacsony,
21,5%-ban kozepes és 51,5%-ban magas TIL aranyt figyeltink meg.
Erdekes modon a PD-L1IC pozitivitas dsszefliggést mutatott a magasabb TIL
arannyal az Osszes mintat egybevéve (khi-négyzet: p=0.016), mig az
anatomiai régiokat kiilon értékelve ez az Osszefiiggés csak az algaratban
volt megfigyelheté (Fisher egzakt teszt: p=0,006). A TIL pontszam
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pozitivan korrelalt tovabba a CTLA-4IC expresszioval (khi-négyzet:
p=0,013). Anantémiai régiokat kiilon nézve ismét csak az algarat mutatott
Osszefliggést (Fisher egzakt teszt: p=0,028). Szajgarati daganatok esetén a
TIL arany nem korrelalt a HPV statusszal (Fisher egzakt teszt: 0,474). Nem
taldltunk Osszefiiggést a TIL és a talélés illetve az egyéb paraméterek
kozott.

CDS8 expresszio

A magas CD8 kifejezodés Osszefiiggést mutatott a PD-L1 tumorsejteken
vald megjelenésével (khi-négyzet: p=0,001) és a PD-LI1IC pozitivitas is
korrelalt a CDS8 statusszal (khi-négyzet: p=0,023). Egy mintdban sem
hianyzott a CD8+ sejtek infitracidja.

PD-L1 expresszié immunsejteken (PD-L1IC)

HPV-negativ tumorok esetében a PD-L1IC pozitivitas jobb
betegségspecifikus taléléssel tarsult (HR=0,502; CI95%, 0,273-0,923;
p=0,027). Gége lokalizacid esetén a ugyanezt figyeltiik meg (HR=0,222;
CI95%, 0,062-0,795; p=0,021). Az életkor, lokalizacid és statusz szerint
kontrollalt multivarians analizis sordn a PD-L1IC statusz nem bizonyult
6nallé prognosztikai faktornak. Ezen kiviil a PD-L1I€ pozitivitas korrelealt a
CTLA-4IC pozitivitassal (khi-négyzet: p=0,049) és a TIL arannyal a fentiek
szerint.

PD-L1 expresszié tumorsejteen (PD-L1TC) nem fiiggott 6ssze a
tuléléssel

A PD-LI1TC és a PD-1 statusz kifejezetten erés korrelaciot mutatott minden
beteget vizsgalva (khi-négyzet: p<0,001) és lokalizacionként a szajgaratban
(Fisher egzakt teszt: p<0,001) és a gégében (Fisher egzakt teszt: p=0,006)
is, mig az algaratban ez nem volt megfigyelhetd (Fisher egzakt teszt:
p=0,074). A negativ HPV statusz Osszefiiggést mutatott a PD-L1TC
expresszo hianyaval szajgaratban (Fisher egzakt teszt: p=0,019).
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PD-1 expresszi

A fentebb emlitett Osszefiiggéseken kiviil a PD-1 statusz nem korrelalt az
anatomiai régioval (khi-négyzet: p=0,239), a HPV statusszal (khi-négyzet:
p=0,601) vagy egyéb mas paraméterrrel sem.

PD-L2 expresszio

A PD-L2 tumorsejteken vald kifejez6dését vizsgalva negativ dsszefiiggést
talaltunk a PD-1 expresszioval (khi-négyzet: p=0,027). Semmilyen egyéb
klinikopatoldgiai mutatéval nem talaltunk korrelaciot.

CTLA-4 expression on immune cells (CTLA-4IC) and tumor cells
(CTLA-47€)

A TIL arany pozitivan korreldlt a CTLA-4IC exresszioval és a PD-L1IC
pozitivitassal fentiek szerint.

A fej-nyaki laphamrakos betegek egy csoportjaban enyhe citoplazmatikus
CTLA-4 pozitivitast talaltunk a tumorsejteken. Semmilyen egyéb
klinikopatologiai mutatoval nem talaltunk korrelaciot.

Anatomiai localizacio és tulélés

A gége laphamrékja jobb betegségspecifikus talélést mutatott a garati
tumorokhoz viszonyitva (HR=0.306; CI95%, 0,152-0,616; p=0,001; Log
Rank p<0,001). Ugyanakkor ez az Osszefiiggés nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét, ha csak a lokoregionalisan elérehaladott daganattal
rendelkezé betegeket (III-IVB klinikai stadium) vizsgaltuk (Log Rank
p=0,057).
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5. Kovetkeztetések

A pl16INK4 jmmunhisztokémia és a pl16'NK4/HPV PCR kettos tesztelés
indukciéos kemoterapiira vonatkozé prediktiv szerepe szajgarati
daganatokban:

1.

A pl6INK4 statusz immunhisztokémiai meghatarozasa preciz és
koltséghatékony prediktiv markernek tekintheté a szajgarati
laphamrakok indukciés kemo-terapiara adott valaszanak varhato
megitélésében.

A pl6NK4 statuszt a pl6INK4/HPV DNS PCR kettés teszteléssel
Osszehasonlitva a plO6INK4 stitusz egyediil is hasonléan pontos
mutatonak bizonyult a klinikai valasz szempontjabol.

A immun-ellenérzépont blokkolé fehérjék expresszidja a fej-nyaki
daganatok alcsoportjaiban:

3.

A PD-L1 immunsejt pozitivitds jobb prognozissal tarsult HPV-negativ
fej-nyaki daganatokban.

A PD-L1IC expresszio kedvezd prognosztikai mutatonak bizonyult
gége lokalizacioji laphamrak esetén.

A PD-L2 expresszi6 nem mutatott Osszefliggést a vizsgalt
paraméterekkel, viszont negativ korrelaciot talaltunk a PD-1 statusszal.
A fej-nyaki laphamrakok egy csoportjdban CTLA-4 expressziot
talaltunk tumorsejteken, azonban ez nem allt dsszefiiggésben a vizsgalt
valtozokkal.

Nem talaltunk érdemi kiilonbséget a vizsgalt paraméterek és a fej-
nyaki laphamrak anatémiai alrégioi kozott.

Ezzel szemben a HPV statusz egyértelmii csoportalkotd tulajdonsagnak
bizonyult a szajgarati laphamrakok immunaktivitdsa szempontjabol.
Az algarati lokalizacié immunaktivitds szempontjabol betoltott,
esetlegesen eltérd szerepének vizsgalatara tovabbi kutatasok
sziikségesek.
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