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A programozott sejthalal fehérje 1 (PD-1)
- programozott sejthalal ligandum 1 (PD-L1)
gatlas prediktiv diagnosztikaja
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Az elmult évek forradalmi valtozasokat hoztak a dagana-
tok kezelésében, mivel egy Uj modalitds, az immuntera-
pia a mindennapi gyakorlat részévé valt. Az un. ellendrzé-
pont-gatlok kifejlesztését, majd bevezetését kovette a kisérd
diagnosztikumok kialakitasa is, és az alkalmazas egyre in-
kabb a PD-L1-meghatarozashoz kotédik. Ugyanakkor szinte
minden egyes immunterapias gydgyszerhez egyedi kiséré
diagnosztikum keriilt kifejlesztésre, és hogy a kérdés még
bonyolultabb legyen, szinte minden egyes diagnosztikum
esetében mas-mas kiértékelési protokollt vezettek be és
torzskonyveztek, amelyek eltéré modon veszik figyelembe
a daganatsejtek, illetve a kornyezé immunsejtek PD-L1-exp-
ressziojat. Ezek fényében a napi PD-L1-diagnosztikaban
szigoruan kovetni kell az alkalmazandé gydgyszerekhez
kialakitott technoldgiai és kiértékelési protokollokat, mert
az ett6l valo eltérés befolydsolhatja az immunterapia hata-
sossagat. Magy Onkol 63:183-191, 2019

Kulcsszavak: PD-1, PD-L1, biomarker, prediktiv diagnosztika

In the past years, immunotherapy emerged as a novel mo-
dality of clinical oncology. The development and introduction
of immune checkpoint inhibitors required the development
of companion diagnostics, the PD-L1 protein immunohisto-
chemical tests. Unfortunately, almost all checkpoint inhib-
itors were exclusively validated by a specific PD-L1 in vitro
diagnostic test with its own evaluation protocol. These tests
have different diagnostic sensitivity for PD-L1 protein and
the evaluation protocols differ in many respects, as cancer
and immune cell positivities are considered variously in the
immunotherapy-specific evaluation schemes. Accordingly,
in the routine PD-L1 diagnostics, it is crucial to follow the
individual therapy-specific technical and evaluation proto-
cols since these are not interchangeable and non-adher-
ence may affect therapeutic efficacy.

Lotz G, Smuk G, Kocsmar E, Kocsmar |, Timar J. Predictive
diagnostics of the programmed cell death receptor 1 [PD-1]
- programmed cell death ligand 1 (PD-L1] inhibitory thera-
pies. Magy Onkol 63:183-191, 2019
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BEVEZETES

Atumorellenes immunvalasz modulalasa a daganatok keze-
lésének igéretes lehet6ségébdl az onkoldgia terapias tarha-
zanak bevett eszkdzévé valt az utdbbi években. Ugyanakkor
jelenleg is tanui vagyunk annak a szerves fejlédésnek, amely
soran az immunonkoldgia keresi azokat a prediktiv marke-
reket, melyek még pontosabban képesek a kezelés eredmé-
nyességének eldjelzésére. Ahogy ezek folyamatosan béviild
kore keril torzskonyvezésre Ujabb és Ujabb daganatfajtak
esetében, Ugy a kapcsolddo prediktiv diagnosztika feladatai
is ndvekednek. Ennek fé eszkoze a PD-1/PD-L1 (programo-
zott sejthalal fehérje 1/programozott sejthalal ligandum 1)
gatlok esetén jelenleg a daganatsejtek és/vagy immunsejtek
PD-L1-expresszidjanak immunhisztokémiai (IHC) kimutatésa,
amelynek elméleti és gyakorlati kérdéseit kivanjuk a jelen
kozleményben targyalni.

A DAGANATELLENES IMMUNVALASZ

A daganatellenes immunvalasz legfontosabb sejtes elemei
a CD4-, ill. CD8-pozitiv T-sejtek, valamint B-limfocitak, tovab-
ba a kiilonféle antigénprezentald sejtek, mint a makrofagok
és dendritikus sejtek. Az antigénprezentald sejtek felveszik
atumorsejtekbdl szarmazo fehérjéket, majd a nyirokcsomékba
vandorolva bemutatjak ezek egyes peptidrészleteit az MHC- (f6
hisztokompatibilitasi komplex) molekuldikhoz kitve a T-sejtek-
nek. Ezt a folyamatot a két sejttipus felszinén szamos receptor és
ligandum szabalyozza, melyek egy része serkentd, masik része
gatlé hatast fejt ki a T-sejt-szignalizaciora, és ezek 6sszessége
hatarozza meg az aktivacio bekovetkeztét (1). Idealis esetben az
aktivacios hatasok tulsulyba keriilnek, a T-sejtek aktivalodnak,
majd klondlisan felszaporodva a tumorba vandorolnak, ahol
kapcsolatba lépnek a daganatsejtekkel és elpusztitjdk azokat.

Azonban az el6zéekben felvazolt folyamat gyakran nem
mikodik megfeleléen, aminek hatterében szamos, a daganat
és a gazdaszervezet sajatos interakciojaban gyokerez6 ok
allhat (1-4). Azimmunvalasz aktivalasaban kulcsfontossaguak
atumor-neoantigének. Minél tobb a mutacié egy daganatban,
annal nagyobb az esélye, hogy a neoantigének kozott erds
immunogenitasuak is megjelennek, illetve hogy dsszessé-
glik mar er6s immunvalaszt képes kivaltani. Ezért a nagy
tumormutacios terheltséggel rendelkez6é daganatok, mint
a dohanyzas- és UV-indukalt vagy a DNS-javité rendszerek
(pl. mismatch repair [MMR], nukleotidexciziés repair [BRCAI)
hibai kovetkeztében kialakulé tumorokban nagyobb eséllyel
aktivalédik az immunrendszer, altaldban erésebb a tumor-
infiltrald immunsejtek (TIS) denzitasa és a gyulladasos mik-
rokdrnyezet (3, 5). A TIS-denzitads prognosztikus/prediktiv
értékkel birhat (6), hiszen e sejtek nélkiil azimmunrendszer
képtelen a daganatok elpusztitdsara és az immunellendrzé
pontok gatlasan alapulé terapiak sem hatadsosak.

A daganatos mikrokornyezet azonban gatolhatja is a tu-
morantigének aktivalta immunvalaszt a daganatos hipoxia
T-sejt-funkciot csokkentd hatasa és az antigénprezentald vagy
az effektorsejteket gatlo citokinek, ndvekedési faktorok jelenléte
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révén. Emellett a tumorsejtek rezisztencit is kifejleszthetnek
az immuneffektorsejtek citotoxikus proteazaival szemben (3,
7). Avelesziiletett immunvélaszban érintett egyes sejttipusok
(makrofagok, mieloid sejtek) gyakran tumornévekedést és/
vagy -progressziot eldsegité szerepet toltenek be egyes no-
vekedési faktorok (pl. TGF-B), reaktiv oxigéngyokak, angiogén
faktorok, szovetbonté enzimek termelése révén, amivel egye-
bek mellett a daganatellenes immunvalaszt is blokkolhatjak.
Ebbdla szempontbdl kiemelt jelentéségliek a tumorasszocialt
makrofagok, amelyek antigénprezentald szerepiiket elvesztve
és a fenti mechanizmusok kozrejatszasaval gyakran immun-
valasz-blokkoloak és tumorndvedést serkentd hatasuak (2).

Az immunszignalizacié folyamata igen komoly szaba-
lyozd mechanizmussal bir, mert az idegen-sajat felismerés
meglehetdsen komplex feladat. Elégtelen mikddése fer-
t6zések, daganatos betegségek gyakoribb eléfordulasat,
talmikodése pedig autoimmun betegségek megjelenését
okozhatja. A T-sejtek és az antigénprezentald sejtek kozotti
MHC-fiigg6 és -flggetlen kapcsolatok sora szabalyozza
serkentd, illetve gatlé mddon a T-sejt-aktivaciot. AB7 a legki-
terjedtebb MHC-fliggetlen molekulacsalad, mely 5nmagaban
is bemutatja a folyamat sokrétl szabalyozasat, hiszen egyes
tagjai mind az antigénprezentald, mind a T-sejtek felszinén
megtalalhatoak, és mivel egy ligandum tobb kiilonb6zé re-
ceptorhoz is kapcsoldédhat, igy ett6l fligg6en egyesek pozitiv
és negativ szabalyozé funkciot is ellathatnak. Am koziiliik
egyesek kitlintetett jelent6séggel birnak a daganat elleni
immunvalaszban, igy a CTLA-4, amely a f6 T-sejt-kostimula-
torok gatléja, vagy a PD-1, melynek ligandumaként a PD-L1
nemcsak az immunsejteken, hanem gyakran a daganatsej-
teken is kifejezddik (1, 8).

A PD-1/PD-L1 GATLAS ELMELETI ALAPJAI
Mind a PD-1, mind a PD-L1 az immunfehérjékre jellemzé
részleteket hordoz. A PD-1 génje a 2-es kromoszoma hosszU
karjanak telomerikus végén talalhaté. A glikozilalt, immu-
nolégiailag aktiv receptorfehérje kb. 50 kDa nagysagu 1-es
tipusd transzmembran fehérje, extracellularis részében
variabilis immunglobulin (IgV) doménnel. Intracelluléris
szakaszanak két immunreceptor-motivuma (ITIM és ITSM]
kozil elsédlegesen az ITSM felelds a PD-1 altal kozvetitett im-
munszignalizaci6 és T-sejt-aktivacid gatlasaért (9). APD-L1
génje a 9-es kromoszéma rovid karjan talalhatd, és egy 40 kDa
nagysagu, hosszabb extracellularis szakasszal és rovid int-
racellularis farokkal rendelkezd 1-es tipust transzmembran
fehérjét kddol. Az extracellularis rész immunglobulinszerd
felépités(, proximalisan egy konstans (IgC) régiéval, diszta-
lisan pedig egy variabilis (IgV) doménnel. Az intracelluléris
szakasz jelentésen kiilonbozik a B7-csalad egyéb tagjaiétol.
Funkcidja sokaig tisztazatlan volt, Gjabban egyre tobb adat
utal arra, hogy jelatviteli szerepe van, melyben a konzervalt
RMLDVEKC és DTSSK motivumai miikédhetnek kozre (10).
A PD-L1 sejtfelszini jelenléte az adaptivimmunvalasz
elnyomasara, az autoimmunitas gatlasara fejlédott ki. A T- és



B-sejtek, makrofagok, dendritikus sejtek, hizésejtek mellett
szamos nem hematopoetikus normalis sejttipus is kifejezi, igy
endotélsejtek, keratinocitadk, Langerhans-szigetsejtek, pla-
centa-szinciciotrofoblaszt sejtek, asztrocitak és a szaruhartya
sejtjei (11). APD-L1-et hordozé sejteket azimmunrendszer
toleralja, masrészt az antigénprezentald sejtek PD-L1-exp-
resszidja gatolja a T-sejteket, igy az azok célpontjai elleniim-
munvalaszt is. A PD-1-PD-L1 kapcsolat szerepe a daganatok
iranti immuntoleranciadban is kiemelt jelent6ségi. Ugyanis
a tumorsejtekbdl szarmazé (neolantigéneket az antigén-
prezentald sejtek bemutatjak a regionalis nyirokszdvetben
a CD4* és CD8* T-sejteknek, amelyek aktivalodnak, majd
kifejezik felszinlikon a PD-1-et. Ezutan a tumorba visszajutva
az aktivalt T-limfocitak interferon-y- (IFN-y) termelése akti-
valja a tumorellenes makrofagokat és fokozza a tumorsejtek
antigénbemutatasat. Masrészt azonban indukalja ugyanezen
sejtek PD-L1-expresszi¢jat is, a PD-L1 kifejez6dése pedig
a PD-1+/CD8* citotoxikus T-sejtek funkcionéalis gatlasahoz
vezet (12). A PD-1-PD-L1 kapcsolat terapias blokkolasa ezt
a gatlast oldja fel, ily mddon az effektor T-limfocitak képesek
lesznek tdmadni a tumorsejteket.

Fontos megjegyezni azt is, hogy az itt felvazolt adap-
tiv, IFN-y-indukalt mechanizmuson tul létezik konstitutiv
PD-L1-expresszid is, melyet kiilonféle jelatviteli palyak ko-
ros aktivacidja indukal és tart fent (12). A két eltérd hatterl
PD-L1-kifejez6dés a széveti mintazatuk kiilonbozéségében
is megjelenik. Az adaptiv tipus valtozé intenzitast mutat,
a PD-L1-expresszié tipusosan az IFN-y-t szekretald TIS és
a tumor talalkozasanal, az un. .immunfront” teriletén je-
lenik meg, az immunsejtekkel korbefogott daganatfészkek
belsdbb teriiletein nem lathatd. Ugyanakkor a konstitutiv tipus
esetén egyenletesen fejezddik ki a daganatsejtek felszinén
a PD-L1, a daganatban pedig altaldban nincs jelentésebb
TIS-megjelenés. A két tipus kombinalédhat is, amikor a da-
ganatsejtek konstitutiv PD-L1-expresszidjat azimmunfront-
ban az ott szekretalt gyulladasos citokinek tovabb emelik
(ilyenkor a TIS-sel korbevett tumorrészek belsejében is van
PD-L1-expresszio, csak alacsonyabb szintl, mint a TIS-hez
kozeli daganatsejtekben). Ezt a képet tovabb arnyalja, hogy
a tumorasszocialt makrofagok is hozzajarulhatnak a citotoxi-
kus T-sejtek daganatellenes hatdsossaganak csokkenéséhez.
PD-1-expressziéjuk ugyanis a tumorsejtek PD-L1-ével kap-
csolatba kerdilve e hisztiocitak funkcionalis gatlasahoz vezet,
mikdzben maguk a makrofagok mintegy barriert képezve
veszik koril a daganatfészkeket, és a koztiik bejutni igyekvd
CD8" T-sejtekkel kapcsolatba lépve (akar sajat PD-L1-exp-
resszidjuk révén, akar egyéb mechanizmusokkal) gatoljak
azokat a daganatsejtek elérésében (13, 14). Ez azért fontos
tényezG6, minthogy csokkentheti azimmunellenérzépont-gatlo
kezelések hatdsossagat is (13). Végil érdemes megjegyezni,
hogy bizonyos esetekben egyéb immunvalaszgatlasi me-
chanizmus is m(kddhet, mivel bar a daganatsejtek nem
expresszalnak PD-L1-et és a tumorinfiltrald limfocitak jelen
vannak, az immunvalasz mégsem hatékony a daganat ellen
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(15). igy a PD-L1-expresszié és a limfoid infiltracié alapjan
a rosszindulaty daganatok négy osztalyba sorolhatok: PD-
L1+/TIL+ (adaptiv rezisztencia; a citotoxikus limfocitakat
a daganatban a tumorsejtek adaptiv PD-L1-expresszidja
gatolja), PD-L1+/TIL- (belsd indukcids; a tumorsejtek jelat-
viteli palyai altal indukalt konstitutiv PD-L1-expresszié miatt
a TIL kiszorul a daganatbdl], PD-L1-/TIL+ (immunoldgiai
tolerancia; PD-L1-fliggetlen gatldé mechanizmusok miatt
a jelen lévé citotoxikus limfocitdk nem hatasosak), PD-L1-/
TIL- (immunoldgiai ignorancia; azimmunrendszert a daganat
antigénjei nem aktivaljak) (16).

A PD-1/PD-L1 GATLAS BIOMARKEREI

A személyre szabott orvoslas gydgymaédjai esetében megszokott
a terapids valasz biomarkereken alapulé elérejelzése. Az im-
munellenérzépont-gatld kezelések hatdsossaganak predikcidja
minden ilyen korabbi megkozelitésnél bonyolultabb helyzetet
eredményezett (3). A hatéanyagokat fejlesztd gyogyszercégek
a klinikai vizsgalatok soran diagnosztikai partnerekkel tarsultak,
és az eléz6ekben részletezett elméleti alapoknak megfeleld-
en igyekeztek megtalalni, hogy a betegek mely kore profital
igazan e gydogymodokbél. Ez azutdn sokrétl megkozelitést
eredményezett, mivel az adott hatdanyagtél, valamint a ke-
zelni kivant daganat fajtajatol és/vagy molekularis hatterétdl,
illetve PD-L1-expressziés mintazatatdl figgden kiilonbozd
stratégiakat engedélyeztek a gydgyszerhatésagok. igy egyes
tumorok esetében nem talaltak dsszefliggést a hatdsossag és
a PD-L1-expresszio kozott, ezért nem szlikséges kiilon diag-
nosztika. Mas esetekben a betegek teljes korében hatasos lehet
a szer, de a PD-L1-expresszids szint alapjan kivalaszthatdak
azok, akiknél jelentésebb terapias valasz varhato, ezért ebben
a korben ajanlott, bar nem kételezéen elvégzendd (kiegészitd
forma). Tovabbi daganatoknal viszont egyértelm(i 6sszefliggés
mutatkozott a PD-L1-expresszi6 és a PD-1/PD-L1 gétlas hata-
sossaga kozott, igy itt a PD-L1-diagnosztika feltétele a gydgy-
szer alkalmazasanak (kiséré/tarsitott forma). Ez a kiegészitd
vagy tarsitott diagnosztika a PD-L1 fehérje expressziéjanak
immunhisztokémiai detektaldsa, amely Uj jelenségként négy
kuilonboz6 primer antitest és a kapcsolt eléhivd rendszereken
alapuld in vitro diagnosztikumként (IVD) keriilt térzskonyvezésre.
Egy-egyilyen IVD teszt csak az adott daganat adott gydgyszerrel
alkalmazasahoz hasznalhato, raadasul a PD-L1-meghatarozas
kiértékelési modja is csak a konkrét gyogyszer, diagnosztikum
és daganatfajta kombinaciéra specifikus.

A hipermutacids fenotipussal (nagy neoantigén-terhelés-
sel) asszocialt elvaltozasok, mint a mismatch repair defici-
encia (AMMR) és erds mikroszatellita-instabilitds (MSI-H) is
biomarkerként szolgalhatnak. Tovabbi ilyen lehet, bar még
nem kiegészit6 vagy tarsitott marker, a BRCA-mutacio, de
tobb tanulmanyban igazoltdk a DNS-polimeraz-epszilon
(POLE) exonukledz domén mutacié hasonlé szerepét is (17,
18). Emellett kiterjedten vizsgaljak a tumormutécids ter-
heltség (TMB) biomarkerként vald lehetséges alkalmazasat
is. Osszességében elmondhaté, hogy az immunellendrzé-
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1. TABLAZAT. A PD-1/PD-L1 gatlészerek alkalmazasara jovahagyott indikaciok és tarsult diagnosztikumaik

NSCLC elsé vonal metasztatikus
(monoterapiaban)

NSCLC elsé vonal metasztatikus
nem lapham (kemoterapiaval)

NSCLC masodvonal

SCLC (el6rehaladott) elsd vonal
(kemoterapiaval)

SCLC (elérehaladott) masodvonal
Urotelialis elsé vonal (ciszplatinke-
zelésre alkalmatlanoknal)

Urotelialis masodvonal (korabban
platinaalapu kezelésen atesett)

Fej-nyaki laphdmrék elsé vonal

Fej-nyaki laphamrak masodvonal

Klasszikus Hodgkin-limféma
masodvonal

Melanéma

RCC els6 vonal (kombinaciéban)

RCC maésodvonal

Tripla-negativ emlérak

Méhnyakrak

Gyomorrak

HCC

Merkel-sejtes karcindma

Primer mediasztinalis nagy
B-sejtes limféma

Pembrolizumab
(anti-PD-1)

ALK- és EGFR-

negativ esetekben

Kiséro IVD:

22C3 250% TPS

IHC nélkiil
alkalmazhatd
ALK- és EGFR-
negativ esetekben

Kiséré IVD:
22C3 21% TPS

Kiséré IVD:
22C3 210 CPS

IHC nélkal
alkalmazhato

Kiséré:
22C3 21 CPS

Kiséré IVD:
22C3 250% TPS

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

Kisérd:
22C3 1% TPS
Kisérg:
22C3 1% TPS

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato
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Nivolumab
(anti-PD-1)

IHC nélkil
alkalmazhaté*
Kiegészits: 28-8
>1% TPS

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato*
Kiegészits: 28-8
>1% TPS

IHC nélkil
alkalmazhato
Kiegészits: 28-8
>1% TPS

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhato

Durvalumab
(anti-PD-L1)

Atezolizumab
(anti-PD-L1)

IHC nélkiil
alkalmazhato
ALK- és EGFR-
negativ esetekben

IHC nélkil
alkalmazhato*
Kiegészits: SP142
»50% TC / 210% IC

Kisérd IVD:
SP263°21% TC

IHC nélkil
alkalmazhato

Kiséro IVD:

SP142 25% IC

IHC nélkiil Kiegészits: SP263

alkalmazhato >25% TC vagy
>1% ICP és 225%
IC vagy ICP=1%
és 1C=100%

Kiséro IVD:

SP14221% IC

Avelumab
(anti-PD-L1)

IHC nélkil
alkalmazhato

IHC nélkal
alkalmazhato

IHC nélkil
alkalmazhaté
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1. TABLAZAT. A PD-1/PD-L1 gatloszerek alkalmazasara jovahagyott indikaciok és tarsult diagnosztikumaik [folytatds)

Pembrolizumab Nivolumab Atezolizumab Durvalumab Avelumab
(anti-PD-1) (anti-PD-1) (anti-PD-L1) (anti-PD-L1) (anti-PD-L1)
dMMR/MSI-H kolorektalis IHC nélkal IHC nélkil
karcinéma alkalmazhatd alkalmazhato
IHC nélkil

dMMR/MSI-H (barmely tumor) alkalmazhaté

PD-1/PD-L1 gétldszerek alkalmazédséra az EU-ban jévahagyott (z6ld), kizeli jévahagyés elétt all6 [sérgal és jovdhagyasi vizsgélat alatt &llé
[narancs), tovabbé az EU-ban nem, de az FDA &ltal jévahagyott indikacidk. Az Eurdpai Gydgyszeriigyndkség éltal kitelezéen eldirt diagnosztikai
kovetelmények vastag betlivel szedve. ALK: anaplasztikus limfoma kindz, EGFR: epidermalis névekedési faktor receptor, HCC: hepatocellularis
karcinéma, IHC: immunhisztokémia, IVD: in vitro diagnosztikum, dMMR: mismatch repair deficiencia, MSI-H: mikroszatellita-instabilitds, NSCLC:
nem kissejtes tiidérék, RCC: vesesejtes karcindma, SCLC: kissejtes tidérak. *Az EU-ban PD-L1-expresszio meghatarozésa nélkil alkalmazhatd.
A kiegészité (opcionélis) IVD feltintetve. “Az EU-ban a pembrolizumab és a nivolumab diagnosztikajara is hasznélhaté

pont-gatld kezelések sikerét a TMB, a CD8* T-sejtek jelenléte
és a PD-L1-expresszié egyiittesen hatarozzak meg (12). Egy
friss tanulmanyban 21 kiilénb6z6 daganattipus PD-1/PD-L1
gatlasanak eredményessége alapjan ezek koziil 6sszességé-
ben a CD8* T-sejtek mennyiségét talaltak a terapids eredmény
legfontosabb prediktoranak (19).

2019-re az Egyesiilt Allamok Szovetségi Gydgyszeriigyi
Hatéséga (FDA) és/vagy az Eurdpai Gydgyszeriigynokség
(EMA] mar 14 specifikalt daganatfajta plusz barmely dMMR/
MSI-H szolid tumor kezelésében engedélyezte 6t kiilon-
féle PD-1/PD-L1 géatlé hatdanyag kozil egy vagy tobb al-
kalmazasat. Ezek kozil a nem kissejtes tiidérak (NSCLC),
fej-nyaki laphamrak, valamint urotelidlis karcinéma bizonyos
eseteiben, tovabba vesesejtes karcinéma, hepatocellularis
karcindma, Hodgkin-limfoma, primer mediasztinalis nagy
B-sejtes limfoma, Merkel-sejtes karcindma, kissejtes tiidérak
(SCLC), melanéma és a dAMMR/MSI-H daganatok kezelé-
sében a PD-L1-expressziétdl fliggetleniil alkalmazhatéak
egyes hatbéanyagok, a PD-L1 tesztelése nem sziikséges (7.
tablazat). Tovabbi daganat-hatéanyag kombinaciok viszont
PD-L1-immunhisztokémiai diagnosztikat igényelhetnek,
amit az aladbbiakban targyalunk.

A PD-L1-EXPRESSZIO KIERTEKELESI MODJAI

Ahogy azt bemutattuk, az egyes PD-1/PD-L1 gatlok eseté-
ben a PD-L1-expresszio meghatarozasara csak specifikalt
IVD modszer hasznalhatd, ami négy primer antitesttel vég-

zett immunhisztokémiai vizsgalatnak akar daganatfajta-
kon belil is a kezelés maodjatdl (pl. elsé vagy masodvonal)
eltérd kiértékelési sémajat és hatarértékeit jelenti (7. és
2. tablézat). Alapszabalyként a torzskonyvezés soran egy
hatdanyaghoz egy adott primer antitestet kapcsoltak, igy az
atezolizumab-SP142, durvalumab-SP263, nivolumab-28-8
és pembrolizumab-22C3 parositasok alakultak ki. A harom
nydl monoklonalis primer antitest koziil az SP142 és SP263
a PD-L1 intracellularis szakaszat, mig a 28-8 és az egér
monoklonalis 22C3 az extracellularis domént ismeri fel (2.
téblazat) (20, 21). A négy IVD teszt két diagnosztikai gyar-
t6 dedikalt immunfestd automatajan végezhetd (SP142 és
SP263 - Ventana, 28-8 és 22C3 - Dako). Ezek jelent8sége
abban all, hogy a PD-L1-diagnosztikaban kiilondsen fontos
a nagy érzékenységu eléhivé rendszerek preciz hasznalata,
mivel a PD-L1 fehérje expresszids szintje gyakran alacsony
a daganat- és immunsejteken. Masrészt mind az alul-, mind
a tulhivas a reakcid diagnosztikai kiiszébértékének eltold-
dasat okozhatja.

Egyedileg meghatarozott, hogy az adott tumorban a da-
ganatsejtek és/vagy a TIS fest6dését kell-e értékelni, és az
immunsejtek mely tipusai (makrofagok, limfocitak, gra-
nulocitdk] veenddek figyelembe, milyen beszamitasi mad
szerint. Gyartotdl figgden TPS (Tumor Proportion Score,
PD-L1-expresszald tumorsejtek aranya) és CPS (Combined
Positive Score, a PD-L1-et expresszalé tumor- és immunsej-
tek kombinalt, 6ssz-tumorsejtszdmhoz viszonyitott szazalékos

2. TABLAZAT. A PD-L1-diagnosztikaban hasznalt primer antitestek fontosabb jellemzdi

Primer antitest klonja  Primer antitest fajtaja = PD-L1-epitop

28-8 nyul (monoklonalis) extracellularis
22C3 egér (monoklonalis) extracellularis
SP142 nyul (monoklonalis) intracellularis
SP263 nyul (monoklonalis) intracelluldris

Gyarto
(primer, eldhivé rendszer)

Hatéanyag
(gyarté)

Dako nivolumab (BMS)

Dako pembrolizumab (MSD)
Ventana atezolizumab (Roche)
Ventana durvalumab (AstraZeneca)
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aranya), valamint TC (% Tumor Cell, ugyanaz, mint a TPS;
PD-L1-expresszalé tumorsejtek szazalékos aranyal, ICP
(Immune Cell Present, a daganat teriiletébdl a tumorasszo-
cidltimmunsejtek altal lefedett arany) és IC (% Immune Cell,
a daganat teriiletébdl a PD-L1-expresszald tumorasszocialt
immunsejtek altal lefedett arany) kiértékelési médokat, illetve
ezek esetleges kombinaciéit kiilonboztetjik meg (1. dbra) (22,
23]). Fontos még tudni, hogy a daganatsejtek esetében csak
a komplett vagy részleges membranézus festédés, mig az
immunsejtek esetében altaldban mind a membran-, mind
a citoplazmatikus reakcié pozitivitasként értékelendd. A TPS-
hez és TC-hez csak a daganatsejtek, CPS esetén a tumorsej-
tek mellett a makrofagok és limfocitdk, mig IC-hez csak az
immunsejtek (de ide értve a tumort infiltralé granulocitakat
is) pozitivitasat értékeljik. A diagnosztikus kiiszobértékek
egyedileg meghatarozottak, akar még ugyanazon tumor els6
és masodvonalbeli kezelésénél sem azonosak (7. tablazat).

Tovabb komplikalja a kérdést, hogy egyes diagnoszti-
kumokat a gyartdk az eredeti torzskonyvi eléirdsokon tul
mas hatéanyagok terapias dontéseihez is jévahagyattak.
igy a hligyhdlyagrak és NSCLC durvalumabkezeléséhez ki-
egészit6 diagnosztikumként torzskdnyvezett SP263 az Eu-
ropai Unidban CE jelzést kapott az NSCLC pembrolizumab-
global/en/products/tests/ventana-pd-11-_sp263-assay2.html
#productSpecs). Tovabba validacios vizsgalatok alapjan az
NSCLC pembrolizumabkezelésének 22C3 antitesttel torténd
diagnosztikaja nem csak Dako Link 48 immunfestd automatan,
hanem Ventana Benchmark Ultra platformon is végezhet6
(24). Ezek a torekvések azonban oda vezethetnek, hogy az
eredeti hatdanyag-diagnosztikum kombinacion meghatarozott
diagnosztikus kiiszobértékek megkérdéjelezhetévé valnak,
ahogy erre egyes tanulmanyok fel is hivtak a figyelmet (25).
A kiilénboz6 primer antitestek és diagnosztikus platformok
osszehasonlitasara épp ezért szamos tanulmany sziletett.
Ezek mind urotelidlis karcinéma (26), mind NSCLC (24, 27-29)
esetében kimutattak, hogy a négy primer antitest kozil az
SP142 alulteljesit a tumorsejtek PD-L1-expresszidjanak kimu-
tatdsaban, mikozben az SP263, a 28-8 és a 22C3 e tekintetben
egyenérték(. Ugyanezen tanulmanyok azt is megmutattak,
hogy az immunsejtek PD-L1-festédése joval nagyobb varian-
ciat mutat a primer antitesttdl fliggéen, mint a tumorsejteké.
A tiidérak PD-L1-diagnosztikaja nagyszabaslu nemzetkozi
osszehasonlitd tanulmanyanak (Blueprint-projekt) elsé része
(27) arra is ramutat, hogy térzskdnyvileg jévahagyott modon
kiértékelve a négy antitest festédését, az SP142-vel joval tobb
olyan esetet értékeltek pozitivként, ami mindharom masik
antitesttel negativ volt. Az SP263-mal viszont hasonlé nagysag-
rendben mindsitettek negativnak a masik harom teszttel pozitiv
eseteket. Felhivnank azonban a figyelmet arra, hogy ebbél az
adott antitest klinikailag relevans diagnosztikus teljesitményét
megitélni nem lehet, mivel mas-mas gatlészer hatdsossaga-
nak elGjelzésére hivatottak, amelyek kiilonb6zé PD-1/PD-L1
epitdpokhoz kotddnek, igy eltérd terdpias eredményt adhatnak
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- @ PD-L1-negativ és -pozitiv viabilis,

< valamint PD-L1-pozitiv nekrotikus daganatsejt
:...f;-;{%% PD-L1-negativ, illetve -pozitiv [membran és memb-
B ran/citoplazma) dendritikus sejtek [makrofagok)

PD-L1-negativ és -pozitiv limfocita

1. ABRA. Rosszindulatt daganat PD-L1-expresszidjanak kiértékelése.
Az 4dbran 100 viabilis daganatsejt lathatd, melyek kozil 30 mutat vala-
mely intenzitdsu komplett vagy inkomplett membrandzus PD-L1-poziti-
vitast, tehat a TPS (Tumor Proportion Score), illetve a TC (% Tumor Cell)
ez esetben 30%. A tumorinfiltrald immunsejtek (TIS) kozil 25 PD-L1-
pozitiv és 35 -negativ limfocita, valamint 5 PD-L1-pozitiv és 5 -negativ
dendritikus sejt (makrofag) lathatd (az immunsejtek esetében nem-
csak a membran-, hanem a citoplazmatikus fest6dés, illetve ezek kom-
binacidja is pozitivitdsnak értékelendd). A CPS (Combined Positive Score)
a pozitiv daganatsejtek, valamint a pozitiv makrofagok és limfocitak
dsszegének az Gsszes viabilis daganatsejt mennyiségére vetitett aranya.
Jelen esetben ez [(30+25+5)/100]x 100, tehat a CPS 60 (a CPS értékét nem
szazalékként adjuk meg, tovabba matematikailag a szamolas eredménye
lehet 100 feletti, de ez esetben is maximum 100-at adhatunk meg a CPS
értékének). Az IC (% Immune Cell) a daganat teriiletébdl a PD-L1-ex-
presszalé tumorasszocialt immunsejtek altal lefedett arany (tehat itt
nem a tumorsejtek szamahoz viszonyitott pozitiv sejtszamot hatarozunk
meg, hanem a tumorsejtek+strdma teriiletének ardnyaban vizsgaljuk
a pozitivimmunsejtek altal lefedett teriiletet). Jelen esetben a pozitivim-
munsejtek altal lefedett rész az 6sszes teriilet 10%-a, tehat az IC 10%.
Az ICP (Immune Cell Present] az 6sszes immunsejt (PD-L1-pozitiv +
-negativ) altal lefedett teriilet, ami jelen esetben 22%. Bar az &bran az
egyszerlség kedvéért csak limfocitakat és makrofagokat tiintettiink fel
a TIS részeként, de a CPS-sel szemben az IC-nél és ICP-nél ezeken kivil
a granulocitdk pozitivitasat, illetve jelenlétét is figyelembe kell venni.
Ugyanakkor a nekrézishoz tarsulé gyulladasos sejteket figyelmen kivil
kell hagyni mind a CPS, mind az IC vagy ICP esetében, csaklgy, mint
a PD-L1-pozitiv nekrotikus daganatsejteket a TPS és TC, illetve a CPS
meghatarozasanal

ugyanazon betegben is. De a Blueprint-projekt keretében azt is
megvizsgaltak, hogy bir-e klinikai relevanciaval a négy primer
antitest kiértékelési algoritmusanak egymassal felcserélése.
Ez egyértelmien kimutatta, hogy az adott antitest csak a hoz-
zarendelt sémaval értékelhetd ki, kiilonben a diagnosztikus tel-
jesitményiik romlik. A Blueprint-projekt masodik fazisaban (28)



az avelumab egyes torzskonyvezési eljarasai soran hasznalt
Dako 73-10 primer antitestet is tesztelték. Mivel az e klinikai
vizsgalatok alapjan terapias célpontként jovahagyott tumorok
esetében (urotelidlis és Merkel-sejtes karcinéma) nem talaltak
a PD-L1-expressziotol fliggd jelentésebb hataskiilonbséget
(30, 31), és NSCLC-nél is csak mérsékelt 6sszefliggés volt
tapasztalhaté (32), igy a 73-10 nem keriilt még kiegészits vagy
tarsitott diagnosztikum statuszba. Ugyanakkor a Blueprint
eredményei alapjan érzékenyebben detektalja a tidéraksejtek
PD-L1-expressziéjat, mint a masik 4 antitest.
Osszességében ezek a tanulmanyok megerdsitették, hogy
a PD-L1-diagnosztikdban az adott PD-1/PD-L1 gatlészerhez
eldirt specifikus tesztet kell alkalmazni mindaddig, amig kli-
nikai hatastanulmany nem igazolja, hogy mas diagnosztikum
megkozelitdleg hasonld vagy jobb klinikai relevanciaval képes
a terapia hatasfokanak eldrejelzésére. A reakcio kivitelezésére
hasznalt immunfest6 automata és eléhivé rendszer felcseré-
lése lehetséges, dm a patologusnak tisztaban kell lennie az
alkalmazott rendszer sajatossagaival (pl. a Ventana platfor-
mon erdteljesebb a jelamplifikacié, mint a Dako esetében),
és ezt figyelembe véve (akar sajat validacios vizsgalattal/
kiilsé minGségbiztositassal kontrollalva) alkalmazni az eléirt
diagnosztikus hatarértékeket a kiértékelésnél.

A PD-L1-EXPRESSZI0 MEGHATAROZASANAK
GYAKORLATI KERDESEI
A PD-L1-expresszié analizisének szamos kritikus tényezdje
van, igy a minta mindsége, mennyisége (mditéti preparatum
vs. biopszia vs. citoldgial, a preanalitikai tényezék (a minta
kezelése, az IHC kivitelezése), a megfeleld pozitiv és negativ
kontrollok, az immunhisztokémiai reakcié kiértékelésének
problémaivagy a PD-L1-expresszid heterogenitasa a tumoron
belil mind befolydsolhatja a végsé eredményt.
APD-L1-fehérje-expresszid vizsgalata a primer szovettani
diagnozishoz képest altaldban kés6bbi idépontban torténik
(mivel jellemz8en az onkoldgus indikalta, kérésére torténd
vizsgalat). Minthogy pl. a tiddrakok esetében a minta gyakran
kis méretd, ezért fontos, hogy a feldolgozas soran biztositani
tudjuk a késbbb torténd vizsgalatok kivitelezhetdségét, hiszen
a PD-L1-IHC a KRAS-, EGFR-, BRAF-, ALK-, ROST-meghataro-
zasokkal parhuzamos eljaras. Immunhisztokémiai vizsgalatra
a citoldgiai minték egy része alkalmas csupan. A standard
PD-L1-reakcid formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintat
igényel, igy keneteken értelemszeriien nem végezhetd. Azon-
ban a citoldgiai mintavételbdl nyert, folyadék fazisba felvett
sejteket bedgyazva sejtblokk is készithetd, és az ezekbdl ké-
szllt metszeteken végzett PD-L1-IHC a széveti metszetekhez
hasonlé eredményt ad (28). A minta nagysagatol fiigg, hogy
alkalmas-e PD-L1-vizsgalatra, illetve alkalmassag esetén
mennyire reprezentativ eredmény( a rajta végzett IHC. Az
alkalmassagi kiiszob minimalisan 100 tumorsejt, ennek meg-
feleléen a m(téti preparatumok szovetblokkjai a leginkabb
alkalmasak, de pl. a tlidédiagnosztikdban a bronhusexcizid,
a transztorakalis core-biopszia és a pleuralis folyadékbdl
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szarmazo sejtblokk tobbnyire megfeleld, mig a transztorakalis
tlid6- vagy transzbronhialis nyirokcsomé-aspiratum sejtblokkja
esetenként nem tartalmaz elég sejtet a PD-L1-IHC-hoz. Azon-
ban a 100 sejtet nemcsak horizontalisan, egy metszetben, de
tovabbmetszésbdl a minta mélységében Ujabb sejtrétegeket
elérve is megprébalhatjuk biztositani sziikség esetén, tobb
metszeten elvégezve a reakciét és egybeszamitva azok ered-
ményét. De fontos térekedni a minél nagyobb mintabol torténd
meghatarozasra, mivel tanulmanyok igazoltak, hogy a minta
méretének csokkenésével né a vizsgalati eredmeény bizonyta-
lansaga, ugyanis a PD-L1-expresszié jelentds intratumoralis
heterogenitast mutathat (25, 33, 34). A preanalitikai tényez8k
szerepe is lényeges, az eltavolitott szovet fixalasat amint lehet,
meg kell kezdeni, 2 6ranal hosszabb ,hideg iszkémia” esetén
aminta nem megfeleld. A fixalas id6tartama szintén befolyasol-
ja azimmunreakcié mindségét (a minta nagysagatél fliggéen
6-48 6ra azidedlis, maximalisan 72 6ra). A beagyazasnal a pa-
raffin h6foka nem lehet 60 °C-nal magasabb. Csontattétek is
vizsgalhatdak, am tgyelni kell arra, hogy dekalcinalasra csak
az EDTA-s médszer megfeleld, mert savas kezelés tonkreteszi
az epitopokat. A vizsgalatot idedlis frissen készitett metszeten
végezni, a tarolasra a gyartd adott daganattipusra specifikus
Utmutatoja irdnyadd, de hiitve tarolt metszet felhasznéalasa sem
javasolt 1 honapon tal. A paraffinos blokk tarolasi ideje nem
kritikus kérdés, akar évekkel korabbi mintak is hasznalhatoak
(nagyobb méret(i szovetblokk lehetdséget ad mélyebb sikbél
torténé metszésre, aminek hasznalataval biztosabban elke-
rilhetd a fellileti oxidacio okozta esetleges mingségromlas).

Viszont érdekes, és a klinikai gyakorlatban nagy jelenté-
séggel bird kérdés, hogy mennyiben reprezentalja egy joval
korabban vett minta, tipusosan az eltavolitott primer tumor,
egy késébbi stadiumban lévd, akar mar attétes betegség PD-
L1-statuszat. Erre Skov és munkatarsai friss tanulmanya ad
valaszt (35), melyben kimutattak, hogy az elérehaladottabb
NSCLC-esetekben szignifikdnsan gyakoribb a PD-L1-exp-
resszio, és ez alapjan a korabbi, primer daganatbdl szarmazé
anyag nem feltétlenil tiikrozi a progresszié utani PD-L1-
statuszt, ami nagyobb valdszinliséggel PD-L1-expresszalo,
mint az eredeti. Tehat Uj mintavétel lehet sziikséges, ha az
eredeti anyagban nincs hatarértéket eléré PD-L1-expresszié.
Minden diagnosztikus PD-L1-vizsgalathoz megfelelé pozitiv
és negativ kontrollokat kell tarsitani. Pozitiv kontrollként
a gyarto ajanlasatol fiiggéen tonzilla- vagy placentaszove-
tet hasznalunk, de az egyes IVD termékek mellé biztositott
ismert expresszi6ju daganatsejt-tenyészetek, illetve ezek
kombinaciéja még pontosabb beallitast tesz lehetdvé, mivel
a daganatsejtek pozitivitdsanak pontos aranya kalibralhato.

A PD-L1-meghatérozas gyakorlatat az NSCLC masodvo-
nalbeli kezelésén keresztiil mutatjuk be, minthogy ebben az
indikacioban az els6k kozott indult el a PD-L1-diagnosztika,
és mind a négy gatldszer-IVD kombinacié elérhetd. Az FDA
a22C3-at kisérg IVD tesztként engedélyezte a pembrolizumab-
kezeléshez, mig a 28-8 a nivolumab, az SP142 az atezolizumab
kiegészitd (opcionalis) diagnosztikuma. Az Egyesiilt Allamok-
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ban a durvalumab ebben az indikacioban nem jovahagyott (bar
a Blueprint-projektben >25% TC-vel vizsgaltak], de az Eurdpai
Unidban igen, >1%-os TC-hatarértékkel (1. tdbldzat). A négy
teszt koziil a 22C3, a 28-8 esetében 1%-o0s TPS, az SP263-nal
1%-0s TC, mig az SP142 esetében 50% TC/10% IC kiértékelési
séma alkalmazandd. Tehat a PD-L1-pozitivitds kimondasahoz
a22C3, a 28-8 és az SP263 esetén a viabilis tumorsejtek lega-
labb 1%-aban kell barmely er6sség, komplett vagy részleges
membrandzus pozitivitast detektalni. Az SP142-nél elsé lépés-
ben ugyanigy értékeljik a tumorsejtek pozitivitasat, ha ez eléri/
meghaladja az 50%-ot, akkor PD-L1-pozitiv a daganat. 50%
alatti TC esetén masodik lépésben az IC-t vizsgaljuk. Ekkor
a PD-L1-pozitivitas feltétele, hogy a pozitiv TIS [membran- és/
vagy citoplazma-pozitiv limfocitdk, makrofagok/dendritikus
sejtek és granulocitdk) a daganat teriiletének (tumorsej-
tek+stroma) legaldbb 10%-at elfoglaljak. A kiértékelésnél
kiilonos figyelmet érdemelnek a tumorasszocialt makrofagok,
mivel megjelenésiik gyakran tumorsejtekre emlékeztet, igy
a gyakran megfigyelhetd membranpozitivitdsuk tévesen a TPS/
TC részeként értékelhetd. Ezenkiviil a nekrotikus/apoptotikus
tumorsejtek, illetve a nekrotikus teriletekhez tarsult gyulla-
dasos sejtek valamennyi tesztnél figyelmen kiviil hagyanddk.
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