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1. BEVEZETES

A melanoma a veldcsé-eredetii melanocitak rosszindulata burjanzasa. Tilnyomorészt
a boérbol kiinduld daganat. Klinikai megjelenése valtozatos, korlefolyasa kedvezdtlen
és gyakran kiszdmithatatlan, attétképzé tulajdonsaga kifejezett. Gyakorisaga
vilagszerte és Eurdpaban is jelentésen emelkedett.

A bor malignus melanémajat tartjdk az egyik legimmunogénebb huméan daganatnak,
gyakran igen kifejezett immunsejtes infiltracio jellemzi, ennek ellenére igen rossz a
prognézisa. A melanomak szerves részét képezé gazdaszervezeti sejtek, ezen beliil a
velesziiletett és adaptiv immunvélasz létrehozasaban kozremiikodd sejtek pozitiv és
negativ hatést is gyakorolhatnak a betegség kimenetelére. A hatékony immunvélasz
kialakuldsa csokkenti a daganatok progresszidjanak, metasztazisaik kialakulasanak
valoszinliségét, igy a betegség kimenetelét kedvezéen befolyasolja. Az immunsejtes
infiltratum prognosztikai szerepét tanulméanyoztuk melanémakban.

1.1. A melanémakat infiltral6 immunsejtek

A gyulladdsos és immunreakciok képesek mind pro-, mind antitumorélis hatast
kifejteni. Egyre nagyobb figyelem Ovezi a lokalis, a daganat teriiletére jellemzd
immunaktivitast, amelyrél az infiltral6 immunsejtek vizsgéalata nyujthat informaciot.
A melanémak immuninfiltradtumaban mind a velesziiletett (mononuklearis fagocitak,
dendritikus  sejtek, granulocitak, hizdsejtek, NK-sejtek), mind az adaptiv
immunrendszer sejtjei (T-limfocitak, B-limfocitak) megtalalhatéak. A sejtek egy
részét  inkdbb  immunszuppressziv  tulajdonsdglnak  tartjdk, mint a
CD4'CD25'FOXP3" regulator T-sejtek, CD4" Th2 helper T-sejtek, mieloid-eredetii
szuppresszor sejtek (MDSC), M2 makrofagok, N2 neutrofilek, plazmacitoid
dendritikus sejtek, més résziik pedig foként antitumoralis hatdst, mint a CD8"
citotoxikus T-limfocitak, Thl helper T-limfocitdk, az antigénprezentalé dendritikus
sejtek, M1 makrofagok és N1 neutrofilek.

A tumorok progresszidja gyakran megfigyelheté kifejezett limfoid infiltratum
jelenlétében is. Fontos a sejtek prognosztikai jelentéségének meghatarozasakor az
alcsoportok elkilonitése mellett a funkcionalis és aktivaltsagi allapotot is jellemezni.
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1.2. Az érszem nyirokcsomdk immunolégiai sajatossagai és ezek
prognosztikai alkalmazhat6saga

Melandmas betegeknél a szentinel nyirokcsomék (SLN) érintettségének patoldgiai
meghatarozasa jo prognosztikai jelz6 a talélés szempontjabol. Az Orszem
nyirokcsomok immunkompetencidja jelenleg még vita targyat képezi. Viszonylag
kevés kdzlemény célozta a szentinel nyirokcsomék immunstatusza meghatarozasanak
prognosztikai  alkalmazhatosagat, illetve a potencialis 6sszefliggéseket a
klinikopatologiai tényez6k és az immunsejtek denzitasa kozott.

1.3. Hormonalis tényezdék

Szdmos tumortipus mutat nemenként kiilonbozé viselkedést, jelezve ezzel az endokrin
faktorok lehetséges szerepét a betegség kimenetelében.

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban magasabb méjkolonizal6 potencialt irt
le him SCID egerekben emberi melanémasejtek lépbe torténd oltasa utan.
Vizsgalataink alapjan a nemi kiilénbség szervspecifikus és a majra korlatozddik. A
jelenség hatterét vizsgalva azonban human melanémasejtekben sem fehérje-, sem
MRNS-szinten nem tudtunk szdmottevé nemihormon-receptor expressziot kimutatni.
In vitro kisérletekben a nemi hormonok nem befolyésoltdk sem a proliferaciét, sem a
maétrixadhéziot. A direkt hormonhatas hidnya miatt felmerilt a gazdaszervezeti sejtek
befolyasolasan keresztiili hatas lehetdsége.

2. CELKITUZESEK

Munkank sordn az immunsejteknek a malignus melandma progressziojat befolyasol6
szerepét vizsgalva a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

1. A primer melandémat infiltrald egyes sejttipusok, mint a DC-LAMP" érett
dendritikus sejtek, a CD20-at expresszal6 B-limfocitdk, és a T-limfocitdk egy
alcsoportja, a FOXP3" regulator T-sejtek mennyisége 6sszefiigg-e a klinikopatologiai
paraméterekkel és a betegség kimenetelével?

2. Vajon az 6rszem nyirokcsomokban a kiilonb6zé immunsejttipusok, mint az
OX40" aktivalt T-limfocitak, DC-LAMP" érett dendritikus sejtek, illetve a FOXP3*
regulator T-sejtek és CD123" plazmacitoid dendritikus sejtek jelenléte prognosztikus
lehet-e a tumor progresszidjara és a betegek tulélésére vonatkozéan?
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3. Van-e jelentdsége a gazdaszervezet nemspecifikus védekezé rendszerének,
ezen belil a makrofagoknak és az NK-sejteknek az egérkisérletek soran a majban
észlelt nemek kozti attétképzd kilénbség kialakuldsaban?

3. ANYAG ES MODSZER

Beteganyag-jellemzok

1980 és 2001 kozott a Semmelweis Egyetem Bér- és Nemikortani Klinikéan és az
Orszagos Onkologiai Intézetben primer kutan melandma miatt sebészeti miitéten
atesett betegek archivalt szévettani mintajan végeztiik a tanulmanyokat: a dendritikus
sejtek vizsgalatat 82, a B-sejtekét 106, a FOXP3" regulator T-limfocitakét 97 eseten.
Az 6rszem nyirokcsomok tanulmanyozasahoz 60 primer kutan melanémas betegbél
szarmaz6 100 szentinel nyirokcsomd szdvettani mintajat vizsgaltuk. A betegek nem
kaptak semmiféle daganatellenes kezelést a mutét el6tt. A tumorokat vastagsaguk
szerint 4 csoportba osztottuk (<1,0, 1,01-2,0, 2,01-4,0, >4,0 mm), illetve harom
nem volt metasztazis, csak regionalis nyirokcsomoattét volt, tavoli szervi attét is volt).
Minden beteg tumorat épben tavolitottak el. A tulélé betegeket legalabb 5 éven
keresztiil kovettiik, az ezidd alatt elveszitett betegek a melanéoma és szovédményei
miatt halaloztak el.

Az infiltralo6 sejtek immunhisztokémiai kimutatdsa melanémamintakban

A vizsgalatoknal a kdvetkezd primer ellenanyagokat hasznaltuk: egér monoklonalis
anti-CD1a, anti-DC-LAMP, anti-CD45RO0, anti-CD20cy, anti-FOXP3, anti-CD134,
anti-CD123, anti-CD25, anti-CD21. Az esetek egy részén kett6s jelolést is végeztiink
a dendritikus sejtek (CDla, DC-LAMP) vagy B-sejtek (CD20) és az aktivalt T-
limfocitdk (CD25, CD134) egyiittes kimutatasara. A primer antitesteknek megfeleld
masodlagos ellenanyag és detekcidés rendszer alkalmazasat kévet6en 3-amino-9-
etilkarbazol, ill. a kettds jeloléseknél Vector SG és fukszin kromogénnel tettiuk
lathatova az immunreakciokat.

Az immunreakciok kiértékelése

A primer melandmék esetében az egész tumoros teriiletet értékeltiik, és sejt/mm?-ben
adtuk meg a denzitasértéket. Az infiltralé sejteket kilon regisztraltuk intratumoralisan
(a melanémasejtfészkeket infiltralok) és peritumoralisan (a tumornak a széli és a
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bazalis részén elhelyezkedé infiltratum). Az egyes sejttipusokra denzitasi
kiiszobértéket az adott valtozénak a teljes vizsgalt csoportra vonatkozo kozépértéke
alapjan allitottunk be, esetenként kis mddositasokkal. Az intra- és peritumoralis
sejtstirliségre  kiilon kiszobértékeket alkalmaztunk és ennek alkalmazasaval
meghataroztuk azon betegek csoportjat, akiknek az atlagos sejtdenzitasértékei a
kiszobérték felett voltak. A T-sejt-aktivaciés markerek denzitdsi eredményei
munkacsoportunk korabbi vizsgalatabol szarmaztak.

A szentinel nyirokcsomok vizsgalatdnal az 5 legnagyobb pozitiv sejt denzitasu
tertileten szdmoltuk le a jel6lt sejteket 400x-0s nagyitas mellett. Azoknal a betegeknél,
akiknél egynél tobb SLN-minta volt hozzaférheté, az osszes SLN-b6l szarmazo
atlagértéket regisztraltuk. Minden markerre kiiszdbértéket szamoltunk.

Kisérleti modell: a nemi killénbség az attétképzésben

Sejtvonalak
A HT168-M1 és HT199 humén melanémavonalakat valamint a B16 egér
melandémasejteket 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazé atmoszféraban, RPMI 1640
tapfolyadékban tartottuk fenn, ami 5% fotalis borjusavét és 50 pl/ml gentamycint
tartalmazott.

Citotoxicitasi teszt

8-10 hetes him és néstény SCID egerekbdl nyertiink 1épsejteket. Az egereket 1 nappal
a sejtek begylijtése eldtt poliinozin-policitidinsavval (poli(1:C)) kezeltiik. A célsejteket
(HT168-M1 melanéma) egyutt tenyésztettik a lépsejtekkel, 100:1, 50:1, 25:1 és
12,5:1 effektor:target arany mellett. A citotoxicitds mérésére LDH-kibocsatasi tesztet
alkalmaztunk.

Allatok

A C57BL/6, SCID (CB17/icr-Prkdc*™) és NOD/SCID IL2Ry™" (NSG; NOD.Cg-
Prikdc™™® 112rg™""/SzJ) egereket az Orszagos Onkoldgiai Intézet patogénmentes
allathdzédban nevelték. Az allatkisérleteket a publikalt daganatkutatasi Gtmutatdk
szerint végeztik; a kisérleti protokollt az Orszagos Onkoldgiai Intézet munkahelyi
allatvédelmi bizottsaga engedélyezte.



Majkolonizacié

A melandémasejteket az egerek Iépébe oltottuk. A kisérleteket 22-29 (HT168-M1),
illetve 16 (B16) nappal a tumorsejtek beoltasa utan zértuk le. Az allatok Iépének és
majanak témegét megmértik, majd 4%-os formalinban fixaltuk. A felszini
majkoldniakat sztereomikroszkop alatt szamoltuk meg. A Kupffer-sejteket és NK-
sejteket blokkold kisérletekben 1 nappal a melandmasejtek beoltasa elétt GdCls-at,
illetve anti-asialo GM1 antitestet adtunk intraperitonealisan fiziolégias séoldatban,
kontrollként fiziologias séoldatot hasznalva. A majkolonizacié kinetikajanak
meghatéarozésara 5x10° HT168-M1 sejtet oltottunk SCID egerek lépébe, majd az
allatokat 1 6raval, 1 nappal, illetve 1 héttel az oltas utan vizsgaltuk. Az egerek majat
4%-o0s formalinban fixaltuk, majd szovetteni feldolgozasukat kovetéen a Ki-67
antigén immunhisztokémiai kimutatésaval az aktiv, 0sztédé melanémasejtek 1 mm?2-re
es6 denzitasat fénymikroszkoppal hataroztuk meg.

Tiid6kolonizacié

SCID egerek farokvénajaba 10° melandmasejtet oltottunk. Oltas utan 6 héttel a
kisérletet lezéartuk, az allatok tiidejét 4%-os formalinban fixaltuk, majd a felszini
kol6niak szamat sztereomikroszkdp alatt meghataroztuk.

Intrakardialis oltas

A him és a néstény egereket sebészi Uton kasztraltuk (orchidektomia, ovariektémia).
A kontroll egerek almiitétnek lettek kitéve. A miitét utan 2-4 héttel 10° életképes
tumorsejtet oltottunk a sziv bal kamrajaba. A kisérleteket a tumorsejtek beoltasa utan
3-4 héttel fejeztik be. Eltavolitottuk, majd 4%-os formalinban fixaltuk a majat, agyat,
szivet, tiidot, veséket, mellékveséket és a combcsontot. A majkolonidk szamat
sztereomikroszop alatt, a tébbi szerv attéteinek szamat fénymikroszkdppal hataroztuk
meg.

4. EREDMENYEK

4.1. A primer tumort infiltralé dendritikus sejtek jelentosége

CD1a" dendritikus sejteket hasonlo szamban talaltunk a melanomasejt-fészkekben és a
stromélis teriileten, mig a DC-LAMP" markert hordozé érett dendritikus sejtek
eloszlasa jorészt a peritumoralis teriiletre korlatozodott. A CD1a" DC-k peritumoralis
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és intratumoralis, és a DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek peritumoralis infiltracioja
er6s forditott Gsszefliggést mutatott a tumorvastagsaggal.

Az altalunk elemzett primer melandmak DC-denzitasaban nem talaltunk eltérést,
mikor a tumorokat sz6vettani tipusuk, lokalizaciojuk, avagy a betegek életkora, neme
szerint kiilonboztettiik meg. A kifekélyesedd tumorok alacsonyabb szamu infiltralo
DC-t tartalmaztak, valdsziniileg a wvastagabb tumorokban észlelheté nagyobb
kifekélyesedési tendencianak koszonhetden. A kovetési id6 alatt viszceralis
metasztazist adé daganatokat alacsonyabb peritumoralis DC-denzitas jellemezte. A
kifejezett peritumorélis DC-infiltracio, féként a DC-LAMP-ot expresszalo érett
dendritikus sejteké, hosszabb betegtiléléssel fliggott dssze.

Munkacsoportunk egy korébbi munkaja elemezte melanémékban a CD25, ill. OX40
aktivéaciés markert hordozd T-limfocitdk prognosztikus értékét. A dolgozatomban
targyalt vizsgélataink a DC-k és az aktivalt T-limfocitadk denzitasa kdzott szignifikans
korrelaciét mutattak ki. E sejttipusok mennyiségének kombinalt elemzése szerint
egylttes magas peritumoralis denzitasuk jo talélési potencidlt jelentett. A DC-
LAMP™9/0X40™9 kombinacié a prognozis szignifikans fiiggetlen prediktoranak
bizonyult.

4.2. A primer tumort infiltralé B-limfocitak jelentdsége

106 f6s mintank nagy részében jelentés szamu B-limfocitat taldltunk foként a
peritumordlis infiltrdtumban, mig a tumorsejtfészkekben jelenlétiik igen csekély volt.
A CD20" limfocitak szama nem mutatott Osszefiiggést a tumorparaméterekkel,
egyetlen kivételtSl eltekintve: a torzsi és feji lokalizacioju melandmak kozott
gyakrabban fordultak el szignifikans peritumordlis B-sejtes infiltratumot tartalmazd
mintak, mint a végtagiak esetén.

A B-limfocitdk denzitdsa ezzel szemben (mind intra-, mind peritumoralis
lokalizacidban) korrelalt a betegek tulélésével. Ertékeltiik a B-sejtek és aktivalt T-
limfocitdk denzitasértékei kombinacidjanak a prognosztikus hatésat is, ami jelentésen
kiilonbozo tulélésti betegesoportokat eredményezett; az alacsony B- és egyidejiileg
alacsony aktivalt T-sejt-denzités Kirivoan rossz prognézist vetitett eld.



4.3. A primer tumort infiltrald6 FOXP3" regulator T-sejtek jelentésége

A FOXP3" sejtek eléforduldsa a melandmamintdkban sokkal gyakoribb volt a stroma
limfocitagazdag teriiletein, mint a tumorsejtfészkekben. Mennyiségiik azonban nem
mutatott 6sszefliggést egyetlen tanulmanyozott klinikopatologiai paraméterrel (a beteg
életkora, neme, tumorvastagsag, lokalizaci6, szovettani tipus, kifekélyesedés) és a
betegség kimenetelével sem.

4.4. A kiilonb6z6 immunsejttipusok jelentésége a szentinel nyirokcsomékban

Retrospektiv tanulményunkban tébb immunsejttipus denzitdsat vizsgaltuk malignus
melanémédban szenvedd betegek Grszem nyirokcsomoiban: OX40" aktivalt T-
limfocitakat, FOXP3" regulator T-sejteket, DC-LAMP™ érett dendritikus sejteket és
CD123" plazmacitoid dendritikus sejteket. Az eredményeket a beteg- és
tumorparaméterekkel, valamint a betegség kimenetelével dsszefiiggésben értékeltiik.

Beteganyagunkban a DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek, a CD123" pDC-k és az
OXA40" aktivalt T-sejtek 6rszem nyirokcsomokban meghatdrozott mennyisége nem
mutatott szignifikans dsszefliggést a betegség progresszidjaval vagy a tuléléssel. A
FOXP3" T-limfocitak magas atlagos denzitasa ezzel szemben szignifikansan rovidebb
progressziémentes és teljes taléléssel jart. Tanulmanyunk Uj és érdekes megfigyelése,
hogy a FOXP3" sejtek magas SLN-atlagdenzitasa csak a pozitiv szentinelstatuszu
betegekben mutatott 6sszefiiggést a betegség kimenetelével.

4.5. Kisérleti modell: a nemi kiilénbség az attétképzésben

Munkacsoportunk korabbi, a HT168 és HT199 melandma-sejtvonalakkal végzett
kisérleteinek eredményeit megerésitette a kifejezett metasztatikus képességgel bird
HT168-M1 sejtek 1épbe oltasanak eredménye, amennyiben megdobbentd kiilonbséget
észleltiink him és ndstény SCID egerek kozott a kialakult majkolonidk szdmaban.

Nem talaltunk nemi kiilénbséget a primer tumor tdmegében Iépbeoltast kdvetden, sem
a tiildokolonidk szdmaban HT168-M1 melanémasejtek intravénas oltasat kovetden. Az
intrakardidlis oltas szdmos szervben kol6niaképzést eredményezett, azonban csak a
majban észleltlink kilénbséget a két nem kdzott: tobb koldniat talaltunk a himekben a
ndstényekhez képest, és az orchidektomia csokkentette, az ovariektomia pedig ndvelte
ezek szamaét.



Vizsgalataink szerint a majkolonizacioban észlelt nemi kilonbség a tumorsejtek
beoltisat koveté elsd napon megjelent, amikor a majban a Ki-67" proliferalo
melandmasejtek szama a himekben harmadara, mig a nstényekben nyolcadara
csokkent. A 7. napon talalt mikroszkopikus kolénidk szdma megkozelitéen
megegyezett az els6 napon Ki-67-pozitivitdst mutatd sejtek szdmaval, azt sugallva,
hogy a legtdbb proliferal6 melandmasejt képes volt koléniaképzésre.

A proliferald melandmasejtek mennyiségének az oltast kdvetd elsé napon megfigyelt
csokkenése a gazdaszervezet védekezd mechanizmusainak szerepét veti fel. Szintén a
gazdaszervezet befolyasolasan keresztili indirekt hatast valdszinisiti az a tény, hogy a
nemi hormonok direkt médon nem befolyasoltdk a melandémasejteket. Mivel a
természetes immunrendszer elemei megtaldlhatbak a SCID egerekben, azt
feltételeztiik, hogy a Kupffer-, vagy NK-sejtek teheték feleldssé a tumorsejtek gyors
eliminaci¢jaért. Mindkét sejttipusrdl leirtak, hogy gatolja a majmetasztazisok
kialakulasat és ndvekedését.

Kisérleteinkben az allatok elékezelése a Kupffer-sejteket gatlé gadolinium-kloriddal a
HT168-M1 sejteknek a két nemben egyforma mértékben fokoz6do
majkoldniaképzésével jart, az NK-sejtek aktivitdsanak gatlasa azonban nagyobb hatast
gyakorolt ndstény egerekben, mint himekben. Ez azt sugallja, hogy az NK-sejtek
szerepet jatszhatnak a majbéli koloniaképz6 tulajdonsag hatasfokaban észlelt, nemek
kozotti kiilonbségben, legvaldszinlibben azzal, hogy hozzajarulnak a disszeminalt
tumorsejtek eliminaciéjdhoz. Az NK-sejtek szerepét tdmogatta a nemek kozotti
kildnbség hidnya NSG egerekben, amelyek NK-aktivitdsra nézve deficiensek. Az
NK-sejtek lehetséges in vitro hatasat vizsgalva citotoxicitasi tesztet végeztiink
poli(l:C)-aktivalt 1épsejtekkel a HT168-M1 melandmasejtekkel szemben, ami a
ndstények 1épsejtjeinek magasabb effektor citotoxikus aktivitadsat mutatta.

5. KOVETKEZTETESEK

1. A primer melanémak teriiletén az infiltral6 immunsejtek esetében a DC-
LAMP" érett dendritikus sejtek nagy mennyisége szignifikinsan jobb prognozissal
fliggott dssze. A leghatékonyabb antigénprezentald sejtnek tartott dendritikus sejtek és
az aktivalt T-limfocitdk egylttes magas denzitdsa a jo prognozis szignifikans
fuggetlen prediktoranak bizonyult.



A B-sejtes infiltratum mennyisége, illetve a B-sejtek és aktivalt T-limfocitak egyittes
jelenléte és a prognozis kozott szintén pozitiv kapcsolatot talaltunk. A B-sejtek
alacsony peritumordlis denzitasa kombinalva alacsony aktivalt T-sejtszammal a rossz
prognézis szignifikans fiiggetlen eléjelzdje volt.

2. A FOXP3" regulator T-sejteknek melanémas betegek érszem nyirokcsomoiban
meghatarozott magas atlagos denzitasa a szentinel-pozitiv esetek alcsoportjaban a
betegség progresszidjaval és rovidebb tulélési idével mutatott 6sszefliggést, azonban e
sejtek szentinel-negativ betegek Orszem nyirokcsomoéiban, illetve a primer
melandméakban mért denzitasa esetében nem talaltunk kapcsolatot a taléléssel.

A tobbi vizsgalt immunsejttipus: az OX40" aktivalt T-limfocitdk, a DC-LAMP™ érett
dendritikus sejtek és a CD123" plazmacitoid dendritikus sejtek mennyisége a szentinel
nyirokcsomokban nem mutatott prognosztikus szignifikanciat.

3. Preklinikai modellben a human melanémasejtek magasabb aranyd
koloniaképzését figyeltiik meg him SCID egerekben a néstényekhez képest a majban,
de a tobbi szervben nem. A nemi kiildnbség méar a kol6niaképzés korai szakaszéban
megjelent. Az NK-sejtek lehetséges szerepére utal, hogy gatlasuknak a hatasa erésebb
volt a néstény egerekben, tovabbd az NK-aktivitdsra nézve deficiens NSG egereken
végzett kisérletekben nem észleltiink kiilonbséget a himek és néstények kozott a
melanomasejtek majkolonizacios képességében.



6. AZ ERTEKEZES TEMAJABAN MEGJELENT KOZLEMENYEK
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