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1.BEVEZETES

A szolid tumorok szerves részét képezik a gazdaszervezet sejtes és
molekularis komponensei, melyeknek a daganatsejtekkel vald
kolcsonhatdsa alapvetéen meghatdrozza a tumor bioldgiai
viselkedését, a betegség lefolydsat. E kolcsonhatasok kiemelkedd
fontossagu szerepl6i az immunrendszer, ezen beliil a természetes (mas
néven velesziiletett) és szerzett (adaptiv) immunrendszer elemei,
melyek mind pozitiv, mind negativ hatdst gyakorolhatnak a betegség
kimenetelére.

Az immunrendszer elsé védelmi vonalat a velesziiletett immunvalasz
elemei jelentik (makrofagok, dendritikus sejtek, granulociték,
hizosejtek, NK- és NKT-sejtek sth.). Az adaptiv immunrendszer
kozponti résztvevoi a sejtkdzvetitett immunvalaszban fOszerepet
jatszo CD8" (citotoxikus) T-limfocitak, az antitest-kozvetitett
immunvalaszért  felelos  B-limfocitak, tovabba a  mindkét
immunvalasz-tipus hatékonysagat nével6 CD4* segité (helper) T-
sejtek.

A sejtkozvetitett immunreakcid tobblépéses folyamat, mely soran a
karosodott tumorsejtekbdl kiszabaduld6 molekuldkat a szervezet
szamos pontjan megtalalhatd antigénprezentald sejtek (APC)
felveszik, és a fehérjék fragmentumait a nyirokcsomoékban MHC- (6
hisztokompatibilitasi komplex) molekulaikhoz kapcsoltan bemutatjak
a T-limfocitaknak. Utobbiak specifikus receptoraik (T-sejt-receptor,
TCR) segitségével képesek kapcsolodni az MHC-antigénpeptid
komplexumhoz, s a megfelelé antigénepitopot felismeré T-sejt ezt
kovetden aktivacion és klonalis felszaporodason megy keresztiil. Az
aktivalt antigénspecifikus CD8" T-sejtek a tumorba jutva a megfelel6
antigént hordozo tumorsejteket elpusztithatjak, s az elpusztult
daganatsejtekbol tovabbi, antigéntermészetii molekulak
felszabadulasaval Gjrainditjak a folyamatot, melynek kimenetelét a
részfolyamatokat pozitivan, illetve negativan befolyasolod szabalyozo
mechanizmusok egyensulya szabja meg.
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Mind a CD4*, mind a CD8" T-limfocitak aktivalodasaban
kulcsfontossagu az antigénprezentald sejtek altali antigénfeldolgozas
¢s -bemutatas. Ebben kiemelt jelentdsége van a dendritikus sejteknek
(DC), melyek egyediil képesek naiv (antigénnel még nem talalkozott)
CD8* T-limfocitak els6dleges aktivalasara. A dendritikus sejt az
antigénfelvétel ¢és kornyezeti veszélyszignalok hatisara érési
folyamaton megy keresztiil, melynek soran fokozodik az
antigénbemutatasi képessége.

A T-sejtek aktivalodasahoz az MHC-antigén-TCR kapcsolodas (els6
szignal) mellett egy masodik, un. kostimulacios jelre is sziikség van,
melynek hidnyaban a T-sejt valaszképtelensége kovetkezik be. A
legfontosabb, APC-ken megjelend kostimulacioés molekulak a B7.1 és
B7.2, melyeknek a T-limfocitak felszinén kifejez6d6 receptorukhoz, a
CD28-hoz vald kapcsolodasa stimulald szignalt jelent a T-sejtek
szdmara. A B7 molekuldknak ugyanakkor létezik egy negativ szignalt
kozvetit receptora is, a CTLA-4 (citotoxikus T-limfocita-asszocialt
protein 4), mely a T-sejtek felszinén aktivacié hatasara jelenik meg.
Kivételt képeznek a regulator T-sejtek (Treg), melyeken — tobb mas, a
T-limfocitakon altalaban aktivaciot kdvetden kifejez0dé markerhez
hasonldéan — a CTLA-4 konstitutiv sejtfelszini expressziot mutat.

A CTLA-4 nagyobb affinitassal koti a B7 ligandumokat, mint a
CD28, igy az utobbival valé kompeticié révén is akadalyozza a T-
sejtek aktivalodasat a kozvetlen gatlo szignalizacids utvonal elinditasa
mellett. E negativ visszacsatolasos folyamatnak fontos fizioldgias
szerepe van az immunvalasz Kkorai fazisaban a T-sejt-aktivacio
mértékének szabalyozasaban.

Az antigénprezentald sejtek és a T-limfocitdk kdlcsonhatasaban
szamos mas szabalyozo receptor-ligandum interakcio szerepet jatszik
(4n. immunellenérz6 pontok, immune checkpoints). Az immunvalaszt
stimulald kolcsonhatasok koziil kiemelendé az OX40 (CD134) és
liganduma (OX40L, CD252), valamint a 4-1BB (CD137) ¢és
liganduma (CD137L) kapcsolodasa. A kostimulator szignalok mellett
fiziologias koriilmények kozott 1étfontossaguak a gatldo szabalyozo
mechanizmusok is, melyek az egészséges szovetek védelmét
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hivatottak biztositani az autoimmun folyamatok kialakuldsdnak
megeldzésével. Daganatos szervezetben ugyanakkor hozzajarulhatnak
a hatékony tumorellenes immunvalasz kialakulasanak gatlasahoz.
Koziilik kiemelt jelentdségiiek a B7 molekulacsaladba tartozo B7-H1
(mas néven PD-L1, programozott sejthalal ligandum-1) és a B7-DC
(PD-L2). Receptoruk, a PD-1 (programozott sejthalal-1) a CTLA-4-
hez hasonldan szintén aktivacié hatasara jelenik meg T-limfocitakon
(kivéve a konstitutiv expressziot mutatdo Treg-sejteket), emellett B-,
NK- és mieloid sejteken is kifejezédik. A PD-1-nek ligandumaival
torténd kolcsonhatasa gatolja a T-és B-limfocitak aktivaciojat, s fontos
szerepe van — foként a periférids szovetekben — az immunvalasz
szabalyozasaban, a periférids tolerancia kialakuldsaban és
fenntartasaban.

A legtobb szolid daganat tartalmaz — sokszor jelentékeny
mennyiségben — immunsejteket, s a tumorsejtek felismerésére képes
T-limfocitdk  kimutathatok a tumorszovetben, a masodlagos
nyirokszervekben és a periférias vérben egyarant, ami a
gazdaszervezet daganatellenes reakcigjat tiikrozheti. A tumor
progresszidja azonban jelentds limfoid infiltratum, vagy akar
kimutathato tumorellenes immunvalasz jelenlétében is bekovetkezhet,
ami arra utal, hogy az immunrendszer az esetek jelentds részében nem
képes a daganatndvekedés féken tartasara. Ennek hatterében szamos,
egymast nem kizaré mechanizmust leirtak, mint pl. a tumorantigének,
MHC-molekuldk expressziojanak hianya vagy csokkenése, az
antigénfeldolgozas és -bemutatas zavara, kostimulacié hidnya,
immunszuppressziv ~ sejtek, illetve a tumorsejtek és mas,
kornyezetilkben lev0  gazdaszervezeti  sejtek  altal  termelt
immunszuppressziv anyagok. A tumorellenes immunvalasz gatlasaért
felelds  szuppresszorsejt-tipusok  kozil a CD4"CD25*FOXP3*
regulator T-sejtek (Treg) a legjobban jellemzettek. Gatoljak a tobbi
aktivitasat, s alapvetd fontossaguak az autoimmun folyamatok
kialakulasanak megel6zésében.
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A limfoid infiltratum jelenléte a tumorokban (tumorinfiltralo
limfocitak, TIL), ezen beliil a T-sejtek kifejezett infiltracidja szadmos
daganattipus esetében a betegség kedvezd kimenetelére utald jelnek
bizonyult. A leghatékonyabb antigénprezental6 sejtként szamon tartott
dendritikus sejtek mennyisége is dsszefliggést mutatott a taléléssel a
legtobb tumortipusban. A T-limfocitakhoz viszonyitva a B-sejtek a
legtobb daganatban kisebb mennyiségben vannak jelen. Az
ellenanyag-kozvetitett —immunvalasz szerepe a  tumorellenes
immunitasban nem tisztazott, és vitatott, hogy a szisztémas B-sejtes
reakcio vagy a tumorban e sejtek jelenléte hogyan befolyasolja a
daganatok biologiai viselkedését.

A tumorokhoz kapcsoldodoan megfigyelték ektopias nyirokszovet, un.
tercier limfoid struktarak (TLS) jelenlétét. Ezeknek legszembedtlobb
eleme a B-sejteknek a nyirokcsomokban mutatotthoz hasonlo
elrendez6désti, follikulusszeri aggregatuma, melyhez T-sejtek
csoportja kapesolodik. A follikulusok némelyikében follikularis DC-k
halozata is megtalalhato, s a TLS-hez kapcsoltan gyakran
megfigyelhetd a — szintén a nyirokcsomodkra jellemzé — magas
endotélsejtes venulak (high endothelial venules, HEV) jelenléte. E
struktiurakat leirtak autoimmun megbetegedések mellett szamos
daganattipusban, illetve melanomaattétekben is, s feltételezik, hogy a
T-sejtek kezdeti aktivacidjanak helyeként szolgalva szerepet
jatszhatnak a tumorellenes immunreakciok kialakulasaban.

A daganatok elleni immunvalasz a tumorok kialakulasanak és
progresszidjanak kontrollalasa mellett az immunterapidk, valamint —
az utobbi évek kutatdsai szerint — egyéb rakkezelési modozatok
(kemo- és sugarterapia, célzott terapiak) hatékonysagat is
befolyasolja. E kezelésmddok sokféle mechanizmuson keresztiil
hatassal vannak az immunrendszerre, s ez hozzajarulhat a terapia
sikerességéhez. A daganatokhoz kapcsolédd immunsejtek igy
prognosztikai jelentdségiik mellett a daganatterapia hatasossaganak
elérejelzoi is lehetnek.
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2. CELKITUZESEK

Munkank kozéppontjaban a daganatokat infiltrald immunsejtek
prognosztikai és prediktiv értékének tanulmanyozasa allt, elsésorban
melandmas valamint fej-nyaki laphdmrakos betegekben. Célul tiiztiik
ki ezen beldl:

e primer melanomakat infiltralo, a tumorellenes immunvalasz
kialakulasaban  és  szabalyozasaban  kulcsszerepet  jatszo
immunsejttipusok, igy az antigénprezentaldo dendritikus sejtek,
aktivalt T-limfocitdk, regulator T-sejtek ¢és B-limfocitak
prognosztikai szerepének ¢és klinikopatologiai paraméterekkel
mutatott 0sszefliggéseinek meghatarozasat;

e szintén primer melandémaban az immunsejtek és a vaszkularizacid
kapcsolatanak feltarasat (CD34* mikroerek, MECA-79" HEV, ill.
VAP-1* erek ¢és kiillonb6z6 immunsejt-tipusok parhuzamos

jelolésével);
e melandmas betegek Orszemnyirokcsomoiban az
immunaktivicidhoz,  illetve  -szuppressziohoz  kapcsolhatd

sejttipusok (érett DC-k, aktivalt T-limfocitak, regulator T-sejtek,
plazmacitoid DC-k) megjelenésének Osszevetését nem szentinel
nyirokcsomokkal, tovabba ezek prognosztikai szerepének
vizsgalatat;

e ipilimumabterapiaban részesiild metasztatikus melanomas betegek
kezelés elotti attéti tumormintait infiltrald immunsejtek mennyisége
Osszefiiggésének feltarasat a terapias valasszal és a betegek
talélésével (11 immunsejtmarkerb6l allé panel alkalmazasaval),
tovabba a melanomasejtek HLA-expresszidja és a T-sejt-infiltracio,
illetve a betegség kimenetele kozti korrelacio vizsgalatat;

e lokalis neoadjuvans leukocita-interleukin terapidban részesiilt
szajiregi laphamrakos betegek tumormintdiban az infiltralo
immunsejtek mennyiségének Osszehasonlitasat kezeletlen kontroll
tumorokkal, illetve elemzését a kezelésre adott valasz
vonatkozasaban;
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¢ indukcids kemoterdpidban és cetuximabkezelésben részesiilo fej-
nyaki laphamrakos betegek kezelés eldtti tumorbiopszids mintaiban
tobbféle immunsejttipus mennyisége prediktiv szerepének és
klinikopatologiai  paraméterekkel — mutatott  Osszefiiggéseinek
meghatarozasat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Avizsgalatokba bevont betegek és szovetmintak jellemzoi

A primer melanémakat infiltrald immunsejtek vizsgalatat a
Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és Béronkologiai Klinikén,
illetve az Orszagos Onkologiai Intézetben (OOI) 1980 és 2001 kozott
operalt, bormelanoméaban szenvedd betegek archivalt sebészi
tumormintain végeztiik; az aktivalt T-limfocitak esetén 76, a FOXP3*
sejteknél 97, a dendritikus sejteknél 82, a B-limfocitaknal 106, mig a
mikroérdenzitas €s az immunsejtek Osszefiiggésének vizsgalatanal 52
beteg mintain. Az ektopias nyirokstruktirak vizsgalatahoz 147 beteg
primer melanéma mintait hasznaltuk fel; koziilik 101 beteget 1980 és
2000 kozott operaltak a fenti két intézetben, mig 46-ot 1999 és 2001
kozott az OOI-ben. A MECA-79" erek vizsgalatat 118 beteg
tumormintain végeztiikk, koziilik 47-et a Semmelweis Egyetemen
operaltak az 1984 és 1997 kozotti idészakban (1. kohorsz), mig 71-et
az OOl-ben 1999 és 2001 kozott (2. kohorsz). A tumorbeli erek VAP-
l-expressziojat 28 beteg (15 nd, 13 férfi) melandémamintajan
tanulmanyoztuk. Az O6rszemnyirokcsomok (sentinel lymph node,
SLN) vizsgalataban 60 melanémas beteg mintait hasznaltuk, akiken az
OOl-ben 1999 és 2001 kozott végeztek drszemnyirokcsomo-biopsziat.

Az ipilimumabkezelésben részeslilo betegek attéteinek vizsgalatat
2010 ¢és 2014 kozott négy magyarorszagi centrumban (Orszagos
Onkolégiai Intézet, Szegedi Tudomanyegyetem, Pécsi
Tudomanyegyetem, Debreceni Egyetem) ipilimumabterapiaban
részesiilo, metasztatikus melanémas betegek kezelés eldtti, sebészileg
eltavolitott, archivalt tumormintain végeztiik. Csak olyan eseteket
vontunk be, amelyeknél rendelkezésre allt az ipilimumabkezelés
kezdetét megeldzo 1 éven beliil operalt attéti minta. Harminc beteg 87
tumormintajat tanulmanyoztuk, 52 nyirokcsomo-, illetve 35
bdr/szubkutan attétet.

Vizsgaltuk két, lokalis leukocita-interleukin (LI) injekcion alapulod
neoadjuvans terapiat alkalmazo klinikai trial-ben részt vevd, szajiiregi
laphamrakos (oral squamous cell carcinoma, OSCC) betegek
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tumormintait is, kezeletlen OSCC-s betegek daganatmintait hasznalva
kontrollként. Az els6 (multicentrikus, fazis I/1) vizsgalatban harom
kiilonb6zo LI-dozist hasonlitottak Ossze, Osszesen 27 beteggel. 27,
korra ¢és nemi megoszlasra nézve hasonld kezeletlen beteg
tumormintai szolgaltak kontrollként. A masodik, fazis II-es
multicentrikus vizsgalatban nagy dozisban alkalmaztak a leukocita-
interleukint 21 betegnél, ez esetben 20 kezeletlen kontroll beteg
tumormintaival tortént az dsszehasonlitas.

Végiil, a TPF (docetaxel, ciszplatin, 5-FU) neoadjuvans indukcios
kemoterapiaban (ICT) és cetuximabkezelésben részesiilé fej-nyaki
daganatos betegek tumorbiopszids mintdinak vizsgéalatdban az
Orszagos Onkologiai Intézetben 2007 és 2010 kdzott végzett fazis II-
es klinikai trial-ben részt vevé 50 IlI/IV-es stddium(, kezeletlen,
operalhato fej-nyaki rakos beteg szerepelt. Az indukcids terapia el6tti
biopszids mintakban értékeltik a HPV-statuszt (a pl6-expresszid
alapjan), valamint az infiltraldé immunsejteket; elobbihez 47,
utobbihoz 45 eset biopszids mintaja allt rendelkezésre.

3.2. Immunbhisztokémia és értékelése

A formalinban rdgzitett, paraffinba agyazott szdvetblokkokbol
készitett ~metszeteken deparaffinalast kovetéen mikrohullami
késziilékben, illetve vizfiirdoben, citratpufferben torténo
antigénfeltarast kovetéen rutin immunhisztokémiai technikat
alkalmaztunk, esetenként kettés jeloléssel. A jeldlt sejtek, ill. erek
denzitasat egy 10x10 négyzetbol all6, az okularba illeszthetd
fokhalozat segitségével értékelte két, a klinikai adatokat nem ismerd
vizsgalo, majd szamolasaik eredményének atlagat hasznaltuk az
elemzésekhez. Egyes vizsgalatokban az értékelést a hotspot-
technikaval végeztiik, az 5 legerdsebb infiltraciot mutatd latotérben.
Meghataroztuk a  jelentds immunsejtdenzitassal (illetve
mikroérsiiriiséggel) jellemzett daganatos betegek részaranyat is,
kiiszobértékként altaldban az adott sejttipus Osszes tumormintara
vonatkozo denzitasanak median értékét hasznalva (esetenként kisebb
modositassal a tulélési analizisben mutatott nagyobb diszkriminacios
potencial érdekében). Az ipilimumabkezelésben részesiilo melanémas
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betegek vizsgalataban a HLA-I alegységeit felismer6 ellenanyagokkal
torténd festddést 0, 1, ill. 2-es pontszammal értékeltiik, amennyiben a
jel616d6 melandmasejtek aranya <25%, 25-75%, illetve >75% volt. A
HLA-II jeldlése esetén a pozitiv tumorsejtek altal elfoglalt teriilet
szdzalékos aranyat hataroztuk meg az attéteken beliil.

Fagyasztott tumormintakbol kriosztattal —készitett —metszeteken
szimultan kettds jelolést végeztlink monoklonalis anti-VAP-1 és
poliklonalis anti-o.-laminin ellenanyagokkal, masodlagos reagensként
biotinilalt anti-egér IgG-t majd sztreptavidin-FITC-et, illetve TRITC-
jelolt anti-nyal immunglobulint alkalmazva.

3.3. Statisztikai elemzés

Az immunsejtek €s erek denzitasanak Osszehasonlitasara a kiilonb6z6
csoportok kozott Mann—Whitney U-tesztet, illetve Kruskal-Wallis-
tesztet, mig a magas denzitasi  mintdk  részaranyanak
Osszehasonlitasara y2-, illetve Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk. Az
immunsejtdenzitasok és a tumorvastagsag, illetve HLA-expresszio,
valamint az egyes immunsejtek mennyiségének egymassal valo
korrelacidjat Pearson-teszttel, ill. Spearman-féle rangkorrelacios
teszttel vizsgaltuk. A MECA-79" erek ¢és a kiilonb6z6 immunsejtek
kovetéen Benjamini és Hochberg modszerével ellendriztik a
tobbszords tesztelésbdl adodo téves felfedezések aranyat. A talélési
analizist a Kaplan—Meier-méodszerrel, statisztikai elemzését log-rank,
illetve generalizalt Wilcoxon-teszttel végeztiikk. Egy- €s tobbvaltozos
Cox-regresszids analizist is végeztink. A 0,05 alatti p-értékeket
tekintettiik szignifikansnak.

10
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4. EREDMENYEK
4.1. Aktivalt T-limfocitak vizsgalata primer melanémaban

A daganatok tobbségében az aktivaciés markert (CD25, OX40)
hordoz6 T-sejtek peritumoralis denzitasa meghaladta az intratumoralis
mennyiségiiket. Mindkét aktivacios markerhez kiiszobértékeket
allapitottunk meg az intra-, ill. peritumoralis denzitasra, S
kiszamitottuk a kiiszobértéket meghaladd strliséget mutatd esetek
aranyat az egyes betegcsoportokban. Osszehasonlitva ezt az aranyt a
kiilonbozo  attétképzo viselkedésli daganatokban nem talaltunk
kiilonbséget a nem metasztatikus vagy csak nyirokcsomoattétet ado és
a zsigeri metasztazist képz6é melanomak kozott az intratumoralis
CD25" vagy OX40" T-sejtes infiltracid tekintetében. Erdsen
szignifikans kiilonbséget eredményezett ezzel szemben a két
sejtpopulacié peritumoralis mennyiségének Osszehasonlitasa: a tavoli
attétet ado daganatok kozott Kisebb volt a jelent6s mennyiségii aktivalt
T-sejtet tartalmazé mintak aranya. A CD25" vagy OX40" sejtek
intratumoralis denzitdsa nem mutatott Osszefiiggést a betegek
talélésével Kaplan—Meier-analizissel — vizsgalva, a  nagyfoka
peritumoralis infiltracio azonban mindkét marker esetén szignifikans
tulélésbeli elénnyel jart. Tobbvaltozos Cox-regresszios analizissel,
melyben az aktivaciés markereket hordozd T-sejtek mennyisége
mellett egyéb potencialis prognosztikus faktorokat vizsgaltunk, a
tumorvastagsag mellett az OX40" sejtek peritumoralis denzitisa is
fiiggetlen prognosztikus tényezonek bizonyult.

4.2. FOXP3" sejtek vizsgalata primer melanémaban

A FOXP3* limfocitak nagyobb szamban jelentek meg a stromalis
teriileteken a  tumorsejtfészkekhez  viszonyitva.  Intra-, ill.
peritumoralis infiltracijuk vagy a pozitiv sejtek aranya nem mutatott
Osszefliggést az 5 éves kovetési periodus alatt megfigyelt
attétképzéssel, a primer daganat vastagsagaval vagy egyéb
klinikopatologiai paraméterekkel, tovabba a betegek tulélésével sem.

11
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4.3. Dendritikus sejtek vizsgalata primer melanémaban

A melanomakon beliil a CDla® dendritikus sejtek mind a
tumorsejtszigeteken beliil, mind az azokat koriilvevé stromaban
megtalalhatoak voltak, hasonlé mennyiségben. Az érett dendritikus
sejtekre jellemz6 DC-LAMP marker juxtanuklearis, pontszerti reakcio
formajaban jelent meg; pozitiv sejtek csaknem kizarélag a stromalis
kompartmentben voltak megtalalhatoak, limfocita-aggregatumokhoz
asszocidltan. A DC-k és a CD25%, illetve OX40* aktivalt T-sejtek
denzitasa szignifikansan korrelalt.

A CD1la* és DC-LAMP™ dendritikus sejtek infiltraciojanak intenzitasa
forditott korrelaciot mutatott a melanomak vastagsagaval. A magas
DC-denzitasi  tumorok aranyanak elemzése az  attétképzés
fliggvényében nem mutatott szignifikans eltérést az intratumoralis
CD1la* és DC-LAMP* DC-t tartalmazd tumorok nagyobb aranyban
fordultak el6 az 5 éves kdvetés alatt nem vagy csak regionalis
nyirokcsomokba metasztatizald melanomak csoportjaban a zsigeri
attétet adokhoz képest. Hasonloképpen, Kaplan—Meier-gorbén
vizsgalva a CDIla* dendritikus sejtek intratumoralis siirisége nem
mutatott Osszefliggést a taléléssel. A CDI1a* DC-k és kiilonésen a DC-
LAMP* érett dendritikus sejtek intenziv peritumoralis infiltracidja
azonban talélési elénnyel jart.

A dendritikus sejtek mennyiségének prognosztikus hatasat a CD25,
illetve OX40 aktivacios markert hordozo T-limfocitdk mennyiségével
kombinacidban is tanulmanyoztuk. A két DC-marker és két T-sejt-
aktivacios marker valamennyi kombinacidjaban a dendritikus sejtek és
aktivalt T-limfocitak egyidejii magas denzitasa a tobbi alcsoporthoz
viszonyitva kedvezobb tulélésii betegcsoportot jelolt ki. A fent
emlitett immunsejt-denzitasi paramétereket tobbvaltozos analizissel is
elemezve egyéb potencialis prognosztikus faktorokkal egyiitt a
tumorvastagsag mellett a magas DC-LAMP/OX40 kombinacio is
szignifikans fiiggetlen prognosztikai tényezének bizonyult.
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4.4. B-limfocitak vizsgalata primer melanémaban

A vizsgalt melandmamintadkban a CD20 marker kifejezodését
els6sorban a tumorstromaban elszortan talalhatd limfocitakon
észleltiik. Emellett az esetek kb. egynegyedében denz, follikulusszerii
aggregatumokba tomoriilé B-sejteket is megfigyeltiink. A jeldlt sejtek
peritumoralis stirlisége a mintak nagy részében jelentdsen, atlagosan
36-szorosan meghaladta az intratumoralis denzitasukat. A CD20 és T-
sejt-aktivacios markerek (CD25, OX40) kettds jelolése helyenként
kapcsolatot mutatott a B-sejtek és az aktivalt T-limfocitak kozott, s a
két sejttipus peritumoralis mennyisége szignifikansan korrelalt.

crcr

melanomak vastagsagaval. A végtagokon megjelend melanomak
kozott kisebb aranyban fordultak elé nagyfoku peritumoralis B-sejt-
infiltraciét mutatd daganatok a torzs és fej/nyak melanémaihoz
viszonyitva, mig egyéb beteg- és tumorjellemzdk tekintetében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget. Mind az intra-, mind a
peritumoralis B-sejt-siiriség nagyobb volt a nem metasztatikus, ill.
csak nyirokcsomoba attétképzd melanémakban a tavoli Aattétet
adokhoz képest. A CD20" limfocitak denzitasa alapjan kategorizalt
betegek tilélésének Kaplan—Meier-analizise azt mutatta, hogy e sejtek
nagy mennyisége szignifikans talélésbeli elonnyel jar.

Hasonloan a dendritikus sejtek vizsgalatahoz, a B- és aktivalt T-sejtek
magas, ill. alacsony peritumoralis denzitasaval jellemzett
betegcsoportok  kombinalt  talélési  analizise  szignifikans
kiilonbségeket eredményezett mind a CD25, mind az OX40 marker
esetén. A B- és aktivalt T-limfocitak egyiittes alacsony mennyisége
igen rossz progndzissal jart, mig a magas B-sejt/magas aktivalt T-sejt-
denzitasu csoportok prognézisa volt a legkedvezdbb. Az 0Osszes
vizsgalt paramétert, tovabba egyéb potencialis prognosztikus
faktorokat tesztelve multivarians Cox-regresszios analizissel, a
tumorvastagsag és az alacsony CD20*/alacsony OX40" kombinacio
bizonyult szignifikans fiiggetlen negativ prognosztikai tényezének.
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4.5. Az ektépias nyirokstruktirak vizsgalata primer
melanémaban

A CD20 B-sejt-marker immunhisztokémiai kimutatasaval a 147
vizsgalt primer melanéma 27%-aban (39 eset) talaltunk B-sejt-
aggregatumokat, melyek mérete kb. 0,1-0,8 mm kozott volt. Az
ezekhez kapcsolédéoan megjelend immunsejttipusokat —szintén
immunhisztokémiai technikaval jellemeztik. CD3* T-limfocitak
(melyek nagy része CD45RO* memoria-T-sejt volt) jelenléte
rendszerint megallapithatdo volt a B-sejt-csoportokhoz asszocialtan.
CD21* follikularis dendritikus sejtek halozatat a B-sejt-aggregatumok
36%-aban mutattuk ki. DC-LAMP markert kifejez6 érett dendritikus
sejtek megtalalhatdak voltak a T-sejt-Csoportokhoz asszocialtan egyes
esetekben, de jelenlétiik az ektopids nyirokstrukturakon kivil is
kimutathatd volt. Tovabba, MECA-79-festéssel a follikulusok
kozelében HEV-szeri erek is lathatova valtak a vizsgalt esetek
tobbségében, azonban ezek jelenléte sem korlatozodott az ektdpias
nyirokstruktirakkal rendelkezé melanomaékra.

A B-sejt-aggregatumok jelenlétének elemzése a klinikopatologiai
jellemzok tiikkrében magasabb el6fordulasi gyakorisagot mutatott az
axialis lokalizacioji melandémakban, kiillonésen a fej és a nyak
teriiletén  talalhatd  tumorokban. Tendencia mutatkozott a
follikulusszerti strukturdk gyakoribb megjelenésére a vastagabb
daganatokban, mas beteg-, illetve tumorparaméterrel azonban nem
talaltunk Osszefuiggést. Az ektopias nyirokstrukturak jelenlétének
prognosztikai relevanciajat vizsgalo Kaplan—Meier-analizis nem tart
fel szignifikans Osszefliggést a tuléléssel.

4.6. MECA-79* HEV-szerii erek vizsgalata primer melanémaban

A MECA-79-pozitiv erek szamanak 0sszefiiggéseit tanulmanyoztuk 8
kiilénb6z6 immunsejttipus denzitasaval, klinikopatologiai
paraméterekkel, valamint a betegség kimenetelével. Az elemzéseket
az Osszes adaton, illetve a vizsgalatba bevont két betegkohorszon
kiilon-kiilon is elvégeztiik (1. kohorsz: a Semmelweis Egyetemen
operalt 47 beteg, 2. kohorsz: az Orszagos Onkologiai Intézetben
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operalt 71 beteg). A MECA-79-pozitiv erek jelentétét a tumormintak
tobbségében kimutattuk. A jeldlt erek a limfocitagazdag peritumoralis
teriileteken helyezkedtek el, s szamuk korrelalt az immunsejtek
peritumoralis stirtiségével. A legerdsebb korrelacio a CD20" B-
limfocitak esetén volt megfigyelheté. A FOXP3*, CD8" és CD45RO*
sejtek peritumoralis denzitisa szintén korrelalt a MECA-79* erek
mennyiségével az Osszes csoportban, mig a tobbi sejttipusnal a
korrelacié gyengébb volt és csak az egyik betegkohorszban volt
megfigyelhetd.

Az ektopias nyirokstruktarakat ((jabban hasznalt neviikon tercier
limfoid strukturdk, TLS) tartalmaz6 tumorokban a HEV-szerii erek
denzitasa nagyobb volt, mint az azt nem tartalmazé melanoémakban.
Mind a MECA-79" erek, mind az 0Osszes tanulmanyozott
immunsejttipus megtalalhatd volt az ektopids nyirokstruktirak
teriiletén kiviil és az azokat nem tartalmazé melanémakban is.

A MECA-79* erek denzitasa és a klinikopatologiai paraméterek
kapcsolatanak vizsgalata Osszefliggést tart fel a melanomak
elhelyezkedésével és a betegek nemével. Feltiinben magasabb
értékeket talaltunk az axialis lokalizacioju (torzs, fej és nyak)
tumorokban a végtagi lokalizacioji daganatokhoz viszonyitva.
Emellett a MECA-79* erek szama férfiakban magasabb volt, mint
nékben. Mennyiségiik nem mutatott Osszefiiggést az 5 éves kovetés
alatt bekovetkezo attétképzéssel, sem a betegek talélésével. A
tanulmanyozott immunsejttipusok koziil a CD134%, CD25" limfocitak,
tovabba a DC-LAMP* DC-k denzitasa mindegyik betegkohorszban, a
B-sejteké az 1. kohorszban prognosztikusnak bizonyult, mig a tobbi
marker esetén nem talaltunk osszefiiggést a taléléssel.

4.7. Mikroérsiiriiség és immunsejtdenzitis kapcsolatinak
vizsgalata primer melanémaban

Egy kisebb esetszamt vizsgalatban (52 beteg) a CD34" mikroerek
stirisége (MVD) és a CD3*, CD8" T-limfocitak, CD20* B-sejtek,
CD68" makrofagok és CDla" DC-k mennyisége kozti korrelaciot
elemeztilk, a tumorvastagsag, illetve a késébbi attétképzés alapjan
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csoportositott daganatokban. A vizsgalt immunsejtek intratumoralis
infiltracioja egyik csoportban sem mutatott osszefliggést az MVD-vel.
A peritumoralis immunsejt-denzitasok tekintetében, a teljes
betegpopulacion vizsgalva, az immunsejt-tipusok koziil csak a CD3*
T-sejtek esetén kaptunk szignifikdns korrelaciot. Az 0Osszefiiggés
er6sebb volt a legnagyobb vastagsagi kategériaba esd, illetve az 5
éves kovetési idon belill zsigeri attétet adé melanomaknal, melyeknél
korrelaci6 mutatkozott a CD8" T-sejtek esetén is. A vastag
tumorokban az MVD a makrofagdenzitassal is pozitivan korrelalt.

A peritumoralis mikroérstiriség az intratumoralisnal tobb mint kétszer
magasabbnak bizonyult. Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést az
MVD és a melanémak vastagsaga, lokalizacidja, szdvettani tipusa,
ulceracioja, illetve attétképzése kozott; az egyetlen szignifikans
kiilonbség a nemek kozott mutatkozott, férfiakban az intratumoralis
MVD  magasabb  volt. Hasonloképpen az intratumoralis
makrofaginfiltracio is alacsonyabb volt n6knél, mint férfiaknal. Egyéb
klinikopatologiai paraméterekkel nem talaltunk Osszefliggést a
makrofagok, tovabba a T-sejtek denzitdsa esetén sem.

4.8. A tumorbeli erek VAP-1-expressziojanak vizsgalata primer
melanémaban

A human melanémak vizsgalata a peritumoralis ereken valo
megjelenéséhez képest az intratumoralis ereken a VAP-1 fehérje
alacsonyabb fest6dési intenzitasat és gyakorisagat mutatta; a jelenség
a tumorvastagsagtol fiiggetleniil megfigyelhetd volt. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a melandmak vastagsdgaban az alacsony és a
magas intratumoralis VAP-1-expresszioval jellemezheto
betegcsoportban, s nem volt kiilonbség a CD8" T-sejtek, illetve a
CD1a" dendritikus sejtek intratumoralis denzitasaban sem.

4.9. Immunsejtek vizsgalata melanémas betegek
o6rszemnyirokcsomadiban

Négy immunsejttipus megjelenését vizsgaltuk immunhisztokémiai
technikaval melanomas betegek drszemnyirokcsomoiban (60 betegbdl
szarmazo 100 SLN-ben): OX40 T-sejt-aktivacios/kostimulacios
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molekulat expresszald limfocitak, FOXP3* regulator T-sejtek, DC-
LAMP? érett dendritikus sejtek, CD123* plazmacitoid DC-k. Az
immunhisztokémiai eredmények kvantitativ elemzése alapjan, mely
soran az egyes markerekre pozitiv sejteket legnagyobb siirtiségben
tartalmazo 5-5 teriileten értékeltiik azok denzitasat, a FOXP3* sejtek
voltak jelen a legnagyobb mennyiségben. Ezt kdvették a DC-LAMP*
érett dendritikus sejtek, majd a CD123* pDC-k, mig az OX40
aktivacios markert hordozé limfocitak szdma volt a legalacsonyabb.

A betegek egy részében blokkdisszekcidobdl szarmazo, nem szentinel
nyirokcsomok (NSLN) is elérhetéek voltak (7 betegbdl 37
nyirokcsomd). Az Orszemnyirokcsomokhoz viszonyitva ezekben a
FOXP3, OX40 és DC-LAMP markerekre pozitivitast mutatd sejtek
kisebb mennyiségben voltak megtalalhatéak, s erre mutatd trendet
figyeltink meg a CD123* pDC-k esetében. Hasonld, bar kevésbé
szignifikans tendencia mutatkozott akkor, ha csak a tumormentes
nyirokcsomokat (SLN: 69, NSLN: 35) vontuk be a vizsgalatba.
Tovabba a 7 beteg esetében, akiknél mind SLN-, mind NSLN-mintak
rendelkezésre alltak, ezek egyedi 0sszehasonlitasa is azt mutatta, hogy
a betegek tobbségében az SLN-ek immunsejt-denzitasi értékei
magasabbak  vagy  hasonléak az  NSLN-értékekhez. A
tumorpozitivként (n=31), illetve -negativként (n=69) diagnosztizalt
6rszemnyirokcsomok osszehasonlitasa az OX40* limfocitak magasabb
atlagos denzitasat tarta fel a metasztatikus nyirokcsomokban az
attétmentesekhez viszonyitva, mig a tobbi sejttipus esetén nem
talaltunk kiilonbséget.

Az SLN-ekben a jelolt sejtek atlagos denzitasértékei nem mutattak
Osszefliggést a vizsgalt beteg- és tumorparaméterekkel egyik
immunsejttipus esetén sem. Az SLN-ekben a FOXP3" sejtek atlagos
denzitasa alapjan elvégzett Kaplan—Meier-analizis arra mutatott, hogy
e sejtek nagy mennyisége szignifikansan rovidebb progresszidomentes
¢és teljes tuléléssel jar. A pozitiv és negativ Orszemnyirokcsomo-
statuszl betegeknél kiilon-kiilon elvégezve az elemzést kideriilt, hogy
a kiilonbség teljes egészében az SLN-pozitiv betegeknél
megfigyelhetd jelentos eltérésnek koszonhetd, mig az SLN-
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negativaknal nem lathat6 talélésbeli kiilonbség. A tobbi vizsgalt
immunsejttipus  denzitasértékei nem mutattak Osszefiiggést a
tuléléssel. Az immunsejtek mennyiségének potencidlis prognosztikus
hatasat Cox-féle regresszios modellben is értékeltik, az
immunsejtdenzitasokat folytonos valtozoként megadva, egyéb
klinikopatologiai faktorokkal egyiitt. Az Osszes eset egy-, ill.
tobbvaltozds analizisével a vizsgdlt immunsejttipusok mennyisége
nem bizonyult prognosztikus értékiinek. Amennyiben azonban csak a
szentinelpozitiv betegeket vizsgaltuk, szignifikans vagy kozel
szignifikans Osszefliggést talaltunk a FOXP3" sejtek atlagos denzitasa
¢és a PFS, ill. OS kozott; az ulceracid, tumorvastagsag és a beteg neme
szintén szignifikans prediktor volt. A szentinelnegativ betegekben
csak a primer tumor szOvettani tipusa és ulceraltsaga mutatott
kapcsolatot a progressziomentes és a teljes tiléléssel.

4.10. Immunsejtek vizsgalata ipilimumabkezelésben részesiild
metasztatikus melanomas betegek nyirokcsomé- és bor/szubkutan
attéteiben

Tizenegy, kiilonb6z6 immunsejttipusokra specifikus immunsejtmarker
immunhisztokémiai kimutatasat kovetden az azokat expresszalo sejtek
intratumoralis denzitisat 30 beteg 52 nyirokcsomo- és 34 bor-, illetve
Szubkutan attétében vizsgaltuk. A nyirokcsomoattétekben a CD45RO*
T-limfocitak, CD16" sejtek és CD68" makrofagok voltak jelen a
legnagyobb mennyiségben, ezeket a CD8* T-sejtek, FOXP3* sejtek,
CD20* B-limfocitak, CD4* és PD-1" sejtek kovették, mig a CD134 és
a CD137 aktivacios markereket hordozd sejtek, valamint az NKp46*
NK-sejtek Kis szamban voltak megtalalhatdak. A CD68" makrofagok
és NKp46* NK-sejtek Kkivételével az Osszes sejttipus esetén
szignifikansan  alacsonyabb  denzitds volt megfigyelhetd6 a
bor/szubkutan metasztazisokban a nyirokcsomoattétekhez viszonyitva.
A két lokalizacio kozott észlelt nagy denzitaskiilonbség miatt az
immunsejt-infiltracié prognosztikus és prediktiv Osszefliggéseit a két
attétcsoportban kiilon-kiilon is értékeltiik.

Az ipilimumabkezelésre adott valasz alapjan két csoportba soroltuk a
betegeket: a komplett vagy részleges valaszt, illetve legalabb 6
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hoénapig tartd betegségstabilizaciot mutatd betegeket a ,reagald”
(responder), a tobbi beteget a ,nem reagalé” (nonresponder)
csoportba. A nyirokcsomdattétekben a CD4*, CD8*, FOXP3*, CD134*
limfocitak, CD20" B-sejtek és NKp46" NK-sejtek atlagos stiriisége
szignifikdnsan nagyobb volt a reagilok csoportjaban a nem
reagalokhoz viszonyitva. A median denzitds alapjan megallapitott
kiiszobértéket meghalado intratumoralis atlagdenzitast mutato betegek
aranyat az ipilimumabterapiara adott valasz fiiggvényében elemezve a
fent emlitett limfocitamarkerek mellett a CD137 is gyakoribb
eléfordulassal jellemezte a kezelésre reagalokat. A bor-, illetve
szubkutan metasztazisok esetén ugyanakkor csak a CD68*
makrofagokat, valamint CDI16" sejteket nagy mennyiségben
tartalmazo attétes betegek aranyaban talaltunk kiilonbséget a kezelésre
reagdlok és nem reagdlok kozott. Az 0Osszes minta egylittes
értékelésekor a terapids valasszal az NK-sejtek denzitdsa, illetve az
NK-sejtek, FOXP3* sejtek, illetve CD68* makrofagokat nagy
mennyiségben  tartalmaz6  attétes betegek aranya mutatott
Osszefiiggest. A vizsgalt immunsejttipusok tobbsége esetén denzitdsuk
egymassal korrelalt, s gyakran mutattak egyiittes el6fordulast. A
nyirokcsomoattétekben a tanulmanyozott 11 markerb6l legalabb 7-re
erds expressziot talaltunk a kezelésre reagdlod 7 betegbdl 6-nal (86%),
a 12 nem reagalo koziil viszont csak 3-nal (25%).

A nyirokcsomoattétek atlagos immunsejtdenzitasa alapjan végzett
Kaplan—Meier-analizis szerint a vizsgalt 11 immunsejttipus koziil 7
esetén nagy mennyiségiik szignifikansan hosszabb taléléssel jart. Az
immunsejtek  denzitasat folytonos valtozoként értékelve (a
betegségstadiummal, a betegek koraval és nemével, ECOG-
statuszaval, az attétes szervek szamaval, az LDH-szinttel és a korabbi
kezelésekkel egyiitt) Cox-regresszids analizissel is vizsgaltuk
prognosztikus hatasukat. Egyvaltozos elemzéssel a CD4", CD8,
CD45R0O*, FOXP3* ¢és CDI16" sejtek mennyisége szignifikans
Osszefliggést mutatott a tiléléssel, az ECOG-statusz és az LDH-szint
mellett. Az Gsszes immunsejt-denzitasi értéket és a klinikopatologiai
paramétereket magaba foglalo tobbvaltozos analizis az ECOG-statuszt
¢s a FOXP3" sejtek mennyiségét azonositotta a tilélés szignifikans
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fiiggetlen eldjelzdjeként. Hasonld Osszefiiggéseket talaltunk az 6sszes
attét egylittes  értékelésekor. A  bor-, ill. szubkutan attétek
vizsgalatakor azonban csak a CD16* és a CD68* sejtek atlagos
denzitasa mutatott Osszefiiggést a taléléssel mind Kaplan—Meier-,
mind Cox-regresszios analizissel; ebben a csoportban csak az LDH-
szint bizonyult fiiggetlen talélési paraméternek.

4.11. HLA-expresszié vizsgalata ipilimumabkezelésben részesiild
metasztatikus melanémas betegek nyirokcsomo- és bor/szubkutan
attéteiben

Az immunsejtdenzitas szempontjabol is vizsgalt 30 melanomas beteg
50 nyirokcsomod- és 35 bor/szubkutan attétében elemeztik a
melanoémasejtek HLA-expressziojat négyféle HLA-I elleni (HCAZ2,
HC10, EMR8-5, NAMBI) és egy HLA-II elleni antitest segitségével.
A  HLA-l-expresszi6 szintjében nem taldltunk kiilonbséget a
nyirokcsomo- és a bor/sc. metasztazisok kozott. A HLA-II esetén egy
beteg kivételével, akinek nyirokcsomodattéteiben a melanomasejtek
jelentds része festddott, a metasztazisok tobbsége (62%) lokalizaciotol
fiiggetleniil negativnak bizonyult, vagy alacsony expressziot mutatott.
A HLA-l vagy -II molekulara heterogén fest6dést mutato
daganatokban sok esetben az attétek sz€li részein, a gyulladasos sejtek
kozelében erdsebb expresszid volt megfigyelhetd, ami lokalisan
indukalt HLA-expressziora utal.

A nyirokcsomoattétekben a melanémasejtek HLA-I- és HLA-II-
expressziojanak mértéke pozitiv korrelaciét mutatott a CD8* ¢és a
CD45RO* T-sejtek és a PD-1 markert hordozo limfocitak
intratumoralis  stirtiségével, mig a CD4" és FOXP3* sejtek
mennyiségével nem lattunk Osszefiiggést. A kutan, illetve szubkutan
metasztazisokban ugyanakkor nem talaltunk korrelaciot a T-sejtek
infiltracioja és a HLA-I-expresszio kozott, mig a HLA-II kifejez6dése
korrelalt a CD8*, CD45RO" és PD-1" sejtek denzitasaval.

Az ipilimumabkezelésre adott klinikai valasz alapjan két csoportba
soroltuk a betegeket: ,,responderekre”, akik komplett vagy részleges
valasszal, illetve tobb mint 6 hdnapig tartd betegségstabilizacidval
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reagaltak a kezelésre (11 beteg) és ,nonresponderekre”, akik
progressziot vagy <6 honapos betegségstabilizaciét mutattak (19
beteg). A responderek kozott szignifikansan nagyobb volt a
nyirokcsomoattéteket tekintve magas atlagos HLA-I-pontszdmmal
jellemezhetd esetek aranya, mint a kezelésre nem reagalokban a pan-
HLA-AB,C EMRS-5 ellenanyaggal értékelve, és hasonlo, bar
statisztikailag nem szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a foként
HLA-B és -C alléleket felismer6 HC10 és a f2M elleni NAMBL1
esetén. Mindharom komplett valaszt mutatod és a parcialis remissziot
mutatd egy beteg nyirokcsomoattétei erds jelolodést adtak a HC10
ellenanyaggal, mig a stabil vagy progressziv betegséget mutatd
betegek kozott sokkal kisebb aranyt volt a magas atlagos HC10-
reaktivitds aranya (a 15-bol 6 esetben). Hasonlo, bar statisztikailag
nem szignifikans eredményt kaptunk az EMRS8-5-tel. Nem talaltunk
ugyanakkor kiilonbséget a terapiara reagald és nem reagald betegek
kozott a bor/sc. attétek elemzésekor. A HLA-Il-expresszi6 nem
mutatott  Osszefiiggést a klinikai valasszal egyik vizsgalt
betegcsoportban sem.

A teljes talélés Kaplan—Meier-analizise szignifikans kapcsolatot tart
fel a HLA-l-expresszioval a nyirokcsomoattétekben, mig a
bér/szubkutan attétek esetén nem volt Osszefliggés. A HLA-I-
expresszio prognosztikai szerepét (folyamatos valtozoként értékelve)
egyéb beteg- ¢és tumorjellemzOkkel Cox-regresszids analizissel is
elemeztiik. A nyirokcsomo-attétes esetek vizsgalatakor egyvaltozos
analizissel a HCA2 és a HC10 antitestekkel kimutatott expresszios
szint, valamint az ECOG-statusz és az LDH-szint mutatott
szignifikans osszefiiggést a tiléléssel. Multivarians elemzéssel csak az
ECOG-statusz  szerepe bizonyult szignifikansnak. A  bor/sc.
metasztazisos esetekben, illetve az dsszes beteg egylittes vizsgalatakor
a HLA-Il-expresszido nem mutatott Osszefiiggést a tuléléssel sem egy-,
sem tobbvaltozos analizissel. A HLA-II expresszidja egyik
betegcsoportban sem mutatott 0sszefiiggést a taléléssel.

A HLA-l-expresszios pontszamokat a CD8", ill. CD45RO" T-sejtek
mennyiségével egyiitt  értékelve univarians  Cox-regresszios
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analizissel, a nyirokcsomoattétek vizsgalata szerint a magas HLA-I-
expresszio és magas T-sejt-denzitds kombinacidja jelentésen
kedvezobb tuléléssel jart a tobbi csoporthoz viszonyitva. Multivarians
elemzéssel a magas CD45RO/magas HC10 kombinécid a jo progndzis
szignifikdns fliggetlen biomarkerének bizonyult. A bdr, illetve
szubkutan  attétek  vizsgalatdban a  CD45RO/EMRS-5  és
CD45RO/NAMBI1 kombinacidk szignifikans tényezOnek bizonyultak
univarians, de nem multivarians analizissel.

4.12. Immunsejtek vizsgalata neoadjuvans leukocita-interleukin
terapiaban részesiilé szajiiregi  laphamrakos betegek
tumormintaiban

Két klinikai  vizsgalat folyt — a CEL-SCI Corporation
szponzoralasaval, tobb magyarorszagi centrum részvételével — a
lokalis leukocita-interleukin (LI) neoadjuvans terdpia hatasanak
felmérésére szajiiregi laphamrakos betegekben. Az elsd, fazis I/1I-es
vizsgalatban harom kiilonbozé LI-dozist hasonlitottak &ssze, mig a
masodik, fazis II-es trial-ben nagy dézisban hasznaltak az LI-t. A
neoadjuvans Ll-terapidban részesiilt betegek tumormintaiban
tanulmanyoztuk az infiltrald immunsejteket, kontrollként kezeletlen
OSCC-s  betegek  daganatmintait  hasznalva. Az  egyes
immunsejttipusok  mennyiségének értékelése a stromalis és
intraepitelialis terlileteken kiilon-kiilon, ezen beliil a daganatokat 3
régiora (tumorfelszin, -centrum, tumor-stréma hatar) osztva, ,,hotspot”
technikaval tortént.

Az els6 klinikai vizsgalat betegeinek esetében a tanulmanyozott
immunsejttipusok koziil (markerek: CD1a, CD3, CD8, CD20, CD25,
CD45, CD68, mieloperoxidaz [MPO]) egyértelmii Osszefliggést a
kezeléssel a CD3" T-limfocitak esetén talaltunk. Ezek intraepitelialis
mennyisége a kezelt tumorokban az LI-dozistol fliggetleniil
szignifikansan magasabb volt, kiilondsen a tumorcentrumban és a
stromahataron, mig stromalis denzitasukat statisztikailag nem
szignifikans csokkend tendencia jellemezte. A CDA45 leukocita-
markert hordozé sejtek intraepitelidlis szamanak, tovabba a CD25
aktivacios markert (IL-2Ra) hordozé limfocitak —stromalis  és
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crer

intraepitelialis infiltracidjanak szignifikans ndvekedése csak a
legkisebb LI-dozis esetén volt megfigyelhet, mig a CDla*
dendritikus sejtek, CD8" T-limfocitak, CD20* B-limfocitak, CD68*
makrofagok és MPO* neutrofil granulocitak denzitisaban nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget az LI-kezelt és kontroll tumorok
kozott. A CDla* DC-k mennyisége a tumorok teriiletén (a kezeléstol
fiiggetleniil) alacsonyabb volt, mint a kornyez6 normalis
hamszovetben, hasonléan a melanoéma esetén megfigyeltekhez.

A masodik klinikai vizsgalatban részt vevd betegek és kezeletlen
kontrollok tumormintainak vizsgalata a korabbi trial esetén leirtakhoz
hasonléan tortént. Mind a stromadlis, mind az intraepitelialis
infiltratumban magasabb CD4* T-sejt-szam, ezzel parhuzamosan
alacsonyabb CD8" T-limfocita-szam volt megfigyelheté az LI-kezelt
daganatokban; a kiilonbség érdekes modon csak a kezelésre reagald
betegek csoportjaban volt szignifikans. E valtozasok a CD4*/CD8*
arany jelentds emelkedéséhez vezettek, mely mindkét kezelt
csoportban a kontrollokhoz viszonyitva szignifikinsnak bizonyult, a
stromdlis lokalizacio esetén azonban a kezelésre reagaloknal a
nonresponderekhez képest is szignifikans emelkedés mutatkozott.

A CD45RO* memoria T-sejtek, a CD25, ill. CD134 aktivacios
markert kifejez6 limfocitak, valamint a CD20* B-sejtek denzitasa nem
mutatott Osszefiiggést az Ll-kezeléssel. A CDl1a" dendritikus sejtek
(melyek csaknem kizarolag a daganatsejtfészkeken beliil fordultak
eld) eloszlasa kiilonbozott az LI-kezelt és a kezeletlen daganatok
kozott; a terapidra reagald betegekben a tumorfelszini DC-k szamanak
csokkenése, mig a tumor-stroma hatdron szamuk emelkedése volt
lathat6. A CD68" makrofagok mennyisége (stromalisan csak a
responderekben, intraepitelidlisan mindkét LI-kezelt csoportban)
kisebb volt a kezelt tumorokban a kontrollokhoz viszonyitva. Ezzel
ellentétes eredményt kaptunk az MPO* neutrofil granulocitik
esetében.
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4.13. Immunsejtek vizsgalata indukcios kemoterapiaban (ICT) és
cetuximabkezelésben részesiilo fej-nyaki daganatos betegek
tumorbiopszias mintaiban

Fej-nyaki daganatos betegek kezelés el6tti biopszias mintaiban
vizsgaltuk a tumorasszocialt immunsejtek (CD8" T-limfocitak, CD20*
B-sejtek, a CD134, CD137, ill. PD-1 aktivacios markereket
expresszald limfocitak, FOXP3* regulator T-sejtek, NKp46* NK-
sejtek, DC-LAMP* érett dendritikus sejtek, CD68" makrofagok, a
CD16-ot (Fcy receptor III) expresszald sejtek, MPO* neutrofil
granulocitdk) megjelenését immunhisztokémiai modszerrel. A
sejtdenzitas-értékek lehetséges  Osszefiiggésének elemzése az
indukcios kemoterapia + cetuximab kezelés eredményével azt mutatta,
hogy a nagy mennyiségii DC-LAMP*, ill. PD-1* sejtet tartalmazé
tumoros betegek aranya szignifikinsan magasabb volt a kezelésre
reagalok kozott. A tobbi vizsgalt immunsejttipusra nézve nem
talaltunk korrelaciot a kezelés kimenetelével. Az immunsejtek
mennyiségét elemzé Cox-regresszios analizissel a DC-LAMP* érett
dendritikus sejtek magas denzitdsa hosszabb progresszidomentes
taléléssel jart; egyik lokdlis immunparaméter sem mutatott
szignifikans korrelaciot a teljes taléléssel.

A pl6-statuszra értékelheté 47 esetbol 12 (26%) bizonyult pl6-
pozitivnak: 9/18 (50%) szajgarat- és 3/14 (21%) algaratdaganat, mig a
9 szajiiregi és 6 gégerak pl6-negativ volt. A pl16-statusz nem mutatott
korrelaciot az ICT-re adott valasszal, a taléléssel, vagy egyéb vizsgalt
beteg- és  tumorparaméterekkel  (kor, nem, dohanyzas,
alkoholfogyasztds, T-stadium). Tobb immunsejttipus esetén is
tendencia volt megfigyelhet6 erdsebb infiltraciora a pl16™ esetekben,
azonban a kiilonbség csak a CD20" B-sejtekre nézve volt szignifikans.
A B-limfocitak, tovabba az NKp46® NK-sejtek és CD137" sejtek
esetén a tumorlokalizacio tekintetében is eltérést tapasztaltunk: a
szajgarat- és algaratrakokat magas, mig a gégerakokat alacsony
denzitas jellemezte. A B-, NK-sejtek és a CD8* T-limfocitak nagyobb
mennyiségben voltak jelen a T1-2 tumorokban a T3-4 stadiumtiakhoz
viszonyitva.
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5. UJ MEGALLAPITASOK

1. Els6ként mutattuk ki a primer melanomakat infiltralo, 0X40, illetve
CD25 aktivacios markert hordozo T-limfocitdk, DC-LAMP*
dendritikus sejtek, tovabba CD20* B-limfocitak mennyiségének
Osszefiiggését az attétképzéssel és a tuléléssel. Az aktivalt T-sejtek és
a dendritikus sejtek magas peritumoralis denzitasa, mig a B-sejtek
esetén mind az intra-, mind a peritumoralis stiriség a késdbbi zsigeri
attétek hidnyaval és kedvezd tuléléssel jart. E markerek tulélésre
gyakorolt hatasat kombinacioban is vizsgalva a DC-LAMP/OX40,
illetve a CD20/0X40 kombinacié (kiilon-kiilon vizsgalva)
tobbvaltozds analizisben szignifikans prognosztikai tényezonek
bizonyult.

2. Els6ként igazoltuk primer melanémakban ektopids limfoid
strukturdk jelenlétét, ami nem mutatott Osszefiiggést a betegség
kimenetelével. Mas daganattipusban megfigyeltekkel ellentétben a
DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek és a MECA-79* HEV-szerii erek
el6fordulasa melanémaban nem  korlatozddott az  ektopias
nyirokstruktirak teriiletére, illetve az ezeket tartalmazd daganatokra.

3. A primer melanémakhoz asszocialt MECA-79* HEV-ek
mennyisége (korabbi publikaciok eredményével dsszhangban) erésen
korrelalt a B- és T-limfocitdk peritumoralis mennyiségével, joval
gyengébb korrelacid volt ugyanakkor megfigyelheté az aktivalt T-
sejtek, illetve az érett DC-k denzitasaval. A CD34-pozitivitas alapjan
megallapitott mikroérsiiriség a vastag, valamint a szervi attétet adod
melanomédkban mutatott korrelaciot a T-sejtek és a makrofagok

crer

4. Elséként kozoltiik a melanomas betegek érszemnyirokcsomoiban a
FOXP3" T-sejtek magas denzitasanak fliggetlen negativ prognosztikus
hatasat, mely csak a pozitiv SLN-statuszi betegek esetén volt
megfigyelhet6. Az OX40" aktivalt T-limfocitak, DC-LAMP* érett
DC-k és a plazmacitoid dendritikus sejtek mennyisége nem mutatott
kapcsolatot a taléléssel.
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5. Els6ként elemeztiik nagy (11 markert tartalmazd) immunsejtpanel
vizsgalataval melandmas betegek ipilimumabkezelés elotti attéti
tumoraban a kiilonb6z6 immunsejtek infiltraciojanak prediktiv
szerepét. Megallapitottuk, hogy a legtobb immunsejttipusra nézve az
infiltraci6 erdssége és ennek Osszefiiggése a terapids valasszal és a
betegség kimenetelével kiilonboézik a nyirokcsomo-, illetve a
bor/szubkutan attétek vizsgalatakor. Nyirokcsomoattétekben a vizsgalt
immunsejttipusok tobbsége (FOXP3* sejtek, CD4*, CD8*, OX40" T-
limfocitak, CD20" B-sejtek és NKp46* NK-sejtek) esetén magasabb
sejtdenzitast tapasztaltunk a kezelésre reagald betegekben, mig a
CD45R0", PD-1%, CD16" sejtek és CD68* makrofagok mennyisége a
terapias valasszal nem korrelalt, a taléléssel azonban igen. Bor- és
szubkutan attétek esetén ugyanakkor csak a CD16" és CD68" sejtek

srer

6. Szintén els6ként tanulmanyoztuk tobbféle immunsejttipus
kezelt  szajiregi  laphdmrakokban, kezeletlen  kontrollokkal
Osszehasonlitva. A legfeltiindbb kiilonbségként a CD4* T-sejtek
nagyobb denzitasat és a magas CD4*/CD8" aranyt irtuk le az LI-kezelt
daganatokban, kiilondsen a terapiara reagalokban.

7. Elsoként vizsgaltuk indukcids kemoterapiaval és cetuximabbal
kezelt fej-nyaki laphamrakos betegekben a tumorinfiltrald
immunsejtek prediktiv szerepét. A vizsgalt 11 immunsejtmarker koziil
csak kettd, a DC-LAMP ¢és a PD-1 esetén talaltunk Osszefiiggést a
terapias valasszal. A DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek mennyisége
a progressziomentes tuléléssel is korrelaciot mutatott.
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6. KOSZONETNYILVANITAS

Legelészor szeretnék koszonetet mondani Timar Jozsef professzor
urnak, aki a kezdeti ,,szarnyprobalgatasoktol” kezdve sok évig nyujtott
inspirdlo légkort és tamogatast a kutatomunkdmhoz, és akiben azota is
értékes kollaboratort tisztelhetek. Halas vagyok Lapis Karoly
professzor urnak, aki a SOTE 1. Sz. Patologia és Kisérleti Rakkutato
Intézet igazgatojaként felismerte annak fontossdgat, hogy a fiatal
kollégak nemzetkozi kutatasi tapasztalatokat szerezzenek, és ehhez
minden segitséget megadott, s sok év elteltével is megtisztel azzal,
hogy figyelemmel kiséri palyafutdsomat. Kdszonettel tartozom az
intézet késobbi igazgatdinak, Szende Béla és Kopper Laszlo
professzor uraknak, hogy tamogaté légkorben végezhettem a
kutatomunkam. Az intézet szamos munkatarsa nyujtott segitséget a
munkdkban, amit szivbol koszondk mindegyik kolléganak; név szerint
is szeretném megemliteni Kovalszky Ilona ¢és Schaff Zsuzsa
professzorasszonyokat, Jeney Andras professzor urat, Dr. Raso
Erzsébetet, Dr. Papay Juditot, Dr. Paku Sandort, Dr. Tovari Jozsefet,
Dr. Timar Ferencet, Csorba Gézané Maricat, Olah Laszloné Julit és
Laczik Ceciliat.

Sokat koszonhetek a National Cancer Institute-beli Surgery Branch
vezetdjének, Steven A. Rosenbergnek és munkatarsainak, elsdsorban
Michael Nishimuranak, James C. Yangnak és Donna Lalley-nek az ott
toltott két év alatti segitségért és azért, hogy részese lehettem egy
¢lvonalbeli tumorimmunoldgiai kutatdobazis mindennapjainak.

A disszertacioban szerepld legtobb kozlemény az Orszagos
Onkologiai Intézetben végzett kutatdmunka eredménye; ezaton
szeretném megkdszonni a korabbi és a jelenlegi féigazgatonak, Kasler
Miklos ¢és Polgar Csaba professzor uraknak, tovabba a patologiai
osztaly (késébb kodzpont) vezetdinek, Szentirmay Zoltan professzor
urnak, Dr. Toth Erikanak és Dr. Széke Janosnak, hogy ezt lehetové
tették és tamogattak. Koszondm a patologus kollégaknak a sok
segitséget, az emlitettek mellett els6sorban Dr. Plotar Vandanak.
Koszonet illeti a klinikus kollégakat is, akik kollaboracioja
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nélkiilozhetetlen volt a kutatasokhoz; itt szeretném megemliteni Prof.
Liszkay Gabriellat, Dr. Gilde Katalint, Dr. Fejés Zsuzsannat és Dr.
Remenar Evat, illetve az intézeten kiviili kollaboratorok koziil Dr.
Somlai Beatat, Prof. Olah Juditot, Dr. Lengyel Zsuzsannat és Dr. Emri
Gabriellat. Sokat koszonhetek TDK- és PhD-hallgatoimnak is, Dr.
Diczhazi Csabanak, Dr. Forster-Horvath Csabanak, Dr. Dobos
Juditnak, Dr. Kiss Juditnak, Dr. Mohos Anitanak, Dr. Sebestyén
Timeanak és Dr. Balatoni Timeanak.

Kiemelt koszonet illeti Parragné Derecskei Katalint, aki mind a
Semmelweis Egyetemen, mind az OOl-ben to6ltott évek alatt
segitségemre volt foként az immunhisztokémiai vizsgalatok
kivitelezésében. Koszonom Gaudi Istvannak a statisztikai analizisben,
Konya Miklosnak a fotddokumentacioban nyujtott segitséget, Csordas
Péalnénak az adminisztrativ teenddk megkonnyitését, Horvath
Laszloné Siha Monikanak a palyézati pénziigyek, valamint Farago
Daniel és Franko Orsolya konyvtarosoknak a kdzleményeim rendben
tartasat.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak a feltétel nélkiili
tamogatasért.
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7.1. Az értekezés alapjat képezo, a PhD fokozat elnyerése (1996)
utan sziiletett kozlemények

7.1.1. Lektoralt nemzetkozi folydiratban megjelent kézlemények

1. Timar J, Forster-Horvath C, Lukits J, Dome B, Ladanyi A,
Remenar E, Kasler M, Bencsik M, Répassy G, Szabd G, Velich N,
Suba Z, E16 J, Balatoni Z, Bajtai A, Chretien P, Talor E (2003)
The effect of leukocyte interleukin injection (Multikine®)
treatment on the peritumoral and intratumoral subpopulation of
mononuclear cells and on tumor epithelia: A possible new
approach to augmenting sensitivity to radiation therapy and
chemotherapy in oral cancer — A multicenter phase I/1l clinical
trial. Laryngoscope 113:2206-2217, IF 1,449

2. Ladanyi A, Somlai B, Gilde K, Fejos Z, Gaudi I, Timar J (2004)
T-cell activation marker expression on tumor-infiltrating
lymphocytes as prognostic factor in cutaneous malignant
melanoma. Clin Cancer Res 10:521-530, IF 5,623

3. Forster-Horvath C, Déme B, Paku S, Ladanyi A, Somlai B,
Jalkanen S, Timar J (2004) Loss of vascular adhesion protein-1
expression in intratumoral microvessels of human skin melanoma.
Melanoma Res 14:135-140, IF 1,735

4. Timar J, Ladanyi A, Forster-Horvath C, Lukits J, Dome B,
Remenar E, G6dény M, Kasler M, Bencsik M, Répassy G, Szabo
G, Velich N, Suba Z, EI§ J, Balatoni Z, Pocza K, Zemplén B,
Chretien P, Talor E (2005) Neoadjuvant immunotherapy of oral
squamous cell carcinoma modulates intratumoral CD4*/CD8*
ratio and tumor microenvironment: a multicenter phase Il clinical
trial. J Clin Oncol 23:3421-3432, IF 11,810

5. Ladanyi A, Kiss J, Somlai B, Gilde K, Fej6s Z, Mohos A, Gaudi I,
Timar J (2007) Density of DC-LAMP* mature dendritic cells in
combination with activated T lymphocytes infiltrating primary
cutaneous melanoma is a strong independent prognostic factor.
Cancer Immunol Immunother 56:1459-1469, IF 3,728
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11.

12.
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Kiss J, Timar J, Somlai B, Gilde K, Fejés Z, Gaudi I, Ladanyi A
(2007) Association of microvessel density with infiltrating cells in
human cutaneous malignant melanoma. Pathol Oncol Res 13:21-
31, IF 1,272

. Ladanyi A, Mohos A, Somlai B, Liszkay G, Gilde K, Fejés Z,

Gaudi I, Timar J (2010) FOXP3" cell density in primary tumor has
no prognostic impact in patients with cutaneous malignant
melanoma. Pathol Oncol Res 16:303-309, IF 1,483

Ladanyi A, Kiss J, Mohos A, Somlai B, Liszkay G, Gilde K, Fej6s
Z, Gaudi I, Dobos J, Timar J (2011) Prognostic impact of B-cell
density in cutaneous melanoma. Cancer Immunol Immunother
60:1729-1738, IF 3,701

Mohos A, Sebestyén T, Liszkay G, Plotar V, Horvath S, Gaudi I,
Ladanyi A (2013) Immune cell profile of sentinel lymph nodes in
patients with malignant melanoma — FOXP3* cell density in cases
with positive sentinel node status is associated with unfavorable
clinical outcome. J Transl Med 11:43, IF 3,990

Ladanyi A, Sebestyén T, Mohos A, Liszkay G, Somlai B, To6th
E, Timar J (2014) Ectopic lymphoid structures in primary
cutaneous melanoma. Pathol Oncol Res 20:981-985, 2014, IF
1,855

Ladanyi A (2015) Prognostic and predictive significance of
immune cells infiltrating cutaneous melanoma. Pigment Cell
Melanoma Res 28:490-500, IF 4,163

Balatoni T, Mohos A, Papp E, Sebestyén T, Liszkay G, Olah J,
Varga A, Lengyel Z, Emri G, Gaudi |, Ladanyi A (2018) Tumor-
infiltrating immune cells as potential biomarkers predicting
response to treatment and survival in patients with metastatic
melanoma receiving ipilimumab therapy. Cancer Immunol
Immunother 64:141-151, IF 4,900

Sebestyén T, Mohos A, Liszkay G, Somlai B, Gaudi |, Ladanyi
A (2018) Correlation with lymphocyte infiltration, but lack of
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14.

15.

16.

17.

prognostic significance of MECA-79-positive high endothelial
venules in primary malignant melanoma. Melanoma Res 28:304—
310, IF 2,381

Ladanyi A, Kapuvari B, Papp E, Toth E, Lovey J, Horvath K,
G6dény M, Remenar E (2019) Local immune parameters as
potential predictive markers in head and neck squamous cell
carcinoma patients receiving induction chemotherapy and
cetuximab. Head Neck 41:1237-1245, IF 2,538

Balatoni T, Ladanyi A, Frohlich G, Czirbesz K, Kovacs P,
Panczél G, Bence E, Plotar V, Liszkay G (2018) Biomarkers
associated with clinical outcome of advanced melanoma patients
treated with ipilimumab. Pathol Oncol Res doi: 26:317-325, 2020,
IF 2,826

Ladanyi A, Timar J (2020) Immunologic and immunogenomic
aspects of tumor progression. Semin Cancer Biol 60:249-261, IF
11,090

Ladanyi A, Papp E, Mohos A, Balatoni T, Liszkay G, Olah J,
Varga A, Lengyel Z, Emri G, Ferrone S (2020) Role of the
anatomic site in the association of HLA class | antigen expression
level in metastases with clinical response to ipilimumab therapy in
melanoma patients. J Immunother Cancer 8:e000209, IF 10,252

7.1.2. Magyar nyelvii kozlemények

1. Répassy G, Forster-Horvath Cs, Ladanyi A, Dome B, Timar J
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7.3. Tudomanymetriai adatok

Ladanyl Andrea tudomanyos es oktatasi kizleményeinek dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2021.05.19)

. . - . Szama Hivatkozasok'
Tudomanyos és oktatasi kozl y z - — =
Osszesen Részletezve Fliggetlen Osszes

I. Folydiratcikk’ 77 -
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szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzéként® - 0 0 0
osszefoglalo kizlemény — 14 143 160
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1. Kdnyv 0 — — —
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzdként 0 — - —
idegen nyelvil — 0 0 0
magyar nyelvii — 0 0 0
aa) Felsdokiatasi tankényv — 0 0 0
b) Szakkanyv, kézikbnyv, konferenciakotet, tankanyv 0 B - B
szerkeszidkent
idegen nyelvil — 0 — —
magyar nyelvi — 0 - .
bb) Felsdokiatasi tankényv — 0 — —

ll. Konyrészlet 0 — — —
idegen nyelvil — 0 0 0
magyar nyelvii — 0 0
cc) Felsdoktatasi tankonyvigjezet — 0 0 0

IV. Konferenciaktzlemény?* 2 - 9 14
Oktatasi kozlemények osszesen (I1.aa,bb-1ll.cc) — 0 0 0
Tudomdnyos kozlemények dsszesen (HV.) — 79 1421 1686
Tudomanyos és oktatdsi kozlemények 0sszesen (I-1V.) 79 -— 1421 1686

V. Tovdbbi tudomanyos miivek 4 -— - -
Tovabbi tudomanyos milvek, ide értve a nem teljes
folybiratcikkeket és anem ismert lektorditsdgu foly diratokban — 3 0 2
megjelent teljes folydiratcikkeket is
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QOltalmak, szabadalmak — [1] 0 0
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Elsd szerzds teljes folydiratcikkek szama? 21 661

Utolsd szerzds teljes folyoiratcikkek szama? 11 189

A tudornényos fo!(_uzat_(Ph D) elpyerése utani (1996) teljes 50 1355

tudomanyos folyoiratcikkek szama

Az ulo\;() 10 év (2011 - 2021) ludqményos, teljes, lektoralt 97 307

tudomdyos folydiratcikkeinek szama

A legmagasabb hivglkozort_ségﬂ‘kﬁ)__lerpény hivatkozédsainak 182 10.73%

szama (az 65szes hivatkozds szazalékdban) ’
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