Valasz dr. Berki Timea egyetemi tandr, az MTA doktora biralatéara

Szeretném megkdszonni dr. Berki Timeanak doktori értekezésem alapos biralatat. Készéném elismerd véleményét az
értekezés kivitelérdl. A modszertan egyoldaltisdgdval kapcsolatos kritikai megjegyzését elfogadom, ,,mentségemiil” az
szolgalhat, hogy a PhD-fokozat elnyerése utani idGszakban megjelent, igen szertedgazé tematikaju és metodoldgiaj
cikkek koziil a jelen értekezésbe bekeril6k kivalasztasanal a f6 szempont az volt, hogy ezek témaja, eredményei minél
konzisztensebbek legyenek. A bevalasztott cikkek tilnyomé tobbségének a f6 célkitlizése az egyes immunsejttipusok,
illetve markereik prognosztikus vagy prediktiv értékének tanulményozdsa volt, nem a funkcionalis vizsgalatuk,
hasonldan az ilyen jelleg(i kutatdsok tébbségéhez. fgy nem keriilt be végiil a disszertacidba néhany — tobbféle in vitro
és in vivo tesztet, molekularis és morfoldgiai modszereket alkalmazo, szintén a daganatimmunolégidhoz kapcsolhatd,
de a fenti, viszonylag sz(ikre szabott tematikai korbe nem teljesen illeszked6 — cikk médszereinek és eredményeinek
ismertetése. A biralatok ismeretében lehet, hogy ez nem volt a legjobb stratégia...

Az automata képelemzés médszerének bevezetése még nem tortént meg a laboratériumunkban, de a legutébbi
vizsgdlatokban — az innsbrucki egyetem otolaringolégiai és fej-nyak sebészeti osztalyaval egyiittmiikodésben —
alkalmaztuk melanémaéttétekben a HLA-I-expresszié kvantitativ meghatdrozaséra (Ladanyi A et al, Pathol Oncol Res
28:1610297, 2022).

A szines immunhisztokémiai képek szuboptimalis mingségét sajnos csak a dolgozat nyomddaban, tobb példanyban valé
kinyomtatasa és bekétése utan vettem észre. Talan nem is annyira a méret a probléma (hasonlé méretben jelentek
meg a cikkekben is ezek az abrak, tokéletes értékelhet&séggel), inkdbb a nyomdai szinezés mindsége; sajnalom ezt a
hianyossdgot.

A bemutatott tudomdnyos eredményekkel kapcsolatos kérdésekre és megjegyzésekre a vélaszaim az alabbiak.

1. A 4.1 fejezetben a CD25+ sejteket aktivélt sejtekként értékeli. Ismert, hogy melanéma kornyezetében gyakran
jelennek meg a CD25high+ regulatérikus T sejtek is. Hogy tudja kizarni, hogy az észlelt CD25 pozitivitas aktivalt vagy
Treg sejt akkumulaciobol adodik? Célszerii lett volna CD25 és Foxp3 kettds jelolést végezni. Ezt tdmasztja ald a 4.3.5
fejezetben leirt talélési gérbék eredménye is, ahol a DC-LAMP/OX40 kombinacid jo prognosztikai tényezének
bizonyult, mig a DC-LAMP/CD25 nem. Ugyanakkor mindkét marker kombinacié az aktivalt T és DC-et jelolte.

Vélasz: A reguldtor T-sejtek szerepe daganatokban 2001-2002-ben kezdett kérvonalazédni, a Foxp3 transzkripcios
faktor szerepére is akkoriban deriilt fény, mig immunhisztokémiai vizsgalatokat a Foxp3-at expresszald sejtek
kimutatasdra 2004-ben végeztek elGszér. A mi szdban forgd cikkiinket 2002-ben nyujtottuk be; abban az idében a
CD25 még egyértelmlen T-sejt-aktivaciés markerként szerepelt a kdztudatban, és lehetdség sem volt a Foxp3* sejtek
immunhisztokémiai elkiilonitésére. Arra valdban gondolhattam volna a disszertacié megirasakor, hogy ezt a kérdést
arnyaltabban targyaljam. A rendelkezésre all6 szakirodalom szerint (De Panfilis et al, J Invest Dermatol 128:676-84,
2008; Ahmadzadeh M et al, Blood 112:4953-60, 2008) a (primer, ill. attéti) melanémaban talalhaté CD25* sejtek
tobbségében kifejez8dik a Foxp3 transzkripcids faktor, ami elvben arra utal, hogy tobbségiik regulator T-sejt. Ez
azonban nem ennyire egyszerti, mert a Foxp3-rél is kimutattak, hogy a Treg-ekben mutatott konstitutiv expresszidja
mellett dtmenetileg indukalodik aktivélt, nem regulator funkcioju T-sejtekben is, amint gyakorlatilag minden mas Treg-
marker (CD25, CTLA-4, GITR, LAG-3, CD127) egyben T-sejt-aktivacids marker is. Azaz, a Foxp3-pozitiv T-sejtekrél sem
allithato teljes biztonsaggal, hogy reguldtor T-sejtek. A kérdés végén levé felvetésre valaszolva, a 4.3.5. fejezetben
talalhaté tulélési gorbék (11. dbra) szerint a DC-LAMP/CD25 kombinacié éppugy kedvezd prognosztikai tényezének
bizonyult, mint a DC-LAMP/0OX40 kombinacio.

2. A 8. tablazatban osszefoglalja a CD25 és 0X40 pozitiv eseteket. Hol vonta meg a hatart az alacsony és jelentds
mennyiségl aktivalt T sejtet tartalmazd tumorok kézétt? A téblazat alapjan nem vilagos, hogy mit mihez hasonlit?
Milyen paraméterek 6sszehasonlitisa eredményezi a p-értéket? Célszerd lett volna vastagabb vonalakkal elvélasztani
az 6sszehasonlitasra kerild sorokat.

Valasz: Az egyes sejttipusoknal alkalmazott kiiszébértékek az Anyagok és médszerek részben (3.3.1. fejezet)
Osszefoglalva szerepelnek, és az aktivélt T-sejtekre vonatkozdakat az 5. abra is mutatja, azonban a 8. tablazatba
valéban nem kertltek be; szerencsésebb lett volna abban is megemliteni ezeket, a tébbi tablazathoz hasonldan. Az
el6adason bemutatott didkon megprdobalom érthetdbbé tenni a tablazatokat.



3. A Foxp3 jeldlédést kiilon fejezetben elemzi a klinikopatoldgiai paraméterekkel keresve az 6sszefiiggést. Egyetlen
eltérés a peritumoralis nagymennyiségli Foxp3+ sejt volt tumor mérettdl és metasztatizalé képességtdl fuggetlendil.
Mivel magyarazza ezt a jelenséget? Végeztek-e hasonlo jelolést az attétek szévetében?

Valasz: A kérdés (ha jol értelmezem) arra irdnyul, vajon miért nem tapasztaltunk 6sszefliggést a Foxp3® sejtek
peritumoralis mennyisége és a tumorvastagsag, illetve az attétképzés kozétt. Sem a peritumoralis, sem az
intratumoralis sejtdenzitds nem mutatott 6sszefiiggést az emlitett paraméterekkel (és egyéb vizsgalt klinikopatoldgiai
paraméterrel sem), valamint a tuléléssel sem mutatkozott osszefiiggés. Bar logikailag az lenne varhatd, hogy az
elérehaladottabb tumorokban nagyobb mennyiségl Treg-et talalunk, ez nem minden daganattipusban igazolddik;
szamos tumortipusban leirtdk még az dsszefiiggés hianyat (igy pl. az 6sszes, melanéman végzett vizsgalatban), sét,
egyes tumortipusokban a Treg-ek pozitiv prognosztikus szerepét is. A jelenségnek tobb magyarazata is lehet; talan a
legvaldszintibb, hogy az immunszuppresszor sejtek és mechanizmusok tobbnyire (negativ visszacsatolasos
folyamatként) egyiitt jelennek meg a daganatokban a tumorellenes immunvalaszban kulcsfontossagi egyéb
immunsejtekkel (pl. citotoxikus T-sejtekkel), egymds hatasét ellensulyozva. A primer melanémak és (ugyanabbdl a
beteghdl szarmazo) attétek 6sszehasonlitdsdra nem végeztiink vizsgalatot a Foxp3* sejtek tekintetében. Az
&rszemnyirokcsomok vizsgalata a jeldlt sejtek joval magasabb denzitdsat mutatta az SLN-ekben (metasztatikusakban
és nem metasztatikusakban egyarant) a primer melandmak peritumorilis terileteihez viszonyitva.

4. A magas intra- és peritumoralis B sejt-denzitasu betegeknél egyértelmien jobb 5 éves tulélési aranyokat talalt. Mivel
magyarazza a B sejtek ilyen jelentds prognosztikai szerepét a melanoma elleniimmunvélasz sordn? Mi lehet a funkcidja
és fenotipusa ezeknek a B sejteknek? Ehhez kapcsoloéddan feltehetd az a kérdés, hogy vajon a tercier nyirokszévet
kialakuldsa (melyet nagyon kériiltekintéen jellemez CD20, CD45R0, CD21 és HEV jeldléssel) a tumor kdérnyezetében
miért nem jelent elényt a tulélésben?

Valasz: A B-sejtek szerepe a tumorellenes immunvaélaszban egyre inkabb el6térbe keriil. Fenotipus szempontjabdl és
funkciondlisan is igen sokszinl sejtpopuldcidt alkotnak. Részt vesznek pl. a daganatokhoz tarsulé gyulladds
fenntartasaban, a termelt ellenanyagok vagy az immunkomplexek révén potencidlisan elGsegithetik a
tumornovekedést, mig a reguldtor B-sejtek tobbféle mechanizmussal idézhetnek el6 immunszuppressziét. Masrészt
azonban hatékony antigénprezentdld sejtekként is miikodhetnek, ezaltal segitve a daganatellenes T-sejt-valasz
|étrejottét. Az nem kristélyosodott még ki, hogy a lehetséges mechanizmusokbdl melyik milyen fontos szerepet jatszik
a daganatellenes immunvélaszban (Laumont CM et al, Nat Rev Cancer 2022, doi: 10.1038/s41568-022-00466-1).
Fenotipusra nézve a rendelkezésre allé (néhany vizsgélatra szoritkozo) szakirodalom szerint primer melandmakban a
plazmablaszt-szer(i (CD19*, CD20", CD38*, CD138), a memoria B-sejt-szer(i (CD19*, CD20*, CD38, CD138") és az aktivalt
B-sejtek (CD19°, CD20*, CD138, CD5*) vannak jelen legnagyobb mennyiségben, mig attétekben ez eltérést mutathat
(Chen M et al, Front Cell Dev Biol 9:677944, 2021; Griss J et al, Nat Commun 10:4186, 2019). A tumorokhoz asszocialt
tercier nyirokszovetek prognosztikai szerepének kérdéskore nem teljesen ellentmondasmentes; mig a legtobb
raktipusban pozitiv prognosztikus Osszefliggést irtak le, néhany esetben ezzel ellenkezd hatdst taldltak. Az
ellentmondas hatterében allhat a TLS-ek eltérd érettségi foka és lokalizacidja (Colbeck EJ et al, Front Immunol 8:1830,
2017; Fridman WH et al, Nat Rev Clin Oncol 2022, doi: 10.1038/s41571-022-00619-z). Valdszintileg az lehet az oka a
tuléléssel valé dsszefliggés hianyanak a vizsgalatunkban, hogy primer melanédmaban tébbségében éretlen vagy nem
teljesen érett TLS-ek taldlhatdak (pl. CD21* follikularis dendritikus sejtes haldzatot csak az esetek kisebb hanyadaban
talaltunk, mig azimmunglobulin gének rekombinacidjaban és a szomatikus hipermutdcidban szerepet jatszé AID enzim
csak elvétve volt detektalhatd).

5. Amelanoma mikroérslirliség vizsgalata sordn az erekimmunhisztokémiai jeldléséhez haszndlt markerek ismertetése
hasznos lett volna a fejezetek elején. A kevésbé jartas olvasonak a MECA-79 (HEV) még ismert, de a CD34+ és VAP-1+
erek szerepe a tumor progresszidban nem annyira evidens. Mi a jelent6sége annak, hogy a VAP-1+ erek dominansan
a peritumoralis terilleten fordulnak el6 és az intratumoralis alacsonyabb expresszié rosszabb tulélési arannyal fligg
Ossze?

Vdlasz: A CD34 az egyik legismertebb endotélsejtmarker, a daganatok mikroérdenzitdsdnak meghatdrozasara az egyik
leggyakrabban hasznalt marker. Igaz, megjelenik mas sejttipusokon is (pl. hematopoetikus progenitor sejteken), a
jelolédott mikroereknek ezektdl vald elkiilonitése nem okoz nehézséget. Azaz a CD34-et nem a tumorprogresszidban
jatszott esetleges szerepe miatt vizsgaltuk, hanem mint praktikus markert a tumorasszocialt mikroerek kimutatasara.
A VAP-1 (vaszkularis adhézids protein-1) joval kevésbé ismert, Sirpa Jalkanen és munkacsoportja (University of Turku,
Finnorszag) fedezte fel, és a vellik valo kooperaciod folytan kertilt az érdeklédési koriinkbe. A Bevezetés 1.6. fejezetében
irtam réla néhdny mondatot (valdban elég sziikszavdan, minthogy nem tartozott az értekezés sulyponti témai kozé).



A VAP-1 (azéta atnevezték AOC-re: amine oxidase copper containing) egy adhézios molekula és egyben ektoenzim,
mely féként vaszkuldris endotelialis sejteken, simaizomsejteken és adipocitakon jelenik meg. Endotélsejtek esetén
kiilonbo26 fehérvérsejttipusok kotédésében és extravazaciojaban vesz részt (Salmi M és Jalkanen S, Antioxid Redox
Signal 30:314-332, 2019). Az a megfigyelésiink, hogy VAP-1-pozitiv erek féként peritumoralisan helyezkedtek el, nem
meglepd, minthogy a tobbi vaszkularis marker esetén is ezt tapasztaltuk (a MECA-79 gyakorlatilag kizardlag
peritumoralis ereken jelent meg, és a CD34* mikroerek denzitdsa is joval magasabb volt peritumordlisan az
intratumoralis MVD-hez viszonyitva). A magasabb intratumordlis VAP-1-expresszid hosszabb tuléléssel vald
dsszefliggésére mutatott (statisztikailag nem szignifikéns) tendencidra nem sikeriilt meggy6z6 magyarazatot taldlnunk,
minthogy a vizsgalt immunsejtek denzitdsa nem mutatott Osszefliggést a VAP-l-expresszioval. A VAP-1
tumorprogresszidban jatszott szerepére vonatkozéan nem allt semmi informacio rendelkezésre a vizsgalatunk idején,
és az azéta eltelt idében sem volt jelentds a human daganatokon végzett vizsgdlatok szama. Allatkisérletes
tumormodellek egy részében a VAP-1 gatldsa az immunszuppressziv mieloid sejtek bearamlasanak csokkentése révén
fékezte a daganatnovekedést. Emellett a szolubilis VAP-1 biomarkerként valo alkalmazhatdsagat tobbféle betegség
esetén kutatjak (a daganatos megbetegedések mellett pl. diabétesz, majbetegségek esetén) (Salmi M és Jalkanen S,
Antioxid Redox Signal 30:314-332, 2019).

6. A dolgozatban bemutatott immunhisztokémiai vizsgélatok a tumorok allapotanak egy adott pillanatat mutatjak, de
nem ad informaciét a tumor progresszio soran torténd valtozasokrél. Volt-e lehet8ség néhény esetben a kezelés el6tti
és utani szovettani anyagok vagy 6rszem nyirokcsomok osszehasonlité immunfenotipus vizsgalatara? Milyen
elképzelései vannak a tumor progresszié nyomon kovetésének lehetdségeirdl? Mely biomarkerek meghatarozasat
javasolna a primer tumor analizisnél, mint prognosztikailag fontos adatot?

Valasz: A valaszadast az utolsé kérdéssel kezdve, a rendelkezésre all6 (sajat és a szakirodalomban elérhet6) adatok
alapjan a primer tumorban meghatérozott immun-biomarkerek kéziil a dendritikus sejtek (kilondsen a DC-LAMP-ot
expresszalo érett DC-k) tlinnek a legigéretesebb prognosztikus szempontbdl, mivel mennyiséglk valamennyi eddigi
vizsgalatban szignifikans dsszefliggést mutatott a melandmas betegek tulélésével (Id. a disszertacié 22. tablazataban).
Messzemenéen egyetértek a birdldnak azzal a megéllapitésaval, hogy az — akar a primer tumoron, akar attéteken
végzett — immunhisztokémiai vizsgélatok csak ,pillanatfelvételt” mutatnak, ezért nagyon fontosak a kovetéses
vizsgalatok. Sajnos kevés ilyen tanulményt publikiltak a melanéma immunjellemzéivel kapcsolatban. A legutdbbi
vizsgalatunkban (aminek eredményei még nem keriiltek be az értekezésbe) ipilimumabbal kezelt melanomds betegek
kezelés el6tt és kezelés utan operalt attéteit hasonlitottuk dssze a HLA-I-expresszidra és ezzel parhuzamosan néhény
ipilimumabra nem reagalé betegek kezelés utani, progredialo attéteiben (Ladanyi A et al, Pathol Oncol Res
28:1610297, 2022). Hasonld kovetéses vizsgalatokat terveziink végezni PD-1-gétld terdpidban részesilé betegek
esetén is.

Budapest, 2022. majus 31.
dr. Ladanyi Andrea
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