Vilasz dr. Gyulai Rolland egyetemi tanar, az MTA doktora biralatdra

Szeretném megkoszonni dr. Gyulai Rollandnak doktori értekezésem igen részletes és gondolatébreszté biralatat.
Koszonom elismerd véleményét a célkitlizések jelentségérdl, a bemutatott uj eredmények tudomdnyos és gyakorlati
fontossagdrdl és az értekezés attekinthet&ségérdl. A modszertan egyoldalisagaval kapcsolatos kritikai megjegyzését
elfogadom, ,mentségemiil” az szolgalhat, hogy a PhD-fokozat elnyerése utani idGszakban megjelent, igen szertedgazo
tematikdju és metodoldgiaju cikkek koziil a jelen értekezésbe bekertilgk kivélasztasanal a f6 szempont az volt, hogy
ezek témaja, eredményei minél konzisztensebbek legyenek. A bevdlasztott cikkek tilnyomé tébbségének a f6
célkitlizése az egyes immunsejttipusok, illetve markereik prognosztikus vagy prediktiv értékének tanulmanyozasa volt,
nem a funkcionalis vizsgalatuk, hasonléan az ilyen jellegli kutatasok tobbségéhez. igy nem keriilt be végiil a
disszertacioba néhéany — tobbféle in vitro és in vivo tesztet, molekularis és morfolégiai modszereket alkalmazo, szintén
a daganatimmunolégiahoz kapcsolhaté, de a fenti, viszonylag sziikre szabott tematikai korbe nem teljesen illeszkedd
— cikk médszereinek és eredményeinek ismertetése. A birdlatok ismeretében lehet, hogy ez nem volt a legjobb
stratégia...

A bemutatott tudomanyos eredményekkel kapcsolatos kérdésekre és megjegyzésekre a valaszaim az aldbbiak.

1. Primer melandmaban a T-sejt aktivacids markereket hordozd limfocitdk vizsgalatakor a kifekélyesedett
tumorteriileteken igen magas volt a pozitiv sejtek denzitdsa. Mivel ezt az ulceracié miatt kialakult gyulladasos
kérnyezet hatasanak (azaz masodlagos reakcionak) tulajdonitja, ezeket a teriileteket nem vette figyelembe az
értékelésben. Tekintve, hogy az ulceracié melandmaban az egyik leger6sebb prognosztikai faktor, az aktivalt T-sejtek
magas szama az ulceralt teriileteken kordntsem biztos, hogy masodlagos jelenség. A vertikdlis névekedési fazisban
lév8 melanémék feletti epidermisben a jelélt is immunoldgiai véltozasokat (pl. csokkent Langerhans sejt denzitast) ir
le. Milyen tipusu T-sejt (illetve egyéb immunsejt) Gsszetétel jellemezte az ulcerdlt teriileteket? Van-e irodalmi adat
a kifekélyesedés és a gyulladdsos reakcié 6sszefiiggésére melanémaban?

Vdlasz: Vizsgalatunkban az ulcerdlt melandmak 37%-ara (14/38) volt jellemz& a CD25%, illetve OX40* T-limfocitdk magas
szama a kifekélyesedett teriileteken. Ezekben az esetekben a jeliilt metszetek utdlagos atnézése alapjan
megéllapithatd, hogy az ulceralt tumorteriileteken a gyulladdsos sejtek (neutrofil granulocitak, makrofagok)
megndvekedett mennyisége is jellemz6 volt. Van tobb irodalmi adat is a kifekélyesedés és a gyulladdsos reakcié
dsszefliggésére melandmaban, leirtak pl. mind a neutrofilek, mind a makrofagok jelentésen emelkedett szamat
ulceralt melandémakban (Jensen TO et al, Cancer 118:2476-85, 2012; Koelblinger P et al, J Eur Acad Dermatol Venereol
33:667-75, 2019). SGt, tobb, elismert melanéma-szakértd patoldgusoktdl szarmazoé kozleményben —az AJCC hivatalos
definiciéjatdl némileg eltér6en — az intakt epidermisz hidnya mellett a gazdaszervezeti reakcid jelenléte is az ulceracié
kritériumaként szerepel (pl. In 't Hout FE, ... Thompson JF, Scolyer RA, Ann Surg 255:1165-70, 2012; Spatz A, ..., Ruiter
DJ, Barnhill RL, Eur J Cancer 39:1861-5, 2003; Mandala M, Massi D, Virchows Arch 464:265-81, 2014), javasolva e
szikebb definicid hasznalatat a patoldgiai feldolgozas soran bekovetkez6 sériilés hatasara esetlegesen kialakuld
epidermisz-diszkontinuitds ulceracioként valo értékelésének kizarasara.

2. A vizsgalatok soran a CD25 expressziét a T-sejt aktivacido markereként hasznalja. Ugyanakkor a CD25 molekulat
magasan expresszalo sejtek reguldtoros T sejtek is lehetnek. Végzett-e vizsgdlatokat a CD25 pozitiv sejtek
alcsoportjainak elkiilonitésére (pl. FOXP3 CD25 kettés pozitiv sejtek aranya a CD25* populdcion beliil)?

Valasz: A reguldtor T-sejtek szerepe daganatokban 2001-2002-ben kezdett korvonalazédni, a FOXP3 transzkripcios
faktor szerepére is akkoriban deriilt fény, mig immunhisztokémiai vizsgdlatokat a FOXP3-at expresszald sejtek
kimutatdsara 2004-ben végeztek elGszor. A mi szoban forgd cikklinket 2002-ben nyujtottuk be; abban az id6ben a
CD25 még egyértelmUlen T-sejt-aktivdciés markerként szerepelt a koztudatban, és lehetéség sem volt a FOXP3* sejtek
immunhisztokémiai elkilonitésére. Arra valéban gondolhattam volna a disszertacié megirasakor, hogy ezt a kérdést
arnyaltabban térgyaljam. A rendelkezésre &ll6 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) melandmaban talalhaté CD25* sejtek
tobbségében kifejez6dik a FOXP3 transzkripcids faktor, ami elvben arra utal, hogy tobbséglk reguldtor T-sejt. Ez
azonban nem ennyire egyszer(i, mert a FOXP3-rdl is kimutattédk, hogy a Treg-ekben mutatott konstitutiv expresszidja
mellett &tmenetileg indukalodik aktivalt, nem regulator funkciéju 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.

3. Primer melandmaban a CD1a* dendritikus sejtek, illetve a DC-LAMP* érett dendritikus sejtek magas peritumoralis
denzitasa tulélési el6nnyel jart. Mivel a vizsgdlat 1980-2001 kozott eltavolitott tumormintakon tértént, a betegek
feltételezhet6en nem részesiiltek modern (immunonkoldgiai vagy célzott) kezeléshen. Végzett-e a jeléit vizsgdlatokat



vagy ismer-e adatokat az anti-CTLA-4, anti-PD-1 vagy BRAF/MEK inhibitor kezelésben részesiilt melanomds betegek
esetén a peritumordlis DC-denzitds prognosztikai értékével kapcsolatban?

Vilasz: Kevés ezzel a témaval foglalkozd kozlemény talalhaté a szakirodalomban. A legkés6bbi egy 2012-es tanulmany,
melyben 186 beteg primer melanéméjaban igazolték a peritumoralis DC-LAMP* dendritikus sejtek prognosztikus
szerepét (Jensen TO et al, Cancer 118:2476-85, 2012). A miitét azonban a bevont betegekben 1997-2000 kozott
tortént, és a cikkben nem esik sz26 a betegek késébbi kezelésérdl. Indirekt bizonyitékot prezentaltak egy késébbi
vizsgélatban a melanéma-asszocialt DC-k szerepérdl, pontos lokalizacié (intra- vagy peritumordlis) megjeldlése nélkiil:
az un. ,stimuldtor” (BDCA-3') DC-kre jellemz& génexpressziés mintdzat metasztatikus melandmaban pozitiv
Bsszefiiggést mutatott mind a tdléléssel, mind a PD-1-gétl6 terdpiara adott valasszal (Barry KC et al, Nat Med 24:1178-
91, 2018).

4. A szentinel (SLN) és nem szentinel nyirokcsomdk (NSLN) immunsejt denzitésdnak dsszehasonlitasa soran az 6sszes
vizsgalt paraméter esetén magasabb gyulladdsos sejt értékeket észlelt a sentinel nyirokcsomok esetén. Ez alapjan
feltételezi, hogy az 6rszemnyirokcsomadk funkciondlisan aktivabbak a nem sentinel nyirokcsomoknal. Fontos azonban
szem el8tt tartani, hogy az SLN eltavolitdsa nem a primer tumorral egy lépésben, hanem altalaban néhény héttel annak
eltavolitasat kovetéen torténik. fgy az SLN altal drenalt bérteriileten sebgyogyuldsi és gyulladdsos folyamatok
torténnek/torténhetnek a nyirokcsomo eltavolitaséanak idején. Végeztek-e vizsgdlatot olyan SLN-ek esetén, amikor a
primer melanéma miitétje a nyirokcsomé eltdvolitdssal egyid6ben tértént? A vizsgédlt paraméterek esetén igen
jelent8s szorast mutattak az adatok. Bdr a szokdsos klinikopatolégiai paraméterekkel (primer tumor vastagsdga,
tipusa, ulcerdcidja, stb.) nem mutattak ésszefiiggést az SLN-ben észlelt denzitdsértékek, vizsgdltdk-e az Gsszefiiggést
a primer tumor immunsejt (pl. aktivdlt T-sejt, Treg, DC, stb.) denzitds értékeivel? Szintén érdekes lenne bizonyos
pro/anti-inflammatorikus citokinek és kemokinek primer tumorban észlelt expressziojat dsszevetni a
nyirokcsomdban Idtott immunsejt siiriiségekkel. Térténtek-e ilyen vizsgdlatok?

Vialasz: A kérdés els6 felére valaszolva, a vizsgalatunkba bevont 60 eset a ,szentinel-korszak” kezdeti id6szakébol
az Grszemnyirokcsomok eltavolitdsa. Csak ezeknek az eseteknek az értékelése (utélagos elemzés alapjan) hasonlo
eredményre vezet, mint az 8sszes eset értékelése. A kérdés masodik felére reagdlva, az eredeti tanulmdny idején nem
vizsgéltuk az SLN-ben taldlt immunsejt-denzitds és a primer tumorban meghatarozott denzitasértékek kozotti
esetleges Osszefiiggést, azonban 42 (egy ilésben operdlt) beteg esetén rendelkezésre allnak mind az
&rszemnyirokcsomadkra, mind a primer melanémara vonatkozo értékek a FOXP3* és az OX40* sejtek denzitdsardl, és a
ketts kozt nem lathaté korrelacid egyik marker esetén sem. Erdekes felvetés a kérdés végén az esetleges dsszefiiggés
a primer tumor citokin/kemokin expresszidja és a nyirokcsomok immunsejt-stirlisége kdz6tt, azonban erre vonatkoz6
kisérleti adatot az irodalomban nem taldltam, csak hipotéziseket arra vonatkozdan, hogy a primer tumorbdl szarmazé
faktorok gatoljdk az 8rszemnyirokcsomok immunoldgiai aktivitdsat (Grotz TE et al, Melanoma Res 22:9-18, 2011).
Példaul a primer tumorban termel8d8 TGF-B az 6rszemnyirokcsomoékban a dendritikus sejtek apoptézisat vagy
tolerogénné alakuldsét idézheti el6 tiid6rakos, ill. melandmas betegekben (Ito M et al, J Immunol 176:5637-42, 2006;
Polak ME et al, Br J Cancer 96:1879-87, 2007).

5. A melanémas betegek pozitiv 6rszemnyirokcsomdinak egy részében igen magas (>1900/mm?) Treg értékeket észlelt.
Az SLN-ben észlelt magas Treg szam er6s negativ korreldciét mutatott mind a progresszidmentes tuléléssel mind a
teljes tuléléssel. Ugy gondolom, ez az értekezés egyik legfontosabb Uj megéllapitdsa — SLN pozitiv esetekben ez a
viszonylag egyszeri vizsgélat alkalmas lehet alacsony és magas rizikdju csoportok elkiilonitésére. Figyelembe véve,
hogy SLN pozitivitds esetén az esetek mintegy 50 szdzalékaban kovetkezik be relapszus, ugyanakkor a jelenlegi
ajanlasok szerint csaknem az 6sszes SLN pozitiv beteget BRAF/MEK inhibitor vagy PD-1 inhibitor adjuvans kezelésben
részesitjiik, belathatd, hogy nagy szlikség lenne megbizhaté prognosztikai markerre. Ugyanakkor a vizsgalt
tumormintak és a tulélési adatok még az immunonkoldgiai és célzott melandma terapiak bevezetése el6tti id6szakbdl
szarmaznak. Vizsgdltdk-e a Treg sejtek SLN denzitdsdnak jelentéségét a tulélésre célzott vagy immunonkoldgiai
terdpidk esetén? Javasolnd-e a SLN pozitiv esetekben alacsony Treg sejt denzitdsndl az adjuvdns kezelés mell6zését?
Ugyanakkor az SLN pozitiv esetekben az intratumoralis Treg denzitas egyrészrél joval alacsonyabb atlag értékeket
mutatott, masrészrél a nagyobb Treg s(irliség pozitivan korreldlt a tuléléssel. Mi lehet a magyardzata a teljes
nyirokcsoméban és az intratumordlisan mért Treg denzitdsok tulélésre gyakorolt eltéré hatdsdnak?

Vélasz: A kérdés elsd részére vélaszolva, sajnos nem taldltam olyan kozolt tanulmanyt, amelyben célzott vagy
immunonkoldgiai terapiaban részesiilt betegeknél vizsgdltak a Treg-sejteket Grszemnyirokcsomdékban. Két cikkben
foglalkoznak (tébbek kzott) a reguldtor T-sejtek SLN-denzitasanak esetleges prognosztikai szerepével. Az egyik szerint
(Speeckaert R et al, Eur J Cancer 48:2004-11, 2012) a FOXP3* sejtek magas denzitdsa rovidebb tuléléssel jart; a betegek
m{tétjének idejét nem emlitik és a tovabbi kezelésekre sem térnek ki a kdzleményben, tovdbbd nem vizsgaltak



elkilonitve az SLN-pozitiv és —negativ eseteket. Egy masik tanulmanyban (Kakavand H et al, Mod Pathol 28:1535-44,
2015) statisztikailag nem szignifikans tendencia igazoldédott metasztatikus &rszemnyirokcsomékban a FOXP3*
limfocitak peritumoralis magas peritumoralis szdma és a révidebb tulélés 6sszefiiggésében; az ebbe a vizsgdlatba
bevont betegeket 1993-2008 kozott diagnosztizaltak, és ebben az esetben sem emlitik a szerz6k a kés6bbi kezeléseket.
Elméletben javasolhatd lehet az adjuvdns kezelés mell6zése alacsony Treg-denzitasnal SLN-pozitiv esetekben, de ugy
gondolom, egy ilyen dontéshez az eddigi eredményeknek nagyobb esetszamu vizsgalatokban valé megerGsitése lenne
szlikséges. A kérdés masodik fele ennek (az 6rszemnyirokcsomdékon végzett) vizsgalatnak az eredményeit veti 6ssze a
kés6bbi, ipilimumabbal kezelt betegek nyirokcsomoattétein végzett vizsgalatéval. Az els6 esetben a teljes
nyirokcsoméban, mig a masodikban az attétek terliletén értékeltiik a FOXP3-pozitiv sejteket, ami magyarazza eltér§
mennyiségiiket. A tulélésre gyakorolt eltéré hatasnak tobb oka is lehet. Egyrészt eredményezheti az ipilimumabbal
kezelt betegekben a regulator T-sejtek kedvez6 hatasat az ipilimumab egyik feltételezett hatdsmechanizmusa, mely a
— konstitutiv CTLA-4-expressziot mutaté — Treg-sejtek antitestfiiggé sejtkozvetitett citotoxicitas révén torténd
elpusztitasa. Egy masik lehetséges (az el6z6t nem kizard) magyarazat, hogy az aktivimmunoldgiai mikrokornyezettel
jellemezhet6 esetekben a tumorellenes immunvilaszban kulcsfontossagu egyéb immunsejtek (pl. citotoxikus T-sejtek)
megjelenésével parhuzamosan az immunszuppressziv sejtek mennyisége is megnovekedhet, az immunrendszer
miikodésére jellemzd negativ visszacsatolasos mechanizmusként, és nem 6nmagdaban a Treg-ek nagyobb mennyisége,
hanem az altalanos magasabb lokalis immunaktivitas all az immunterapia fokozott hatékonysaganak a hatterében.

6. Az leukocita interleukinnel kezelt széjlregi laphamrakok vizsgélata esetén a hatékony tumorellenes valaszhoz a CD4*
T limfocitdk szama és a CD4*/CD8* arany jelentés emelkedése volt sziikséges. Ez némileg varatlan, hiszen a CD8*
citotoxikus T sejteknek nagyobb jelent&séget tulajdonitanak a tumorellenes védekezésben. Mivel magyardzhaté ez a
megfigyelés?

Valasz: A CD8" T-sejtek jelentGsége a tumorellenes védekezésben valdban (el)ismertebb, de a CD4* T-limfocitak is
kozponti szerepet jatszanak az immunvalasz kialakitdsaban és fenntartdsdban az antigénprezentdld sejtek
stimuldlasaval, a citotoxikus T-sejtek tamogatdsaval (helper funkcid) és az immunolégiai meméria fenntartasaval,
illetve effektor funkciot is betolthetnek, citokinszekrécié vagy kozvetlen citolizis révén. Egészséges személyekben a
periférids vérben a CD4* T-limfocitdk domindlnak, a normalis CD4:CD8 ardny kb. 2:1. Ez immundeficiencia
kialakulasakor, illetve az 6regedés soran csokken, tovabba a daganatszévetben is altaldban alacsonyabb CD4:CD8
arany jellemzd, igy szdjliregi daganatokban is (pl. Wolf GT et al, Oral Oncol 51:90-95, 2015; Boxberg M et al, J Immunol
202:278-91, 2019; Lequerica-Fernandez et al, Biomedicines 9:653, 2021). A CD4* T-limfocitdk kozé tartoznak a
reguldtor T-sejtek is, de ezek jelenléte — a szolid daganatok tobbségével ellentétben — fej-nyaki daganatoknal pozitiv
prognosztikus faktor (Shang B et al, Sci Rep 5:15179, 2015; de Ruiter EJ et al, Oncoimmunology 6:€1356148, 2017).
Osszességében tehat nem feltétlenil megleps, hogy a hatékony tumorellenes immunvélasz a szajliregi
laphamrakokban az eredetileg alacsony CD4:CD8 arany megforditasat igényelte. A Multikine (LI) nemrégiben lezérult
lll-as fazisu klinikai vizsgélatanak eddig kiértékelt el6zetes eredményei aldtdmasztjak a kordbbi eredményeinket,
minthogy azokndl a betegeknél, akiknek a daganatdt magas CD4:CD8 ardny jellemezte (a kezelést kévetSen operalt
tumorban), a terdpia hatékonysaga magasabb volt.

(Ennél a pontnal szeretnék vélaszolni a biralatban kordbban megjelené megjegyzésre a kontrollként hasznalt, nem LI-
kezelt tumorok hianyzé archivalasi idépontjardl: ez mindkét vizsgalatban a kezelt betegcsoporttal kézel azonos
idGintervallum volt, az els6 vizsgalatban 1999-2000, a mésodikban a 2000. év.)

7. Tébb vizsgalati eredmény esetén is szembedtlS, hogy az intratumordlis paraméterek prognosztikai és prediktiv
szerepe kevésbé jelent8s, mint a peritumordlis immunsejt 6sszetétel. Mi lehet ennek a magyardzata? Milyen terdpids
stratégidk alapozhatéak erre?

Valasz: Erre a kérdésre biztos valaszt nem tudok adni. Azt gondolom, hogy az eltérés részben a mennyiségbeli
kilénbséghdl adédhat, ami a legszembet(in6bb az OX40 marker és a CD20* B-sejtek esetén, ahol az intratumoralis
infiltrdcio minimalis a peritumordlis jelenlétiikhoz viszonyitva; ez nagyban befolyésolja azt, mekkora hatast tudnak
gyakorolnia betegség kimenetelére. Mas volt a helyzet a CD1a* dendritikus sejtek esetén, amelyek nagyjabél egyforma
mennyiségben jelentek meg az intra- és peritumoralis teriileteken. Azonban nem szabad elfelejteni, hogy az egyes
immunsejttipusok nem ,magdnyos harcosok”, hanem egymassal kdlcsénhatasban tudjék a tevékenységiiket kifejteni,
és pl. egy antigénprezentald sejt joval nagyobb eséllyel tud kblcsénhatdsba Iépni a T-limfocitakkal a T-sejtekben gazdag
peritumorilis teriileteken, s ez magyarazhatja, miért nagyobb a peritumordlisan elhelyezked$ dendritikus sejtek (vagy
egyéb antigénprezentald sejtek, pl. B-sejtek) prognosztikus hatdsa az intratumorélisakhoz képest.

Budapest, 2022. majus 31.
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