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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity (antitestfliiggd sejtkozvetitett citotoxicitas)
AEC: 3-amino-9-etilkarbazol

AID: aktivacio-indukalt citidin-deaminaz

AJCC: American Joint Committee on Cancer

ALM: akrolentigin6zus melanoma

APC: antigen-presenting cell (antigénprezentald sejt)

B2M: B2-mikroglobulin

BCG: Bacillus Calmette—Guérin

CAR: chimeric antigen receptor (kiméra antigénreceptor)

CD: cluster of differentiation

CTLA-4: citotoxikus T-limfocita-asszocialt protein 4

DC: dendritic cell (dendritikus sejt)

DC-LAMP: dendritic cell-lysosome associated membrane protein (DC-lizoszomaasszocialt
membranprotein)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EGFR: epidermal growth factor receptor (epidermalis névekedési faktor receptor)
Fc: fragment crystallizable

FcR: Fc-receptor

FGF: fibroblast growth factor (fibroblaszt névekedési faktor)

FOXP3: forkhead box P3

GM-CSF: granulocita-makrofag koloniastimulalo faktor

HEV: high endothelial venule (magas endotélsejtes venula)

HGP: horizontal growth phase (horizontalis novekedési fazis)

HLA: human leukocita antigén

HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma (fej-nyaki laphamrak)
HPV: huméan papilléomavirus

ICI: immune checkpoint inhibitor (immunellendrzépont-gatlo)

ICT: induction chemotherapy (indukcios kemoterapia)

IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz

IFN: interferon

IL: interleukin

iIrRC: immune-related response criteria (immunfiliggd valasz kritériumok)
KIR: killer cell immunoglobulin-like receptor

LDH: lactate dehydrogenase (tejsav-dehidrogenaz)

L1I: leukocita-interleukin

LMM: lentigo maligna melanoma

MHC: major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)
MPO: mieloperoxidaz

MVD: microvascular density (mikroérsiiriiség)

NK-sejt: natural killer (természetes 616) sejt

NKT-sejt: natural killer T-sejt

NM: nodularis melanoma
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NSLN: non-sentinel lymph node (nem szentinel nyirokcsomo)

OS: overall survival (teljes talélés)

OSCC: oral squamous cell carcinoma (széjiiregi laphamrak)

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

pDC: plasmacytoid dendritic cells (plazmacitoid dendritikus sejt)

PD-1: programmed cell death 1 (programozott sejthalal 1)

PD-L1, -2: programmed cell death ligand 1, 2 (programozott sejthalal ligandum-1, -2)
PDGF: platelet-derived growth factor (vérlemezke-eredetii novekedési faktor)
PF: ciszplatin, 5-fluorouracil

PFS: progression-free survival (progressziomentes tulélés)

PNAd: peripheral node addressin

scFv: single chain variable fragment

SLN: sentinel lymph node (6rszemnyirokcsomo)

SSM: superficial spreading melanoma

TAM: tumorasszocidlt makrofag

TAN: tumorasszocialt neutrofil

TCR: T-cell receptor (T-sejt-receptor)

TGF: transforming growth factor (transzformal6 ndvekedési faktor)

TIL: tumorinfiltralé limfocitak

TLS: tercier limfoid struktara

TNF: tumornekrézis-faktor

TNM: tumor-nyirokcsomo-metasztazis klasszifikacio

TPF: docetaxel, ciszplatin, 5-fluorouracil

Treg: regulator T-sejt

VAP-1: vaszkularis adhézios protein-1

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkularis endotelialis novekedési faktor)
VGP: vertical growth phase (vertikalis novekedési fazis)
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1. BEVEZETES
1.1. A tumor-mikrokornyezet jelentosége

A szolid tumorok szerves részét képezik a gazdaszervezet sejtes €s molekularis komponensei,
melyeknek a daganatsejtekkel valo kolcsonhatésa alapvetéen meghatarozza a tumor biologiai
viselkedését, a betegség lefolyasat. A szervezet és a daganat kapcsolata kétiranyt; a
tumorsejtek kiilonb6z6 novekedési faktorok (pl. FGF-2, PDGF, TGF-B1, VEGF) termelése
révén eldsegitik a stromaképzddést, a stromalis sejtek (fibroblasztok, mezenhimalis stromalis
sejtek) viszont novekedési faktorok, citokinek, szovetbontd enzimek, ill. ezek inhibitorainak
attétképzését (1). A tumor-mikrokdrnyezet tovabbi sejtes elemei az angiogenezishez
nélkiilozhetetlen endotélsejtek és pericitak, valamint a zsirsejtek, melyek lipidek, novekedési

faktorok és citokinek termelésével befolyasolhatjak a daganatok progresszidjat (2).

A fentiek mellett a tumorsejtek és a gazdaszervezet kozti kolcsonhatasok kiemelkedd
fontossagu szerepldi az immunrendszer, ezen beliil a természetes (mas néven velesziiletett) és
szerzett (adaptiv) immunrendszer elemei, melyek mind pozitiv, mind negativ hatést

gyakorolhatnak a betegség kimenetelére.
1.2. A daganatok elleni immunvalasz

Az immunrendszer els6 védelmi vonalat a velesziiletett immunvalasz elemei jelentik
(makrofagok, dendritikus sejtek, granulocitak, hizosejtek, NK- és NKT-sejtek stb.) (3). Egy
részik (pl. NK-sejtek, makrofagok, granulocitak, hizésejtek) kozvetlen tumorsejtold
képességgel rendelkezik szolubilis mediatorok termelésén keresztil, azonban a
daganatprogressziot el@segitd hatast is gyakorolhatnak. Az immunvalasz masodik szintjét
képviseld szerzett (mas néven adaptiv) immunitds folyamatai ugyanakkor a velesziiletett
immunvalaszra épiilve indulnak be, s a két rendszer sejtjei és az altaluk termelt szolubilis
faktorok szoros kolcsonhatasban allnak. Az adaptiv immunrendszer kozponti résztvevoi a
sejtkozvetitett immunvalaszban fOszerepet jatszo CD8" (citotoxikus) T-limfocitak, az antitest-
kozvetitett immunvalaszért felelds B-limfocitdk, tovabba a mindkét immunvalasz-tipus

hatékonysagat novelé CD4" segit6 (helper) T-sejtek.

A sejtkdzvetitett immunreakcid tobblépéses folyamat, melynek elinditdsahoz és

végbemeneteléhez az immunrendszer altal idegenként (nem sajatként) felismert antigén
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mellett megfeleld, az immunaktivalodast tamogatd szoveti kornyezet sziikséges. A
tumorsejtek sajat, normalis sejtjeinkbdl szdrmaznak, mégis hordozhatnak olyan antigéneket,
melyeket az immunrendszer felismer. Ezek egy része a tumorsejtek inherens genetikai
instabilitasa eredményeként létrejové mutaciok révén kialakult, az adott tumorra specifikus
neoantigén, mas résziik un. tumorasszocialt antigén, mely egészséges sejteken is megjelenik,
de korlatozott az expresszidja. Utdbbiaknak tobb csoportja ismert, mint az adott sejttipusra
(normalis vagy transzformalt, pl. melanocita és melanoma) jellemzd differenciacios
antigének, a kiilonb6z6 daganattipusok mellett csak a here sejtjein megjelend ,,rak-csiravonal”
(mas néven ,rak-here”) antigének, vagy a tumorokban fokozottan kifejez6d6 antigének. Az
ujabb kutatdsi eredmények szerint a tumorspecifikus neoantigének elleni immunreakcidok
dominalnak mind a spontan létrejové immunvalaszban, mind az immunterdpidkra adott

valaszban (4, 5).

A sejtkozvetitett immunvalasz folyaman a kdrosodott tumorsejtekbdl kiszabaduld
molekuldkat a szervezet szamos pontjan megtalalhaté antigénprezentald sejtek (APC)
felveszik, és a fehérjék fragmentumait a nyirokcsomokban MHC- (f6 hisztokompatibilitasi
komplex) molekulaikhoz kapcsoltan bemutatjak a T-limfocitaknak (3). A CD8" T-sejtek felé
a prezentacié az MHC-I-es (emberben elnevezése human leukocita antigén, HLA-I), mig a
CD4" T-sejtek szamara az MHC-1l-es (embernél HLA-IT) molekuldk segitségével torténik. Az
MHC-1 komplexum egy polimorf a-lancb6él (HLA-A, -B vagy -C allélek) és a P2-
mikroglobulin (B2M) molekulabol, az MHC-11 komplexum pedig polimorf a- és B-lancbol
(HLA-DP, -DQ, DR allélek) tevodik ossze. A T-limfocitak specifikus receptoraik (T-sejt-
receptor, TCR) segitségével képesek kapcsolodni az MHC-antigénpeptid komplexumhoz, s a
megfeleld antigénepitdpot felismerd T-sejt a kapcsolodéast kovetden aktivacion és klonalis
felszaporodason megy keresztiil. Az aktivalt antigénspecifikus CD8" T-sejtek a tumorba jutva
a megfeleld antigént hordozo tumorsejteket elpusztithatjak, s az elpusztult daganatsejtekbdl
tovabbi, antigéntermészetli molekuldk felszabaduldsaval qjrainditjdk a folyamatot
(,,rakimmunitasi ciklus”, 6), melynek kimenetelét a részfolyamatokat pozitivan, illetve

negativan befolyasold szabalyoz6 mechanizmusok egyenstlya szabja meg (1. abra).
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(3)

Priming, aktivacio (4) T-sejtek tumorhoz

vandorlasa

CD28/B7.1,

CD137/CD137L, »® CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CCL5
OX40/0X40L, < DK )

CD27/CD70, HVEM, g\ /7 @ (5)

GITR, IL-2, IL-12 L
CTLA-4/B7.1, Vérér T-sejtek infiltracidja a
PD-L1/PD-1, tumorba
PD-L1/B7.1, _ ) LFA/ICAM1,

prosztaglandinok nyirokcsomo szelektinek

VEGF,

endotelin B receptor

(6)

Tumorsejtek felismerése

(2)
Tumorantigén
-prezentaélas

TNF-0,, IL-1, a T-sejtek altal
IFN-a., T-sejt-receptor
CD40L/CD40, csdkkent MHC-expresszid
CDN, ATP,
HMGB1, TLR . (7) o
IL-10, IL-4, . Tumorsejtek elpusztitasaa
IL-13 (1) T-sejtek altal
Tumorantigén- IFN-y, T-sejt-granulum fehérjék
: Gl felszabadulas PD-L1/PD-1, PD-L1/B7.1, IDO,
stimulalé faktorok
4116 taktorok immunogén sejthalal TGF-B, BTLA, VISTA, LAG-3,
8 tolerogén sejthaldl arginaz, B7-H4 stb.

1. abra. A ,,rakimmunitdsi ciklus” szabdlyozo mechanizmusai (forrds: Chen DS, Mellman I. Oncology meets
immunology: the cancer-immunity cycle. Immunity 39:1-10, 2013

1.2.1. Antigénbemutatas, kostimulacié, immunellenérzé pontok

Mind a CD4*, mind a CD8" T-limfocitdk aktivalodasaban kulcsfontossagn az
antigénprezentalo sejtek altali antigénfeldolgozas és -bemutatas (3, 7). Ebben az un. hivatasos
antigénprezentald sejtek (dendritikus sejtek, makrofagok, B-sejtek) koziil kiemelt jelentdsége
van a dendritikus sejteknek (DC), melyek egyediil képesek naiv (antigénnel még nem
talalkozott) CD8* T-limfocitak elsédleges aktivalasara. A dendritikus sejt az antigénfelvétel
¢s kornyezeti veszélyszignalok (pl. mikrobidlis termékek, gyulladdsos citokinek) hatdséara
érési folyamaton megy keresztiil. Az érett DC-ken az MHC- és un. kostimulator molekulak

expresszioja megnd, igy képesek hatékony antigénbemutatasra.

A T-sejtek aktivalodasahoz az MHC-antigén-TCR kapcsolodas (elsé szignal) mellett egy
masodik, un. kostimulaciés jelre is sziikség van, melynek hianyaban a T-sejt
valaszképtelensége kovetkezik be. A legfontosabb, APC-ken megjelené kostimulacios
molekuldk a B7.1 (CD80) és B7.2 (CD86), melyeknek a T-limfocitak felszinén kifejez6d6
receptorukhoz, a CD28-hoz val6 kapcsolddasa stimulalod szignalt jelent a T-sejtek szamara. A
B7 molekuldknak ugyanakkor létezik egy negativ szignalt kozvetitd receptora is, a CTLA-4

(citotoxikus T-limfocita-asszocialt protein 4, mas néven CD152), mely a T-sejteken altalanos
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sejtfelszini expresszidt mutatdé CD28-cal ellentétben nyugvé allapotban intracelluléris
lokalizacioja, csak aktivacio hatdséara jelenik meg a sejtek felszinén (8). Kivételt képeznek a
regulator T-sejtek (Treg), melyeken — tobb mas, a T-limfocitakon altalaban aktivaciot
kovetden kifejez0dd markerhez hasonléan — a CTLA-4 konstitutiv sejtfelszini expressziot

mutat, és fontos szerepet jatszik immunszuppressziv hatdsuk kifejtésében.

A CTLA-4 nagyobb affinitassal koti a B7 ligandumokat, mint a CD28, igy az utobbival vald
kompeticid révén is akadalyozza a T-sejtek aktivalodasat a kozvetlen gatld szignalizacios
utvonal elinditdsa mellett. E negativ visszacsatoldsos folyamatnak fontos fiziologids szerepe

van az immunvalasz Korai fazisaban a T-sejt-aktivacio mértékének szabalyozasaban.

Az antigénprezentald sejtek és a T-limfocitdk kdlcsOnhatdsdban szamos mds szabalyozo
receptor-ligandum interakcido szerepet jatszik (Un. immunellenérzé pontok, immune
checkpoints) (9, 10) (2. abra). Az immunvalaszt stimulalé kolcsonhatasok koziil kiemelendd
az 0X40 (CD134) és liganduma (OX40L, CD252), valamint a 4-1BB (CD137) és liganduma
(CD137L) kapcsolodasa.

APC T-sejt
B7-1, B7-2 cps —> +
B7-1, B7-2 CTLA-4 > -
' : i S

B2 B2 PD-1
B7-H3 2 —
B7-H4 ? ¥
MHC — Ag-peptid TCR -

B7-H2 cog T #
OX4 =9

OX40L (CD1§2)
CD137L cD137 —> +
Gal-9 TIM-3 —_— -
HVEM BTLA —_ -

2. dbra. Az antigénprezentdlo sejtek és a T-sejtek interakcidjdt szabdlyozo fontosabb receptor-ligandum
kolcsonhatasok (forrds: Ladanyi A, Balatoni T. Az immunvdlasz “akaddalymentesitése”: ujabb lehetdségek a
melanoma immunterdpidjaban. Magy Onkol 57:100-107, 2013)
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A kostimulator szigndlok mellett fiziologias koriilmények kozott l1étfontossaguak a gatlo
szabalyozd mechanizmusok is, melyek az egészséges szovetek védelmét hivatottak biztositani
az autoimmun folyamatok kialakulasanak megel6zésével. Daganatos szervezetben
ugyanakkor hozzajarulhatnak a hatékony tumorellenes immunvalasz kialakuldsanak
gatlasdhoz. Koziiliik kiemelt jelentéséglick a B7 molekulacsaladba tartoz6 B7-H1 (més néven
PD-L1, programozott sejthalal ligandum-1, CD274) és a B7-DC (PD-L2, CD273). Az elébbit
széles expresszios spektrum jellemzi, hemopoetikus sejtek mellett megtalalhaté epitelialis és
endotélsejteken is, mig az utobbi féleg dendritikus sejteken és makrofagokon jelenik meg (9,
11). Receptoruk, a PD-1 (programozott sejthalal-1, mas néven CD279) a CTLA-4-hez
hasonléan szintén aktivacié hatdsara jelenik meg T-limfocitdkon (kivéve a konstitutiv
expressziot mutatd Treg-sejteket), emellett B-, NK- és mieloid sejteken is kifejezodik. A PD-
1-nek ligandumaival torténé kolcsonhatasa gatolja a T-és B-limfocitak aktivaciojat, s fontos
szerepe van az immunvalasz szabalyozasaban, a periférids tolerancia kialakuldsdban és
fenntartasaban (9, 11). A PD-L1 tumorsejteken is kifejez6édhet, a tumorinfiltrald limfocitakon
ugyanakkor megjelenik a PD-1 receptor, ami sSzerepet jatszhat a daganatok elleni

immunvédekezés hatdstalansagaban.
1.2.2. A tumorellenes immunvalasz elkeriilésének lehetséges okai és mechanizmusai

A legtobb szolid daganat tartalmaz — Sokszor jelentékeny mennyiségben — immunsejteket, s a
tumorsejtek felismerésére képes T-limfocitak kimutathatok a tumorszovetben, a masodlagos
nyirokszervekben és a periférids vérben egyarant, ami a gazdaszervezet daganatellenes
reakcigjat tiikrozheti. A tumor progresszidja azonban jelentds limfoid infiltratum, vagy akar
kimutathato tumorellenes immunvalasz jelenlétében is bekdvetkezhet, ami arra utal, hogy az
immunrendszer az esetek jelentds részében nem képes a daganatndvekedés féken tartasara.
Ennek hatterében szdmos, egymdast nem kizar6 mechanizmust leirtak, melyek az
immunreakcié folyamatanak kiilonbozé 1épéseinél jatszanak szerepet (1. abra). A
tumorantigének, MHC-molekuldk expresszidjanak hidnya vagy csokkenése, az
antigénfeldolgozas és -bemutatas zavara, kostimulacid hianya, illetve a tumorsejtek és mas,
kornyezetiikben levd gazdaszervezeti sejtek altal termelt immunszuppressziv anyagok
gatolhatjak a T-sejtek aktivalodasat (12, 13). Optimalis T-sejt-aktivacio esetén is problémat
okozhat, ha ezek a sejtek nem képesek a tumorba jutni a kemoattraktansok hianya, a denz
stroma vagy az endotelialis adhézios molekulak abnormalis kifejezodése miatt (14, 15). Végiil

az immuneffektor funkciot is gatolhatja a tumorsejtek antigén-, ill. MHC-I-expressziojanak
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csokkenése, negativ szabalyozd molekulak expresszidja, illetve a tumor mikrokdrnyezetében

jelenlevé immunszuppressziv sejtek vagy anyagok (13, 14).

Az MHC-I-deficiencianak lehetnek genetikai okai, mint pl. a p2-mikroglobulin génjének
mutacidja, gyakoribb azonban a kiilonb6z6 epigenetikai mechanizmusok utjan bekovetkezd
expressziocsokkenés (16-18). A tumor-neoantigének kialakulasa hatterében a fehérjekodolod
gének nem szinonim mutacidi allhatnak, igy mennyiségiik altaldban korreldl a daganatok
mutacios terhelésével, s attételesen a DNS-hibajavitd mechanizmusok hianyossagaival (16,
17). A daganatok progresszidja soran azonban gyakran megfigyelhetd a tumorantigének (és
MHC-I) expresszidjanak csokkenése, melynek hatterében immunszelekcidos mechanizmusok

allhatnak (16, 17, 19).

Mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszer sejtjei tumorellenes aktivitasuk mellett
a daganatok keletkezését és progresszidjat tamogatd hatast is kifejthetnek, részben a
tumorokhoz gyakran kapcsol6d6 gyulladdsos folyamatok kialakuldsdban és fenntartisaban
jatszott szerepiik révén. A kronikus gyulladds a daganatkeletkezés egyik régota ismert
kockazati tényezdje, de a nem gyulladés talajan kialakult tumorok esetében is eldsegitheti a
progressziot (20, 21). E folyamatok kulcsfontossagl kozremiikodoi a makrofagok, melyek — a
T-limfocitak mellett — a daganatok nagy részében a legnépesebb immunsejt-populaciot
képviselik, s novekedési faktorok, citokinek, proangiogén és immunszuppressziv anyagok
termelésével eldsegithetik a tumorndvekedést és -progressziot (22-24). Hasonld hatast a

neutrofil granulocitak és hizdsejtek esetén is leirtak (24—26).
1.3. A tumorasszocialt immunsejtek tipusai, prognosztikus szerepiik

A limfoid infiltrdtum jelenléte a tumorokban (tumorinfiltral6é limfocitak, TIL), ezen beliil a T-
sejtek kifejezett infiltracidja szdmos daganattipus esetében a betegség kedvezd kimenetelére
utalé jelnek bizonyult (27-29). A leghatékonyabb antigénprezentalo sejtként szamon tartott
dendritikus sejtek mennyisége is 0sszefiiggést mutatott a taléléssel a legtobb tumortipusban.
A tumorasszocialt makrofagok, illetve neutrofilek akkumulacioja ezzel szemben sokszor

kedvezdtlen prognosztikai jel.

A daganatok elleni immunvalasz a tumorok kialakulasadnak és progresszidjanak kontrollalasa
mellett az immunterapiak, valamint — az utobbi évek kutatasai szerint — egyéb rakkezelési
modozatok (kemo- €s sugarterapia, célzott terapiak) hatékonysagat is befolyasolja (30-32). E

kezelésmodok sokféle mechanizmuson keresztiil hatassal vannak az immunrendszerre, s ez
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hozzajarulhat a terapia sikerességéhez. A daganatokhoz kapcsolédd immunsejtek igy

prognosztikai jelentségiik mellett a daganatterdpia hatdsossaganak eldrejelzdi is lehetnek
(30, 32).

1.3.1. T-limfocitak

A tumorok elleni védelemben elsddlegesnek tekintett sejtkozvetitett immunvalasz
kulcsszerepl6i a T-limfocitdk. Az autoldég tumorsejtek felismerésére képes CD4" (helper —
segit6) és CD8" (citotoxikus — sejtolé) T-limfocitak kimutathatok a daganatokban, a drenald
nyirokcsomokban és a periférids vérben egyarant, és egyre novekszik a tumorantigének
listaja, melyek e sejteket MHC l-es vagy ll-es molekulan torténé bemutatast kovetden

stimulalni képesek (33).

Bar a limfoid infiltracio a tumorellenes immunreakcié jele lehet, a TIL, ezen belill a
tumorasszocialt T-sejtek patofiziologiai €és prognosztikai jelentdsége nem egyértelmii. Az
infiltracié intenzitdsa a daganatok tobbségében pozitivan korrelalt a taléléssel (28, 29),
azonban ez nem minden tumortipusra nézve igazolddott, sét veserak esetén forditott
korrelaciot tapasztaltak (34). Prognosztikai szempontbol jelent6sége lehet a kiilonbségtételnek
egyrészt a T-sejtek egyes alcsoportjai, masrészt a tumoron beliili lokalizacidé szempontjabol.
Egy tobb mint 600 vastag-, ill. végbélrakos beteg szovetmintajan végzett vizsgalatban a tumor
belsejében, illetve az invaziv szegélynél talalhato CD8" (citotoxikus) és CD45RO™ (memoria)
T-sejtek mennyisége alapjan nyert ,,immunpontszdm” (Immunoscore) erdsebb prognosztikus
tényezOnek bizonyult, mint a hagyoméanyos TNM-stadium (35, 36). Ezen eredmények alapjan
nemzetk6zi konzorcium alakult az Immunoscore prognosztikus potencialjanak validalasara
kolorektalis daganatokon a stddium meghatarozasanak gyakorlatdba valo beilleszthetdség

céljabol, illetve egyéb daganattipusokban valo alkalmazhatosag megallapitasara (37, 38).
1.3.1.1. Aktivalt T-sejtek

Az emberi daganatokat infiltrald6 T-sejtek sokszor funkciondlisan sériiltek, illetve
valaszképtelenek, proliferacios, citokintermelési, illetve citotoxicitasi képességiik csokkent
(14, 39). A TIL vagy az infiltralo T-limfocitak kimutatasa ezért onmagaban nem feltétleniil a
legmegfelelobb markere a tumorellenes immunvalasz 1étrejottének, fontos lehet a T-sejtek
funkcionalis, ill. aktivacidés allapotanak feltérképezése is, kevés olyan prognosztikus
vizsgalatot végeztek azonban, amely ezt a tényezOt is figyelembe vette. Veserakokban az

intratumoralis CD8" T-limfocitak proliferacids aktivitasa fiiggetlen prognosztikus tényezOnek
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bizonyult (34). Melanémaban a granzim B-t expresszald CD8" T-sejtek (40), kolorektalis
daganatokban pedig az OX40 (CD134) aktivacios markert kifejez6 T-sejtek infiltracidja
korrelalt a tuléléssel (41). A granzim B az egyik legfontosabb effektor molekula, mig az

0OX40 kostimulacios molekula, igy funkcionalis és aktivacios markerek is egyben.
1.3.1.2. Regulator T-sejtek

A tumorellenes immunvalasz gatlasaért felelés szuppresszorsejt-tipusok koziil a
CD4"CD25"FOXP3" regulator T-sejtek (Treg) a legjobban jellemzettek. Az Gn. természetes
Treg-sejtek a timuszban jonnek létre, mig az indukalt Treg-sejtek a periférids szdvetekben
aktivacio hatdsara alakulnak ki CD4"CD25FOXP3 sejtekbdl. A regulator T-sejtek gatoljak a
alapvetd fontossdgiiak az autoimmun folyamatok kialakulasanak megelézésében. A
daganatszovetben valdo akkumulaciojuk szamos tumortipusban megfigyelheté (42), ezek
prognosztikai szerepe azonban ellentmondéasos; egyes raktipusokban a nagyfokt Treg-
infiltracio kedvezotlen, masokban kedvezd prognozissal fliggott dssze, mig egyes esetekben
nem tartak fel kapcsolatot a tuléléssel (28, 29, 43).Az ellentmondasos eredmények hatterében
részben az allhat, hogy az alkalmazott marker (FOXP3) — bar jelenleg nem ismert
specifikusabb Treg-marker, ezért altalanosan hasznalt és elfogadott — a regulator T-sejtekben
mutatott konstitutiv expresszioja mellett atmenetileg egyéb CD4" és CD8" T-limfocitdkban is
megjelenik aktivacid6 hatdsara. Masrészt a Treg-sejtek gyulladasgatld aktivitassal
rendelkeznek, igy azokban a daganattipusokban, melyekre jellemz6 a gyulladasos etiologia,

kedvezo hatasuk lehet.
1.3.2. B-limfocitak, tercier limfoid strukturak

A T-limfocitdkhoz 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 szisztémds B-sejtes reakcid vagy a tumorban e sejtek jelenléte
hogyan befolyédsolja a daganatok biologiai viselkedését. Egyes kisérleti modellekben a B-
sejtek fokoztak a tumorndvekedést vagy -progresszidt, mas vizsgalatok viszont ezzel
ellentétes eredményre vezettek. Az ellentmondéas hatterében a B-limfocitdk funkcionalis
sokszinlisége 4llhat; egyrészt a termelt ellenanyagok, immunkomplexek vagy egyéb

immungatld anyagok révén eldsegithetik a tumorndvekedést, masrészt viszont hatékony
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antigénprezentald sejtként is milkodhetnek, tamogatva a daganatellenes T-sejtes

immunvalaszt (44-46).

A tumorokhoz kapcsolodoan megfigyelték ektopids nyirokszovet, un. tercier limfoid
struktarak  (TLS) jelenlétét. Ezeknek legszembeotlobb eleme a B-sejteknek a
nyirokcsomokban mutatotthoz hasonlo elrendezddési, follikulusszerii aggregatuma, melyhez
T-sejtek csoportja kapcsolodik. A follikulusok némelyikében follikularis DC-k hélozata is
megtalalhato, s a TLS-hez kapcsoltan gyakran megfigyelhet a — szintén a nyirokcsomokra
jellemz6 — magas endotélsejtes venuldk (high endothelial venules, HEV) jelenléte. E
struktardkat leirtdk autoimmun megbetegedések mellett szamos daganattipusban, illetve
melanomaattétekben is (47-49). Feltételezik, hogy a T-sejtek kezdeti aktivaciojanak
helyeként szolgalva szerepet jatszhatnak a tumorellenes immunreakciok kialakuldsdban, és
tobb tumortipusban Osszefiiggést mutattak ki jelenlétiik és a betegség kedvezd kimenetele

kozott (49-51).
1.3.3. NK- és NKT-sejtek

A természetes Olésejtek (natural killer, NK) a velesziiletett immunrendszer effektor sejtjei,
melyeknek fontos szerepe van a virusfert6zott és daganatsejtek elpusztitasaban (52), emellett
a dendritikus sejtekkel val6 kolcsonhatdson keresztiil az adaptiv immunreakciok
szabalyozasaban is részt vesznek (53). Aktivacids allapotukat az aktivalo (pl. NKG2D,
DNAM-1, NKp30, NKp44, NKp46), illetve gatldo receptorok (az tn. KIR — Killer cell
immunoglobulin-like receptor — csalad tagjai, CD94/NKG2A stb.) altal kivaltott szignalok
egyensulya szabja meg. Szolid tumorokban altalaban kis mennyiségben fordulnak elo,
feltételezés szerint foként a szisztémas tumorellenes védekezésben lehet szerepiik a
hematogén attétképzés gatlasaval. A tumorinfiltraldo NK-sejteket az aktivald receptorok

alacsony expresszioja és csokkent funkcionalis aktivitas jellemezheti (54, 55).

Az NKT-sejtek az NK-sejtek markerei (pl. a CD56) mellett a T-limfocitakra jellemz6
molekulakat is expresszalnak, igy a CD3-at és a klasszikus (aff) T-sejt-receptort. Az NK-

sejtekhez hasonldan ezek is ritkdn fordulnak eld szolid tumorokban.
1.3.4. Dendritikus sejtek

A dendritikus sejtek (DC-k) a leghatékonyabb antigénprezentald sejtek, s a tumorantigének

feldolgozasa és CD4", illetve CD8" T-limfocitaknak valdé bemutatasa révén kulcsszerepiik van
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a daganatok elleni immunvalaszban. A DC-k szamottevé fenotipusbeli, lokalizacids ¢és
funkciondlis heterogenitast mutatd sejtek komplex rendszerét alkotjadk (56). A bdrben
talalhatdo mieloid eredetii DC-tipusok a Langerhans-sejtek és a dermalis DC-k; a harmadik
DC-csoport, az un. plazmacitoid DC-k (pDC) eredete (mieloid vs. limfoid) vitatott (56, 57).

Az antigén felvétele és feldolgozasa, valamint mikrobialis termékek, citokinek, egyéb
stimulusok hatdsdra a dendritikus sejtek érési folyamaton mennek keresztiil, melynek
eredményeképp felsziniikon emelkedik az MHC ¢és kostimuldciés molekuldk expresszidja,
megnd citokintermelési és T-sejt-aktivalasi képességiik. A tumorellenes immunvalasz
1étrejottében jatszott kozponti szereplikkel Osszhangban a nagymértékii DC-infiltracid a

legtobb daganattipus esetén pozitiv korrelaciot mutatott a betegek talélésével (29).

A plazmacitoid dendritikus sejtek antigénprezentalod képességiik mellett I-es tipusu interferon
termelésén keresztiil is tamogathatjak a tumorellenes immunvalaszt (58), a tumor
kornyezetében talalhato pDC-k azonban az eddigi vizsgalatok szerint inkabb

immunszuppresszivek (59).
1.3.5. Makrofagok

A legtobb szolid daganat nagy mennyiségli makrofagot tartalmaz, melyek heterogén
sejtcsoportot alkotnak ¢és az Oket érd stimulusok fiiggvényében kiilonb6zdé funkcionalis
jellemzokkel rendelkeznek. Az Un. M1 makrofagokat magas antigénprezentdldo képesség
jellemzi, s ezaltal, valamint kdzvetlen citotoxikus aktivitasuk révén képesek hozzajarulni a
tumorok elleni védekezéshez. Az M2 makrofagok ezzel szemben gyenge antigénprezentald
potenciallal rendelkeznek, s legfontosabb tevékenységiik a sejttormelékek eltakaritasa, a
szovet-ujraépités és angiogenezis eldsegitése; serkentik az antitesttermelést, viszont gatoljak a
CD8" T-sejtek és az NK-sejtek aktivitisat (22). Az egyszeriisitett M1/M2 beosztas a
makrofagok funkcionalis aktivitasa széles spektrumanak két végpontjat jeloli. Az uralkodd
nézet szerint a tumorasszocidlt makrofagok (TAM) az M2 tipushoz allnak kozelebb;
novekedési faktorok, citokinek, kemokinek, szdvetbontd enzimek szekrécioja, illetve az
angiogenezis serkentése révén képesek fokozni a tumorndvekedést, migraciot, invaziot €s
attétképzést, tovabba immunszuppresszor anyagokat is termelnek (22, 23, 60). A fentiekkel
Osszhangban a makrofagok nagyfoku infiltracidja szdmos daganattipus esetén kedvezotlen
prognosztikai paraméternek bizonyult, bar ezzel ellenkezd eredményt is leirtak tobb esetben

(29, 61), melynek hatterében feltehetdleg a nagyfoku funkcionalis diverzitas all.
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1.3.6. Granulocitak és hizosejtek

A makrofagok mellett a neutrofil granulocitdk a tumorokhoz kapcsolodd gyulladasos
folyamatok f6 mediatorai. Bar aktivalt allapotban képesek a daganatsejtek elpusztitasara, a
tumorasszocialt neutrofilek (TAN) esetén inkabb a daganatprogressziot eldsegitd hatasok
domindlnak. Citokinek és novekedési faktorok termelésével példdul a tumorndvekedést
kozvetleniil vagy az angiogenezis serkentése utjan fokozhatjak, matrixbont6d enzimeik révén
pedig el6segithetik az invaziot és attétképzést (24, 25). Ezzel Osszhangban, a nagy
mennyiségi. TAN kedvezdtlen prognosztikai paraméternek bizonyult a vizsgalt
daganattipusok tobbségében (29). Az eozinofil granulocitak jelenléte ezzel szemben altalaban
kedvez6 prognozissal jart egyiitt (29), ezért feltételezhetd, hogy a tumorellenes hatasaik
dominélnak citotoxikus anyagok kibocsatasa vagy mas effektor sejtek aktivalasa révén; a

pontos hatdsmechanizmus nem ismert.

A bazofil granulocitak ritkan fordulnak el a daganatokban. A hizésejtek azonban, melyek
sok tekintetben a bazofilekre emlékeztetnek ¢és azok szovethez kotott megfeleldinek
tekinthet6k, gyakorta megtaldlhatok a tumorok mikrokdrnyezetében és fontos szerepet
jatszanak a gyulladasos és immunfolyamatok szabalyozasaban. Multifunkcionalis sejtekként
kiilonb6z6 hatasuk lehet a tumorokra: citotoxikus molekulak kibocsatasan keresztiil vagy mas
immunsejtek stimulalasdval koézremiikodhetnek a daganatsejtek elpusztitidsaban, azonban
ezzel ellentétes hatdst is kifejthetnek novekedési faktorok, citokinek termelése, illetve a
kronikus gyulladas kialakuldsanak elésegitése révén. Szamos angiogén faktort és matrixbontd
enzimet is termelnek tovabba, serkentve az érképzddést, az invazidt és az attétképzést (24,
26). Prognosztikus szerepiikrdl ellentmondasos eredmények lattak napvilagot; tobb vizsgalat
korrelaciot talalt mennyiségiik és a tumorok progresszidja, illetve vaszkularizacidja kozott,

masok viszont kedvezd prognozissal mutattak osszefiiggést (24, 26, 29).
1.4. A daganatok immunterapiaja, a tumorasszocialt immunsejtek prediktiv szerepe

A daganatellenes immunterapidk két nagy csoportjat az aktiv és a passziv (mas néven adoptiv)
immunterapiak alkotjak (62). E16bbiek esetén a szervezet immunaktivitasat fokozzak, mig az
utobbi soran kész ,,reagenseket” (tumorellenes ellenanyagokat, illetve effektor sejteket) adnak
be. Az aktiv immunterapia lehet antigénspecifikus, mint a kiilonb6zo (ismert

tumorantigéneken alapul6 vagy teljes tumorsejtekkel torténd) vakcinacios eljarasok, valamint
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nem specifikus, mint pl. citokinek (IFN-a, IL-2, TNF-o, GM-CSF stb.) vagy bakterialis

eredetli immunstimulansok (pl. BCG).

Viszonylag kevés tanulmany elemezte az aktiv immunterdpidk hatasanak megjoslasaban a
tumort infiltraldé immunsejtek, illetve a lokalis immunaktivitds meghatarozasanak
relevanciajat (63, 64). Metasztatikus melandémaban szenvedd betegek IL-2-alapu kezelésre
kapcsolatot irtak le a CD4" T-limfocitik szdma és az interferonkezelés eredményessége kozott
(66). Tobbféle daganattipuson végzett kiilonféle immunterapiak, mint IL-2-kezelés vagy
tumorantigén-vakcina esetében is kimutattdk egyes immunasszocialt gének (pl. IFN-y-
stimulalt gének, kemokinek és immuneffektor molekulak génjei) koordinalt expresszidjat a
terapias valasszal Osszefliggésben (67, 68). Melanomavakcindval kezelt, progressziét nem
mutato betegek attéteiben a progredialokhoz viszonyitva nagyobb szami CD4", CD8", illetve
granzim-B™ limfocitat talaltak (69).

A passziv immunterapias modalitasok koziil jol ismertek a tumorsejteken kifejez6do
célmolekulakat felismerd ellenanyagok (pl. rituximab — CD20, trasztuzumab — HER2,
cetuximab — EGFR). Ezek hatasaban fontos szerepe van az immunrendszernek, elsésorban az
antitestfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitds (ADCC) mechanizmusanak, melynek soran a
a megfelelé Fc-receptorral (FcR) rendelkez6 ADCC-effektor sejtek (NK-sejtek,
monocitak/makrofagok, granulocitdk) a tumorsejtet elpusztitjak (30, 70). A cetuximab esetén
emellett a T-sejt-kozvetitett adaptiv immunvalasz kozremiikodését is leirtak, az antitest
kapcsolodasa révén stimulalt NK-sejtek altal aktivalt dendritikus sejtek hatdsan keresztiil (70,
71). Cetuximabot is tartalmazd kemoterapias regimennel kezelt metasztatikus vastag-, ill.
végbélrakos betegekben a cetuximab ADCC-kozvetitett hatasaban a CD56" sejtek (foként
NK-sejtek) szerepét talaltak elsddlegesnek, s a primer tumorban e sejttipus infiltracidja
korrelalt a terapia hatasaval és a taléléssel (72). Adjuvans trasztuzumabkezelésben részesiilo
tripla-negativ emldrakos betegekben a tumorinfiltrald limfocitak mennyisége korrelalt a

terapia hatasossagaval (73).

A passziv immunterapia masik, igéretes lehetdsége az adoptiv sejttranszfer. Ennek soran a
beteg sajat, tumorellenes limfocitait (leggyakrabban T-sejteket) injektaljak vissza a betegbe
felszaporitds (és esetleges génmanipulacid) utin, eldzetes limfodepléciés kondicionald

kezelést kdvetden, altalaban IL-2 egyidejii alkalmazasaval. E terapids modalitds egyik valfaja
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a tumorinfiltralo T-limfocitakat hasznositdo TIL-terapia, melyet vilagszerte tobb centrumban
alkalmaznak eredményesen, féként attétes melandmas betegek kezelésére (74, 75). Tovabbi
lehetéségek a — még kisérleti stadiumban levd —, adott tumorantigént felismeré T-sejt-receptor
(TCR) génjével transzfektalt, periférias vérbol szarmazd T-limfocitdkkal torténd kezelés,
tovabba az Gin. kiméra antigénreceptorral modositott T-sejtek (CAR T-sejtek) alkalmazasa. Az
utobbi, innovativ technoldgia tumorantigént felismerd, moddositott immunglobulin (scFv:
single chain variable fragment) gén transzfekcidjan alapul és sikerrel alkalmazzak
hematologiai daganatos betegségekben (76). A terapias valaszt el6rejelz6 biomarkerekrél
elsésorban a TIL-terapia esetén allnak rendelkezésre adatok, foként a TIL-preparatum
karakterizalasara fokuszalva; az eredmények szerint a beadott TIL-készitményben a CD8" T-
limfocitak mennyisége és differencialt effektor fenotipusa bizonyult prediktivnek (77).
Robbins és mtsai teljesexom-szekvenalassal azonositottak olyan, a tumorban expresszal6do
mutans antigéneket, melyeknek a tumorinfiltrald limfocitak altali felismerése korrelalt a TIL-

terapia eredményeként 1étrejovo regresszioval (4).
1.4.1. Immunellendrzépont-gatlok

Kiilon fejezetet érdemelnek az immunterapiakon beliil a hatasos tumorellenes immunreakciok
kialakuldsat gatld folyamatok (az immunrendszer ,fékjei”) kiiktatdsara iranyuld
megkozelitések, ezek kozott is az immunellendrzépont-gatld agensek (immune checkpoint
inhibitor, ICI), melyekrél elmondhato, hogy maguk is uj fejezetet nyitottak a
daganatkezelésben (9, 10). Elsé képvisel6jiik a CTLA-4-et blokkolo ipilimumab volt, mely
2011-ben keriilt be az elérehaladott melanoma terdpids arzenaljaba, miutan két fazis III-as
klinikai vizsgalat is igazolta talélést meghosszabbito hatasat (78, 79). Megnyitotta egyuttal az
utat mas immunszabalyozo molekulakat célz6 terapidk szamara, melyek koziil méara a PD-1-
utvonalat (a PD-1 receptort — nivolumab, pembrolizumab —, illetve egyik ligandumat, a PD-
L1-et — atezolizumab, durvalumab, avelumab) célzo -ellenanyag-terapia nyert tért a
daganattipusok egyre szélesedd palettajan (64, 80). Az eddigi tapasztalatok szerint ezek az

antitestek az ipilimumabnal kedvezdbb hatas/mellékhatas profilt mutatnak.

Az immunellendrzépont-gatlokra reagald betegek jelentds részében tartds remissziot idéz eld
a terapia, melyhez hasonlo klinikai hatdsossdgra e betegségekben, tobbszordsen eldkezelt,
elérehaladott allapoti betegekben eddig nem volt példa. Mindazonaltal ezek az dgensek is
altalaban csak a betegek kisebb hanyadaban bizonyultak hatékonynak (tumortipustol fliggden

kb. 20-40%-ban), viszont hasznalatuk soran nem ritkan toxikus, jellemzéen autoimmun
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mellékhatasokkal kell szamolni (foként a CTLA-4-gétlok esetén), €s az ) gyogyszerek magas
ara sem elhanyagolhaté szempont. Annak érdekében, hogy a terdpidra reagdlok aranyat
novelni lehessen, elsddleges fontossdgu a terapids hatdst elére jelezni képes biomarkerek
kutatasa. Ipilimumab esetében szamos lehetséges prediktiv markert vizsgaltak, els6sorban
periférias vérbdl kimutathatdé szérumfaktorokat és egyes fehérvérsejt-populaciok részaranyat
(81, 82). A tumorinfiltrald immunsejtek prediktiv potencialjat kevesebben tanulmanyoztak;
kimutattdk pl. immungének fokozott kifejez0désének, tovabba a FOXP3-at expresszald sejtek
¢s az immunszuppressziv indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) enzim mennyiségének
antitest-terapiak esetén a legtobb vizsgalat a PD-L1 ligandum expresszidjanak prediktiv
szerepére Osszpontositott (85, 86), mely tobbnyire Osszefliggést mutatott a kezelés
hatasossdgaval, &m az Osszefiiggés nem abszolut és a PD-L1-negativ tumorok egy része is
reagal a kezelésre (87—89). Nivolumabbal kezelt melanémas betegekben a tumorsejtek PD-
tovabba az immunsejtek PD-1-expresszidjaval, az utébbi paraméterek azonban nem mutattak
Osszefliggést a terapias valasszal (87). A CD8" T-sejtek denzitisa azonban prediktivnek
bizonyult a pembrolizumab hatékonysagara nézve melanomas betegekben (90). Egy ujabb
keletli vizsgalatban mind a CD8", mind a CD4" T-limfocitdk mennyisége korrelalt az anti-PD-
1 terapidra (nivolumab vagy pembrolizumab) adott valasszal metasztatikus melanomas és
tiidérakos betegekben (91). Az ipilimumabhoz hasonléan a PD-1-itvonal gatloszerei esetén is
korrelaciot talaltak a klinikai hatds és az immunaktivitassal kapcsolatos gének expresszidja
kozott (92-94). Erdekes modon a daganatokban a szomatikus mutaciok frekvencigja és a
neoantigének (ezzel aranyos) mennyisége — mely egyes genomalapi elemzések szerint
korrelalt a tumorokban jelenlevd citotoxikus T-sejtek mennyiségével (CD8A-génexpresszid
alapjan) (95), valamint a sejtol0 aktivitassal (perforin- és granzimexpresszio alapjan) (96) —
Osszefiiggést mutatott mind a CTLA-4-et, mind a PD-1-et gatld terapiak hatékonysagaval
(97-99). A pB2-mikroglobulin (a HLA-I komplexum alkotorésze) mutacidjat vagy
heterozigdtasag-vesztését is azonositottak egyes esetekben a CTLA-4- és PD-1-inhibitorokra
mutatott rezisztencia hatterében (100, 101), mig a HLA-I fehérjeszintli expresszidjanak

Osszefiiggését az ICI-k hatékonysagaval csak egy vizsgalatban tanulmanyoztak (102).
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1.5. Egyéb tumorterapiak — a tumorasszocialt immunsejtek prediktiv szerepe

A hagyomanyos rékellenes terdpiak, mint a kemo- ¢és sugarterdpia egyediili
hatdsmechanizmusédnak kordbban a daganatsejtek kozvetlen elpusztitdsat tartottdk,
mellékhatasként az immunrendszer karositasaval. Ujabb vizsgalatok azonban feltartak, hogy e
kezelésmodok némelyike serkenti a daganatellenes immunvalaszt, s ez hozzajarulhat a kezelés
sikerességéhez a terapiat tuléld raksejtek elpusztitasa vagy tartdsan ,,alvo” allapotban tartisa
kezelésmodok esetében is prediktiv informécidt nytjthat, hasznosnak bizonyult példaul a
terapias hatas és a tulélés megjoslasa szempontjabdl tobb raktipuson végzett vizsgalatokban
(64, 104-106). Egyes célzott terapias agensekrdl is bebizonyosodott, hogy a tumorsejtekre
gyakorolt kozvetlen hatasuk mellett immunmechanizmusokat stimuldlnak. Az imatinibrol

példaul kimutattak, hogy aktivalja az NK-sejteket (107), mig a BRAF-inhibitor-terapia

crer

1.6. Immunsejtek és a vaszkularizacié kapcsolata daganatokban

A daganatok érellatdsa meghatdrozo szerepet jatszik a tumorndvekedésben, az invazid ¢és
attétképzés folyamataban. Az érképz6dést a daganat- és stromalis sejtek altal termelt angiogén
¢és antiangiogén faktorok egyensulya szabalyozza. Az érujdonképz6dés (neoangiogenezis)
mellett azonban a tumorok vaszkularizaciojaban tobb alternativ mechanizmus részvételét is
igazoltak, mint a meglevd erek bekebelezése, a glomeruloid angiogenezis vagy az un.

vaszkulogén mimikri (109, 110).

Minthogy a tumorinfiltralé immunsejtek tobbsége a keringésbdl szarmazik, varhatd, hogy a
tumor kornyéki mikroérhalozat stirlisége aranyos lehet a lokélis immunsejtdenzitdssal.
Emellett az endotélsejtek aktivan részt vesznek az immunsejtek szovetekbe (ezen beliil a
tumorba) jutasanak szabalyozasaban, tovabba az immunaktivitast is képesek mind serkenteni,
mind gatolni (111). A daganatokat gyakran jellemz6 hipoxia is befolyasolja mind a

velesziiletett, mind az adaptiv immunfolyamatokat (112).

Masrészt az infiltrald gazdaszervezeti sejtek is termelhetnek az angiogezist serkentd
faktorokat. A makrofagok, mely a legnagyobb mennyiségben jelenlevé immunsejttipusok
egyik csoportja, az angiogén tényezdk egyik legfontosabb forrasa is egyben; termelnek tobbek

kozott vaszkularis novekedési faktort (VEGF), fibroblaszt novekedési faktor-2-t (FGF-2),
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interleukin-8-at (IL-8), tovabba angiogén kemokineket (22-24, 60). Hasonld funkciokat

neutrofil granulocitak és hizosejtek esetén is leirtak (24).

Tovabbi kapcsolat a tumorvaszkularizacié és az immunrendszer kozott, hogy a masodlagos
nyirokszervekre jellemzd specializalt posztkapillaris erek, az in. magas endotélsejtes venulak
(high endothelial venules, HEV) jelenlétét daganatokban is kimutattak (113-115). A
nyirokcsomokban a limfocitdk migracidja ezeken az ereken keresztiil valosul meg, és
feltételezik, hogy a tumorasszocialt HEV-ek megkonnyitik a daganatellenes immunvalasz
kialakulasat (116). Erre egyelOre viszonylag kevés, kozvetett bizonyiték van, pl. korrelacio a
HEV-denzitas és a T-, ill. B-limfocitdak mennyisége kozott emlérakban és melandmaban,
valamint a kedvezd progndzissal vald Osszefiiggés emlérakban (113-115). A HEV-ek
endotélsejtjeinek megkiilonbdzteté adhézids molekuldja az L-szelektin (CD62) ligandumaként
mitkodé PNAd (peripheral node addressin), melyet a 6-szulfo-szialil-Lewis X antigént
felismerd MECA-79 antitesttel lehet detektalni. A klasszikus ,,homing-asszocialt” molekulak
szabalyozasaban, igy a vaszkularis adhézios protein-1 (VAP-1) és a CD73, melyek a
sejtfelszinen expresszalodo enzimek (117). A VAP-1 nem csak HEV-en, hanem gyulladasos
kornyezetben vagy tumorok egyéb erein is megjelenhet, s egyes kisérletek szerint mieloid
eredetli szuppresszorsejtek daganatba jutasanak megkonnyitése utjan fokozhatjak a

tumorprogressziot (117).
1.7. A vizsgalt tumortipusok — a bér malignus melanémaja
1.7.1. Epidemioldgia, rizikétényezok, klinikai megjelenés

A melanoma a veldcsO-eredetli melanocitak kontrollalatlan osztodasa utjan kialakuld
rosszindulatli daganat. Leggyakrabban a bdron jelenik meg, joval ritkabb a nyalkahartya-,
meningedlis, ill. uvedlis lokalizacio. A bér malignus melandémaja az Gsszes bordaganatnak
csak kevesebb mint 5%-at teszi ki, mégis a bérdaganatok okozta halalozas tobbségéért felel,
igy népegészségiigyi jelentdsége koziilik a legnagyobb (118). A kialakulasdban szerepet
jatszo kornyezeti tényezok kozott elsédleges fontossagu az ultraibolya (UVA, UVB) sugarzas.
Eléfordulasi gyakorisaga az utobbi néhany évtizedben vilagszerte folyamatosan emelkedett, s
nagy kiilonbségeket mutat foldrajzi elhelyezkedés és bortipus szerint, illetve kor és nem

tekintetében is (118, 119).
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A bormelandoma szdvettani tipusai koziil az europid nagyrassz esetén a leggyakoribb a
felszinesen terjedd valtozat (superficial spreading melanoma, SSM), melynél a bér mélyebb
rétegeibe vald terjedést (vertikalis novekedési fazis, VGP) éltaldban horizontalis iranya
novekedés elézi meg (HGP). A félgombszerii megjelenésii nodularis melanomanal (NM) a
terjedés azonnal vertikalis iranyu, gyors novekedés és viszonylag korai attétképzés jellemazi.
Az europid nagyrasszban ritkdbban eléforduld véltozatok az idésebb korosztalyban,
napfénynek allanddan kitett boron megjelend, lassu ndvekedésti lentigo maligna melanoma
(LMM) és a tenyéren, talpon és korom alatti teriileten kialakuld akrolentigindzus melanéma
(ALM); utdbbi az azsiai és afrikai szarmazasu populacioban a leggyakoribb melanoématipus.
Egyéb, igen ritkan eléforduld tipusok pl. a dezmoplasztikus melanéma, a kongenitalis vagy a

kék névusz talajan kialakulé melanomak.
1.7.2. Genetikai tényezdok

A melanéma — az UV-sugarzas mutagén hatasanak kovetkeztében — egyike a legnagyobb
szomatikus mutécios teherrel jellemzett daganatoknak, de nagy heterogenitas figyelhetd meg
az anatomiai lokalizacio, illetve ezzel Osszefiiggésben a napfényexpozicid szerint. A
mutacioknak csak kis része az, melynek 1ényeges szerepe van a tumorok kialakuldsaban (tin.
ndriver” mutaciok), mig nagyobb résziik un. ,passenger” mutacid; ez utdbbiak (is)
vezethetnek ugyanakkor 1) antigénepitopok kialakulasdhoz, igy immunérzékenység
szempontjabol jelentdségiik lehet. A driver mutaciok koziil a legfontosabbak a BRAF
pontmutacioi (VO60OE, V600K), melyek az idészakos napfényexpozicionak kitett régiok
(torzs, végtagok) melanomdaiban a leggyakoribbak. A BRAF gén egy szerin/treonin
proteinkinazt kddol, mely a RAS/RAF/MEK/ERK szignalutvonal (MAPK — mitogénaktivalt
proteinkinaz — utvonal) kulcseleme. A masodik leggyakoribb driver mutaciok az NRAS gént
érint6 elvaltozasok, melyek tobbnyire BRAF-mutaciora negativ melanomakra jellemzoéek. A
KIT proto-onkogén aktivaldé mutacioi, melyek a BRAF- és NRAS-mutaciokkal egyiitt
altalaban nem fordulnak eld, legnagyobb szazalékban az akralis, mukozalis és a kronikus
napfénykarositasnak kitett borfeliilleteken levé melanoméakban fordulnak elé (120, 121).
Egyéb, melanomakban eléforduldo mutaciok koziil megemlitendék az NF1 (neurofibromin 1),
CDKN2A (ciklindependens kinaz inhibitor 2A), PTEN (foszfataz és tenzin homolog), TERT
(telomeraz reverz transzkriptdz), TP53 ¢és MITF (mikroftalmia-asszocialt transzkripcios
faktor) gének elvaltozasai. A leggyakrabban megjelené mutaciokra alapozva javasoltak a

melanomak genomalapu osztalyozasat (122).
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1.7.3. Stadiumbeosztas

A TNM- (tumor, nyirokcsomd, metasztazis) stddiumbeosztas 1ényeges informéciot nydjt mind
a varhato progndzis megbecslése, mind a terapia megtervezése (majd eredményességének
értékelése) szempontjabol. Az AJCC (American Joint Committee on Cancer) TNM-
klasszifikacié 2009-ben kiadott 7. verzidjdban a T-stddiumot meghatarozé legfontosabb
tényezOk a tumor vastagsaga (Breslow-index), kifekélyez6dése, ill. a mitdzisszam (123, 124)
(az utdbbi a leghjabb, 8. verzidban nem szerepel; 125). Az N kategoria meghatarozoi az
attétes regionalis nyirokcsomok szdma és az attét klinikai detektalhatosaga, illetve itt
szerepelnek az un. in tranzit metasztazisok és a szatellitdk is. Az M kategoriat definiald

tényezOk a tavoli attét(ek) helye, valamint az LDH-szérumszint (123, 125).
1.7.4. Orszemnyirokesomék

A stadiummeghatarozas szempontjabol kiemelt jelent6sége van az un. érszemnyirokcsomo(K)
patologiai diagnosztikajanak. Az 6rszemnyirokcsomé (sentinel lymph node, SLN) a tumor
valdszinliséggel és legkorabban alakul ki regiondlis attét. Tumormentessége esetén a régiod
tobbi nyirokcsomoja is nagy valoszinliséggel attétmentes. Az Orszemnyirokcsomok
azonositasa, eltavolitasa és patologiai feldolgozasa kozepes vastagsagi (>1-4 mm)

melanomak esetén a rutin sebészi ellatas része, tovabba fontos prognosztikai tényez6 (124).

Prognosztikai jelentdségén kiviil az 6rszemnyirokcsomok vizsgalataval tumorimmunoldgiai
szempontbol is fontos informécidhoz juthatunk, minthogy — amellett, hogy a korai attétképzés
preferencialis helye — az SLN a tumorellenes immunvalasz kialakulasanak, ezen beliil a T-
sejtek aktivalodasanak is fontos szintere. Korabbi tanulmanyok leirtak eltéréseket a szentinel
és nem szentinel nyirokcsomok immunologiai jellemzdi kozott, azonban az eredmények
ellentmondasosak; mig egyes, melanomas, ill. emlérakos betegeken végzett vizsgalatok
eredménye arra utalt, hogy az drszemnyirokcsomok immunszupprimaltak, minthogy kevesebb
T-limfocitat és dendritikus sejtet tartalmaznak (126, 127), masok nem talaltak ilyen
kiilonbséget (128, 129). Hasonldéan ellentmondasos eredmények lattak napvilagot a
tumorpozitiv és -negativ SLN-ek Osszehasonlitasarol is (130-132). Kevés vizsgalat elemezte
az  Orszemnyirokcsomok  immunstatuszanak  prognosztikai  jelentOségét, illetve

klinikopatologiai tényezokkel vald Osszefliggéseit. Cochran és mtsai melanémas betegek
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szentinel nyirokcsomdiban a dendritikus sejtek denzitdsdnak prognosztikus szerepérol
szamoltak be (133), Elliott és mtsai pedig a metasztatikus SLN-ekben az érett DC-k
mennyiségének kapcsolatat irtdk le a taléléssel (134). A FOXP3* regulator T-sejtek
akkumulacidja az Orszemnyirokcsomokban kedvezétlen prognodzissal tarsult emld- és

gyomorrakban valamint melanémaban (135-137).
1.7.5. A melanémat infiltralo immunsejtek prognosztikai jelentosége

A bér malignus melandmajat a legimmunogénebb daganatok kozott tartjadk szamon. Magas
mutacios rataja mellett viszonylag intenziv immunsejtes infiltracié is jellemzi, ugyanakkor

mindkét paraméter jelentOs heterogenitast mutat az egyes betegek kozott.
1.7.5.1. Tumorinfiltralé limfocitak

A prognosztikai vizsgalatok legnagyobb részében a tumorinfiltraldé limfocitdk mennyiségét
hematoxilin-eozin festést kovetden hataroztak meg (138). Mig tobb vizsgalatban a jelentds
limfoid infiltracid a kedvezd prognozis fiiggetlen eldjelzdje volt (139, 140), kiilondsen, ha
csak a vertikalis novekedési fazist infiltrald limfocitakat vették figyelembe (141, 142), masok
nem talaltak Osszefliggést a taléléssel (143, 144), vagy a TIL mennyisége nem bizonyult
fliggetlen prognosztikai paraméternek (145-148). Az utdbbi vizsgalatok egy részében az
alacsony TIL-tartalom az 6rszemnyirokcsomo-pozitivitas fliggetlen prediktoranak bizonyult

(144, 147, 148). A tavoli attétek gyakorisagaval viszont nem mutattak ki Osszefiiggést, ami

cres

crer

viszonylag kevés kozlemény jelent meg, tobbségiik kis esetszdmra tdmaszkodva €s
Osszességében ellentmondasos eredménnyel. Két kisebb vizsgalatban (47, ill. 34 beteggel) a
talélés pozitiv korrelaciot mutatott a CD8* vagy CD4" T-sejtek intratumoralis mennyiségével
(40, 149), mig egy harmadikban (58 betegen) forditott korrelaciot talaltak a CD3* T-
Az eltéré eredmények hatterében a viszonylag kis esetszamok és metodikai kiilonbségek
allhatnak (értékelés a VGP-ben, illetve a teljes tumor teriiletén). Késébbi, nagyobb

mintaszamra tamaszkodé vizsgalatok szerint nem volt dsszefliggés a VGP-t infiltralo CD8" T-
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limfocitdk (151), illetve az intra- és peritumoralis CD3* T-sejtek (152) mennyisége és a

tulélés kozott.

A T-sejtek funkcionalis vagy aktivaltsagi allapotdnak prognosztikai vonatkozasait is kevés és
kis esetszdmu kutatds elemezte. A granzim B-t kifejez6 CD8" T-limfocitdk mennyisége
kedvez6 tuléléssel korrelalt (40), a CD69, illetve PD-1 aktivaciés markereket hordozé T-

sejtek szama azonban nem mutatott azzal osszefiiggést (150, 153).

A regulator T-sejtek prognosztikus hatasat (a mi vizsgalatunkat megel6zéen) két tanulmany
kutatta. Az egyik szerint a Treg-ek magas intra- és peritumoralis aranya a helyi kiajulast
valoszintusitette, a taléléssel valdo kapcsolatot azonban nem elemezték (154). A masik nem

talalt korrelaciot a FOXP3" limfocitdk szama és a Breslow-index vagy a talélés kozott (150).
1.7.5.3. B-limfocitak

Mas tumortipusokhoz hasonléan a melanoma infiltratumaban is a T-sejtek dominalnak; a B-
sejtek gyakorisagat az Osszes limfocita ~15-20%-ara teszik (150, 155). Prognosztikai
relevanciajukat kordbban csak egy tanulmanyban elemezték, mely nem talalt kapcsolatot a
tuléléssel (150). B-sejt-follikulusok, illetve tercier limfoid struktarak jelenlétét csak

melandémaattétekben irtak le, primer melandmakban nem (47, 48).

1.7.5.4. Dendritikus sejtek

ey

jelentéségérél nem jelent meg kozlemény. Leirtdk a Langerhans-sejtek mennyiségének
csokkenését a tumorvastagsag novekedésével (156). Az érett DC-k jelenlétét csak néhany

esetben vizsgaltak (157).

1.7.5.5. Makrofagok

c ey

utaltak szignifikans asszocidciora a betegek talélésével (149, 150). Jensen 190 beteg
bevonasaval végzett tanulmanyaban a CD68" makrofagok nagy mennyisége az invaziv
sz€Inél, tovabba a CD163" makrofagok magas stromalis denzitasa kedvezétlen prognosztikus
tényezonek bizonyult (158); ezeket az eredményeket egy késébbi kisebb vizsgalat is
tamogatta (159). Egy masik nagy esetszamu vizsgalat (202 beteg) ezzel szemben nem talalt

szignifikans korrelaciot a TAM-szam ¢és a tulélés kozott, bar feltart kapcsolatot bizonyos,
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kedvezdtlen prognosztikus faktorként ismert klinikopatologiai paraméterrel, mint a
tumorvastagsag ¢és az ulceraci6 (160). Mas tumortipusokhoz hasonléan a makrofagok

denzitasa az utobbi vizsgalat szerint korrelalt a mikroérsiiriséggel (160).
1.7.5.6. Granulocitak és hizosejtek

A neutrofil granulocitak mennyisége, mely a daganatok tobbségénél rossz prognozist jelent
(29) melandéma esetében is rovidebb taléléssel mutatott Osszefliggést 186 beteg
szOvetmintajaban a CD66b marker kimutatasa alapjan (151). Az eozinofil granulocitak
melanémaban kis mennyiségben fordulnak eld, prognosztikai jelentoségiiket nem vizsgaltak.
A hizoésejtekkel foglalkozo két (kis esetszamul) tanulmany ellentmondd eredményre vezetett

(161, 162).
1.7.5.7. A melanomaattéteket infiltralé6 immunsejtek prognosztikai jelentésége

Néhany, foként nyirokcsomo-, bor- €s szubkutdn metasztazison végzett vizsgalat foglalkozott
az attéteket infiltralo immunsejtekkel prognosztikai szempontbol. Az dsszes TIL (163-165),
illetve a CD3" T-limfocitak (164) mennyisége korrelaciot mutatott a betegek tulélésével. Egy
nagyobb esetszdmu tanulmanyban a CD3", CD8" T-sejtek, tovabba a CD20" B-limfocitak
emelkedett szama a betegség kedvezd kimenetelét jelezte, mig egyéb immunsejttipusok esetén

(CD4*, CD56*, CD163*, DC-LAMP™) nem talaltak 6sszefliggést (166).
1.8. A vizsgalt tumortipusok — fej-nyaki laphamrak
1.8.1. Epidemiolégia, rizikétényezok

Vilagviszonylatban évente tobb mint 650 000 fej-nyaki rakot diagnosztizalnak, ami tobb mint
350 000 halalozasért felel évente (167). Az elmult évtizedben Magyarorszag vezeté helyet
foglalt el az szdjiiregi, garat- €s gégerakos eurdpai haldlozasi statisztikakban mindkét nemnél
(168, 169). A Nemzeti Rékregiszter adatai alapjan 2006-2015 kozott évente 3600—4000
kozotti fej-nyaki daganatos esetet diagnosztizaltak férfiaknal, mig néknél az el6fordulasi
gyakorisag — a nemzetkdzi trenddel 6sszhangban — alacsonyabb, kb. 1100 és 1400 kozotti volt
(170).

A fej-nyaki daganatok tobb mint 90%-a a laphamrakok csoportjaba tartozik (head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC), melyek a szajlireg, a garat (ezen beliil a szajgarat,

orrgarat és algarat), illetve a gége elszarusod6 laphamjabol indulnak ki. Legfontosabb ismert
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rizikotényezOjliik a dohanyzas, alkoholfogyasztas, valamint a human papillomavirus (HPV)

fertdzés (kiilondsen a magas rizikoja 16-os tipus).
1.8.1.1. HPV fej-nyaki daganatokban

A HPV egy DNS-virus, mely a bor és a nyalkahartydk keratinocitait fertdzi meg. A
virusgenom altal kodolt korai fehérjék koziil az E6 a p53 tumorszuppresszor fehérje
sejtciklus-szabalyoz6 hatasat. Az utobbi folyamat , mellékterméke” a pl6 protein, egy
ciklindependens kinaz inhibitor expresszidjanak fokozddasa, ami a HPV-fertdzés széles

korben alkalmazott helyettesité markere (171-173).

A HPV okozta fej-nyaki daganatok incidencidja gyorsan emelkedik a fejlett nyugati
orszagokban. A HPV eléfordulasa a leggyakoribb a szajgarat tumoraiban (40-80%) (174,
175). Szajiiregi, algarat-, illetve gégerakokban ritkabban, kb. 10-20%-ban fordul el6 (HPV-
DNS PCR-rel vagy a pl6 immunhisztokémiai kimutatasaval; a specifikusabb, ugyanakkor
kevésbé szenzitiv kimutatasi modszerrel, az in situ hibridizacioval 10% alatti gyakorisagot
mértek) (175). A HPV-asszocialt szajgaratrakok megjelenése, viselkedése altalaban eltér a
HPV-negativ daganatokétdl. Gyakrabban fordulnak eld fiatal korban, nem dohanyzokban,
férfiakban; szovettani megjelenésiikben is sokszor eltérések figyelhetok meg (171, 173).
Fontos kiilonbség, hogy prognozisuk altalaban kedvezdbb, terapias érzékenységiik jobb, mint
a HPV-fiiggetlen laphamrakoké (171, 176).

1.8.2. Kezelési lehetéségek HNSCC-ben

A betegség stadiumatol fliggéen a HNSCC elsddleges kezelése a sebészi és/vagy sugarterapia,
melyek alkalmazasanal korai (I/I1-es) stadiumban a gyogyulas aranya magas. A betegek nagy
része azonban IlI/IVA-B (lokoregionalisan eldrehaladott) stadiumti daganattal jelentkezik,
melynek prognozisa meglehetdsen rossz. Kezelése sebészi, sugar- és kemoterapidt magaban
foglald multimodalis megkozelitést igényel. Egy lehetséges alternativ mddszer az indukcios
kemoterapia (ICT) (méas néven neoadjuvans kemoterapia) majd a reagaloknal sugar- vagy
kemoterapia szervkimélés céljabol, illetve miitét a nem reagaloknal. A TPF (docetaxel,
ciszplatin, 5-fluorouracil) séma hatékonyabbnak bizonyult, mint a PF (ciszplatin, 5-
fluorouracil) protokoll (177, 178).
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Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) a tumorok 80-90%-aban talexpresszalt.
Az anti-EGFR antitest cetuximab javitotta a talélést sugarterapiaval egyiitt alkalmazva
lokalisan elérehaladott HNSCC-ben, illetve kemoterapidval kezelt rekurrens/metasztatikus
betegekben (179). A TPF indukciés kemoterapiahoz vald hozzaadasa novelheti a terapia

hatékonysagat, de megndvekedett toxicitas aran (180, 181).

A lokalisan eldrehaladott daganatok esetén magas a kiujulas vagy attét kialakulasanak esélye,
mely jelentdsen rontja a betegek progndzisat. Recidiv/metasztatikus tumorok kezelésére
platinaalapi kemoterapiat alkalmaznak cetuximabbal kiegészitve. Progresszid esetén — egyéb
kemoterapids szerek mellett — mar a PD-1-gatld ICl-terapia is lehetséges opcio (179, 182—
185). Egyéb immunterapias klinikai vizsgalatok is folynak HNSCC-s betegek bevonasaval
(nem csak recidiv, ill. metasztatikus stddiumban), foként vakcinacidval, illetve adoptiv
sejtterapiaval (186, 187). Korabbi vizsgalatokban hatékonynak bizonyult kiilonb6z6

citokinkészitmények lokalis neoadjuvans adasa (186).
1.8.3. A fej-nyaki daganatokat infiltralé immunsejtek prognosztikai jelentésége

A CD37, ill. CD8" T-limfocitdk infiltracidja — szdmos mas daganattipushoz hasonléan —
HNSCC-ben (illetve lokalizacid szerinti csoportjaiban) is kedvezd taléléshez kapcsolddott,
tovabba korrelalt a kemoradioterapia hatdsossagaval (185, 188-190). Erdekes médon, a
legtobb raktipussal ellentétben a regulator T-sejtek nagy mennyisége jobb progndzissal
mutatott Osszefiiggést (185, 188). Az egyéb immunsejt-tipusok koziil a dendritikus sejtek
esetén irtak le pozitiv prognosztikus hatast, valamint a tobbi daganatfajtahoz viszonyitva

nagyobb mennyiségben jelenlevé NK-sejteknél (188, 191, 192).

Bar a HPV és az immunrendszer kozotti kapcsolat jol dokumentalt (193), a HPV- vagy pl6-
statusz €s a daganatok lokalis immunparaméterei kozotti Osszefiiggés kevésbé egyértelmii. A
szajgaratrakokon végzett vizsgalatok tobbségében a TIL és a T-limfocitdk mennyisége
magasabb volt a HPV-pozitiv esetekben (194-196), a nem csak erre a lokalizaciora
korlatozodd tanulmanyokban azonban ellentmondé eredmények sziilettek (190, 192). Egy
génexpresszidos profilon és a HPV-statuszon alapuld, 5 HNSCC-altipust eredményezd
osztalyozas szerint az immun-mezenhimalis alcsoportok a HPV-statusztol fiiggetleniil
fokozott CD8" T-sejtes infiltraciot mutatnak (197).
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2. CELKITUZESEK

Munkénk koézéppontjaban a daganatokat infiltrdld immunsejtek prognosztikai €s prediktiv
értékének tanulmanyozéasa allt, elsdsorban melandmas valamint fej-nyaki laphamrakos

betegekben. Célul tiztiik ki ezen beliil:

e primer melanomakat infiltrald, a tumorellenes immunvalasz kialakulasaban és
szabalyozasaban kulcsszerepet jatsz6 immunsejttipusok, igy az antigénprezentald
dendritikus sejtek, aktivalt T-limfocitak, regulator T-sejtek és B-limfocitak prognosztikai

szerepének ¢€s klinikopatoldgiai paraméterekkel mutatott sszefiiggéseinek meghatarozasat;

e Szintén primer melandmaban az immunsejtek és a vaszkularizacid kapcsolatdnak feltarasat
(CD34" mikroerek, MECA-79" HEV, ill. VAP-1* erek és kiilonboz6 immunsejt-tipusok

parhuzamos jelolésével);

e melandmas  betegek  Orszemnyirokcsomodiban a8z  immunaktivaciohoz, illetve -
szuppresszidhoz kapcsolhatd sejttipusok (érett DC-k, aktivalt T-limfocitdk, regulator T-
sejtek, plazmacitoid DC-K) megjelenésének Osszevetését nem szentinel nyirokcsomokkal,

tovabba ezek prognosztikai szerepének vizsgalatat;

e ipilimumabterapiaban részesiilé metasztatikus melanomas betegek kezelés el6tti attéti
tumormintdit infiltraldé immunsejtek mennyisége Osszefiiggésének feltarasat a terapias
valasszal és a betegek tulélésével (11 immunsejtmarkerbdl allo panel alkalmazaséaval),
tovabba a melanomasejtek HLA-expresszidja és a T-sejt-infiltracio, illetve a betegség

kimenetele kozti korrelacio vizsgalatat;

e lokalis neoadjuvans leukocita-interleukin terapidban részesiilt szajiiregi laphamrakos
betegek tumormintdiban az infiltrald0 immunsejtek mennyiségének Osszehasonlitasat

kezeletlen kontroll tumorokéval, illetve elemzését a kezelésre adott valasz vonatkozasaban;

¢ indukciés kemoterdpiaban €s cetuximabkezelésben részesiild fej-nyaki laphdmrakos betegek
kezelés eldtti tumorbiopszias mintdiban tobbféle immunsejttipus mennyisége prediktiv

szerepének ¢és klinikopatoldgiai paraméterekkel mutatott sszefiiggéseinek meghatarozasat.

31



dc_1894 21

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. A vizsgalatokba bevont betegek és szovetmintak jellemzoi
3.1.1. Primer melanémak vizsgalata

A primer melandémakat infiltrald6 immunsejtek vizsgalatdt a Semmelweis Egyetem Bor-,
Nemikortani és Béronkologiai Klinikan, illetve az Orszagos Onkologiai Intézetben (OOI)
1980 ¢és 2001 kozott operdlt, boérmelandémaban szenvedd betegek archivalt sebészi
tumormintain végeztiik; az aktivalt T-limfocitdk esetén 76, a FOXP3" sejteknél 97, a
dendritikus sejteknél 82, a B-limfocitaknal 106, mig a mikroérdenzitas és az immunsejtek
Osszefliggésének vizsgalatanal 52 beteg mintdin. A betegek és tumorok jellemzodit az 1-5.
tablazat mutatja. Az ektopias nyirokstrukturak vizsgalatdhoz 147 beteg primer melandéma
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 beteg- és tumorparamétereket az
Eredmények szekcidban talalhato 12. tablazat mutatja be). A MECA-79" erek vizsgalatat 118
beteg tumormintain végeztiik, 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)
(jellemzobiket 1d. az Eredmények szekcioban talalhato 14. tablazatban). A tumorbeli erek
VAP-1-expresszidjat 28 beteg (15 nd, 13 férfi) melandmamintijan tanulmanyoztuk (median

tumorvastagsag: 3,5 mm, 16 SSM, 10 NM, 2 ALM).

A prognosztikai vizsgalatokba a valos el6fordulasi gyakorisaguknal nagyobb mértékben
vontunk be kdzepesen vastag €s vastag melanomakat (>1,0 mm), melyek prognézisa a vékony
tumorokénal bizonytalanabb. Klinikai regressziot vagy késéi regresszid szovettani jeleit
mutaté daganatokat nem vontunk be a kutatdsba. A melandmas eseteket a tumorvastagsag
szerint a vizsgalatok idején érvényes AJCC-stddiumbeosztis alapjan 4 csoportba soroltuk
(1,0, 1,01-2,0, 2,01-4,0, >4,0 mm), illetve a betegség progresszidja szerint 3 kategoridba:
nem metasztatizald, a kovetési 1d6 alatt csak regionalis nyirokcsomokba metasztatizalo,
illetve szervi attétet (is) ado daganatok. A tuléld betegek esetén legalabb 6téves kovetési ido
allt rendelkezésre; ezalatt egy beteg sem halt meg a melandéméval nem Osszefiiggd ok
kovetkeztében. A betegek a primer melandma mitéti eltavolitisat megel6zden nem
részesiiltek szisztémas onkologiai kezelésben. A vizsgalatokat mindkét intézmény etikai

bizottsaga jovahagyta.
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1. tablazat. Az aktivalt T-sejtek vizsgalataba bevont esetek klinikopatologiai paraméterei

Betegcsoport Osszes beteg | Nem metasztatizalo | Nyirokcsomoattét® Szervi attét
Nem

Férfi 32 12 6 14

N6 44 22 5 17
Tumorokalizacio

Végtagok 31 15 4 12

Torzs 40 18 6 16

Fej/nyak 5 1 1 3
Szovettani tipus

SSM 50 26 6 18

NM 23 7 4 12

ALM 2 1 1 0

LMM 1 0 0 1
Tumorvastagsag

<l mm 14 14 0 0

1,01-2,0 mm 15 6 3 6

2,01-4,0 mm 29 9 5 15

>4,0 mm 18 5 3 10
Ulceracio

Van 38 12 7 19

Nincs 38 22 4 12
5 éves tulélés 47176 (62%) 34/34 (100%) 11/11 (100%) 2/31 (6%)

84z 5 éves kovetési idd alatt csak regiondlis nyirokcsomadttétek jottek létre. SSM: felszinesen terjedd (Superficial
spreading) melanoma, NM: noduldris melanoma, ALM: akrolentiginézus melanoma, LMM: lentigo maligna

melanoma
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2. tablazat. A FOXP3™ sejtek vizsgdlatdba bevont esetek klinikopatologiai paraméterei

Betegcsoport Osszes beteg | Nem metasztatizalo | Nyirokcsomoattét® Szervi attét
Kor (év) 54 (27-76) 50 (27-76) 58 (48-76) 56 (32-76)
median (tartomany)
Nem
Férfi 43 16 4 23
N6 54 29 4 21
Tumorokalizacid
Végtagok 41 21 4 16
Torzs 53 23 4 26
Fej/nyak 3 1 0 2
Szovettani tipus
SSM 58 30 5 23
NM 33 13 2 18
ALM 4 1 1 2
LMM 1 0 0 1
dezmoplasztikus 1 1 0 0
Tumorvastagsag
<1 mm 11 10 1 0
1,01-2,0 mm 21 12 3 6
2,01-4,0 mm 37 14 3 20
>4,0 mm 28 9 1 18
Ulceracio
Van 48 15 4 29
Nincs 49 30 4 15
5 éves tlélés 55/97 (57%) 45/45 (100%) 8/8 (100%) 2144 (5%)

84z 5 éves kovetési idd alatt csak regiondlis nyirokcsomaattétek jottek létre. SSM: felszinesen terjedd (superficial
spreading) melanoma, NM: noduldris melanoma, ALM: akrolentiginozus melanoma, LMM: lentigo maligna

melanoma
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3. tablazat. A dendritikus sejtek vizsgdlatiba bevont esetek klinikopatologiai paramétereli

Betegcsoport Osszes beteg <1 mm 1,01-2,0 mm 2,01-4,0 mm >4,0 mm
Kor

<50 év 38 11 8 10 9

>50 év 44 7 6 19 12
Nem

Férfi 34 5 6 12 11

N6 48 13 8 17 10
Tumorokalizacid

Végtagok 32 7 7 10 8

Torzs 44 10 6 18 10

Fej/nyak 6 1 1 1 3
Szovettani tipus

SSM 52 18 12 15 7

NM 27 0 0 13 14

ALM 2 0 1 1 0

LMM 1 0 1 0
Attétképzés

Nem metaszt. 38 16 5 10 7

Nyirokcs. attét?® 13 2 3 4 4°

Szervi attét 31 0 6 15° 10
Ulceracio

Van 37 1 5 16 15

Nincs 45 17 9 13 6
5 éves talélés 53/82 (65%) | 18/18 (100%) 10/14 (71%) 14/29 (48%) 11/21 (52%)

84z 5 éves kovetési idd alatt csak regiondlis nyirokcsomadttétek jottek létre. SSM: felszinesen terjedd (superficial
spreading) melanoma, NM: noduldaris melanoma, ALM: akrolentiginozus melanoma, LMM: lentigo maligna
melanoma
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4. tablazat. A B-sejtek vizsgalataba bevont esetek klinikopatologiai paraméterei

Betegcsoport Osszes beteg | Nem metasztatizalé | Nyirokcsomoattét® Szervi attét
Kor (év) 53 (16-76) 53 (27-76) 52 (32-76) 55 (16-76)
median (tartomany)
Nem
Férfi 45 19 9 17
N6 61 34 7 20
Tumorokalizacid
Végtagok 42 23 5 14
Torzs 57 28 9 20
Fej/nyak 7 2 2 3
Szovettani tipus
SSM 66 38 9 19
NM 37 14 6 17
ALM 2 1 1 0
LMM 1 0 0 1
Tumorvastagsag
<l mm 17 15 2 0
1,01-2,0 mm 23 11 5 7
2,01-4,0 mm 38 17 5 16
>4,0 mm 28 10 4 14
Ulceracio
Van 46 17 6 23
Nincs 60 36 10 14
5 éves tulélés 71/106 (67%) 53/53 (100%) 16/16 (100%) 2137 (5%)

34z 5 éves kovetési ido alatt csak regiondalis nyirokcsomodttétek jottek létre. SSM: felszinesen terjedo (superficial
spreading) melanoma, NM: nodularis melanoma, ALM: akrolentiginozus melanoma, LMM: lentigo maligna

melanoma
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5. tablazat. A mikroérsiiriiség és immunsejtdenzitas kapcsolatanak vizsgalataba bevont
esetek klinikopatologiai paraméterei

Betegcsoport Osszes beteg | Nem metasztatizalo | Nyirokcsomoattét® Szervi attét
Nem

Férfi 24 8 4 12

N6 28 11 4 13
Tumorokalizacio

Végtagok 21 8 3 10

Torzs 29 11 5 13

Fej/nyak 2 0 0 2
Szovettani tipus

SSM 30 11 4 15

NM 19 7 3 9

ALM 2 1 1 0

LMM 1 0 0 1
Tumorvastagsag

1,01-2,0 mm 13 5 3 5

2,01-4,0 mm 23 9 3 11

>4,0 mm 16 5 2 9
Ulceracio

Van 35 11 5 19

Nincs 17 8 3 6
5 éves tulélés 28/52 (54%) 19/19 (100%) 8/8 (100%) 1/25 (4%)

84z 5 éves kovetési idd alatt csak regiondlis nyirokcsomaodattétek jottek létre. SSM: felszinesen terjedd (superficial
spreading) melanéoma, NM: noduldaris melanoma, ALM: akrolentiginozus melanoma, LMM: lentigo maligna
melanoma

3.1.2. Melanémas betegek 6rszemnyirokcsomoinak vizsgalata

A vizsgélatokban 60, 1 mm-nél vastagabb primer melanomas beteg SLN-mintait hasznaltuk,
akiknél az OOl-ben 1999 és 2001 kozott végeztek Orszemnyirokcsomod-biopsziat. A miitét
elott a betegek nem részesiiltek szisztémas onkoldgiai kezelésben. Az rszemnyirokcsomo-
disszekcid a betegek tobbségeben (47 esetben) a primer melandéma eltavolitasaval egyidejlileg
tortént, mig 13 esetben 2—10 (median: 4) héttel annak (mds intézetben végzett) eltavolitasa
utan. Az SLN-disszekciot kettds jeldléssel (" Tc-albumin és patentkék festék) végezték, a
korabban leirtak szerint (198, 199). Az Orszemnyirokcsomok szdvettani vizsgalata
sorozatmetszeteken, hematoxilin-eozin festéssel és Melan A/MART-1 immunhisztokémiai
jeloléssel tortént. Az 6téves kovetési idO alatt 38 beteg nem mutatott progressziot; koziiliik 28
esetén negativ 6rszemnyirokcsomo-statuszt irtak le, 4 betegnél izolalt tumorsejteket vagy 0,1

mm alatti atmérdjii metasztazist, 3 betegnél 0,1 és 1,0 mm kozotti, mig 3-nal 1,0 mm f6l6tti

37



dc_1894 21

atmérdju attétet talaltak. A 22 progrediald beteg koziil 7-nél negativ SLN-statuszt, 6 esetben
0,1-1,0 mm kozétti, mig 9 esetben 1,0 mm feletti atmérdjii metasztazist detektaltak. Osszesen
100 (69 tumormentes ¢és 31 tumorpozitiv) Orszemnyirokcsomét elemeztiink; a
klinikopatologiai jellemzoket a 6. tdblazat mutatja. A tuléld betegek esetén legalabb 6téves
kovetési 1d6 allt rendelkezésre; ezalatt egy beteg sem halt meg a melanoméaval nem
Osszefiiggd ok kovetkeztében. A 22, progressziot mutatd beteg koziil 17 halt meg az 6téves
periodus alatt. Hét beteg esetén nyirokcsomoé-blokkdisszekcios mintak is rendelkezésre alltak
(35 tumormentes €s 2 attétes nyirokcsomd). A vizsgalatokat jovahagyta az OOI etikai

bizottsaga, valamint az ETT TUKEB (engedélyszam: 84-61/2008-1018EKU).

6. tablazat. Az orszemnyirokcsomok vizsgalataba bevont esetek klinikopatologiai

paraméterei
Betegcsoport Osszes beteg SLN-negativ SLN-pozitiv
Kor (év) 54 (24-79) 54 (24-79) 54 (24-76)
medidn (tartomany)
Nem
Férfi 27 16 11
N6 33 19 14
Tumorokalizacio
Végtagok 31 18 13
Torzs 29 17 12
Szdvettani tipus
SSM 37 24 13
NM 19 10 9
ALM 4 1 3
Tumorvastagsag
1,01-2,0 mm 29 21 8
2,01-4,0 mm 20 8 12
>4,0 mm 11 6 5
Ulceracio
Van 37 26 11
Nincs 20 9 11
Nem ismert 3 0 3
Progresszi6 5 év alatt
Nincs 38 28 10
Van 22 7 15
5 éves tulélés 43/60 (72%) 31/35 (89%) 12/25 (48%)

SSM: felszinesen terjedé (superficial spreading) melanoma, NM: noduldris melanoma, ALM: akrolentiginozus
melanoma
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3.1.3. Ipilimumabkezelésben részesiilo melanomas betegek attéteinek vizsgalata

2010 és 2014 kozott négy magyarorszagi centrumban (Orszagos Onkologiai Intézet, Szegedi
Tudomanyegyetem, Pécsi Tudomanyegyetem, Debreceni Egyetem) ipilimumabterapiaban
részesiilo, metasztatikus melanémas betegek kezelés elotti, sebészileg eltavolitott, archivalt
tumormintdin végeztilkk a vizsgalatokat. Csak olyan eseteket vontunk be, amelyeknél
rendelkezésre 4llt az ipilimumabkezelés kezdetét megel6z6 1 éven beliil operalt attéti minta.
Harminc beteg 87 tumormintajat tanulmanyoztuk, 52 nyirokcsomo-, illetve 35 bér/szubkutan
attétet. A primer melanoma 28 esetben bdreredetii volt, mig 2 esetben ismeretlen. A betegek
nagy tobbsége (n=26) az ipilimumabot megelézéen legalabb egy szisztémas kezelésben
részesiilt; mindegyikiik kapott kemoterapiat, mig 8 sugarterapiat, egy beteg BRAF-inhibitort,
2 paciens pedig elektrokemoterapiat is. 26 beteg megkapta a 4 ciklus ipilimumabkezelést, mig
4 beteg csak 3 ciklust (harom beteg progresszid, egy pedig mellékhatasok miatt). A terdpias
valasz értékelése az immunfiiggd valasz kritériumok (irRC) (200) alapjan tortént.
Vizsgalatunkban reagaloknak tekintettiik azokat a betegeket, akiknél a legjobb terapias valasz
teljes vagy részleges regresszid volt, vagy legalabb 6 honapig tartd betegségstabilizacio. A 30
beteg koziil 13 tartozott ebbe a csoportba, koztiik harom 2 évnél tovabb tartd (27, 49, 57+
honapos) komplett valaszt mutatott. A betegek és tumormintak jellemzdit a 7. tiblazat
mutatja. A vizsgalatokat az ETT TUKEB jovahagyta (engedélyszam: 2506-3/2017/EKU,
12120-1/2019/EKU).
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. tablazat. Az ipilimumabterdpiaban részesiilo melanomds betegek attéti mintainak

Vizsgdlatdiba bevont esetek klinikopatologiai paraméterei

Betegcsoport Kezelésre Kezelésre p-érték
reagalok | nem reagalok

Kor (év) — median (tartomany) 67 (51-78) | 53 (30-66) 0,0000?
Nem

Férfi 5 8

N6 8 9 n.s.b
Stadium

11 N3 1 0

IV M1la 4 2

IV M1b 3 5

IV Milc 5 10 n.s.b
Erintett szervek szama

1-2 8 14

>2 5 3 n.s.b
ECOG statusz

0 10 10

1 3 5

2 0 2 n.s.b
LDH-szint

Normalis 10 8

Emelkedett 3 9 n.s.b
BRAF V600 mutacid

Van 5 3

Nincs 4 6

Nem ismert 4 8 n.s.b
PFS (honap) — median (tartomany) 9 (6-57) 2 (1-5) 0,0000?
OS (hénap) — median (tartomany) 30 (10-61) 7 (2-30) 0,0000?
Ertékelt mintak — Gsszes 34 53

Nyirokcsomoattétek 20 32

Bor/sc. attétek 14 21

aMann-Whitney-teszt, ® y2-teszt, n.s.: nem szignifikans, LDH: tejsav-dehidrogendz, ECOG.: Eastern Cooperative
Oncology Group, PES: progressziomentes tulélés, OS: teljes tulélés

3.1.4. Neoadjuvans leukocita-interleukin terapidaban részesiilo szajiiregi laphamrakos
betegek tumormintainak vizsgalata

Két, lokalis leukocita-interleukin (LI) injekcidt alkalmazd neoadjuvéans terapiat vizsgalo
klinikai trial-ben részt vevo, szajiiregi laphamrakos (oral squamous cell carcinoma, OSCC)
betegek tumormintait tanulmanyoztuk, kezeletlen OSCC-s betegek daganatmintait hasznalva
kontrollként. Az els6 (multicentrikus, fazis I/Il) vizsgalatban harom kiilonb6z6é LI-dozist
hasonlitottak Gssze: alacsony dozis (400 TU IL-2-ekvivalens hetente haromszor; 8 beteg),

kozepes dozis (800 IU hetente haromszor; 12 beteg), nagy dézis (800 IU hetente 6tszor; 7
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beteg). A betegek atlagéletkora 55,6 év volt (tartomany: 43—74 ¢v); 23 férfi volt és 4 nd.
Tumorlokalizacio szerinti megoszlas: nyelv (13), szajfenék (10), retromolaris (2), szajgarat
(1), ajak (1). A 27 kezeletlen kontroll beteg atlagéletkora 57,8 (43—77) év volt, szintén 23 férfi
¢s 4 nd, tumorlokalizacio: nyelv (18), szdjfenék (4), ajak (5). A masodik, fazis II-es
multicentrikus vizsgalatban nagy dozisban alkalmaztak a leukocita-interleukint (800 I1U
hetente 0tszor), 21 betegnél, akiknek atlagéletkora 59,4 (40-87) év volt. Koziilik 19-nél volt a
daganat patologiailag értékelhetd, ezek tumorlokalizacid szerinti megoszldsa: nyelv (8),
szajfenék (7), ajak (1), szajgarat (1), iny (1), pofa (1). A 20 kezeletlen kontroll beteg
atlagéletkora 57,5 (40—77) év volt, lokalizaciok: nyelv (12), szajfenék (3), ajak (5).

A Klinikai trial-ek a CEL-SCI Corporation (Vienna, VA, USA) szponzoralasaval, tobb
magyarorszagi centrum részvételével folytak; a patologiai vizsgalatokat az Orszagos
Onkologiai Intézetben végezték (a kezeletlen kontroll tumormintak is az OOI archivumabdl
szarmaztak). A probaexcizié alapjan T2-3NO-2MO stddiumba sorolt daganatok szerepeltek a
vizsgalatokban. A leukocita-interleukin készitményt human periférias vér mononukledris
sejtekbol preparaltak (Chesapeake Biological Laboratories, Baltimore, MD, USA) a CEL-SCI
szdmara. A két hetes lokalis LlI-kezelést kiegészitve a betegek egyszeri intravénds
ciklofoszfamid-kezelésben (300 mg/m?) is részesiiltek, illetve az LI adasa idején indometacint
(3%25 mg naponta), cink-szulfatot (50 mg naponta) €s multivitamint is szedtek. A rezidualis
tumor sebészi eltavolitasa az Ll-terapia kezdetét kovetd 21-28 napon beliil tortént az elséd

vizsgalatban, mig a masodikban a terapia befejezését kovetd 14—54. (median: 22.) napon.

3.1.5. Indukcios kemoterapiaban (ICT) és cetuximabkezelésben részesiilo fej-nyaki
daganatos betegek tumorbiopszias mintainak vizsgalata

Az Orszagos Onkologiai Intézetben 2007 ¢és 2010 kozott végzett fazis II-es Klinikali
vizsgalatban 50, III/IV-es stadiumt, kezeletlen, operalhato fej-nyaki rakos beteg 2 ciklus TPF
(75 mg/m? docetaxel, 75 mg/m? ciszplatin, 750 mg/m? 5-FU) indukcids (neoadjuvéans)
kemoterapiaban és cetuximabkezelésben (400 mg/m? indulé dozis, majd 250 mg/m? hetente)
részesiilt. Az indukcids terapiara reagild betegek 70 Gy besugarzast és hetente 250 mg/m?
cetuximabot kaptak, mig a nem reagalok aktiv kombinalt kezelésmodban részesiiltek (mitét
€s sugarterapia, vagy sugarterapia ciszplatinnal, illetve cetuximabbal vagy ezek nélkiil). A
betegek median életkora 56 (40-75) év volt, 43 férfi és 7 nd. Tobbségiik (80%) dohanyzott
(>10 csomag/év), 54% napi 1 egységnél nagyobb mennyiségii alkoholt fogyasztott. A T-
stadium az esetek 70%-aban T3-4 volt, a lokalizaci6 szerinti megoszlas: szajgarat (19 eset),

algarat (15), szajireg (10), gége (6). Az indukcids terapia el6tti biopszias mintakban
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értékeltiik a HPV-statuszt (a pl6-expresszid alapjan), valamint az infiltralé immunsejteket;
elébbihez 47, utobbihoz 45 eset biopszias mintaja allt rendelkezésre (a tumorszovet néhany
mintaban tapasztalhatd elégtelen mennyisége miatt az egyes immunsejttipusok megbizhato
eredményli kvantitativ értékelését 35—40 mintan tudtuk elvégezni). Az ICT-re adott terapias
valasz értékelése CT-vel vagy MRI-vel tortént; 47 beteg volt értékelhetd, 33 részleges valaszt,
13 betegségstabilizaciot, egy beteg progresszidt mutatott. A tumormintadkon végzett

vizsgalatokat az ETT TUKEB jovahagyta (engedélyszam: 2506-3/2017/EKU).
3.2. Immunhisztokémia paraffinos metszeteken

A formalinban rdgzitett, paraffinba agyazott szovetblokkokbdl készitett, 3-5 um vastag
metszetek deparaffinalasat kovetéen mikrohullamu késziilékben, illetve vizfiirdében,
citratpufferben tortént az antigénfeltards. Az endogén peroxidazaktivitds blokkoldsara a
metszeteket metanolban oldott 3%-0s H2O2-ben inkubaltuk, majd a nemspecifikus
fehérjekotohelyek blokkolasa kovetkezett 3%-0s BSA, 20%-os kecskeszérum, illetve
fehérjementes proteinblokkoldo (DAKO, Glostrup, Dénia) felhaszndldsaval. A vizsgalatokban
a kovetkezd primer antitesteket alkalmaztuk: poliklonalis anti-CD3, monoklonalis anti-CD8, -
CD20cy, -CD34, -CD45, -CD45RO0, -CD68, -Ki-67, -micloperoxidaz (DAKQO), monoklonalis
anti-CD4, -CD25, -CD56, -CD57 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK), monoklonalis
anti-CDla, -CD208 (DC-LAMP; Coulter-Immunotech, Marseille, Franciaorszag, majd
Beckman Coulter, Miami, FL, USA), monoklonalis anti-CD4, -PD-1 (Cell Marque, Rocklin,
CA, USA), monoklonalis anti-CD123, -CD134 (BD Biosciences, Heidelberg, Németorszag),
monoklonalis anti-CD16, -CD137 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
monoklonalis anti-FOXP3 (236A/E7) és anti-HLA-A,B,C (EMR8-5) (Abcam, Cambridge,
MA, USA), monoklonalis anti-NKp46 (R&D Systems, Abingdon, UK). A HCA2 (f6ként
HLA-A alléleket felismerd), HC10 (foként HLA-B és -C alléleket felismerd), NAMB1 (anti-
B2M) és LGII-612.14 (anti-HLA-DR,DQ,DP) monoklonalis ellenanyagokat Soldano Ferrone
(Harvard Medical School, Boston, MA, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. A jel6lések 4° C-
on, ¢jszakan at torténtek. A korabbi vizsgalatokban masodlagos ellenanyagként biotinilalt
anti-egér/nyal Ig-t (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), majd sztreptavidin-
peroxidaz kezelést hasznaltunk (LSAB2 System, HRP, DAKO), mig a késObbiekben
polimerkonjugalt detekcios rendszert (SS™ One-Step Polymer-HRP IHC Detection System,
BioGenex, Fremont, CA, USA). Az ellenanyag-kotédést 3-amino-9-etilkarbazollal (AEC;
Vector Laboratories) vagy 3,3’-diaminobenzidinnel (DAB, BioGenex) tettiikk lathatova. A
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hattérfestés hematoxilinnel tortént. A monoklonalis anti-VAP-1 antitestet S. Jalkanen
laboratoriumaban allitottak elé (201). A MECA-79 patkany monoklonalis ellenanyaghoz
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) biotinilalt anti-patkany IgG-t (Vector
Laboratories), majd sztreptavidin-HRP-t (Chemicon International, Temecula, CA, USA)
hasznaltunk. A fej-nyaki daganatokban a pl6 immunhisztokémiai kimutatasa Ventana
Benchmark Autostainerrel tortént (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA), a CINtec®
pl16 hisztologiai teszt (E6H4 klon) alkalmazasaval. A tumorsejtek >70%-anak erds, diffuz

magi és citoplazmai festodését értékeltiik pozitivnak.

Kettos festéseknél az elsd primer antitest el6hivasa biotin/sztreptavidin-peroxidaz rendszerrel
(LSAB2 System, HRP, DAKO) tortént Vector SG kromogénnel (Vector Laboratories), a
masodik primer antitesté pedig sztreptavidin-alkalikus foszfataz kezeléssel (LSAB2 System,
Alkaline Phosphatase, DAKO) fukszin kromogénnel (Vector Laboratories). Hattérfestést nem

alkalmaztunk.
3.3. Az immunhisztokémiailag jelolt immunsejtek és erek mennyiségi értékelése

A metszeteket egy 10x10 négyzetbdl allo, az okuldrba illeszthetd fokhaldzat segitségével
értékeltiik, melynek teriilete 200 nagyitasnal 0,25 mm?. Az értékelést két, a klinikai adatokat
nem ismerd vizsgald végezte egymadstdl fliggetleniil, majd szdmoléasaik eredményének 4atlagat

hasznaltuk az elemzésekhez.
3.3.1. Infiltral6 immunsejtek és mikroerek mennyiségi értékelése primer melanomakban

Minthogy a jeldlt sejtek és strukturdk eloszlasa a tumorokban igen heterogén volt, a teljes
tumorteriiletet értékeltiik; kifekélyesedett tumorok esetén az ulceralt teriileteket nem vettiik
figyelembe. A pozitiv sejtek, ill. erek mm?-enkénti szamat adtuk meg, kiilon-kiilén értékelve
az intratumoralis (a melanéma-sejtfészkeket infiltralo) és peritumoralis teriileteket (a
melanomak alapja, ill. szegélye mentén 500 pum tavolsagon beliil). A FOXP3-jelolés esetén
emellett a pozitiv limfocitdk szazalékos aranyat is meghataroztuk a legtobb jelolt sejtet
tartalmaz6 3 latotérben az adott teriilet teljes sejtszamara vonatkoztatva. Az igen nagy
mennyiségben jelenlevé CD8" és CD45RO™ T-sejtek értékelését a hotspot-technikaval
végeztiik, az 5 leger6sebb infiltraciét mutatod latotérben. A CD68" makrofagok és CD34"

mikroerek denzitasanak meghatdrozésa szintén a hotspot-maodszerrel tortént.
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Meghataroztuk a jelentds immunsejtdenzitast (illetve mikroérstirliséget) mutatd daganatos
betegek részaranyat is, kiiszobértékként altaldban az adott sejttipus Osszes tumormintéra
vonatkozé denzitdsanak median értékét hasznalva (esetenként kisebb modositassal a tulélési
analizisben mutatott nagyobb diszkriminacios potencial érdekében). Az egyes sejttipusokra
jellemz6é immunhisztokémiai markereknél az intra-, ill peritumoralis denzitasokra a kovetkezd
kiiszobértékeket allapitottuk meg: CDS8: 61 és 432 sejt/mm?, CD45RO: 97 és 765 sejt/mm?,
CD25: 12 és 75 sejt/mm?, CD134: 5 és 20 sejt/mm?, FOXP3: 30 és 220 sejt/mm? (illetve a
jelolt sejtek szazalékos aranyara 11%), CDla: 25 és 30 sejt/mm? DC-LAMP (csak
peritumoralisan volt jelen): 13 sejt/mm?, CD20: 3 és 170 sejt/mm?, MECA-79: 9 ér/mm?.

3.3.2. Immunsejtek mennyiségi értékelése melanémas betegek 6rszemnyirokcsomoéiban

A metszeteket alacsony nagyitassal atnéztilk, majd az 5 teriileten, mely a legnagyobb
mennyiségben tartalmazta a jelolt sejteket, 400 nagyitasnal szamoltuk meg a pozitiv sejteket.
Azokndl a betegeknél, akiknél tobb drszemnyirokcsomd mintdja is rendelkezésre allt, a jeldlt
sejtek atlagos denzitasat is regisztraltuk a vizsgalt nyirokcsomokban. Az egyes markerekhez
kiiszobértékként az adott valtozonak a teljes betegcsoportban meghatarozott median értékét
allitottuk be (esetenként kisebb modositassal a talélési analizisben mutatott nagyobb
diszkriminacidés potencidl érdekében), majd megadtuk a kiiszobértéket meghalado
sejtdenzitast nyirokcsomokkal rendelkezd betegek aranyat. A FOXP3*, CD134%, CD123" és
DC-LAMP™ sejtekre megallapitott kiiszobértékek sorrendben a kovetkezék voltak: 1900, 73,
480, ill. 936 sejt/mm?.

3.3.3. Immunsejtek mennyiségi értékelése ipilimumabkezelésben részesiilo melanémas
betegek attéteiben

A nyirokcsomo-, illetve bdr- vagy szubkutdn metasztazisokon beliil a jeldlt sejtek szamat
metszetenként legalabb 10 (median: 20, tartomany: 10-80), véletlenszerlien kivalasztott
latotérben regisztraltuk. A nekrotikus teriileteket az értékelésbdl kihagytuk, a kisebb attéteket
pedig teljes egészében értékeltiik. A két, egymastol fliggetlen vizsgald eredményei kozotti
egybeesés kivalo volt (0,6814 ¢és 0,9156 kozotti korrelacios egyiitthatok az egyes
immunsejtmarkerek esetén). Azoknak a betegeknek az esetében, akiknek tobb tumormintaja is
rendelkezésre allt, a vizsgalt metasztazisokban a jelolodott sejtek atlagos denzitasat is
megadtuk. Az elézéekben ismertetett modon megallapitott kiiszobértékek a CD4, CD8,
CD45R0, CD134, CD137, FOXP3, PD-1, CD20, NKp46, CD16 és CD68 markerekhez
sorrendben a kdvetkezok voltak: nyirokcsomoattétek vizsgalatakor 46, 215, 430, 8, 10, 70, 83,
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53, 5, 450, ill. 450 sejt/mm?; bor/szubkutan attétek vizsgalataban 18, 21, 220, 4, 3, 20, 5, 4, 4,
370, ill. 500 sejt/mm?; az 6sszes minta egyiittes vizsgalataban 24, 155, 440, 8, 7, 60, 28, 34, 4,
440, ill. 400 sejt/mm?2. Ezutin meghatiroztuk azon betegek ardnyat, akiknél az egyes

markerekkel a jelolt sejtek atlagos denzitasa a kiiszobértéket meghaladta.

3.3.4. HLA-expresszios szint értékelése ipilimumabkezelésben részesiilo melanémas

betegek attéteiben

A HLA-I alegységeit felismerd ellenanyagokkal torténd festddést 0, 1, ill. 2-es pontszdmmal
értékeltiik, amennyiben a jel616d6 melandmasejtek aranya <25%, 25-75%, illetve >75% volt
(az 1996-0s 12. International Histocompatibility Workshop kritériumai alapjan). A HLA-II
jelolése esetén a pozitiv tumorsejtek altal elfoglalt teriilet szazalékos aranyat hataroztuk meg
az attéteken beliill. Azokndl a betegeknél, akiknek tobb tumormintaja is rendelkezésre allt,
minden marker esetén Kkiszamitottuk az atlagos pontszamokat. Megallapitottuk a
tumorsejteken magas HLA-I-expressziot mutatd betegek aranyat az el6zéekben leirtakhoz
hasonloan kijelolt kiiszobértékek alapjan (a HCA2 és HC10 antitestek esetén 1,5, az EMR8-5-
re 1,9, a NAMB1-nél 1,2 volt a kiiszobérték). A HLA-II jelolddése esetén 1%-os és 10%-0S
kiiszobértéket hasznaltunk.

3.3.5. Immunsejtek mennyiségi értékelése fej-nyaki daganatos betegek tumormintaiban

Mind a neoadjuvans leukocita-interleukin terapiaban részesiilo szajiiregi laphamrakos betegek
tumormintdinak, mind az indukcids kemoterapidban és cetuximabkezelésben részesiild fej-
nyaki daganatos betegek tumorbiopszias mintainak vizsgalatdban a tumorinfiltralo
immunsejtek mennyiségének meghatdrozasa a hotspot-technikaval tortént, az egyes
immunsejttipusokat legnagyobb szamban tartalmazo 5 latotérben. Az utobbi vizsgalatban a
CD20" B-limfocitak esetén, melyek a megbizhatd szamolast kizardan nagy mennyiségben
voltak jelen a tumormintdkban, a jelolt sejtek altal elfoglalt tumorteriilet aranyat hataroztuk
meg. Szintén az utdbbi vizsgdlatban, az elézéekben ismertetett modon megallapitott
kiiszobértékek a CD8, CD134, CD137, FOXP3, PD-1, NKp46, DC-LAMP, CD16, CD68 ¢és
mieloperoxidaz markerekre sorrendben a kovetkezdk voltak: 1476, 392, 790, 1472, 92, 220,
176, 1810, 390, ill. 1825 sejt/mm?, mig a B-sejtek ardnyara 8%.
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3.4. VAP-1/laminin immunhisztokémia fagyasztott metszeteken

Fagyasztott tumormintakbol kriosztattal készitett, 5 um vastag metszeteken szimultan kett6s
jelolést végeztink monoklonalis anti-VAP-1 és poliklonalis anti-a-laminin  (DAKO)
ellenanyagokkal. Masodlagos reagensként biotinilalt anti-egér IgG-t majd sztreptavidin-FITC-
et (Vector Laboratories), illetve TRITC-jelolt anti-nyul immunglobulint (Jackson
Immunoresearch, West Grave, PA, USA) alkalmaztunk. A magfestés TOTO-3-mal tortént
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Az immunfluoreszcens jel6lédést MRC-1024

konfokalis mikroszkoppal (BioRad Laboratories, Miinchen, Németorszag) vizsgaltuk.
3.5. Statisztikai elemzés

Az immunsejtek €s erek denzitdsdnak Osszehasonlitdsdra a kiilonb6z6 csoportok kozott
Mann-Whitney U-tesztet, illetve Kruskal-Wallis-tesztet, mig a magas denzitasi mintak
részaranyanak Osszehasonlitisara y?-, illetve Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk. Az

immunsejtdenzitdsok és a tumorvastagsag, illetve HLA-expresszid, valamint az egyes

crer

crer

modszerével ellendriztiik a tobbszords tesztelésbol adodo téves felfedezések aranyat (ezt az
aranyt 0,1-re beallitva). A talélési analizist a Kaplan—Meier-modszerrel, statisztikai elemzését
log-rank (Mantel-Cox-), illetve generalizalt Wilcoxon-teszttel végeztiik. Egy- €s tobbvaltozos
Cox-regresszids analizist is végeztiink, utdobbi esetén — a vizsgalt immunologiai valtozok
mellett — egyéb beteg- és tumorparaméterek bevonasaval. A statisztikai elemzést a vizsgalatok
tobbségében a BMDP Statistical Software Pack segitségével végeztiikk, mig az indukcios
kemoterapiaval kezelt HNSCC-s betegek mintainak analizisére a MedCalc Version 12.1.3.0
programot hasznaltuk. A 0,05 alatti p-értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK
4.1. Aktivalt T-limfocitak vizsgalata primer melanémaban

4.1.1. CD25 és OX40 T-sejt-aktivacios markereket hordozo limfocitak
immunhisztokémiai kimutatasa

A CD25 ¢és O0X40 (CD134) expresszidja foként kis limfocitdkon volt kimutathatdo a

melandma-sejtfészkeken beliil és az ezeket koriilvevo stromaban (3. abra).

A4 -
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g T L™

-
.,9 ! :

3. abra. OX40" limfoid sejtek a peritumordlis (A) és intratumorilis (B) infiltratumban. Bar
intratumordlisan a jelolt sejtek nagy része stromadlis elhelyezkedésii volt (S), a melanomasejtekkel
érintkezd OX40* sejtek is detektilhaték (nyil). C) CD25" limfoid sejtek peritumordlisan (P) és a
melanoma-sejtfészken beliil (M). D) Nagy mennyiségii OX40" sejt ulcerdlt melanémdban a nekrotikus
felszini zona alatt (N). (AEC kromogén, viros)

Az aktivacios markerek és limfocita-alcsoportok markereinek (CD3, CD4, CDS8, CD20) kett6s
festését kovetden a CD25 és OX40 kifejezddése a CD3-pozitiv (T-sejtes) teriileteken volt
megfigyelhetd a melanomék infiltratuméaban, ezen beliil féleg CD4", ritkabban CD8*
limfocitdkon, mig CD20" B-sejteken nem expresszalddtak (4. abra).
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4. dbra. CD25 (Vector SG kromogén, sziirke) és CD3 (A), CD20 (B), CD4 (C), ill. CD8 (D) markerek
(fukszin kromogén, vorés) kettds jelolése primer melanémdkban

A daganatok tObbségében az aktivalt T-sejtek peritumoralis denzitdsa meghaladta az
intratumoralis mennyiségiiket, és mindkét lokalizacioban a CD25" sejtek dominaltak (intra- és
peritumoréalis CD25% limfocitak: 12,4154 és 88,2+66,4 sejt/mm?, intra- és peritumoralis
OX40" limfocitak: 4,9+6,3 és 19,8+21,0 sejt/mm?). A kifekélyesedett tuumorteriileteken az
ulceralt melanomak 37%-aban (14/38) igen magas volt a pozitiv sejtek stiriisége (3.D abra),
feltehetden a kifekélyezodés kovetkeztében kialakuld gyulladasos kornyezet hatasara; az ilyen
terlileteket ezért az értékelésben nem vettiik figyelembe. A kétféle aktivacids markert
expresszalo limfocitak denzitdsa korrelalt egymassal (p<0,001). A peritumoralis OX40" sejtek
kivételével az infiltracio intenzitdsa egy statisztikailag nem szignifikans csékkend tendenciat

mutatott a daganatvastagsag novekedésével (nem mutatott eredmények).
4.1.2. Az aktivalt T-sejtek infiltraciéjanak kapcsolata a tumorok attétképzo képességével

A CD25" és OX40" limfocitak infiltracidjanak intenzitasat vizsgaltuk olyan daganatokban,
melyek nem vagy csak a regionalis nyirokcsomokba adtak attétet az 5 éves kovetési ido alatt,
Osszehasonlitva a zsigeri attétet add tumorokkal (5. abra). A nem metasztatikus és a
nyirokcsomoattétet képzd melandmakat egyiitt értékeltiik, mivel nem volt szignifikdns
kiilonbség a vizsgilt sejtek mennyiségében, tovabba a két betegcsoport tulélési adatai is
azonosak voltak (100% 5 éves talélés). A CD25* mononuklearis sejtek intratumoralis
infiltracidja nem mutatott dsszefliggést az attétképzéssel, az OX40" limfocitak intralézionalis

megjelenése azonban Kifejezettebb volt a nem metasztatikus, illetve csak nyirokcsomoattétet
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adé melanémakban a tavoli attétet adokhoz viszonyitva (p=0,0552). A CD25" limfocitak
csOkkent peritumoralis denzitdst mutattak a viszcerdlis attétes tumorokban (p=0,0079);

hasonl6 tendencia volt megfigyelheté az OX40" sejtek esetén (p=0,1070) (5. abra).
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5. dbra. Intratumordlis (A) és peritumordlis (B) CD25", ill. intratumorilis (C) és peritumoridlis (D) OX40*
limfocitak nem metasztatikus + nyirokcsomo-dttétes, vs. zsigeri dttétet ado melanomakban. A pontok
egyedi tumorokat jelentenek; a vizszintes vonalak a teljes betegcsoportra vonatkoztatott datlagérték alapjan
megadott kiiszobértékek

Mindkét aktivacios markerhez kiiszobértékeket allapitottunk meg az intra-, ill. peritumoralis
denzitasra (az adott markert hordozdé sejtek mennyiségének az 0Osszes tumormintdban
meghatarozott atlagértékei alapjan, 1d. az 5. &bran), s kiszdmitottuk a kiiszobértéket
meghaladd denzitast mutatd esetek aranyat az egyes betegcsoportokban. Osszehasonlitva ezt
az aranyt a kiilonbozo attétképzo viselkedésli daganatokban nem taldltunk kiilonbséget a nem
metasztatikus vagy csak nyirokcsomoattétet add és a zsigeri metasztazist képzé melanomak
kozott az intratumoralis CD25* vagy OX40" T-sejtes infiltracio tekintetében. Erdsen
szignifikans kiilonbséget eredményezett ezzel szemben a két sejtpopulacid peritumoralis
mennyiségének Osszehasonlitdsa: a tavoli attétet ado daganatok kozott kisebb volt a jelentds
mennyiségl aktivalt T-sejtet tartalmazo mintak aranya (8. tablazat). A szignifikancia akkor is
megmaradt, ha a — kizarolag nem metasztatikus, intenziv CD25" és OX40" T-sejtes

infiltracioval jellemzett — <1 mm vastagsagu melandmakat az értékelésbol kizartuk.
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8. tablazat. A jelentés mennyiségii aktivalt T-sejtet tartalmazo tumoros betegek aranya az
attétképzeés szerinti csoportokban

CD25 0X40

Intratumoralis Peritumoralis Intratumoralis Peritumoralis
Betegcsoport | n n(%) | p-értek | n(%) | p-érték | n (%) | p-értek | n (%) | p-érték
Osszes 76 | 29 (38) 37 (49) 21 (28) 28 (37)
Nem-+nycs 45 | 17 (38) 29 (64) 15 (33) 22 (49)
Zsigeri 31| 12(39) n.s. 8(26) | 0,0009 | 6(19) n.s. 6 (19) | 0,0087
>1,0 mm 62 | 21(34) 29 (47) 15 (24) 20 (32)
Nem-+nycs 31| 9(29 21 (68) 9 (29) 14 (45)
Zsigeri 31| 12(39) n.s. 8 (26) | 0,0009 | 6(19) n.s. 6 (19) | 0,0297

n: esetszam, nem-+nycs: nem metasztatikus, ill. nyirokcsomé-attétes, n.s.: nem szignifikdans

A kiiszobérték feletti denzitdsi tumorok aranyat Osszevetettik egyéb beteg- ¢€s
tumorparaméterek (mint a beteg neme, a tumor vastagsaga, szovettani tipusa, lokalizacidja,
ill. ulceracioja) alapjan képezett csoportokban is, de nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget.
4.1.3. Az aktivalt T-sejtek infiltraciéjanak kapcsolata a tuléléssel

A CD25" vagy OX40* sejtek intratumoralis denzitdsa nem mutatott dsszefliggést a betegek
talélésével Kaplan—Meier-analizissel vizsgalva, a nagyfoka peritumoralis infiltracio azonban

mindkét marker esetén szignifikans talélésbeli elénnyel jart (p=0,0028, p=0,0255) (6. abra).
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6. abra. Kaplan—Meier gorbék az intra- (A) és peritumordlis (B) CD25*, ill. az intra- (C) és peritumorilis
(D) OX40* sejtek denzitisa alapjin
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A CD25 marker esetén a kiilonbség szignifikdns maradt abban az esetben is, ha csak az 1,0
mm-nél vastagabb melanémakat értékeltiik (p=0,0032), s OX40 esetén is hasonld tendencia
mutatkozott (p=0,0775). A nagy mennyiségii peritumoralis CD25" vagy OX40" T-sejtet
tartalmazd tumoros betegek nagyobb része mutatott 5 évet meghalado talélést (78% vs. 49%
és 79% vs. 52%). Tobbvaltozdés Cox-regresszids analizissel, melyben az aktivacios
markereket hordozé T-sejtek mennyisége mellett egyéb potencialis prognosztikus faktorokat
vizsgaltunk (a tumor vastagsaga, lokalizacioja, szovettani tipusa, ulceracidja, valamint a beteg
neme) a tumorvastagsag mellett (p=0,001) az OX40* sejtek peritumoralis denzitisa is

fliggetlen prognosztikus tényezonek bizonyult (p=0,035).
4.2. FOXP3* sejtek vizsgalata primer melanémaban
4.2.1. FOXP3* limfocitak immunhisztokémiai kimutatasa

A melandmamintakban magi FOXP3-festédést foként kis limfocitakban észleltiink (7. abra);
igen ritkan melanémasejtek morfoldgiai jegyeit viseld nagyobb sejtekben is kimutathatd volt
magi reakcid. A FOXP3™ limfocitdk nagyobb szamban jelentek meg a peritumoralis
teriileteken a tumorsejtfészkekhez viszonyitva (atlagtSD: 2922+211,5 vs. 48,8+63,3
sej/mm?). Meghatdroztuk a FOXP3" sejtek szazalékos aranyat is a pozitiv sejtek
legmagasabb denzitdsat mutatd 3 1atotérben, ami az egész betegcsoportra nézve 11,9+5,8%-

nak adodott.

7. dbra. FOXP3" sejtek primer melanomdaban (AEC kromogén, viris)
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4.2.2. A FOXP3* sejtek infiltraciojanak kapcsolata klinikopatolégiai paraméterekkel

A FOXP3" limfocitdk intra-, ill. peritumoralis infiltracioja vagy a pozitiv sejtek ardnya nem
korrelalt szignifikansan a tumorvastagsaggal (r=0,1285, r=-0,1193 ¢és r=-0,0048; p>0,05). Bar
a kozepes vastagsagi melanomak magasabb intratumoralis denzitast mutattak (p=0,0039
Kruskal-Wallis-teszttel), nem talaltunk hasonld kiilonbséget a peritumoralis denzitas és a
pozitiv sejtek ardnya esetén (8.A abra). Nem volt tovabba Osszefiiggés a FOXP3" sejtek
mennyisége €s az 5 éves kdvetési periodus alatt megfigyelt attétképzés kozott (p=0,8292,
p=0,2337 ¢és p=0,1803 az intra-, és peritumoralis denzités, illetve a pozitiv sejtek aranya

esetén; 8.B abra).
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8. dbra. A FOXP3" sejtek intra- és peritumoridlis denzitdsa, ill. legmagasabb aranya melanomdban a
tumorvastagsag (A) és az attétképzés (B) fiiggvényében

Mindhidrom mérdszamra nézve meghataroztuk az adott paraméter teljes betegcsoportban
mutatott median értéke alapjan felallitott kiiszobértékeket meghaladé mennyiségii jelolt sejtet
tartalmaz6 tumormintdk aranyat, s értékeltiik ennek dsszefiiggését a daganatok vastagsagéaval
¢és az attétképzéssel. Sem ezekkel, sem egyéb vizsgalt klinikopatologiai paraméterrel (kor,
nem, tumorlokalizacio, szdvettani tipus, ulcerdcid) nem mutatott kapcsolatot a FOXP3*

limfocitak mennyisége.

4.2.3. A FOXP3" sejtek infiltraciojanak kapcsolata a taléléssel

crer

jelentdségét, sem az intra- vagy peritumordlis denzitasuk, sem a pozitiv sejtek szdzalékos
aranya nem mutatott szignifikdns dsszefiiggést a betegek talélésével (p=0,4890, p=0,6245, ill.
p=0,2711). Az 5 évnél hosszabban taléld betegek aranya hasonld volt a FOXP3™ sejtek
mennyiségétdl fiiggetleniil (60% vs. 53%, p=0,5327, 59% vs. 54%, p=0,6181 és 51% vs.
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62%, p=0,2773 a magas vs. alacsony intra-, peritumoralis denzitasra, ill. a pozitiv sejtek

magas vs. alacsony aranyara nézve).
4.3. Dendritikus sejtek vizsgalata primer melanémaban

4.3.1. CD1a és DC-LAMP markereket hordozé dendritikus sejtek immunhisztokémiai
kimutatasa

A tumorokkal szomszédos normalis epidermiszhez viszonyitva kevesebb CDla-pozitiv
Langerhans-sejt volt megfigyelhet6 a melanémak folotti epidermiszben. Ez a jelenség
leginkabb a felszinesen terjedd melanémak (SSM) vertikalis fazisa, illetve a noduléris
melanomak esetén volt jellemzd, melyeknél jelentds csokkenést tapasztaltunk az esetek
tobbségében (50%-nal nagyobb aranyt csdkkenés a 61 értékelheté tumorbol 44-ben). A mind
horizontalis, mind vertikélis novekedési fazist tartalmazd SSM-eknél (n=24) nagyobb mérvii
csOkkenést lattunk a Langerhans-sejtek szamaban a VGP {6lott a HGP-hez viszonyitva
(61,6% vs. 25,6% atlagos csokkenés, p<0,001). A nodularis melanomak esetén a csokkenés a

VGP-hez hasonlé mértéki volt (66,4%).

A melanémakon beliil a CDla* dendritikus sejtek mind a tumorsejtszigeteken beliil, mind
peritumoralisan megtalalhatoéak voltak (9.A,B) abra), hasonld6 mennyiségben [atlagos (+=SD)
intra- és peritumoralis denzitdas az egész betegcsoportra nézve: 26,6+33,7 és 30,5+37,0
sejt/mm?]. A horizontalis és vertikalis novekedési fazissal is rendelkezé6 SSM-ekben a HGP-t
a VGP-hez viszonyitva erdsebb DC-infiltracio jellemezte (intratumoralisan: 47,0+42.4 vs.
22,1+30,3 sejt/mmz, p=0,0049; peritumoralisan: 47,5£37,6 vs. 22,3+28,6 sejt/mmz,
p=0,0032).

Az érett dendritikus sejtekre jellemz6 DC-LAMP marker juxtanuklearis, pontszerii reakcio
formajaban jelent meg; pozitiv sejtek csaknem kizardlag a peritumoralis kompartmentben
voltak megtalalhatdéak, limfocita-aggregatumokhoz asszocidltan (9.C 4bra), 19,5+£23,3
sejt/mm?-es atlagos denzitdssal. A melandma-sejtfészkeket infiltralo DC-LAMP* sejtet
minddssze 5 esetben lattunk (4tlagos intratumordlis denzitas: 0,7+3,1 sejt/mm?). Egymast
kovetd metszetek immunhisztokémiai festése a peritumoralis CD1a® és DC-LAMP* DC-k
kolokalizacidjat mutatta a T-sejtekben gazdag teriileteken (9.C-E abra). A CDla és CD25
vagy OX40 markerek kettés festésével a dendritikus sejtek és az aktivacids markereket
hordozé T-limfocitik kapcsolata volt megfigyelheté (9.F abra). A DC-k és a CD257, illetve
OX40" T-sejtek denzitasa szignifikansan korrelalt; a legerésebb korrelacié a CD1a", ill. DC-
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LAMP* sejtek peritumoralis mennyisége ¢és a CD25" T-sejt-denzitdas kozott volt
megfigyelhetd (r=0,4384 és 1=0,5637, p<,001).

r s> ;
. ,5.- ., ‘ .‘
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9. dbra. A) Melanoma-sejtfészket infiltrdlo, ill. B) peritumordlis CD1a* dendritikus sejtek. C) CD1a*, ill.
D) DC-LAMP* DC-k kolokalizdcidja melanoma limfocitds infiltratumaban (CD45RO-jelolés, E), egymadst
koveto metszeteken. F) OX40 (Vector SG kromogén, sziirke) és CD1a (fukszin kromogén, voros) kettés
Jjelolése

4.3.2. A dendritikus sejtek infiltraciojanak korrelaciéja a tumorvastagsaggal

A CDla* és DC-LAMP* dendritikus sejtek infiltraciojanak intenzitasa forditott korrelaciot
mutatott a melanomak vastagsigaval (p<0,001; 10. &bra). A CDla* DC-k intra- és
peritumoralis, valamint a DC-LAMP* érett DC-k peritumoralis denzitasira meghatarozott
kiiszobértékeket meghaladdo mennyiségii DC-t tartalmazo daganatok aranya szintén csokkent a

tumorvastagsag novekedésével (9. tablazat).
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10. dbra. Korreldcio az intratumordlis CD1a* (A), peritumordlis CD1a* (B), illetve DC-LAMP*
dendpritikus sejtek denzitdsa és a tumorvastagsag kozott (v: korreldcios egyiitthato)
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9. tablazat. A jelentds mennyiségii dendritikus sejtet tartalmazo tumoros betegek ardanya a
Breslow-index szerinti csoportokban

Betegcsoport | Intratumoralis CD1a* Peritumoralis CD1a* Peritumoralis DC-LAMP*
>25 sejt/mm? >30 sejt/mm? >13 sejt/mm?
n (%) p-érték n (%) p-érték n (%) p-érték
Osszes tumor | 29/82 (35) 28/82 (34) 29/59 (49)
<1,0 mm 12/18 (67) 13/18 (72) 9/11 (82)
1,01-2,0mm | 7/14 (50) 8/14 (57) 6/9 (67)
2,01-40mm | 7/29 (24) 4/29 (14) 9/23 (39)
>4,0 mm 3/21 (14) 0,0021 3/21 (14) 0,0000 5/16 (31) 0,0324

n: esetszam
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4.3.3. A dendritikus sejtek infiltraciojanak kapcsolata a tumorok attétképzé
képességével

A DC-infiltracié intenzitdsat tanulmanyoztuk az 5 éves kovetési id0 alatti attétképzés
fiiggvényében. A nem metasztatizalé daganatok a zsigeri attétet adokhoz viszonyitva nagyobb
szamu peritumoralis CD1a* dendritikus sejtet tartalmaztak (38,9+44,1 vs. 19,9+24,9 sejt/mm?,
p=0,0262). Hasonl6, de statisztikailag nem szignifikans kiilonbség volt megfigyelheté az
intratumoralis CD1a" és a peritumoralis DC-LAMP™ sejtek esetén (32,5+38,1 vs. 19,2428 .3,
ill. 28,0+32,7 vs. 13,5+12,5 sejt/mm?, p=0,1426 és p=0,1850). A csak regionalis
nyirokcsomoattétet képezd melanomak koztes mértékli DC-infiltraciét mutattak, mely nem

kiilonbozott szignifikansan a tobbi csoportétol.

Az elemzést elvégeztiikk a vékony (<1,0 mm) tumorok kizédrasaval is, hogy meggy6zddjiink
rola, a dendritikus sejtek denzitasa az altaldban bizonytalanabb kimenetelii kozepesen vastag,
ill. vastag melanomak csoportjan beliil is képes-e kiilonbséget tenni a kiilonbozo attétképzo
képességli daganatok kozott. A <1,0 mm vastagsigdh melanomak kozé foként nem
metasztatikus daganatok tartoztak (3. tdblazat), ugyanakkor ezek mutattak a legmagasabb DC-
denzitast (10. abra, 9. tablazat), ami az egész betegcsoportra nézve is befolydsolhatja az
attétképzo képességgel valo korrelaciot. E feltevést igazolta, hogy a fennmaradé (>1,0 mm
vastagsagu) 64 melandma vizsgalata nem tart fel szignifikdns kiilonbséget az attétképzés

szerint alkotott csoportokban.

A magas (a kordbban emlitett kiiszobértéket meghaladd) DC-denzitasu tumorok ardnyanak
elemzése az attétképzés fliggvényében nem mutatott szignifikans eltérést az intratumoralis
CD1la" sejtek infiltraciojaban. A nagy mennyiségii peritumoralis CD1a* és DC-LAMP* DC-t
tartalmazé tumorok nagyobb ardnyban fordultak el6 a nem vagy csak regionalis
nyirokcsomokba metasztatizal6 melanomak csoportjdban a zsigeri attétet adokhoz képest (10.
tablazat). Az elobbi két csoportot egylittesen értekeltiik, mivel e daganatok kozott hasonlo
volt a magas DC-denzitast mutatok aranya és a betegség lefolyasa is hasonlo volt (100%-0S 5
éves tulélés). Amennyiben csak az 1,0 mm-nél vastagabb tumorokat vontuk be az elemzésbe,

nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (10. tablazat).
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10. tablazat. A jelentés mennyiségii dendritikus sejtet tartalmazo tumoros betegek aranya az
attétképzeés szerinti csoportokban

Betegcsoport Intratumoralis CD1a* Peritumoralis CD1a* Peritumoralis DC-LAMP?*
>25 sejt/mm? >30 sejt/mm? >13 sejt/mm?
n (%) p-érték n (%) p-érték n (%) p-érték
Osszes tumor | 29/82 (35) 28/82 (34) 29/59 (49)
Nem+nycs | 19/51 (37) 22/51 (43) 19/31 (61)
Zsigeri 10/31 (32) n.s. 6/31 (19) 0,0277 10/28 (36) 0,0497
>1,0 mm 17/64 (27) 15/64 (23) 20/48 (42)
Nem-+nycs 7/33 (21) 9/33 (27) 10/20 (50)
Zsigeri 10/31 (32) n.s. 6/31 (19) n.s. 10/28 (36) n.s.

n: esetszam, nem~+nycs: nem metasztatikus, ill. nyirokcsomo-attétes, n.s.: nem szignifikans

erer

A magas DC-denzitasu daganatok aranya és (az eddig nem emlitett) beteg- és tumorjellemzok
kapcsolatanak vizsgalata nem tart fel szignifikdns Osszefliggést a betegek koraval vagy
nemével, illetve a tumorlokalizdcioval. A melandmak szdvettani tipusdval (SSM vagy NM)
valé potencialis kapcsolatot csak a 2 mm-nél vastagabb daganatokban elemeztiik, mert a
vékonyabb melanomak kozott nem volt noduléris tipusu; a DC-infiltracioval nem talaltunk
Osszefiiggést ezekben az esetekben. Az ulceralt daganatok k6zott azonban alacsonyabb volt az
intenziv DC-infiltraciot mutatok aranya (intra-, ill. peritumoralis CDla* sejtek: p=0,0579,
p=0,0004; peritumoralis DC-LAMP* sejtek: p=0,0011).

erer

Kaplan—Meier-gorbén vizsgalva a fentebb leirt DC-denzitasi kiiszobértékek szerint
csoportositott betegek talélését, a CDla" dendritikus sejtek intratumoralis siirlisége nem
mutatott Osszefliggést a tuléléssel. A CDla" DC-k és kiilonésen a DC-LAMP™ érett
dendritikus sejtek intenziv peritumoralis infiltracioja azonban tulélési eldnnyel jart (p=0,0610

¢s p=0,0195) (11.A,B ébra).

A dendritikus sejtek mennyiségének prognosztikus hatdsat a CD25, illetve OX40 aktivacios
markert hordoz6 T-limfocitdk mennyiségével kombinacidban is tanulmanyoztuk, melynek
kapcsolatat a taléléssel korabbi vizsgalatunkban igazoltuk. Az aktivalt T-sejtek és a
dendritikus sejtek denzitdsa erdsen korreldlt, az egyes sejtpopulaciokbol nagy mennyiséget
tartalmaz6 tumormintak azonban nem fedtek at teljesen, igy lehetség nyilt a magas, illetve
alacsony DC-denzitassal és az aktivalt T-sejtek magas, ill. alacsony szamaval jellemzett

betegcsoportok talélési gorbéinek Osszehasonlitasara. A két DC-marker és két T-sejt-
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aktivaciés marker valamennyi kombinacidjaban a dendritikus sejtek és aktivalt T-limfocitak

egyidejii magas denzitdsa a tobbi alcsoporthoz viszonyitva kedvezdbb talélésii betegesoportot

jelolt ki (11.C-F abra). Erdekes modon a magas DC-LAMP/magas aktivalt T-sejt

kombinaciok mutattak a legkifejezettebb kiilonbséget a tobbi csoporttal Osszehasonlitva

(melyek egymastdl nem kiilonboztek szignifikdns mértékben) (11.E,F abra; p=0,0057 és
p=0,0097 a magas DC-LAMP/magas CD25, ill. magas DC-LAMP/magas OX40 kombinaciok

¢s a tobbi csoport Osszehasonlitasaban). Az alacsony CDla/alacsony aktivalt T-sejt

kombinaciok ezzel szemben kiilondsen kedvezoétlen prognoézisu betegcesoportot jellemeztek

(11.C,D abra; p=0,0086 és p=0,0044 az alacsony CDla/alacsony CD25, ill. alacsony

CDla/alacsony OX40 kombinaciokra a tobbi csoporttal 6sszehasonlitva).
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11. dbra. Kaplan—Meier tulélési gorbék a peritumordlis CD1a* (A), DC-LAMP* (B) dendritikus sejtek
denzitisa, valamint a CD1a* és CD25* (C), CD1a* és 0X40* (D), DC-LAMP* és CD25* (E), ill. DC-
LAMP™* és OX40* (F) sejtek denzitisértékeinek kombindcidja szerinti betegcsoportositisban

58



dc_1894 21

Az Osszes fent emlitett immunsejt-denzitasi paramétert (dendritikus sejtek, aktivalt T-sejtek,
illetve ezek kombindacidi) tobbvaltozos analizissel is elemeztiik egyéb potencialis
prognosztikus faktorokkal egyiitt (a tumorok vastagsdga, lokalizacidja, szdvettani tipusa,
ulceraltsaga, illetve a betegek kora €s neme). A tumorvastagsag mellett (relativ kockazat:
1,238, p=0,001) a magas DC-LAMP/OX40 kombinaci6 is szignifikans fiiggetlen
prognosztikai tényezonek bizonyult (relativ kockazat: 0,215, p=0,010).

4.4. B-limfocitak vizsgalata primer melanomaban
4.4.1. CD20" B-sejtek immunhisztokémiai kimutatasa

A vizsgalt 106 primer melanoma mintaban a CD20 marker kifejezédését elsdsorban a
peritumoralisan elszortan talalhaté limfocitakon észleltik (12.A abra). A melanomasejt-
fészkek kozelében denz, a nyirokcsomok follikulusaira emlékeztetd, kb. 0,1-0,8 mm kdzotti
méretli aggregatumokba tomoriilé B-sejteket (12.B abra) is megfigyeltink az esetek egy
részében (28/106, 26%).
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12. dbra. CD20" B-limfocitik melanéma infiltrdtumadban elszortan (A), illetve denz aggregdtumot képezve
(B) (AEC kromogén, voros). CD20 (Vector SG kromogén, sziirke) és CD25 (C), ill. 0X40 (D) (fukszin
kromogén, viros) kettds jelolése (a nyilak a CD20* B- és CD25", ill. OX40* T-sejtek szoros kontaktusdt
Jjelolik)
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A jelolt sejtek peritumordlis stirlisége a mintdk nagy részében jelentdsen, atlagosan 36-
szorosan meghaladta az intratumoralis denzitdsukat (atlag+SD: 178,7+£156,1 és 4,9+6,9
sejt/mm?). Minden minta tartalmazott legaldbb néhdny peritumoralis CD20* limfocitat,
melyek siirlisége a mintdk 86%-aban (91/106) meghaladta a 10 sejt/mm?t, mig az

intratumoralis B-sejtes infiltracio 1 sejt/mm? alatt volt az esetek tobbségében (66/106, 62%).

A CD20 ¢és T-sejt-aktivacios markerek (CD25, OX40) kettds jelolése helyenként kapcsolatot
mutatott a B-sejtek és az aktivalt T-limfocitdk kozott (12.C,D abra). Emellett szignifikans
korrelacio volt a B-sejtek és aktivalt T-sejtek peritumoralis denzitasa kozott (r=0,3062,

p<0,02 és r=0,4105, p<0,001 a CD25, illetve OX40 markerek esetén; n=67).

erer

crer

(intratumoralis: r=0,0723, peritumoralis: r=0,0730, p>0,05). Megvizsgaltuk a jeldlt sejteket az
intra-, ill. peritumoralis  B-sejt-siirliségre  bevezetett  kiiszobértékeket meghalad6
mennyiségben tartalmazd tumoros betegek aranyat a klinikopatologiai paraméterekkel
Osszefiiggésben (11. tablazat). A végtagokon megjelené melandmak kozott kisebb aranyban
fordultak el6 nagyfoku peritumoralis B-sejt-infiltraciot mutatd daganatok a torzs és fej/nyak
melanomaihoz viszonyitva, mig egyéb beteg- és tumorjellemzdk (kor, nem, szdvettani tipus,

ulceracid) tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.
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11. tablazat. A jelentos mennyiségii B-sejtet tartalmazo tumoros betegek aranya a kiilonbozo
klinikopatologiai paraméterek szerinti csoportokban

Betegcsoport Intratumorélis CD20* >3 sejt/mm? Peritumoralis CD20* >170 sejt/mm?
n (%) p-érték n (%) p-érték

Osszes beteg 45/106 (42) 42/106 (40)
Kor

<53 év 26/53 (49) 20/53 (38)

>53 év 19/53 (36) n.s. 22/52 (42) n.s.
Nem

Férfi 21/45 (47) 19/45 (42)

N6 24/61 (39) n.s. 23/61 (38) n.s.
Tumorokalizacio

Végtagok 19/42 (45) 10/42 (24)

Axialis 26/64 (41) n.s. 32/64 (50) 0,0070
Szovettani tipus®

SSM 10/29 (34) 12/29 (41)

NM 17/36 (47) n.s. 17/36 (47) n.s.
Tumorvastagsag

<l mm 6/17 (35) 6/17 (35)

1,01-2,0 mm 12/23 (52) 7123 (30)

2,01-4,0 mm 17/38 (45) 15/38 (39)

>4,0 mm 10/28 (36) n.s. 14/28 (50) n.s.
Ulceracio

Van 18/46 (39) 17/46 (37)

Nincs 27/60 (45) n.s. 25/60 (42) n.s.
Attétképzés

Nem-+nycs 35/69 (51) 34/69 (49)

Zsigeri 10/37 (27) 0,0186 8/37 (22) 0,0055
Tulélés

>5 év 35/71 (49) 34/71 (48)

<5 év 10/35 (29) 0,0423 8/35 (23) 0,0132

n.s.: nem szignifikans, nem+nycs: nem metasztatikus, ill. nyirokcsomo-attétes, SSM: felszinesen terjedd
Mmelanéma, NM: noduldris melanoma. A két akrolentiginozus és egy lentigo maligna melandma nem szerepel a
tablazatban, csak a 2,0 mm-t meghalado vastagsagu daganatok szerepelnek

crer

regiondlis nyirokcsomoattéteket add tumorokban a zsigeri metasztazist (is) adokkal
Osszehasonlitva. Az elébbi két csoportot egyiitt értékeltiik, mivel nem volt szignifikans
kiillonbség a B-sejt-denzitasi értékeikben, s a tGlélési mutatoik is megegyeztek (100%-0S 5
éves tulélés). Mind az intra-, mind a peritumoralis B-sejt-stiriség nagyobb volt a nem
metasztatikus, ill. csak nyirokcsomodba attétképz0 melanoméakban a tavoli attétet adokhoz
képest (13. abra). Hasonloképpen, kb. kétszeres kiilonbség volt lathato a magas B-sejt-

denzitdsu daganatok aranyaban a két csoport kozott (11. tdblazat).
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13. dabra. A B-sejt-dengzitds a kiilonbozd dttétképzd képességii melanémdkban (dtlag és SEM)

A CD20" limfocitak denzitdsa alapjan kategorizalt betegek tulélésének Kaplan—Meier-
analizise azt mutatta, hogy e sejtek nagy mennyisége szignifikans talélésbeli elonnyel jar
(14.A,B abra). Magas intra-, ill. peritumoralis B-sejt-denzitas esetén az 5 évet meghalado

tuléleésii betegek aranya magasabb volt (78% vs. 59% és 81% vs. 58%; 11. tablazat).

Korabbi vizsgélataink feltartak a CD25, illetve OX40 aktivaciés markert hordozo T-
limfocitak mennyiségének kapcsolatat a taléléssel. Hasonléoan a dendritikus sejtek
vizsgalataban kapott eredményekhez, a B-sejtek és az aktivalt T-limfocitdk denzitdsa is
szignifikdns korreldciot mutatott egymassal, de az egyes sejtpopuldciokra nézve magas
denzitast mintdk nem fedtek 4t teljes mértékben, igy ebben az esetben is elvégeztiik
kombinalt prognosztikai vizsgalatukat. A B- ¢és aktivalt T-sejtek magas, ill. alacsony
peritumoralis denzitdsaval jellemzett betegcsoportok kombindlt analizise szignifikdns
kiilonbségeket eredményezett mind a CD25, mind az OX40 marker esetén (14.C,D 4bra). A
B- és aktivalt T-limfocitak egyiittes alacsony mennyisége igen rossz prognozissal jart (36%-0S
5 éves tulélés mindkét aktivacios markernél; p=0,0004 a tobbi csoporthoz egylittesen
viszonyitva Kaplan—Meier-analizissel), mig a magas B-sejt/magas aktivalt T-sejt-denzitasa
csoportok prognodzisa volt a legkedvezobb (85% ¢€s 86% 5 éves tulélés a CD25 és OX40

esetén).
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14. abra. Kaplan—Meier tiilélési gorbék az intra- (A) és peritumorilis (B) CD20* B-sejtek denzitisa, valamint
a CD20* és CD25* (C), ill. CD20* és OX40* (D) sejtek denzitisértékeinek kombindcidja szerinti
betegcsoportositisban

Az Osszes vizsgalt paramétert (B-, aktivalt T-sejt-denzitas, illetve kombinacidik), tovabba
egyéb potencidlis prognosztikus faktorokat (tumorvastagsag, -lokalizacid, szdvettani tipus,
ulceracid, a betegek kora és neme) tesztelve multivaridns Cox-regresszios analizissel, a
tumorvastagsag (relativ kockazat: 1,275, p=0,000) és az alacsony CD20%/alacsony OX40*
kombinaci6 (relativ kockazat: 1,696, p=0,001) bizonyult szignifikans fiiggetlen negativ

prognosztikai tényezdének.
4.5. Az ektopias nyirokstrukturak vizsgalata primer melanomaban
4.5.1. Az ektopias nyirokstruktirakkal asszocialt sejtek immunhisztokémiai kimutatasa

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 kapcsolodéan megjelend immunsejttipusokat szintén immunhisztokémiai
technikaval jellemeztiik. CD3" T-limfocitdk, melyek nagy része CD45RO" memoria-T-sejt
volt (15. abra) jelenléte rendszerint megallapithatd volt a B-sejt-csoportokhoz asszocialtan.

CD21" follikularis dendritikus sejtek halozatat a B-sejt-aggregatumok 36%-aban (a vizsgalt
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22 esetbdl 8-ban) mutattuk ki (15. abra). Néhany esetben kisszamu, AlD-t (aktivacio-indukalt
citidin-deaminazt, az immunglobulingének osztalyvaltd rekombinacidjaban és szomatikus
hipermutéaciojaban kozremiikodd enzimet) expresszald sejtet is megfigyeltiink (16. abra).
Ezek morfologiailag interfollikularis nagy B-sejtekre hasonlitottak, melyek a masodlagos
nyirokszervekben és pl. a Sjogren-szindromaban megfigyelhetd ektopids limfoid szovetekben
AlID-expressziot mutatnak (202, 203). DC-LAMP markert kifejezé érett dendritikus sejtek
megtalalhatéak voltak a T-sejt-csoportokhoz asszocialtan egyes esetekben, de jelenlétiik az
ektopiads nyirokstruktarakon kiviil is kimutathatdo volt. Tovabba, MECA-79-festéssel a
follikulusok kozelében HEV-szerli erek is lathatova valtak a vizsgalt esetek tobbségében
(14/18, 78%) (15. abra), azonban ezek jelenléte sem korlatozodott az ektopias

nyirokstrukturakkal rendelkez6 melanomakra.

15. abra. Reprezentativ ektopids limfoid struktiurdak primer melanomakban (A: 5,6 mm vastagsagu NM; B: 2,0
mm vastagsdgi SSM). CD20, CD45R0, CD21 és MECA-79 immunhisztokémiai jelolése (AEC kromogén,
voros)

16. dbra. A 15.B dbran lathato ektopids nyirokstruktirdn beliil néhdny sejt AID-festédése (AEC kromogén,
voros)
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4.5.2. Az ektopias nyirokstruktirak kapcsolata klinikopatologiai paraméterekkel

A B-sejt-aggregatumok jelenlétének elemzése a klinikopatologiai jellemzok tiikrében
magasabb eldforduldsi gyakorisdgot mutatott az axidlis lokalizacioji melandmakban,
kiilondsen a fej €s a nyak teriiletén talalhatd tumorokban (6/10, 60%). Tendencia mutatkozott
a follikulusszerti struktarak gyakoribb megjelenésére a vastagabb daganatokban, mas beteg-,
illetve tumorparaméterrel azonban nem taldltunk Osszefiiggést (12. tablazat). Az ektopias
nyirokstrukturak jelenlétének prognosztikai relevanciajat vizsgalo Kaplan—Meier-analizis nem
tart fel szignifikdns 0sszefiiggést a taléléssel, €s a limfoid follikulusokat tartalmaz6 vagy nem
tartalmazo melandmak 5 éven beliili attétképzésében, illetve a betegek 5 éves tulélésében sem

volt kiilonbség (12. tablazat).

12. tablazat. B-sejt-follikulusok jelenlétének dsszefiiggése a klinikopatologiai paraméterekkel

Betegszam | B-sejt-aggregatumok jelenléte, n (%) | p-érték

Osszes beteg 147 39 (27)
Kor

<53 év 72 16 (22)

>53 év 75 23 (31) n.s.
Nem

Férfi 66 22 (33)

N6 81 17 (21) n.s.
Tumorokalizacio

Végtagok 61 10 (16)

Axialis 86 29 (34) 0,0190
Szovettani tipus®

SSM 91 21 (23)

NM 51 18 (35) n.s.
Tumorvastagsag

<2 mm 55 9 (16)

2,01-4,0 mm 55 16 (29)

>4,0 mm 37 14 (38) 0,0630
Ulceracio

Van 64 21 (33)

Nincs 83 18 (22) n.s.
Attétképzés

Nem-+nycs 97 26 (27)

Zsigeri 50 13 (26) n.s.
Tulélés

>5 év 100 27 (27)

<S¢év 47 12 (26) n.s.

n.s.: nem szignifikans, nem+nycs: nem metasztatikus, ill. nyirokcsomo-attétes, SSM: felszinesen terjedd
Mmelanéma, NM: noduldris melanoma.?A négy akrolentiginozus és egy lentigo maligna melanéma nem szerepel a
tablazatban

65



dc_1894 21

4.6. MECA-79" erek vizsgalata primer melanomaban

4.6.1. MECA-79* erek immunhisztokémiai Kkimutatasa, korrelacié a tumorinfiltralé
immunsejtek mennyiségével, illetve az ektopias nyirokstrukturak jelenlétével

A MECA-79-pozitiv erek és 8 immunsejttipus (CD8", ill. CD45RO" T-limfocitak, a CD25,
CD134/0X40, CD137/4-1BB aktivacidés markereket hordozo limfocitdk, FOXP3" regulator
T-sejtek, CD20* B-sejtek, DC-LAMP" érett dendritikus sejtek) (17. abra) denzitasat 118

primer melandémaban hataroztuk meg.
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17. dbra. MECA-79" erek és a CD8, CD45RO, CD25, CD134, CD137, FOXP3, CD20, ill. DC-LAMP
markereket kifejezd tumorinfiltralo immunsejtek primer melanémdaban (AEC kromogén, voris)

A MECA-79* erek szamanak Osszefliggéseit tanulmanyoztuk az immunsejtek intra- és
peritumoralis denzitdsaval, beteg- és tumorparaméterekkel mint a tumorvastagsag, ulceracio,
szovettani tipus, lokalizacid, a betegek kora €s neme, valamint a betegség kimenetelével. A
statisztikai elemzéseket az Osszes adaton, illetve a vizsgalatba bevont két betegkohorszon

kiilon-kiilon is elvégeztiik (1. kohorsz: a Semmelweis Egyetemen operalt 47 beteg, 2.
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kohorsz: az Orszagos Onkoldgiai Intézetben operalt 71 beteg). A MECA-79-pozitiv HEV-
szerl erek jelentétét a melandmamintdk tobbségében kimutattuk (0sszes eset: 93/118, 79%; 1.
kohorsz: 35/47, 74%; 2. kohorsz: 58/71, 82%). A median denzitds 2,4/mm? (tartomany: 0—
33). A jelolt erek a limfocitakban gazdag peritumoralis teriileteken helyezkedtek el, s
Spearman-féle rangkorrelacios teszt alapjan szamuk korrelalt az immunsejtek peritumoralis
stirliségével (az intratumorélis denzitassal nem). A leger6sebb korrelacio a CD20* B-
limfocitdk esetén volt megfigyelhetd (p<0,001 mindkét kohorsz és az 0sszes minta egyiittes
elemzése esetén is). A FOXP3", CD8" és CD45RO" sejtek peritumoralis denzitisa szintén
korrelalt a MECA-79" erek mennyiségével az Osszes csoportban, mig a tobbi sejttipusnal a
korrelacid gyengébb volt és csak az egyik betegkohorszban volt megfigyelhetd (13. tablazat).
Valamennyi, 0,05 alatti p-értékkel jellemzett Gsszefliggés szignifikans maradt a t6bbszoros
tesztelés okozta esetleges statisztikai hibak kikiiszobolésére elvégzett Benjamini—Hochberg-

teszt elvégzése utan.

13. tabldzat. Spearman-féle rangkorreldacio a MECA-T9" erek és az egyes immunsejttipusok
mennyiségi osszefiiggésének kimutatdasara

Osszes beteg (n=118) 1. kohorsz (n=47) 2. kohorsz (n=71)
Sejtmarker rs p-érték rs p-érték rs p-érték
CD20 0,5939 <0,001 0,6283 <0,001 0,4899 <0,001
CD8 0,2938 <0,002 0,2947 <0,05 0,2843 <0,02
CD45R0O 0,2680 <0,005 0,3515 <0,02 0,2617 <0,05
FOXP3 0,3560 <0,001 0,4094 <0,01 0,3279 <0,01
CD25 0,2219 <0,02 0,3511 <0,02 0,1539 n.s.
CD134/0X40 0,1978 <0,05 0,3666 <0,02 0,0755 n.s.
CD137/4-1BB 0,2664 <0,01 0,2578 n.s. 0,2554 <0,05
DC-LAMP 0,2407 <0,02 0,1232 n.s. 0,3206 <0,01

rs: Spearman-féle rangkorreldacios egyiitthato, n.s.: nem szignifikans

Ertékeltiik az immunsejtek és a MECA-79* erek mennyisége és az ektopias nyirokstruktirak
(4jabban hasznalt neviikon tercier limfoid struktarak, TLS) jelenléte kozotti osszefiiggéseket
iS. A TLS-t tartalmazé 29 tumorban a HEV-szerii erek denzitdsa nagyobb volt, mint az azt
nem tartalmazé melanémakban (n=88) [medianértékek: 5,5 (tartomany: 0,0-28,0) vs. 1,8
(0,0-33,0), p=0,0051]. Hasonl6 kiilonbséget talaltunk a CD20* B-sejtek, CD8", CD45RO" T-
limfocitak, illetve a CD137 aktivacids markert hordoz6 sejtek esetén is (sorrendben p=0,0000,
p=0,0175, p=0,0474 és p=0,0000 a peritumoralis, p=0,0048, p=0,0641, p=0,0190 és p=0,0002
az intratumoralis denzitiasnal). A FOXP3*, CD25", CD134" sejtek és DC-LAMP* DC-k
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mennyisége ezzel szemben nem mutatott Osszefiiggést a TLS-ek jelenlétével. Mind a MECA-
79" erek, mind az Osszes tanulmanyozott immunsejttipus megtalalhatdo volt az ektdpids
nyirokstrukturak teriiletén kiviil és az azokat nem tartalmazd melandmakban egyarant. A
MECA-79" erek és az immunsejtek denzitdsa kozotti korrelaciok tovabba akkor is

megfigyelhetdek voltak, ha csak a TLS-t nem tartalmazé tumorokban értékeltiik ezeket.
4.6.2. A MECA-79" erek kapcsolata klinikopatolégiai paraméterekkel

A MECA-79" erek denzitisa és a klinikopatologiai paraméterek kapcsolatanak vizsgalata
Osszefliggést tart fel a melanomak elhelyezkedésével és a betegek nemével. FeltiinGen
magasabb értékeket talaltunk az axialis lokalizacidju (torzs, fej és nyak) tumorokban a végtagi
lokalizacioji daganatokhoz viszonyitva (p=0,0000, p=0,0005 és p=0,0001 az &sszes tumorra,
illetve az 1. és 2. kohorszra nézve) (18.A abra). Emellett a MECA-79" erek szdma férfiakban
magasabb volt, mint nékben, bar ez a kiilonbség kevésbé volt jelentds (p=0,0156, p=0,0756 és
p=0,0827 az Osszes betegben és a két kohorszban) (18.B 4bra). A magas HEV-denzitast
tumorok aranyanak elemzése az egyes klinikopatoldgiai tényezdk szerint szintén szignifikans
kiilonbséget tart fel a tumorlokalizacid és a betegek neme esetén, mig egyéb beteg- ¢€s

tumorparaméterekkel nem taldltunk 6sszefiiggést (14. tablazat).
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18. dbra. A MECA-79" erek denzitisinak osszefiiggése a tumorlokalizdcioval (A) és a betegek nemével (B)
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14. tablazat. A jelentSs mennyiségii MECA-T9" eret tartalmazo tumoros betegek ardnya a
kiilonbozo klinikopatologiai paraméterek szerinti csoportokban

Betegcsoport Osszes beteg (n=118) 1. kohorsz (n=47) 2. kohorsz (n=71)
n (%) p-érték n (%) p-érték n (%) p-érték

Kor

<54 ¢év 26/57 (46) 10/23 (43) 16/34 (47)

>54 év 34/61 (56) n.s. 14/24 (58) n.s. 20/37 (54) n.s.
Nem

Férfi 35/51 (69) 13/18 (72) 22/33 (67)

N6 25/67 (37) | 0,0007 | 11/29 (38) 0,0222 14/38 (37) 0,0122
Tumorokalizacio

Végtagok 17/57 (30) 7123 (30) 10/34 (29)

Axidlis 43/61 (70) | 0,0000 | 17/24(71) 0,0056 26/37 (70) 0,0006
Szovettani tipus®

SSM 38/76 (50) 16/30 (53) 22/46 (48)

NM 20/35 (57) n.s. 7/14 (50) n.s. 13/21 (62) n.s.
Tumorvastagsag

<1 mm 13/19 (68) 6/9 (67) 7/10 (70)

1,01-2,0 mm 16/33 (48) 4/9 (44) 12/24 (50)

2,01-4,0 mm 18/38 (47) 7/16 (44) 11/22 (50)

>4,0 mm 13/28 (46) n.s. 7/13 (54) n.s. 6/15 (40) n.s.
Ulceracio

Van 26/50 (52) 11/24 (46) 15/26 (58)

Nincs 34/68 (50) n.s. 13/23 (56) n.s. 21/45 (47) n.s.
Attétképzés

Nem-+nycs 38/75 (51) 11/23 (48) 27/52 (52)

Zsigeri 22/43 (51) n.s. 13/24 (54) n.s. 9/19 (47) n.s.
Tulélés

>5 év 39/77 (51) 12/24 (50) 27/53 (51)

<5¢év 21/41 (51) n.s. 12/23 (52) n.s. 9/18 (50) n.s.

n.s.. nem szignifikdns, nem+nycs: nem metasztatikus, ill. nyirokcsomo-dttétes, SSM: felszinesen terjedd

(superficial spreading) melanoma, NM: noduldris melanoma. ®A négy akrolentigindzus, két lentigo maligna és
egy dezmoplasztikus melanoma nem szerepel a tablazatban

4.6.3. A MECA-79" erek és az immunsejtek denzitisanak kapcsolata az attétképzéssel és
a tuléléssel

A MECA-79" erek mennyisége nem mutatott Osszefliggést az 5 éves kovetés alatt
bekovetkezd attétképzéssel (14. tablazat), sem a betegek tulélésével (14. tablazat, Kaplan—
Meier gorbe/generalizalt Wilcoxon-teszt: p=0,6208). Hogy megbizonyosodjunk arrdl, vajon
ezeket az eredményeket befolydsolta-e az axidlis lokalizacioju daganatokban, illetve a férfi

betegekben taldlt magasabb HEV-szam, az egyes lokalizaciokban ¢és a kiillonb6zé nemi
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betegekben is elvégeztik a talélés elemzését, de ez sem eredményezett szignifikans
kiilonbséget egyik alcsoportban sem. Kombinalt analizist is végeztiink a HEV-denzitas ¢és a
lokalizacio, illetve a nem egyiittes elemzésével, mely szintén nem tart fel szignifikans

prognosztikus korrelaciot.

A tanulmanyozott tumorinfiltralé immunsejtek koziil a CD134*, CD25" limfocitak, tovabba a
DC-LAMP™ dendritikus sejtek denzitasa mindegyik betegkohorszban korrelalt a taléléssel
(nem mutatott eredmények), korabbi vizsgéalatainkhoz hasonléan. A CD20" B-sejtek
mennyisége prognosztikusnak bizonyult az 1. kohorszban, mig a tobbi marker (CDS,

CD45RO, FOXP3, CD137) esetén nem talaltunk 6sszefliggést a tuléléssel.

4.7. Mikroérsiiriiség és immunsejtdenzitas kapcsolatanak vizsgalata primer
melanomaban

4.7.1. Korrelacié a mikroérsiiriiség és a tumorinfiltralo immunsejtek denzitasa kozott

Egy kisebb esetszamu vizsgalatban (52 beteg 1 mm-nél vastagabb melandomaja) az
immunhisztokémiai aton kimutatott (19. dbra) CD34" mikroerek stirlisége (mikrovaszkularis
denzitds, MVD) és a CD3", CD8" T-limfocitdk, CD20" B-sejtek, CD68" makrofagok és
CD1a" dendritikus sejtek mennyisége kozti korrelaciot elemeztiik, a tumorvastagsag, illetve a

késobbi attétképzés alapjan csoportositott daganatokban.
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19. @bra. CD34* peritumorilis (A) és intratumordlis (B) mikroerek immunhisztokémiai kimutatdsa primer
melanomdaban (AEC kromogén, voros)

A vizsgalt immunsejtek intratumoralis infiltracidja egyik csoportban sem mutatott
Osszefliggést az MVD-vel. A peritumordlis immunsejt-denzitasok tekintetében, a teljes
betegpopulacion vizsgalva, az immunsejt-tipusok koziil csak a CD3™ T-sejtek esetén kaptunk
statisztikailag szignifikéns korrelaciot (p<<0,05) (15. tablazat). Az Osszefiiggés erdsebb volt a

legnagyobb vastagsagi kategoriaba esé daganatoknal (>4,0 mm), illetve az 5 éves kovetési
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id6n beliil zsigeri attétet adé melanémaknal (p<0,001, ill. p<0,01). E csoportokban korrelacio

mutatkozott a CD8" T-sejtek esetén is. A 4 mm-nél vastagabb melanémakban az MVD a

makrofagdenzitassal is pozitivan korreldlt, mig a zsigeri attétet add esetekben gyenge

Osszefliggést talaltunk a B- és dendritikus sejtek mennyiségével. A vékonyabb (1,01-2,0 mm),

illetve a nem metasztatikus melanémaknal ugyanakkor az immunsejtmarkerek tobbsége

esetén nem figyeltiink meg korrelaciot az MVD-vel (15. tablazat).

15. tablazat. Spearman-féle rangkorrelacio az MVD és az immunsejtek mennyiségi
osszefiiggésének kimutatasara

Sejttipusmarker
Betegcsoport n CD3 CDS8 CD20 CD68 CDla
Osszes tumor 52 | 0,2950? -0,0900 0,1305 0,1570 0,1910
Vastagsag
1,01-2,0 mm 13 | -0,1209 -0,6573¢ -0,0559 0,1748 -0,0769
2,01-4,0 mm 23 0,0451 -0,0110 0,0215 -0,3104 0,5791°
>4,0 mm 16 | 0,7643¢ 0,7758¢ 0,3500 0,5794° 0,3712
Attétképzés
Nem metasztatikus | 19 0,0857 -0,2181 -0,3024 0,0237 -0,2021
Nyirokcsomoattét 8 0,7143? 0,0952 0,0000 0,4524 0,3713
Zsigeri attét 25 | 0,5209¢ 0,5011° 0,42132 0,1350 0,43442

A tablazat a Spearman-féle rangkorrelacios egyiitthatokat mutatja;

ap<0,05, ’p<0,02, °p<0,01, 9p<0,001

4.7.2. Az MVD, illetve a T-sejt- és makrofaginfiltracié kapcsolata klinikopatologiai

paraméterekkel

A peritumoralis mikroérsiirliség az intratumoralisnal tobb mint kétszer magasabbnak

bizonyult (16. tablazat). Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést az MVD és a melanémak

vastagsaga, lokalizacidja, szovettani tipusa, ulceracidja, illetve attétképzése kozott; az

egyetlen szignifikdns kiilonbség a nemek kozott mutatkozott, férfiakban az intratumoralis

MVD magasabb volt (16. tablazat).
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16. tablazat. Intra- és peritumoralis mikroérsiiriiség a kiilonbozo klinikopatologiai
paraméterek szerinti csoportokban

Intratumoralis MVD Peritumoralis MVD
(CD34" mikroér/mm?) (CD34" mikroér/mm?)
n atlag+SD p-érték atlag+SD p-érték

Nem

Férfi 24 97,6+33,6 202,0+78,8

Né 28 76,8+34.,4 0,0303 | 216,0+106,0 n.s.
Tumorokalizacid

Végtagok 21 84,4+31,6 207,6+:88.,0

Axialis 31 87,6+38,0 n.s. 210,4+98,8 n.s.
Szdvettani tipus®

SSM 30 79,6+30,0 201,2+86.,4

NM 19 94,4+41,2 n.s. 221,6+112,0 n.s.
Tumorvastagsag

1,01-2,0 mm 13 75,6+39,6 174,0+83,2

2,01-4,0 mm 23 97,24+36,0 216,0+98,8

>4,0 mm 16 79,6+27.6 n.s. 228,84+92,0 n.s.
Ulceracio

Van 35 90,8+36,8 216,8+96,8

Nincs 17 77,2+30,8 n.s. 194,4+87.6 n.s.
Attétképzés

Nem metasztatikus 19 89,6+44,0 220,3+118,4

Nyirokcsomoattét 8 77,24+26,0 208,0+88,4

Zsigeri attét 25 86,8+31,2 n.s. 201,6+75,2 n.s.
Talélés

>5év 28 86,4+38,8 215,2+107,2

<5¢év 24 86,4+32,0 n.s. 202,8+76,8 n.s.

n.s.: nem szignifikans, SSM: felszinesen terjedé (superficial spreading) melanéma, NM: noduldris melanoma. 2A
két akrolentiginézus és egy lentigo maligna melanéma nem szerepel a tabldzatban

A tovéabbiakban elemeztiik a tumorinfiltratum két domindns sejttipusa, a makrofagok és a T-
sejtek mennyiségének osszefliggéseit a beteg- és tumorparaméterekkel. A CD68" makrofagok
intra- és peritumoralis denzitasa nagyobb volt a 2 mm-nél vastagabb melanomakban a
vékonyabb tumorokhoz viszonyitva (p=0,0259 ¢és p=0,0520). Az MVD esetében
megfigyeltekhez hasonldéan az intratumoralis makrofaginfiltracio alacsonyabb volt néknél,
mint férfiaknal (p=0,0527), mig a peritumoralis mennyiségiik nem mutatott kiilonbséget. A
tumorok lokalizacioja, szovettani tipusa, ulceradltsdga és a betegség kimenetele nem mutatott
osszefliggést a makrofaginfiltracioval. A CD3" T-limfocitdk peritumoralis denzitdsa azonban
kissé alacsonyabb volt az 5 éves kovetési 1d6 alatt tavoli szervi attétet adé melandémaknal a

nem metasztatizald daganatokkal dsszevetve (p=0,0659).
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4.8. A tumorbeli erek VAP-1-expressziojanak vizsgalata primer melanémaban
4.8.1. A VAP-1 protein immunhisztokémiai kimutatasa

A human melanémak vizsgélata a peritumoralis ereken valdé megjelenéséhez képest az
intratumoralis ereken a VAP-1 fehérje alacsonyabb fest0dési intenzitasat és gyakorisagat

mutatta (20. abra).

20. dbra. VAP-1 (FITC-jelolés, zold) és laminin (rodaminnal jelolve, piros) kimutatdsa primer melanémadban
konfokadlis mikroszkoppal. Az intratumoradlis (IT) ereken joval alacsonyabb mértékii VAP-1-expresszio lathato
a peritumordlisakhoz (PT) viszonyitva

Huszonnyolc primer malignus melanomaban elemezve a VAP-1-pozitivitds aranya
intratumoralis ereken szignifikansan alacsonyabb volt, mint a peritumoralisokon (4tlag+SEM
15,6+£18,4% vs. 70,6+£19,3%, p<0,01); a jelenség a tumorvastagsagtol filiggetlentil
megfigyelhetd volt (21. abra).
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21. abra. VAP-1-pozitiv mikroerek szdzalékos aranya kiilonbozo tumorvastagsdagu primer melanomdakban
(*p<0,05)
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4.8.2. Az intratumoralis erek VAP-1-expressziéjanak kapcsolata a tumorvastagsaggal és
a betegek tulélésével

Az intratumoralis erek VAP-1-pozitivitasara 25%-o0s kiiszobértéket hasznalva elemeztikk a
potencialis Osszefiiggést egyes klinikopatoldgiai paraméterekkel. Nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a melandomak vastagsagdban az alacsony és a magas VAP-l-expresszios
csoportban (atlagos tumorvastagsag+SEM 4,8+2.9 vs. 6,0£7,7 mm). Nem volt kiilonbség a
CD8" T-sejtek, illetve a CDl1a" dendritikus sejtek intratumoralis denzitisaban sem a két
csoport kozott. Az alacsonyabb VAP-1-expresszié ugyanakkor némileg rosszabb tuléléssel
jart (5 éves tulélés 26,3% vs. 42,6%), bar a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult
szignifikdnsnak (p=0,0632) (22. 4&bra), vélhetéen részben az alacsony esetszam

kovetkeztében.
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22. dbra. Kaplan—Meier tulélési gorbék az intratumordlis erek VAP-1-expresszidja szerinti
betegcsoportositisban

4.9. Immunsejtek vizsgalata melanomas betegek 6rszemnyirokcsoméiban
4.9.1. Immunsejtek immunhisztokémiai kimutatasa

Négy immunsejttipus megjelenését vizsgaltuk immunhisztokémiai technikaval melanomas
betegek o6rszemnyirokcsomoéiban (60 betegbdl szarmazoé 100 SLN-ben): OX40 T-sejt-
aktivacios/kostimulaciés molekulat expresszalod limfocitdk, FOXP3™ regulator T-sejtek, DC-
LAMP™ érett dendritikus sejtek, CD123" plazmacitoid DC-k. Az OX40-membranfestddést

mutatd, valamint a magi FOXP3-pozitivitast mutaté limfocitdk tobbnyire a parakortex
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teriiletén, elszoértan fordultak eld (23.A,B éabra). A DC-LAMP markerre jellemzden
juxtanuklearis, pontszerii kifejez6dést mutato érett DC-k szintén foként a nyirokcsomok
parakortikalis régioiban helyezkedtek el, a T-sejtes teriileteket koriilvéve (23.C abra). A
CD123" plazmacitoid DC-k részben szétszortan, részben aggregatumokban jelentek meg a
parakortexben, tobbnyire a HEV-ek koriil, melyek szintén CD123-pozotivak voltak (23.D
abra). Az attétes nyirokcsomok némelyikében, kiillondsen a nagy metasztazist tartalmazokban,
az OX40" limfocitak és a DC-LAMP" dendritikus sejtek megfigyelhetéek voltak az attétek
kozelében, esetenként azokon beliil is. Ez a jelenség a FOXP3™, illetve a CD123" sejtek esetén

ritkabban volt megfigyelhetd.
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23. abra. FOXP3* (A), OX40* (B), DC-LAMP™ (C), ill. CD123"* sejtek (D) melanémads betegek
drszemnyirokcsomdiban

Az immunhisztokémiai eredmények kvantitativ elemzése alapjan, mely soran az egyes
markerekre pozitiv sejteket legnagyobb stirliségben tartalmazo 5-5 teriileten értékeltiik azok
denzitasat, a FOXP3" sejtek voltak jelen a legnagyobb mennyiségben (atlagtSD: 2003+720
sejt/mm?). Ezt kovették a DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek (938280 sejt/mm?), majd a
CD123* pDC-k (650+434 sejt/mm?), mig az OX40 aktivaciés markert hordozé limfocitak
szama volt a legalacsonyabb (100+68 sejt/mm?). Az egyes sejttipusok denzitasértékei

egymassal nem mutattak korrelaciot.
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4.9.2. Szentinel- és nem szentinel nyirokcsomok, tovabba metasztatikus vs. tumormentes
SLN-ek immunsejtdenzitasanak osszehasonlitasa

A betegek egy részében — pozitiv SLN-statusz miatt végrehajtott — blokkdisszekciobol
szarmazo, nem szentinel nyirokcsomok (NSLN) is elérhetéek voltak (7 betegbdl 37
nyirokcsomo). Az Orszemnyirokcsomokhoz viszonyitva ezekben a FOXP3, OX40 ¢és DC-
LAMP markerekre pozitivitdst mutatd sejtek kisebb mennyiségben voltak megtalalhatoak, s
erre mutatd trendet figyeltink meg a CD123" pDC-k esetében (24.A é&bra). Hasonlo, bar
kevésbé szignifikans tendencia mutatkozott akkor, ha csak a tumormentes nyirokcsomokat
(SLN: 69, NSLN: 35) vontuk be a vizsgalatba (24.B abra). Ezekben a vizsgalatokban az
Osszes beteg Orszemnyirokcsomoit (35 negativ, 25 pozitiv SLN-statusza) és a fent emlitett
(SLN-pozitiv  statuszi) 7 beteg nem szentinel nyirokcsomoit értékeltiik. Hasonld
eredményeket kaptunk, ha csak a szentinel-pozitiv betegek SLN-jeit vontuk be a vizsgalatba.
Tovabba a 7 beteg esetében, akiknél mind SLN-, mind NSLN-mintak rendelkezésre alltak,
ezek egyedi Osszehasonlitasa is azt mutatta, hogy a betegek tobbségében az SLN-ek
immunsejt-denzitasi értékei magasabbak vagy hasonl6ak az NSLN-értékekhez (17. tablazat).
A — szdvettani €s immunhisztokémiai vizsgalattal — tumorpozitivként (n=31), illetve -
negativként (n=69) diagnosztizalt 6rszemnyirokcsomok dsszehasonlitisa az OX40" limfocitak
magasabb atlagos denzitdsat tarta fel a metasztatikus nyirokcsomokban az attétmentesekhez

viszonyitva, mig a tobbi sejttipus esetén nem talaltunk kiilonbséget (24.B abra).
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24. abra. Immunsejtek denzitisa A) nem szentinel (n=37) és szentinel (n=100), illetve B) tumornegativ nem
szentinel (n=35) és tumornegativ (n=69) vagy -pozitiv (n=31) szentinel nyirokcsomékban (a pontok egyedi
mintdak értékei, a vizszintes vonalak medianértékek)
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17. tablazat. Szentinel és nem szentinel nyirokcsomok atlagos immunsejtdenzitasa (sejt/mm?)
7 betegnél, akiknek SLN- és NSLN-mintdja is elérheto volt

Marker FOXP3 0OX40 CD123 DC-LAMP
Betegsz. | SLN NSLN SLN NSLN SLN NSLN SLN NSLN
1. 1958 957 193 65 232 280 818 660
2. 1925 1477 119 192 1450 621 957 648
3. 2205 1060 15 60 222 214 573 1038
4. 1562 1450 117 29 938 242 592 657
5. 2123 2086 245 192 1154 566 1059 384
6. 2814 1747 61 33 244 225 925 744
7. 1768 1633 54 60 395 1040 1171 989

4.9.3. Az orszemnyirokcsomok immunsejt-denzitasanak kapcsolata klinikopatologiai
paraméterekkel

Az SLN-ekben a jelolt sejtek atlagos denzitasértékei nem mutattak Osszefiiggést a beteg- és
tumorparaméterekkel (a primer tumor vastagsidga, szovettani tipusa, ulceracidja, ill.
lokalizacioja, a beteg kora és neme) egyik vizsgalt immunsejttipus esetén sem. A
medianértékek alapjan az egyes sejttipusokra megallapitott kiiszob feletti atlagdenzitast
mutatd betegek ardnya sem volt kapcsolatba hozhat6 egyik fenti tényezdvel sem, kivéve a
nagy mennyiségli CD123" sejtet tartalmazé mintdk gyakoribb eléfordulasat a fiatalabb
betegekben (53 év alattiak: 21/30 [72%], 53 év felettiek: 13/30 [43%], p=0,0238).

4.9.4. Az Orszemnyirokcsomok immunsejt-denzitasanak kapcsolata a
betegségprogresszioval és a taléléssel

Az SLN-ekben a FOXP3" sejtek atlagos denzitdsa alapjan elvégzett Kaplan—Meier-analizis
arra mutatott, hogy e sejtek nagy mennyisége szignifikdnsan rovidebb progresszidomentes és
teljes tuléléssel jar (25.A,B dabra). A pozitiv és negativ Orszemnyirokcsomo-statuszi
betegeknél kiilon-kiilon elvégezve az elemzést kidertilt, hogy a kiilonbség teljes egészében az
SLN-pozitiv betegeknél megfigyelhetd jelentds eltérésnek koszonhetd (25.C,D abra), mig az
SLN-negativaknal nem lathatd tulélésbeli kiilonbség (25.E,F 4abra). A tobbi vizsgalt

immunsejttipus denzitasértékei nem mutattak Osszefiiggést a tuléléssel.
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25. dbra. Melanomas betegek progressziomentes (A—C) és teljes tulélése (D—F) a FOXP3* sejtek
orszemnyirokcsomokban meghatdarozott datlagos denzitisa alapjan (A, D: dsszes beteg, B, E: SLN-pozitiv, C,
F: SLN-negativ betegek)

Az immunsejtek mennyiségének potencialis prognosztikus hatasat Cox-féle regresszios
modellben is értékeltiilk, az immunsejtdenzitdsokat folytonos véltozoként megadva, egyéb
klinikopatologiai faktorokkal egyiitt (az el6z0 fejezetben leirt tényezok mellett az
Orszemnyirokcsomo-Statuszt is bevonva a vizsgalatba). Az 0Osszes eset egyvaltozos
analizisével a primer tumor ulceraltsdga, vastagsdga, a szentinelstatusz €s a szovettani tipus
fliggott Ossze szignifikdnsan mind a progresszidmentes, mind a teljes tuléléssel (PFS:
p=0,000, p=0,001, p=0,003, ill. p=0,033; OS: p=0,000, p=0,000, p=0,002, ill. p=0,028).
Tobbvaltozos analizissel az ulceracio, tumorvastagsag, SLN-statusz és a beteg neme bizonyult
a tulélés szignifikans fliggetlen prediktoranak (PFS: p=0,000, p=0,005, p=0,005, ill. p=0,017,
OS: p=0,000, p=0,005, p=0,016, ill. p=0,008). A vizsgalt immunsejttipusok mennyisége nem
volt prognosztikus sem a progresszidomentes, sem a teljes talélésre nézve. Amennyiben
azonban csak a szentinelpozitiv betegeket vizsgaltuk, szignifikans vagy kozel szignifikdns
osszefliggést talaltunk a FOXP3" sejtek atlagos denzitasa és a PFS, ill. OS kozott (egyvaltozos
analizis: p=0,054 ¢és p=0,038; tobbvaltozoés analizis: p=0,046 és p=0,069); az ulceracio,
tumorvastagsag és a beteg neme szintén szignifikans prediktor volt. A szentinelnegativ
betegekben csak a primer tumor szdvettani tipusa és ulceraltsiga mutatott kapcsolatot a

progressziomentes €s a teljes taléléssel.
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4.10. Immunsejtek vizsgalata ipilimumabkezelésben részesiilo metasztatikus melanémas
betegek nyirokecsomo- és bor/szubkutan attéteiben

4.10.1. Immunsejtek immunhisztokémiai kimutatasa

Tizenegy, kiilonb6z6 immunsejttipusokra specifikus immunsejtmarker (CD4, CD8, CD45RO,
CD20, CD134, CD137, FOXP3, PD-1, NKp46, CDI16, CD68) immunhisztokémiai
kimutatasat (26. abra) kovet6en az azokat expresszald sejtek intratumoralis denzitasat 30

beteg 52 nyirokcsomo- és 34 bor-, illetve szubkutan attétében vizsgaltuk.
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26. abra. CD4*, CD8*, CD45R0O*, FOXP3*, CD134*, CD137*, PD-1*, CD20", NKp46*, CD16* és CD68" sejtek
immunhisztokémiai kimutatisa melanomadttétekben (AEC kromogén, viris)
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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-
limfocitdk, CD4" és PD-1" sejtek kovették, mig a CD134 és a CD137 aktivacios markereket
hordozo sejtek, valamint az NKp46™ NK-sejtek kis szamban voltak megtalalhatoak (27. dbra).
A CD68" makrofigok és NKp46" NK-sejtek kivételével az oOsszes sejttipus esetén
szignifikansan alacsonyabb denzitds volt megfigyelhetd a bor/szubkutdn metasztazisokban a
nyirokcsomodattétekhez viszonyitva (27. abra). A két lokalizacid6 kozott észlelt nagy
denzitaskiilonbség miatt az immunsejt-infiltracié prognosztikus és prediktiv 0sszefiiggéseit a

két attétcsoportban kiilon-kiilon is értékeltiik.

CD45RO CD68 CD16 cD8 FOXP3 CD20 cD4 PD-1 : D134 D137 NKp46
(p=0,0000)  (p=0,8611)  (p=0,0152)  (p=0,0001)  (p=0,0002)  (p=0,0000)  (p=0,0000) (p=0,0012) (p=0,0112)  (p=0,0076)  (p=0,9432)

EL,Léé}ali l

nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/s nycs bér/sc nycs bér/sc nycs bér/sc

27. abra. Immunsejtek denzitisa nyirokcsomo- (nycs, n=52) és bér/szubkutdn (bor/sc, n=34) dttétekben
(oszlopok: elso és harmadik kvartilis, vizszintes vonalak: medidn, fiiggdleges vonalak: minimum- és
maximumértékek)

4.10.2. A metasztazisok immunsejt-denzitasainak kapcsolata az ipilimumabterapiara
adott valasszal

Az ipilimumabkezelésre adott valasz alapjan két csoportba soroltuk a betegeket: a komplett
vagy részleges valaszt, illetve legalabb 6 honapig tartd betegségstabilizaciot mutatod betegeket
a ,reagald” (responder), a tobbi beteget a ,nem reagald” (nonresponder) csoportba. A
nyirokcsomdattétekben a CD4*, CD8", FOXP3*, CD134" limfocitak, CD20" B-sejtek és
NKp46* NK-sejtek atlagos siirlisége szignifikansan nagyobb volt a reagilok csoportjaban a

nem reagalokhoz viszonyitva (28. abra).
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28. abra. Immunsejtek denzitdasa ipilimumabkezelésre reagdlo (resp.), ill. nem reagdlo (nonresp.) betegek
nyirokcsomdadttéteiben (pontok: egyedi értékek; vizszintes vonal: medidn)

Mindegyik sejttipusra elemeztiik az adott valtozohoz tartozd (median denzitas alapjan

megallapitott) kiiszobértéket meghalado intratumoralis atlagdenzitast mutatd betegek aranyat

az ipilimumabterdpiara adott valasz fiiggvényében. Ebben az Osszehasonlitisban a fent

emlitett limfocitamarkerek mellett a CD137 is gyakoribb el6fordulassal jellemezte a kezelésre

reagalokat (18. tablazat). A bor-, illetve szubkutan metasztdzisok esetén ugyanakkor csak a

CD68" makrofagokat, valamint CD16" sejteket nagy mennyiségben tartalmazo attétes betegek

aranyaban talaltunk kiilonbséget a kezelésre reagalok és nem reagalok kozott (18. tablazat).

Az Osszes minta egylittes értékelésekor a terdpids valasszal az NK-sejtek denzitdsa

(p=0,0182), illetve az NK-sejtek, FOXP3* sejtek, illetve CD68" makrofagokat nagy

mennyiségben tartalmazo attétes betegek aranya (18. tablazat) mutatott 6sszefliggést.

18. tablazat. Az infiltralo immunsejteket jelentos mennyiségben tartalmazo dttétes betegek
aranyanak kapcsolata az ipilimumabkezelésre adott valasszal

Nyirokcsomoattétek Bér/sc. attétek Osszes attét

Marker Resp Nonresp Resp Nonresp Resp Nonresp

(n=7) (n=12) p-érték (n=9) (n=10) p-érték | (n=13) (n=17) p-érték
CD4 6 (86) 4 (33) 0,0274 5 (56) 5 (50) n.s. 8 (62) 9 (53) n.s.
CD8 6 (86) 3 (25) 0,0106 4 (44) 5 (50) n.s. 8 (62) 5 (29) n.s.
CD45R0O | 6 (86) 6 (50) n.s. 6 (67) 4 (40) n.s. 7 (54) 5 (29) n.s.
CD20 6 (86) 4 (33) 0,0274 3(33) 5 (50) n.s. 6 (46) 4 824) n.s.
CD134 5(71) 3 (25) 0,0480 5 (56) 4 (40) n.s. 8 (62) 5 (29) n.s.
CD137 5(71) 2(17) 0,0170 4 (44) 5 (50) n.s. 7 (54) 7 (41) n.s.
FOXP3 6 (86) 1(8) 0,0009 5 (56) 5 (50) n.s. 7 (54) 3(18) 0,0371
PD-1 5 (71) 5 (42) n.s. 3(33) 6 (60) n.s. 6 (46) 8 (47) n.s.
CD16 5(71) 6 (50) n.s. 7 (78) 3 (30) 0,0373 | 8(62) 6 (35) n.s.
CD68 4 (57) 5 (42) n.s. 8 (89) 3 (30) 0,0094 | 11 (85) 8 (47) 0,0344
NKp462 6 (86) 4 (33) 0,0274 4 (50) 3 (30) n.s. 10 (83) 7 (41) 0,0232

Betegek szama (%). Resp: a kezelésre reagalok, Nonresp: nem reagalok, n.s.: nem szignifikans. *EQy esetet nem
tudtunk értékelni
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A vizsgalt immunsejttipusok tobbsége esetén denzitasuk egymadssal korrelalt, s gyakran
mutattak egyiittes eldforduldst. A nyirokcsomoattétekben a tanulményozott 11 markerbol
legalabb 7-re erds expressziot talaltunk a kezelésre reagdlod 7 betegbdl 6-nal (86%), a 12 nem

reagalo koziil viszont csak 3-ndl (25%) (p=0,0106).
4.10.3. A metasztazisok immunsejt-denzitasanak kapcsolata a taléléssel

A nyirokcsomoattétek atlagos immunsejtdenzitasa alapjan végzett Kaplan—Meier-analizis
szerint a vizsgalt 11 immunsejttipus koziil 7 esetén nagy mennyiségiik szignifikansan
hosszabb tuléléssel jart (29.A abra). Az immunsejtek denzitasat folytonos valtozoként
értékelve (a betegségstadiummal, a betegek koraval és nemével, ECOG-statuszaval, az attétes
szervek szédmaval, az LDH-szinttel és a korabbi kezelésekkel egyiitt) Cox-regresszios
analizissel is vizsgaltuk prognosztikus hatdsukat. Egyvaltozos elemzéssel a CD4*, CD8",
CD45R0O", FOXP3* és CDI16" sejtek mennyisége szignifikdns Osszefliggést mutatott a
taléléssel (p=0,0290, p=0,0093, p=0,0180, p=0,0083, ill. p=0,0047), az ECOG-statusz
(p=0,0009) és az LDH-szint (p=0,0227) mellett. Az 6sszes immunsejt-denzitasi értéket és a
klinikopatologiai paramétereket magéba foglald tobbvaltozds analizis az ECOG-statuszt
(p=0,001) és a FOXP3* sejtek mennyiségét (p=0,004) azonositotta a talélés szignifikans
fliggetlen eldjelzdjeként.

Hasonld 0Osszefliggéseket talaltunk az Osszes attét egyiittes értékelésekor, mind Kaplan—
Meier- (nem mutatott eredmények), mind Cox-regresszios analizissel, mely szignifikansan
hosszabb tulélést mutatott a CD4, CD8, CD45RO, FOXP3, CDIl16, CD68, ill. CD20
markereket expresszald sejtek nagy szdma esetén (p=0,0348, p=0,0136, p=0,0113, p=0,0121,
p=0,0055, p=0,0168, p=0,0372), tovabba a jobb ECOG-statuszi (p=0,0026) és normalis
LDH-szintli betegeknél (p=0,0006). Multivarians elemzéssel az LDH-szint (p=0,001) ¢és a
FOXP3* sejtek denzitasa (p=0,016) bizonyult a talélés fliggetlen prediktoranak. A bor-, ill.
szubkutan attétek vizsgéalatakor azonban csak a CD16" és a CD68" sejtek atlagos denzitasa
mutatott Osszefiiggést a tuléléssel mind Kaplan—Meier- (29.B abra), mind Cox-regresszios
analizissel (p=0,0197, ill. p=0,0175); ebben a csoportban csak az LDH-szint bizonyult
fiiggetlen talélési paraméternek (p=0,002). A betegségstadium, a betegek kora, ill. neme, az
attétes szervek szdma és a korabbi kemo-, illetve sugarterdpia nem volt prognosztikus egy-

vagy tobbvaltozos elemzéssel egyik csoportban sem.
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29. abra. Kaplan—Meier teljes tulélési gorbék az immunsejtek nyirokcsomao

dattétekben (A), illetve a

bor/szubkutan attétekben (B) meghatdrozott dtlagos denzitasa szerinti csoportositisban
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4.11. HLA-expresszio vizsgialata ipilimumabkezelésben részesiilé metasztatikus
melanomas betegek nyirokcsomo- és bér/szubkutan attéteiben

411.1. HLA-I és -II molekulik expressziojanak immunhisztokémiai kimutatisa
melanémasejteken

Az immunsejtdenzitas szempontjabol is vizsgalt 30 melanomads beteg 50 nyirokcsomo- és 35
bdr/szubkutan attétében elemeztik a melandmasejtek HLA-expresszidjat négyféle HLA-I
elleni (HCA2, HC10, EMRS8-5, NAMBI1) és egy HLA-II elleni antitest (LGII-612.14)
segitségével. A HLA-I-expresszid szintjét jelzd pontszamokban nem talaltunk kiilonbséget a
nyirokcsomo- €s a bdr/sc. metasztazisok kozott egyik ellenanyag esetében sem (HCAZ:
1,3+0,8 vs. 1,3+0,7, HC10: 1,3+0,7 vs. 1,2+0,8, EMRS8-5: 1,5£0,7 vs. 1,6+0,6, NAMBI:
1,2+0,8 vs. 1,1£0,7). A HLA-II esetén egy beteg kivételével, akinek nyirokcsomoattéteiben a
melanomasejtek jelentds része festddott (atlagosan 43%, tartomany 3-86%; 30.G abra), a
metasztazisok tobbsége (62%) lokalizaciotol fliggetleniil negativnak bizonyult. Legaldbb 1%-
os expressziot a nyirokcsomoattétek 41%-a €és a bor/sc. attétek 34%-a, mig >10% expressziot
16% és 8% mutatott. A HLA-I vagy -1I molekulara heterogén festédést mutatdé daganatokban
sok esetben az attétek sz€li részein, a gyulladasos sejtek kozelében erdsebb expresszid volt

megfigyelhetd, ami lokalisan indukalt HLA-expressziora utal (30.1, H abra).

AP

HLA-DR,DQ,DP (83%) HLA-DR,DQ,DP (17%)

ﬁCIO (score 1)
30. abra. Melanomadttétek immunhisztokémiai jelolése HLA-specifikus antitestekkel (AEC kromogén, voros).
A-1) Az aldirdsban szerepld ellenanyaggal késziilt reakcio és értékelése (pontszam, ill. %); H, I) heterogén
festodés anti-HLA-DR,DQ,DP és HC10 antitesttel, foként az attétek széli részein
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4.11.2. A melanomasejtek HLA-expressziojanak korrelacioja a tumorinfiltralo
immunsejtek denzitasaval

A nyirokcsomoattétekben a melandmasejtek HLA-I- és HLA-Il-expresszidjanak mértéke
pozitiv korrelaciot mutatott a CD8" és a CD45RO™ T-sejtek és a PD-1 markert hordozo
limfocitak intratumoralis striiségével (19. tdblazat), mig a CD4" és FOXP3" sejtek
mennyiségével nem lattunk Osszefiiggést (nem mutatott adatok). A kutan, illetve szubkutan
metasztazisokban ugyanakkor nem talaltunk korrelacidt a T-sejtek infiltracioja és a HLA-I-
expresszio kozott, mig a HLA-II kifejez6dése korrelalt a CD8*, CD45RO" és PD-1" sejtek

denzitasaval (19. tablazat).

19. tablazat. Korrelacio a tumorsejtek HLA-expresszioja és az infiltralo sejtek denzitdsa

kozott
Korrelacié a CD8* | Korrelacio a CD45RO* | Korrelacio a PD-1*
sejtek denzitasaval sejtek denzitasaval sejtek denzitasaval
r p-érték r p-érték r p-érték

Nyirokcsomoattétek (n=50)
HC10 0,4493 | <0,001 0,3913 <0,01 0,4111 <0,01
HCA2* 0,5092 | <0,001 0,3542 <0,05 0,5121 | <0,001
EMR8-5 0,3710 <0,01 0,3427 <0,02 0,3453 <0,02
anti-p2M 0,3339 <0,02 0,3204 <0,05 0,3145 <0,05
anti-HLA-DR,DQ,DP 0,4251 <0,01 0,3021 <0,05 0,4335 <0,01
Bér/sc. attétek (n=35)
HC10 -0,0523 n.s. -0,0698 n.s. -0,1869 n.s.
HCA2* 0,1724 n.s. 0,1619 n.s. 0,0612 n.s.
EMR8-5 0,1794 n.s. -0,2340 n.s. -0,1674 n.s.
anti-p2M -0,0299 n.s. -0,0205 n.s. -0,1067 n.s.
anti-HLA-DR,DQ,DP 0,6440 | <0,001 0,3734 <0,05 0,5217 | <0,001

r: Pearson-féle korreldacios egyiitthato, n.s: nem szignifikans. *Két beteg 12 nyirokcsomoattdtében a HCA2-
festodés nem volt értékelheté a normalis sejtek negativitasa kovetkeztében

4.11.3. A melanomasejtek HLA-expressziojanak kapcsolata az ipilimumabterapiara
adott valasszal

Az ipilimumabkezelésre adott klinikai vélasz alapjan két csoportba soroltuk a betegeket:
,responderekre”, akik komplett vagy részleges valasszal, illetve tobb mint 6 hénapig tartd
betegségstabilizacioval reagaltak a kezelésre (11 beteg) és ,nonresponderekre”, akik
progressziot vagy <6 honapos betegségstabilizaciot mutattak (19 beteg). A responderek kozott
szignifikdnsan nagyobb volt a nyirokcsomoéattéteket tekintve magas atlagos HLA-I-
pontszadmmal jellemezhetd esetek aranya, mint a kezelésre nem reagalékban a pan-HLA-
A,B,C EMRS8-5 ellenanyaggal értékelve, és hasonld, bar statisztikailag nem szignifikans
kiilonbséget figyeltiink meg a foként HLA-B és -C alléleket felismeré HC10 és a f2M elleni
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NAMBI esetén (20. tablazat). Mindharom komplett valaszt mutatd €s a parcialis remissziot
mutatd egy beteg nyirokcsomoattétei erds jelolodést adtak a HC10 ellenanyaggal, mig a stabil
vagy progressziv betegséget mutatod betegek kozott sokkal kisebb aranyt volt a magas atlagos
HC10-reaktivitads aranya (a 15-bdl 6 esetben). Hasonld, bar statisztikailag nem szignifikans
eredményt kaptunk az EMRS8-5-tel (20. tdblazat). Nem talaltunk ugyanakkor kiilonbséget a
terapiara reagald és nem reagéalo betegek kozott a bor/sc. attétek elemzésekor (20. tdblazat). A
négy HLA-I-alegység-specifikus antitesttel kapott eredményeket egylittesen értékelve azt
tapasztaltuk, hogy az antitestek tobbségével erdsen festddd attétek aranya magasabb volt a
teljes vagy részleges remissziot mutatd betegek csoportjdban a stabil vagy progressziv
betegséget mutatokhoz képest; a kiilonbség mind a nyirokcsom6-, mind a bdr/sc.
metasztazisok vizsgalatakor észlelhetd volt, illetve a teljes betegcsoportban is. A HLA-II-
expresszid azonban nem mutatott Osszefiiggést a klinikai vdlasszal egyik vizsgalt
betegcsoportban sem. A HLA-I-, illetve HLA-II-expresszids pontszamok egyiittes elemzése a
CD8" vagy CD45RO" T-sejtek denzitasértékeivel nem novelte a CD8Y, ill. CD45RO" sejtek

mennyisége egyediili vizsgalatanak prediktiv értékét (nem mutatott eredmények).

20. tablazat. A magas HLA-I-expresszidju esetek aranya és a terdpids valasz osszefiiggése

CR+PR+ PD+ CR+PR PD+SD
SD>6 ho SD<6 ho
esetek szama (%) p-érték esetek szama (%) p-értek
Nyirokcsomodttétek (betegszam: 19)
HC10 5/6 (83) 5/13(38) | 0,0686 | 4/4 (100) | 6/15(40) | 0,0327
HCA2* 4/5 (80) 6/12 (50) | 0,2521 | 3/3(100) | 7/14(50) | 0,1103
EMRS8-5 6/6 (100) | 6/13(46) | 0,0237 | 4/4(100) | 8/15(53) | 0,0856
anti-p2M 5/6 (83) 5/13 (38) | 0,0686 | 3/4 (75) 7/15 (47) | 0,3133
<1 mAb-vel alacsony reakcio | 5/6 (83) 5/13 (38) | 0,0686 | 4/4 (100) | 6/15(40) | 0,0327
Bor/sc. attétek (betegszam: 20)
HC10 6/8 (75) 7/12 (58) | 0,4439 | 3/4(75) 10/16 (62) | 0,6392
HCA2* 5/8 (62) 6/12 (50) | 0,5820 | 3/4 (75) 8/16 (50) | 0,3687
EMRS8-5 5/8 (62) 7/12 (58) | 0,8522 | 4/4 (100) | 8/16 (50) | 0,0679
anti-p2M 6/8 (75) 8/12 (67) | 0,6903 | 4/4 (100) | 10/16 (62) | 0,1432
<1 mAb-vel alacsony reakcio | 5/8 (62) 5/12 (42) | 0,3613 | 4/4 (100) | 6/16 (37) | 0,0253
Osszes eset (betegszam: 30)

HC10 8/11(73) | 9/19(47) | 0,1768 | 5/6 (83) 12/24 (50) | 0,1405
HCA2* 6/10 (60) | 7/18(39) | 0,2831 | 4/5(80) 9/23 (39) | 0,0968
EMRS8-5 8/11(73) | 9/19(47) | 0,1768 | 6/6 (100) | 11/24 (46) | 0,0166
anti-p2M 8/11(73) | 10/19 (53) | 0,2789 | 5/6 (83) 13/24 (54) | 0,1921
<1 mAb-vel alacsony reakcio | 7/11(64) | 7/19(37) | 0,1563 | 6/6 (100) | 8/24(33) | 0,0034

CR: komplett vdlasz, PR: részleges vilasz, SD: betegségstabilizdacio, PD: progressziv betegség, mAb:
monoklonalis antitest. *Két beteg 12 nyirokcsomoattatében a HCA2-festédés nem volt értékelheté a normalis
sejtek negativitasa kovetkeztében
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4

4.11.4. A melanomasejtek HLA-expressziojanak kapcsolata a tuléléssel

A teljes tulélés Kaplan—Meier-analizise szignifikans kapcsolatot tart fel a HLA-I-

expresszioval a nyirokcsomoattétekben, mig a bor/szubkutdn attétek esetén nem volt

Osszefliggés (31. abra).
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31. abra. Kaplan—Meier teljes tulélési gorbék a nyirokcsomodttétekben (A), illetve bor/szubkutdn dttétekben
(B) a melanémasejtek HLA-1-expresszidja szevinti csoportositisban
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A HLA-I-expresszio prognosztikai szerepét (folyamatos valtozoként értékelve) egyéb beteg-
¢s tumorjellemzokkel (kor, nem, ECOG-statusz, LDH-szint, az attétes szervek szama,
betegségstadium) Cox-regresszios analizissel is elemeztikk. A nyirokcsomo-attétes esetek
vizsgalatakor egyvaltozos analizissel a HCA2 és a HC10 antitestekkel kimutatott expresszios
szint (p=0,0456 és p=0,0210), valamint az ECOG-statusz (p=0,0009) és az LDH-szint
(p=0,0227) mutatott szignifikans Osszefiiggést a taléléssel. Multivarians elemzéssel csak az
ECOG-statusz szerepe bizonyult szignifikansnak (p=0,001). A bdr/sc. metasztazisos
esetekben, illetve az Gsszes beteg egyiittes vizsgalatakor a HLA-I-expresszid nem mutatott
Osszefliggést a tuléléssel sem egy-, sem tobbvaltozds analizissel; e csoportokban az LDH-
szint bizonyult az egyediili fliggetlen szignifikdns biomarkernek (p=0,001 és p=0,000).
Amikor a négy HLA-I elleni alegység-specifikus antitesttel kapott eredmények helyett a
kombindlt score-ral végeztilk az elemzést, a magas egyiittes expressziés szint a
nyirokcsomoattétekben szignifikansan (p=0,0017) korrelalt a tuléléssel univaridns, de nem
multivarians analizisben. Hasonld eredményt kaptunk az 0Osszes beteg elemzésekor
(p=0,0240). A HLA-II expresszidja viszont egyik betegcsoportban sem mutatott 6sszefiiggést

a taléléssel.

A HLA-I-expresszios pontszamokat a CD8", ill. CD45RO" T-sejtek mennyiségével egyiitt
értékelve univaridans Cox-regresszids analizissel, a nyirokcsomoattétek vizsgalata szerint a
magas HLA-l-expresszi6 ¢és magas T-sejt-denzitas kombinacidja jelentésen kedvezébb
tuléléssel jart a tobbi csoporthoz viszonyitva (p=0,0001, p=0,0021, p=0,0033, p=0,0002,
p=0,0053 és p=0,0012 a CD45RO/HC10, CD45RO/HCA2, CD45RO/EMR8-5, CD8/HC10,
CD8/HCA2 ¢és CD8/EMRS8-5 kombinaciok esetén). Multivaridns elemzéssel a magas
CD45R0O/magas HC10 kombinacié a jo prognézis szignifikans fliggetlen biomarkerének
bizonyult (p=0,000). A bdr, illetve szubkutan attétek vizsgalatiban a CD45RO/EMRS-5 és
CD45RO/NAMBI1 kombinacidk szignifikans (mindkettd p=0,0128) tényezOnek bizonyultak

univarians, de nem multivarians analizissel.
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4.12. Immunsejtek vizsgalata neoadjuvans leukocita-interleukin terapiaban részesiilo

szajiiregi laphamrakos betegek tumormintaiban

Két klinikai vizsgalat folyt — a CEL-SCI Corporation szponzoralasaval, tobb magyarorszagi
centrum részvételével — a lokalis leukocita-interleukin (LI) neoadjuvans terapia hatasanak
felmérésére szajiiregi laphamrakos betegekben. Az els6, fazis I/Il-es vizsgalatban harom
kiilonb6zé LI-dozist hasonlitottak Gssze, mig a masodik, fazis II-es trial-ben nagy do6zisban

hasznaltak az LI-t.

4.12.1. Immunsejtek immunhisztokémiai kimutatasa, LI-kezelt és kezeletlen tumorok
osszehasonlitasa — elsé (fazis I/I1-es) klinikai trial

A neoadjuvans LI-terdpidban részesiilt betegek tumormintdiban tanulmanyoztuk az infiltralo
immunsejteket, kontrollként kezeletlen OSCC-s betegek daganatmintait hasznalva. Az egyes
immunsejttipusok mennyiségének értékelése a stromalis és intraepitelialis teriileteken kiilon-
kiilon, ezen beliil a daganatokat 3 régiéra (tumorfelszin, -centrum, tumor-stroma hatar) osztva,
,hotspot” technikdval tortént. Az els6 klinikai vizsgalat betegeinek esetében a tanulmanyozott
immunsejttipusok koziil (markerek: CDla, CD3, CDS8, CD20, CD25, CD45, CDG68,
mieloperoxiddz [MPQ]) egyértelmii 6sszefiiggést a kezeléssel a CD3" T-limfocitak esetén
talaltunk. Ezek intraepitelidlis mennyisége a kezelt tumorokban az LI-dozistol fiiggetleniil
szignifikansan magasabb volt, kiilonésen a tumorcentrumban és a stromahataron, mig
stromalis denzitasukat statisztikailag nem szignifikans csokkené tendencia jellemezte (32.

abra).
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32. dbra. CD3* T-sejtek intraepitelidlis (A) és stromdlis (B) denzitisa LI-kezelt és kontroll OSCC-kben
(atlag+SEM; 1. zona: tumorfelszin, 2. zona: tumorcentrum, 3. zona: tumor-stroma hatdr; *p<0,05)
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A CD45 leukocita-markert hordozé sejtek intraepitelidlis szamanak, tovabba a CD25
szignifikans novekedése csak a legkisebb LI-dozis esetén volt megfigyelhetd, mig a CDla"
dendritikus sejtek, CD8" T-limfocitak, CD20" B-limfocitdk, CD68" makrofagok és MPO™
neutrofil granulocitdk denzitasaban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az LI-kezelt és
kontroll tumorok kozott. A CDl1a" DC-k mennyisége a tumorok teriiletén (a kezeléstol
fiiggetlentil) alacsonyabb volt, mint a kornyezé normalis hamszovetben, hasonldéan a

melanoma esetén megfigyeltekhez.

4.12.2. L1-kezelt és kezeletlen tumorok 6sszehasonlitasa, dsszefiiggés a terapias valasszal
— masodik (fazis I1-es) klinikai trial

A masodik klinikai vizsgalatban részt vevo betegek (n=19) és kezeletlen kontrollok (n=20)
tumormintdinak vizsgalata a korabbi trial esetén leirtakhoz hasonldan tortént. Az Ll-terapia
két betegnél komplett patoldgiai tumorvalaszt, tovabbi két esetben jelentds (50%-ot
meghaladd) képalkotdi méretcsokkenést, mig 4 esetben 30-50% kozotti kismértéki valaszt
eredményezett, egy betegben progressziot, 10-nél pedig stabil betegséget irtak le (teljes
véalaszarany: 8/19, 42%). A komplett regresszidt mutatd daganatok a visszamaradd
tumorszovet hianya miatt kiestek az immunhisztokémiai vizsgalatokbol, igy 6 kezelésre
reagalo és 11 nem reagdlod daganat immunsejtjeinek eloszlasat tudtuk elemezni a 20 kontrollal

Osszehasonlitva.

Mind a stromadlis, mind az intraepitelialis infiltrastumban magasabb CD4" T-sejt-szam, ezzel
parhuzamosan alacsonyabb CD8* T-limfocita-szam volt megfigyelhetd az LI-kezelt
daganatokban; a kiilonbség érdekes modon csak a kezelésre reagdlo betegek csoportjaban volt
szignifikans (33.A,B 4bra). E valtozasok a CD4'/CD8" arany jelent6s emelkedéséhez
vezettek, mely mindkét kezelt csoportban a kontrollokhoz viszonyitva szignifikdnsnak
bizonyult, a stromalis lokalizaci6 esetén azonban a kezelésre reagdloknal a

nonresponderekhez képest is szignifikans emelkedés mutatkozott (33.C 4bra).
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33. dbra. CD4* és CD8" sejtek stromalis (A) és intraepitelidlis (B) denzitdsa, ill. a CD4*/CD8" ardny (C)
kontroll (CTR) és LI-kezelt OSCC-kben (Nonresp: nem reagdlok, Resp: reagdlok, *p<0,05)

A CD45RO" memoria T-sejtek, a CD25, ill. CD134 aktivacios markert kifejezd limfocitak,

valamint a CD20* B-sejtek denzitdsa nem mutatott dsszefliggést az LI-kezeléssel. A CDla"

dendritikus sejtek (melyek csaknem kizardlag a daganatsejtfészkeken beliil fordultak el6)

eloszlasa kiilonbozott az Ll-kezelt és a kezeletlen daganatok kozott; a terdpiara reagalod

betegekben a tumorfelszini DC-k szdmanak csokkenése, mig a tumor-stroma hataron szdmuk

emelkedése volt lathato (34.A dbra). A CD68" makrofagok mennyisége (stromdlisan csak a

responderekben, intraepitelialisan mindkét LI-kezelt csoportban) kisebb volt a kezelt

tumorokban a kontrollokhoz viszonyitva (34.B é4bra). Ezzel ellentétes eredményt kaptunk az

MPQO™ neutrofil granulocitak esetében (34.C abra).
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34. dbra. CD1a* dendritikus sejtek (A), CD68" makrofagok (B) és MPO™ neutrofil granulocitik (C) denzitisa
kontroll (CTR) és LI-kezelt OSCC-kben (Nonresp: nem reagdlok, Resp: reagdlok, R1: tumorfelszin, R2:
tumorcentrum, R3: tumor-stréma hatar, *p<0,05)
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4.13. Immunsejtek vizsgalata indukciés kemoterapiaban (ICT) és cetuximabkezelésben
részesiilo fej-nyaki daganatos betegek tumorbiopszias mintaiban

413.1. Az immunsejtek denzitasinak Kkapcsolata a Kkezelésre adott valasszal és a
tuléléssel

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 limfocitdk, FOXP3"* regulator T-sejtek, NKp46* NK-sejtek, DC-
LAMP?* érett dendritikus sejtek, CD68" makrofagok, a CD16-0t (Fcy receptor III) expresszald

sejtek, MPO" neutrofil granulocitak) megjelenését immunhisztokémiai modszerrel (35. dbra).
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35. dbra. p16 és immunsejtek immunhisztokémiai kimutatisa HNSCC-s betegek ICT+cetuximab kezelés elotti
tumorbiopszids mintdiban (DAB kromogén, barna)

A sejtdenzitas-értékek lehetséges Osszefiiggésének elemzése az indukcids kemoterapia +
cetuximab kezelés eredményével azt mutatta, hogy a kezelésre reagalok tumorbiopsziaiban a
DC-LAMP* érett dendritikus sejtek és a PD-1 aktivaciés markert kifejez6 limfocitak
denzitasa kissé nagyobb volt (p=0,0685, ill. p=0,0574) (36. abra). A nagy mennyiségli DC-
LAMP*, ill. PD-1" sejtet tartalmazé tumoros betegek aranya szignifikdnsan Osszefliggott a
terapias valasszal (21. tablazat). A tobbi vizsgalt immunsejttipusra nézve nem talaltunk
korrelaciot a kezelés kimenetelével. Az immunsejtek denzitasat folytonos valtozoként elemzd
Cox-regresszios analizissel a DC-LAMP?" érett dendritikus sejtek magas denzitidsa hosszabb
progressziomentes tuléléssel jart (p=0,0402); egyik lokalis immunparaméter sem mutatott

szignifikans korrelaciot a teljes tuléléssel.
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36. dbra. DC-LAMP® érett dendritikus sejtek és PD-1* limfocitak infiltracidja a kezelésre reagdlo (Resp.) és
nem reagdlo (Nonresp.) HNSCC-s betegek biopszids mintdiban (pontok: az egyes betegek tumordnak
denzitasértékei, vizszintes vonalak: medianértékek)

21. tablazat. Az infiltrdalo immunsejteket jelentos mennyiségben tartalmazo daganatos betegek

aranyanak kapcsolata klinikopatologiai paraméterekkel és a terapias valasszal

Paraméter CD20 CD8 FOXP3 | CD134 | CD137 | PD-1 DC-L. NKp46 CD68 MPO CD16
Kor

<56 év 11/22 13/22 14/22 14/20* | 13/23 12/22 13/21 14/23 11/21 13/21 12/20

>56 év 8/16 7117 6/17 4/17* 7117 9/16 7/14 6/16 8/16 6/16 5/16
Nem

Férfi 16/32 18/34 17/33 15/32 17/34 19/33 16/30 17/33 17/32 17/32 14/32

N6 3/6 2/5 3/6 3/5 3/6 2/5 4/5 3/6 2/5 2/5 3/4
Dohanyzas

<10 cs.¢. 4/7 4/8 217 1/6 4/8 4/7 5/7 4/8 5/7 4/7 2[7

>10 cs.é. 15/31 | 16/31 18/32 17/31 | 16/32 | 17/31 | 15/28 16/31 14/30 | 15/30 15/29
Alk.fogy.

0-1/nap 9/17 8/17 6/18 6/16 6/18 11/16 10/14 8/17 8/16 7/16 7/16

>1/nap 10/21 12/22 14/21 12/21 14/22 10/22 10/21 12/22 11/21 12/21 10/20
T stadium

1-2 11/12* | 9/11* 6/12 4/11 7/12 7/11 7/10 8/11 6/11 7/11 6/11

3-4 8/26* | 11/28* 14/27 14/26 13/28 14/27 13/25 12/28 13/26 12/26 11/25
Lokalizacio

Széjgarat 10/16* 9/15 11/16 8/15 10/16 9/15 10/14 10/16* 7/15 10/15 8/14

Algarat 8/11* 6/13 5/11 5/11 6/12 8/13 6/10 9/12* 7/11 5/11 5/11

Szajiireg 1/7* 5/7 317 3/6 a/7 a/7 17 17* 4/7 3/7 3/7

Gége 0/4* 0/4 1/5 2/5 0/5 0/3 3/4 0/4* 1/4 1/4 1/4
pl16

Pozitiv 8/10 7/10 7/10 6/10 6/10 6/10 6/10 6/10 6/10 7/10 5/10

Negativ 11/28 13/29 13/29 12/27 14/30 15/28 14/25 14/29 13/27 12/27 12/26
ICT-valasz

Igen 16/28 13/28 16/29 13/28 13/30 | 18/27* | 18/25* 15/28 13/27 13/27 13/26

Nem 3/9 5/9 4/9 4/8 6/9 2/9* 2/9* 4/9 5/9 5/9 3/9
*szignifikans kiilonbség, cs.é.: csomagév, DC-L.: DC-LAMP
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413.2. Az immunsejtek denzitisinak kapcsolata a pl6-statusszal és egyéb
klinikopatolégiai paraméterekkel

A pl6-statuszra értékelheté 47 esetbdl 12 (26%) bizonyult pl6-pozitivnak: 9/18 (50%)
szajgarat- €s 3/14 (21%) algaratdaganat, mig a 9 szdjliregi ¢és 6 gégerak pl6-negativ volt
(p=0,0121). A pl6-statusz nem mutatott korrelaciot az ICT-re adott valasszal, a taléléssel,
vagy egyeb vizsgalt beteg- €s tumorparaméterekkel (kor, nem, dohanyzas, alkoholfogyasztas,
T-stadium). Tébb immunsejttipus esetén is tendencia volt megfigyelhetd erdsebb infiltracidra
a pl6* esetekben, azonban a kiilonbség csak a CD20" B-sejtekre nézve volt szignifikans
(p=0,0158) (37.A abra). A B-limfocitak, tovabba az NKp46* NK-sejtek és CD137" sejtek
esetén a tumorlokalizacid tekintetében is eltérést tapasztaltunk: a szajgarat- és algaratrakokat
magas, mig a gégerakokat alacsony denzitas jellemezte (37.B abra, 21. tablazat). A B-, NK-
sejtek és a CD8" T-limfocitdk nagyobb mennyiségben voltak jelen a T1-2 tumorokban a T3-4

stddiumuakhoz viszonyitva (37.C abra, 21. tablazat).
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37. dbra. Immunsejtek denzitisa (atlag+SD) a p16-statusz (A), tumorlokalizdcio (B) és T-stadium (C) szerint
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5. MEGBESZELES

5.1. Primer melanomakat infiltralo immunsejtek prognosztikai vizsgalata, kapcsolat az
erezettséggel

A daganatok mikrokornyezetét a malignus sejtek és — a szolid tumorok integrans részét
képez6 — gazdaszervezeti sejtek kolcsonhatasai formaljak. Az immunsejtek mind pozitiv,
mind negativ hatast gyakorolhatnak a betegség kimenetelére. A — fehérvérsejtek

crcr

aktiv szovetatépliléssel és angiogenezissel jellemzett — tumorasszocialt gyulladas a daganat
novekedésének, invazidjanak és attétképzésének kedvezd feltételeket teremt. Az e
folyamatokban fontos szerepet jatszo6 tumorasszocialt makrofagok, hizoésejtek és neutrofil
granulocitdk esetén a daganatprogressziot tdmogatdé hatdsok domindlnak, s nagyfoki
infiltracidojuk a tumorba tobbnyire rossz prognozissal jar. A hatékony tumorellenes
immunvalasz kialakulasa viszont csokkenti a daganatkitjulds ¢és az attétképzés
valdszinliségét, igy pozitivan befolydsolja a betegség kimenetelét. Ennek megfelelden az
adaptiv immunitasban kulcsszerepet jatsz6 antigénprezentalé dendritikus sejtek és T-
limfocita-alcsoportok nagy mennyisége a tumorban altalaban kedvezé prognodzissal jar egyiitt.
A prognosztikai hatds az immunsejtek tipusa mellett fligghet a tumortipustol, -stadiumtol,
tovabba az infiltratum lokalizacidjatol is a 1€zion beliil, illetve koriilotte, s befolyasolja az
immunsejtek funkciondlis, aktivacios allapota, valamint kdlesonhatasuk egymassal €s a tumor
mikrokornyezetében talalhatd egyéb sejtekkel. A tumorinfiltralé immunsejtek vizsgalata egy

adott idOpillanatban csak pillanatfelvételt jelent a tumor-mikrokornyezet aktualis allapotarol,

mely folyamatosan valtozik a betegség lefolyasa és a kezelések soran (16).

Melanoma esetén a legtobb, immunsejtekre fokuszald prognosztikai vizsgalat a primer tumor
limfoid infiltracidjanak elemzésére iranyult (az egyes limfocita-szubpopulaciok
megkiilonboztetése nélkiil: hematoxilin-eozin festett metszeteken a TIL értékelése), S
meglehetdsen ellentmonddsos eredményt hozott. A néhany, tobbnyire kis esetszamra
tamaszkodd vizsgalatbol, mely a T-limfocitdk mennyiségének prognosztikai relevancidjat

elemezte, szintén nem vonhato le hatarozott kovetkeztetés (22. tablazat) (63, 204).
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22. tablazat. A primer melanomat infiltralo immunsejtek prognosztikai osszefiiggései

Vizsgalat Beteg- T-sejt Aktivalt T- Treg B-sejt Dendritikus pDC Makrofag
szdm sejt (FOXP3) | (CD20) sejt (CD123)
Ladényi 2004 76 jo (CD25,
0X40)
Piras 2005 47 jo nincs
(CD4, CD8) (CD68)
Ladényi 2007 82 j6 (CDla,
DC-LAMP)
Kiss 2007 52 nincs nincs
(CD3, CD8) (CD68)
Hillen 2008 58 rossz (CD3), nincs nincs nincs nincs
nincs (CD8) (CD69) (CD68)
van Houdt 2008 34 jo jo
(CD4, CD8) (GrB)
Jensen 2009 190 rossz (CD68,
CD163)
Ladanyi 2010 97 nincs
Ladanyi 2011 106 jo
Jensen 2012 186 nincs (CD8) jo rossz
(DC-LAMP)
Storr 2012 202 nincs (CD68)
Emri 2013 46 jo6 (CDla) rossz (CD68,
CD163)
Garg 2016 98 jo
Weiss 2016 210 nincs (CD3) nincs
Melsted 2017 200 nincs
Sebestyén 2018 118 nincs (CD8, j6 (CD25, nincs joQ jo
CD45R0) 0OX40) kohorsz) (DC-LAMP)

Forrds: Laddnyi A. Prognostic and predictive significance of immune cells infiltrating cutaneous melanoma.
Pigment Cell Melanoma Res 28:490-500, 2005 (mddositasokkal). pDC: plazmacitoid dendritikus sejt

A T-sejtek funkcionalis/aktivaltsdgi allapota nagyban befolyasolhatja tumorellenes
hatékonysagukat, ennek prognosztikai értékét azonban kevesen elemezték (22. tablazat).
Vizsgalataink egyik célkitlizése ezért két T-sejt-aktivacios marker, a CD25 (IL-2Ra) és a
CD134 (OX40) expresszidjanak értékelése volt malignus melanémakat infiltralé limfoid
sejteken a tumorprogresszioval és a betegek tulélésével Osszefiiggésben. A markereket
hordozo T-limfocitdk magasabb denzitassal voltak jelen azokban a melandémakban, melyek az
5 éves kovetési 1d6 alatt nem vagy csak a regionalis nyirokcsomokba adtak attétet, mint a
zsigeri attétet is ado tumorokban, s magas peritumoralis denzitasuk kedvezobb taléléssel jart
egyiitt; az OX40" sejtek mennyisége multivarians analizisben is szignifikins prognosztikai
tényezOnek bizonyult. Az intratumoralis denzitds ugyanakkor nem mutatott Osszefliggést a
betegek tulélésével. Ennek egyik oka lehet, hogy az aktivalt T-sejtek intratumoralis stirlisége

sokkal alacsonyabb volt, mint a peritumoralis mennyiségiikk, s — néhany kiugro értéktdl
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eltekintve — a betegek kozti variabilitas alacsony volt, igy ezek a valtozok nem differencialtak
megfeleléen a mintdk kozott. Emellett a CD25" és OX40" limfocitdk intratumoralis
infiltracidja hatdsdnak hidnya arra is utalhat, hogy e sejtek tobbsége CD4" T-limfocita,
melyek funkcidjuk betdltéséhez nem igényelnek kozvetlen kapcsolatot a tumorsejtekkel.
Irodalmi adatok szerint az OX40 preferencialisan expresszalodik CD4* T-sejteken (205), s a
CD25-r41 is tobb tumortipus esetén kimutattdk, hogy a TlL-en beliil nagyobb aranyban
fejez6dnek ki a CD4", mint a CD8" sejteken (206). A mi vizsgalatunkban is gyakrabban volt

megfigyelhetd az aktivacios markerek expresszidja CD4*, mint CD8" T-limfocitakon.

A FOXP3 markert kifejezé sejtek is nagyobb mennyiségben voltak jelen a peritumoralis,
limfocitdban gazdag teriileteken, mint a tumorsejtfészkeken beliil. Bar e transzkripcids faktor
aktivacio hatasara indukalodhat CD4"CD25 és CD8" T-sejtekben is, korabbi tanulmanyok
szerint a tumorokat infiltrald FOXP3" sejtek tilnyomo tobbsége CD4"CD25*, szuppressziv
potenciallal rendelkezé Treg-sejt (154, 207). Az archiv mintakon végzett vizsgalatunkban
nem volt lehetséges a FOXP3™ sejtek funkcionalis jellemzése, mindazonaltal eredményeink
azt sugalljak, hogy a primer melanomékat infiltrald FOXP3-pozitiv limfocitak szuppresszor
aktivitdsa nem nyilvanul meg a betegség késobbi lefolydsdban, minthogy mennyiségiik nem
mutatott szignifikdns Osszefiiggést az attétek kialakuldsaval, illetve a betegek tulélésével.
Prognosztikai szerepiik hidnyat egy korabbi, kisebb mintaszamu vizsgalat (150), valamint
késdbbi, nagyobb betegkohorszokra tdmaszkod6 tanulmanyok (152, 208) is alatdmasztottak
(22. tablazat).

Vizsgéltuk a leghatékonyabb antigénprezentald sejtek, a dendritikus sejtek, ezen beliil a
CDla-t expresszalo DC-k és a DC-LAMP markert kifejez6é érett DC-k megjelenését és
klinikopatologiai Osszefliggéseit is primer melanomakban. A CDl1a" dendritikus sejtek
hasonld6 mennyiségben voltak jelen a melandmasejt-fészkekben és a peritumoralis
kompartmentben, mig a DC-LAMP* érett DC-k szinte kizardlag a peritumoralis teriileteken
jelentek meg. Az érett DC-k preferencialis lokalizacidja a limfocitakban gazdag peritumoralis
régidkban annak lehet kdoszonhetd, hogy e terliletek emlékeztetnek a masodlagos
nyirokszervekre, ahol egészséges szervezetben e sejtek altaldban megtalalhatok. Az érett
dendritikus sejtek jelenléte a tumorszovetben, valamint a DC-k és az aktivalt T-sejtek
kolokalizacidja és a denzitasuk kozt észlelt korrelacio arra utal, hogy antigénprezentacio és T-
sejt-priming a tumorok mikrokdrnyezetében is végbemehet. Mind a CD1a* sejtek intra- és
peritumoralis, mind a DC-LAMP* DC-k peritumoralis denzitasa erds forditott korrelaciot

mutatott a daganatvastagsaggal, a CDla-t tekintve megerdsitve egy kordbbi vizsgalat
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eredményét (156). Nem talaltunk 6sszefliggést a DC-stirliség és a szovettani tipus, lokalizacio,
illetve a betegek kora vagy neme kozott, az ulceralt melandmak azonban kevesebb dendritikus
sejtet tartalmaztak, valoszinlileg az ulceracid vastagabb daganatokban mutatott gyakoribb
eléfordulasa kovetkeztében. Végiil, a kovetési periddusban zsigeri attétet (is) ado
melanémaékat alacsonyabb peritumoralis DC-denzitas jellemezte, s ennek hatasa tiikr6z6dott a
DC-mennyiség és a tulélés 0sszefiiggésében is, kiilondsen az érett dendritikus sejtek esetén,
melyek denzitdsa a talélés fliggetlen prediktoranak bizonyult. A dendritikus sejtek
megerdsitették (151, 159) (22. tablazat). A dendritikus sejtek és a — szintén kedvezd
prognosztikus hatdsu — aktivalt T-limfocitdk mennyiségének kombinalt elemzését is
elvégeztik a 2-2 sejttipusmarkerrel. Vizsgalataink szerint valamennyi magas DC/magas
aktivalt T-sejt denzitds kombinacio szignifikansan jobb prognozist jelzett a tobbi alcsoporthoz
viszonyitva, s a magas DC-LAMP/OX40 expresszio a tulélés fiiggetlen prediktoranak
bizonyult tobbvaltozés analizissel. Eredményeink arra utalnak, hogy az antigénprezentdlo
dendritikus sejtek jelenléte a primer tumorban, kiilonésen az érett DC-ké aktivalt T-sejtekkel
egylittesen a melanoma progresszidjat fékezd funkciondlis immunvélasz jele lehet, s

prognosztikus értékkel bir.

Mas daganattipusokhoz hasonléan, a primer melandéma infiltratumaban is a T-limfocitdk a
dominans limfoid sejttipus, de jelentés mennyiségli CD20" B-sejtet is megfigyeltiink az
altalunk vizsgalt mintak tobbségében, dontéen peritumoralis lokalizacioban. A B-limfocitak
szama nem mutatott Osszefliggést a vizsgalt klinikopatologiai paraméterekkel a
tumorlokalizaci6 tekintetében megnyilvanulo kiilonbség kivételével, melynek oka ismeretlen.
Mind az intra-, mind a peritumoralis B-sejt-denzitas magasabb volt azokban a melanomakban,
melyek az 5 éves kovetési id6 alatt nem képeztek zsigeri attétet, s ennek megfelelden nagy
mennyiségiik kedvezd tuléléssel jart egyiitt. Egy korabbi, kisebb mintaszamot magéba foglald
tanulmanyban (150) nem talaltak Osszefiiggést a B-sejtek mennyisége és a tulélés kozott,
késobbi vizsgalatok azonban alatamasztottak e sejtek prognosztikai jelentségét (209, 210)
(22. tablazat). Hasonldan a dendritikus sejtek esetén tapasztaltakhoz, megfigyelhet6 volt a
melandmak peritumordlis infiltritumédban a B-sejtek és az aktivacidos markereket hordozo T-
limfocitdk kolokaliz4cioja, tovabbd erds korrelaci6 mutatkozott denzitdsértékeik kozott
(kiilondsen az OX40 marker esetén). E megfigyelések felvetik annak lehetdségét, hogy a B-
limfocitak primer melandmakban antigénprezentald sejtként miikodhetnek és részt vehetnek a

T-sejtek aktivaciojaban. A B-sejtek e szerepét szamos vizsgalat alatamasztja (44, 45), s egyik
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lehetséges mechanizmusaként leirtak az aktivalt B-limfocitakon megjelené OX40-ligandumon
keresztiili kostimulaciot (211). Elemeztiik a B- és az aktivalt T-sejtek denzitasértékei
kombindcidjanak prognosztikus hatasat; a B- és aktivalt T-sejtek egyiittes alacsony
peritumoralis denzitasa igen kedvezdtlen tuléléssel jart, ami arra utal, hogy a B-limfocitdk —
az antigénprezentaldé dendritikus sejtek és az aktivalt T-limfocitak mellett — szintén részt
vehetnek a tumor teriiletén zajlo immunreakciokban, mely prognosztikai hatasukban is

megnyilvanul.

A vizsgalt melanomak mintegy negyedében a B-sejteknek a nyirokcsomok follikusaira
emlékeztetd aggregatumait is megfigyeltiik az altalaban tapasztalhatd elszort peritumoralis
megjelenésiik mellett. A B-sejtek csoportjaihoz T-limfocitdk kapcsolodtak, s CD21*
follikularis dendritikus sejtek haldzata is megfigyelhetd volt a vizsgalt mintdk kb.
egyharmaddban. Hasonld Osszetételli ektopias nyirokstrukturdkat (vagy az utobbi iddben
elterjedt neviikkon tercier limfoid struktirakat, TLS) szamos tumortipusban leirtak (49-51).
Melanomaattétekben is megfigyelték eléfordulasukat (47, 48). Primer melanémakban Cipponi
¢s mtsai (47) nem talaltdk nyomukat, amit azonban az altaluk vizsgalt esetek igen alacsony
szama (n=10) mellett (a kdzleményben nem megadott) tumorvastagsag szerinti megoszlasuk
is okozhatott, minthogy anyagunkban tendenciat lattunk e struktarak gyakoribb eléfordulasara
vastagabb melanémakban. A B-sejt-aggregatumokhoz csatlakozé T-sejt-csoportok teriiletén
DC-LAMP™ érett DC-ket is megfigyeltiink, ezek jelenléte azonban nem korlatozddott az
ektopids limfoid strukturdkra, vagy az azokat tartalmaz6 tumorokra, ellentétben a tiidéraknal
leirt preferencialis lokalizaciojukkal (212). Tiidordkban a magas endotélboritdsu venuldk
megjelenése is a TLS-ekhez kothetd (213); bar az ektopids nyirokstruktiurak szomszédsagaban
mi is megfigyeltink HEV-szerli ereket az esetek tobbségében, jelenlétik a TLS-t nem
tartalmaz6 tumorok limfocitagazdag teriiletein is kimutathat6 volt, mas, primer melandémarol
k6zolt beszamolokhoz hasonldan (47, 114). A daganatokhoz asszocialt TLS-ek funkcionalis
jelentdségét kevesen vizsgaltak (47, 50); feltételezik, hogy szerepet jatszanak az in situ
tumorellenes immunvalasz kialakulasdban. Ennek megfelelden jelenlétiiket kedvezd
prognosztikus paraméternek talaltdk tobb tumortipus esetén, néhany esetben azonban ezzel
ellentétes eredményeket kozoltek; ugy tlinik, hogy a prognosztikus képességet tobb paraméter
is befolyasolja, koztiik a TLS-ek lokalizacidja és jellemzoéi (pl. follikularis dendritikus sejtek,
ill. csirakozpont jelenléte), valamint a vizsgalt daganat tipusa (49, 51, 214). Eredményeink
szerint primer melandmaban az ektopids nyirokstrukturdk megjelenése nem mutat

Osszefiiggést a betegség kimenetelével.

99



dc_1894 21

A magas endotéllel boritott venulak (HEV) jelenlétét a tumor teriiletén a limfocitak
bearamlasa, illetve a TLS-képz6dés és a lokalis T-sejt-priming jelének tekintik (49, 213, 215).
Primer melanoman végzett vizsgélataink eredménye megerdsiti a kordbbi megfigyeléseket a
HEV-ek és a T-, ill. B-limfocitak mennyisége kozti erds korrelaciorol (113-115). Az
aktivacios markereket (CD25, CD134, CD137) expresszald limfocitak szamaval ugyanakkor
sokkal gyengébb korrelaciot talaltunk, azaz eredményeink nem utalnak kapcsolatra a HEV-ek
jelenléte és a T-sejt-aktivacio kozott. Tovabba, ahogy fentebb emlitettem, a HEV-szerii erek
megjelenése nem korlatozodott a TLS-ek teriiletére, s a MECA-79" erek és T-, ill. B-
limfocitak denzitasa ko6zotti korrelacid az ektdpids nyirokstrukturdk jelenlététol fliggetleniil
megfigyelhetd volt. A tanulmanyozott klinikopatologiai jellemz6k koziil a MECA-79" erek
denzitdsa a legerdsebb Osszefiiggést a daganatlokalizaciéval mutatta: a torzs, fej, ill. nyak
borén talalhato elvaltozasok sokkal nagyobb mennyiségben tartalmaztak ilyen ereket, mint a
végtagokon elhelyezkeddk, kordbbi beszdmoldkhoz hasonléan (114, 115). Emellett a férfiak
daganatai is nagyobb HEV-denzitast mutattak a n6khoz képest, amit magyarazhat a torzsi
lokalizacioji melanémak gyakoribb el6fordulasa férfiakban. A HEV-ek jelenlétének
prognosztikai jelentdségérdl viszonylag kevés és egymasnak részben ellentmondé adat all
rendelkezésre. Emlddaganatos betegekben a HEV-denzitis hosszabb progressziomentes és
teljes tuléléssel jart (113), kolorektalis rak esetén viszont nem talaltak ilyen Osszefliggést
(216). Mindkét, korabban melanoman végzett vizsgalatban (114, 115) korrelaciot talaltak a
HEV-denzitds és a tumorregresszid kozott, azonban melandma esetén a regresszid és a
prognozis kapcsolata kérdéses (217). A mi vizsgalatunk nem tart fel Osszefiiggést a HEV-
szerli erek mennyisége és az attétképzés vagy a talélés kozott, hasonldéan egy korabbi
megfigyeléshez (115). Az ellentmondéasos prognosztikai Osszefiiggések lehetséges
magyarazata, hogy a tumorellenes immunvalaszban részt vevé immunsejtek mellett a HEV-ek
immunszuppressziv sejtek tumorba aramlésat is elésegithetik (116). Ezt alatdmasztja az a

megfigyelésiink is, mely szerint a MECA-79" erek mennyisége er6sebb korrelaciot mutatott a

crer

A primer melanomék mikroérsiirliségét (MVD) CD34-expresszio alapjan vizsgalva szintén
nem talaltunk kiilonbséget az attétképzd képesség, illetve a talélés szerint csoportositott
daganatok kozott. Hasonloan a MECA-79" ereknél tapasztaltakhoz, a peritumoralis MVD is
korrelaciot mutatott a limfocitak stirliségével, bar ez (a CD3" T-sejtek kivételével) inkabb a

vastagabb, illetve a zsigeri attétet add daganatok esetén volt jelentés, mely csoportokban a

crer
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Ugyanakkor a makrofagok intra- és peritumoralis mennyisége nagyobb volt a 2 mm-t
meghaladd melanémakban (nem mutatott adatok). Eredményeink alapjan a makrofagok
(illetve az altaluk termelt angiogén faktorok) szerepet jatszhatnak a magas rizikdja
melanoémak vaszkularizaciojaban, mas daganattipusoknal leirtakkal 6sszhangban (22). Az az
altalanos megfigyelésiink, hogy az immunsejtek denzitdsaval vald korreldcié nagyobb
mértékll volt az elérehaladott melandmakban, arra enged kovetkeztetni, hogy e kdlcsonhatas

elésegitheti a tumorprogressziot.

Egy kisebb betegcsoport (n=28) melanémamintajan tanulmanyoztuk a VAP-1 adhézids
fehérje expresszidjat is. A peritumoralis erek az Osszes vizsgalt tumormintaban pozitivan
jelolédtek, mig az intratumordlis ereket alacsonyabb VAP-1-expresszid jellemezte. Korabbi
megfigyelések szerint melanomaban a legaktivabb angiogenezis a peritumoralis teriileteket
jellemzi (109), s eredményeink arra utalnak, hogy a VAP-1 expresszidja is e teriileteken
kifejezettebb. Ebben a kis esetszami mintdban nem tudtunk kimutatni korrelaciot
intratumoralisan a VAP-1-expresszi6 és a citotoxikus T-sejtek, illetve a DC-k denzitasa kozott
(peritumoralisan nem vizsgaltuk ezek kapcsolatat). Megfigyelheté volt ugyanakkor egy
tendencia az alacsony intratumoralis VAP-1-expresszido és a kedvezdtlen 5 éves talélés
Osszefiiggésére, ami arra utal, hogy a tumoron beliili erek fenotipusanak szerepe lehet a

melanoma progresszidjaban.
5.2. Immunsejtek vizsgalata melanémas betegek 6rszemnyirokcsoméiban

Retrospektiv vizsgalatunkban tobb immunsejttipus: OX40* aktivalt T-limfocitak, FOXP3*
regulator T-sejtek, DC-LAMP* érett dendritikus sejtek és CD123* plazmacitoid DC-k
mennyiségét hatdroztuk meg melanomas betegek Orszemnyirokcsomoéiban. Az egyes
sejttipusok denzitasértékeit Osszehasonlitottuk a szentinel- (SLN) és a blokkdisszekciobol
szarmazé nem szentinel nyirokcsomokban (NSLN), illetve a tumormentes és attétes SLN-
ekben. Az SLN-eredményeket klinikopatologiai paraméterekkel, tovabba a betegség

kimenetelével mutatott kapcsolat szempontjabol is elemeztiik.

100 érszemnyirokcsomora kiterjedd tanulmdnyunkban a vizsgalt immunsejttipusok koziil a
FOXP3" limfocitak voltak jelen a legnagyobb szamban, nagymértékben meghaladva az
OX40" aktivalt T-sejteket. E megfigyelést az immunszuppresszié jeleként lehetne értékelni,
azonban figyelembe kell venni, hogy az OX40 egy nagyon specializalt marker, mely

elsésorban az ijonnan aktivalt CD4" T-limfocitdkon fejezOdik ki, s minthogy nem az 6sszes
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aktivalt T-sejten jelen levd, altalanos aktivaciés marker, expresszidja korlatozott. Tovabba
(csoportszinten Osszehasonlitva) a legtobb vizsgalt sejttipus nagyobb mennyiségben volt
megtalalhat6 az SLN-ekben a betegek egy részébdl szarmazo NSLN-ekhez képest, nem csak a
FOXP3* Treg-ek, hanem az OX40" aktivalt T-sejtek és a DC-LAMP* érett DC-K is.
Ugyanazon betegekb6l szarmazé SLN- és NSLN-mintdk paronkénti statisztikai
Osszehasonlitdsdra nem volt lehetdségiink, minthogy csak 7 beteg esetén allt rendelkezésre
mindkét tipusu nyirokcsomominta, azonban ezek elemzése is arra utalt, hogy az
Orszemnyirokcsomok  funkciondlisan aktivak, vagy legalabbis nem mutattdk az

immunszuppresszio egyértelmii jelét.

crer

Az  Orszemnyirokcsomok immunologiai  kompetencidjarél egymasnak ellentmondé
eredmények lattak napvildgot. Cochran munkacsoportja szerint a melanomat és emldrakot
drendlé SLN-ek immunszuppresszi6 jeleit mutatjak, pl. kisebb szdmban vannak jelen benniik
a parakortikalis DC-k ¢és ezeken a kostimulator molekuldk expresszidja is alacsonyabb, mint
az NSLN-ekben (126, 127). Masok azonban — kiilonféle DC-markereket vizsgalva — vagy
magasabb, vagy hasonld mennyiségben mutattak ki dendritikus sejteket az SLN-ekben
NSLN-ekhez, illetve kontroll nyirokcsomokhoz viszonyitva (128, 129, 132). Az
ellentmondasok héatterében egyrészt a vizsgéalatok egy részének viszonylag alacsony
esetszama allhat, masrészt az, hogy néhany esetben kiilon vizsgaltdk a metasztatikus és a
tumormentes nyirokcsomokat, mig mas tanulmanyokban ezeket nem kiilonitették el, ami
megneheziti az eredmények Osszehasonlitdsat. A kordbbi vizsgalatok tobbsége mindamellett
azt valosziniisiti, hogy az érszemnyirokcsomok nem immunszupprimaltak. Ujabb vizsgalatok
felhivtak a figyelmet a nyirokcsomokba migrald és a rezidens DC-k megkiilonboztetésének
jelentéseégére; emlérakos betegeknél példaul csak az utobbiak esetén figyeltek meg
kiilonbséget az SLN-ek és kontroll nyirokcsomok kozott (218). Fel kell tovabba hivni a
figyelmet arra, hogy az immunaktivacio és -szuppresszio jelei egyidében is megfigyelhetok
egyes tanulmanyokban, igy a miénkben is, tovabba ezek egyensulya valdszintileg valtozik a

tumorok progresszidja soran.

A tumorpozitiv és -negativ érszemnyirokcsomok 0sszehasonlitdsa nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a vizsgalt négy markerbdl harom esetén, beleértve a FOXP3-at, ami ellentmond
néhany (nem mindegyik) korabbi melandma-SLN-vizsgalat eredményének (130, 131, 137).
Az eltérések hatterében részben metodologiai kiilonbségek allhatnak. Vizsgalatunk szerint
ugyanakkor a pozitiv SLN-ek a tumormentesekhez viszonyitva nagyobb mennyiségben

tartalmaztak OX40" aktivalt T-limfocitdkat, amit a tumorantigéneket felismerd T-sejtek in situ
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aktivacidja magyarazhat. Ezzel 6sszhangban 4ll6 eredményre vezetett egy korabbi, emldrakos
betegek axillaris nyirokcsomoin végzett tanulmany, mely csak a pozitiv nyirokcsomdkban
tarta fel az OX40" sejtek akkumulaciojat (219). A DC-LAMP?* érett dendritikus sejtek és a
CD123" plazmacitoid DC-k denzitasdban nem talaltunk kiilonbséget az Aattétes és
tumormentes SLN-ek kozott. A DC-alcsoportokra nézve ellentmondéasos eredmények lattak

napvilagot melanoma és mas tumortipusok esetén is (130-132, 136, 220).

Az éltalunk vizsgalt betegcsoportban az érett dendritikus sejtek, a plazmacitoid DC-k, tovabba
az OX40" aktivalt T-sejtek mennyisége az Orszemnyirokcsomokban nem mutatott
szignifikdns Osszefliggést a betegség progresszidjaval, illetve a tuléléssel. A pDC-k ¢és az
aktivalt T-limfocitdk SLN-beli denzitdsdnak prognosztikus hatdsadt mas tanulmanyban
kordbban nem elemezték, mig a tumorpozitiv SLN-ekben a DC-LAMP™ dendritikus sejtek

crer

melanomas betegek vizsgalataban (134).

A FOXP3" regulator T-sejtek magas atlagos denzitisanak kedvezOtlen prognosztikai hatsat
igazoltuk, korabbi, emlé- €s gyomorrakban, illetve melanomaban szenvedd betegek SLN-
mintain végzett kutatasok eredményeihez hasonldéan (135-137); melanoémas betegekben
azonban nem bizonyult fliggetlen prognosztikus tényezének (137), ellentétben a mi
eredményeinkkel. Uj, érdekes megfigyelése vizsgalatunknak, hogy a FOXP3* sejtek
mennyisége az Orszemnyirokcsomokban csak a pozitiv SLN-statuszu betegek esetén mutatott
Osszefiiggést a rovidebb betegségmentes ¢és teljes taléléssel mind Kaplan—Meier-, mind egy-
és tobbvaltozos Cox-regresszios analizis alkalmazasaval. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy
a regulator T-sejtek szuppresszor funkciojukat hatékonyabban fejthetik ki attétes
nyirokcsomokban, legalabbis olyan mértékben, ami tiikkrozodik a betegség kimenetelének
befolyasolasaban. A kiilonbség oka lehet egyrészt a Treg-ek — egyes tanulmanyokban
megfigyelt — viszonylag nagyobb mennyisége az attétes nyirokcsomokban (130, 136, 137),

masrészt a tumorspecifikus immunreakciok fokozott aktivitasa a tumorantigének jelenlétében.

5.3. Ipilimumabkezelésben részesiilo metasztatikus melandmas betegek attéteit infiltralo
immunsejtek denzitasanak és a tumorsejtek HLA-expresszojanak prediktiv szerepe

A CTLA-4-gatlé ipilimumab, az immunellendrzopont-gatld agensek elsé reprezentansanak

crer

immunmodulans ellenanyagok, igy a PD-1/PD-L1 inhibitorok alkalmazasa elétt, kiszélesitve

ezzel a megcélzott tumortipusok palettajat. Azonban még a leghatékonyabb immunterapids
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modalitas is csak a betegek egy kisebb részében effektiv, mellékhatasok viszont a nem
reagald betegekben is kialakulhatnak. Emellett tobb tumortipus esetén a terapids arzenal az
utobbi években kibdviilt 1), potencidlisan hatdsos kezelésmddok, mint pl. célzott terapidk
bevezetésével, ami még fontosabba teszi olyan, klinikailag alkalmazhato prediktiv markerek
azonositasat, melyek segithetnek az adott beteg szamara optimalis kezelési stratégia

kivalasztasaban.

Vizsgalatunkban CD4*, CD8" illetve CD45RO™ T-limfocitak, CD20" B-sejtek, a CD134,
CD137, ill. PD-1 aktivacios markereket kifejezd limfocitdk, FOXP3* regulator T-sejtek,
NKp46* NK-sejtek, CD68" makrofagok és a CD16-ot (Fcy-receptor III) expresszalo sejtek
mennyiségét hataroztuk meg ipilimumabkezelésben részesiildé melanomas betegek kezelés
elotti sebészi tumormintaiban. Az egyes sejttipusok denzitasértékeit elemeztiik a terapias
valasz és a betegség kimenetele fliggvényében. A vizsgalatban a mintagyljtést az
ipilimumabterapia eldtt egy éven beliil operalt metasztazisokra korlatoztuk, annak érdekében,
hogy minimalizaljuk az immunolédgiai tényezdk valtozdsdnak esélyét a miitét és az
ipilimumabkezelés kozott eltelt i1d6 alatt. Tovabba sebészi tumormintdkat (nem Kkis
biopsziakat) és — amikor hozzaférhetd volt — betegenként tobb attétet értékeltiink a betegen
beliili heterogenitas zavard hatasanak kikiiszobolésére. Tudomasunk szerint ez volt az els
vizsgalat, mely egy széles immunsejtpanel denzitasértékeit kisérelte meg korrelaltatni az

ipilimumab hatdsossagaval mindennapi klinikai kdrnyezetben (nem klinikai vizsgalat keretén

beliil).

Tobb immunsejttipus esetén is Osszefiiggést taldltunk az intratumoralis denzitds és az
ipilimumabterapiara adott valasz kozott. A nyirokcsomoattéteket infiltralo CD4*, CD8* T-
limfocitak, FOXP3" sejtek, a CD134 aktivaciés markert hordozd limfocitdk, valamint a
CD20" B-sejtek és NKp46"™ NK-sejtek mennyisége magasabb volt a kezelésre reagalokban,
mint a nem reagalokban; a legkifejezettebb kiillonbség a FOXP3 marker esetén volt lathatd. A
CD45R0", PD-1%, CD16", illetve CD68" sejtek denzitasa a terapias valasszal nem, azonban a
taléléssel korrelalt. A bor-, ill. szubkutan attétek vizsgalata ugyanakkor csak a CD16" és a
CD68" sejtek denzitdsa esetén tart fel szignifikins kapcsolatot a klinikai valasszal és a
taléléssel. Melanémas betegek metasztazisaiban a CD8" T-limfocitak és CD20* B-sejtek

crer

FOXP3" sejtek esetén nem figyeltek meg Osszefiiggést a tiléléssel (164).
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A T-sejtek denzitasanak ¢€s az ipilimumab hatasossaganak a kapcsolatat mutatd eredményeink
jol illeszkednek a hipotézishez, mely szerint a T-sejtekben gazdag, illetve azokat csekély
mennyiségben tartalmazdé tumorok immunterapids érzékenysége eltérd, elobbiek nagyobb
es¢llyel reagalnak az immunszuppressziv mechanizmusokat blokkold terapias stratégiakra
(221). Eredményeink szerint a terapias valaszt leginkabb befolyasold tényezé a
nyirokcsomaattétekben a FOXP3™ sejtek denzitasa volt. Hasonloképpen, az erés FOXP3- és
IDO-festédés egy masik vizsgalatban is korrelalt az ipilimumabkezelés hatasossagaval (84).
Az immunszuppressziv elemek felszabalyozasa a tumorokban szintén kapcsolatos lehet az
aktiv  immun-mikrokornyezettel, valdszinlileg negativ  visszacsatoldsos szabalyozo
mechanizmusként. Spranger és mtsai korrelaciot allapitottak meg az IDO, PD-L1 és FOXP3
expresszidja ¢és a CD8" T-limfocitdk mennyisége kozott melandmaattétekben, s
ragcsalomodellekben igazoltdk, hogy ezen inhibitor mechanizmusok jelenléte az infiltralo
CD8" T-sejtek kovetkezménye (222). A mi vizsgalatunkban is szoros korrelaciot talaltunk a
FOXP3* sejtek és a CD8" vagy CD45RO" T-limfocitdk denzitdsa kozott (p<0,001).
Feltételezhetd, hogy a T-sejt-gazdag tumorokban az immunaktivacidval szimultan jelenlevo
szuppressziv mechanizmusok felelnek a T-sejtek daganatellenes hatdsanak gatlasaért, s az e
mechanizmusokat blokkol6 terapias stratégidk, mint az immunellendrzépont-gatlok, jotékony

hatast gyakorolhatnak ezen esetekben.

Az utobbi években tobb tanulmany felvetette az intratumoralis regulator T-sejtek ADCC-
kozvetitett elpusztitasat Fcy-receptort expresszald monocitak/makrofagok altal, mint az anti-
CTLA-4 antitest-terapia lehetséges hatasmechanizmusat (223-225). Ipilimumabterapiaban
részesiilé melanomas betegek kezelés el6tt operalt attéteiben a CD16"CD68™ sejtek denzitasa
magasabb volt a terapiara reagalok, mint a nem reagalok esetén (225). Eredményeink részben
megfelelnek a fenticknek, bar a CD16" és CD68" sejtek mennyiségének szignifikans
Osszefiiggését a klinikai valasszal csak a bdr/sc. metasztazisok tanulmanyozasakor figyeltiik
meg, mig nyirokcsomoattéteknél inkdbb a taléléssel mutatkozott korrelacid. A terapids valasz
és a FOXP3" sejtek denzitasa kozott mutatott dsszefliggéssel egyiittesen (a mi vizsgéalatunk és
84) ezek az eredmények alatdmasztani latszanak a Treg-sejtek CD16" effektorok altali
elpusztitasanak lehetséges szerepét az ipilimumab hatdsaban. Egy masik potencialis ADCC-
effektor, az NK-sejtek mennyisége is Osszefliggést mutatott a klinikai valasszal
vizsgalatunkban, ezek denzitasa azonban igen alacsony volt, ami megkérddjelezheti biologiai

jelentdsegiiket.
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A T-sejtekben gazdag tumorok nagyobb immunterapias érzékenységének fent emlitett
hipotézisét (221) tamasztja ald a kiilonféle daganattipusok esetén észlelt korrelacio az
immunellendrzépont-gatld terdpia utani kedvezd betegségkimenetel és immunaktivitassal
kapcsolatos gének expresszioja kozott (83, 92-94). Tovabba a CD4", illetve CD8* T-sejtek
denzitasa alapjan megjosolhatd volt az anti-PD-1-terdpidra adott valasz melanomas ¢és
tiidérakos betegekben (90, 91). Nem talaltak ugyanakkor Osszefiiggést az egyes T-Sejt-
altipusok infiltracioja és a klinikai aktivitas kozott mas, PD-1/PD-L1 agenseket vagy CTLA-
4-blokkol6 antitestet alkalmazo vizsgalatokban (84, 87, 92, 226). A T-sejt-denzitas prediktiv
potencialja néhany tanulmanyban tapasztalt hianyanak egy lehetséges magyarazata, hogy
ezekben kiilonb6z6 lokalizacidju attéteket, sot egyes esetekben kiilonb6z6 daganattipusokat is
egylittesen analizaltak. Vizsgalatunk egyik potenciadlisan fontos megéllapitdsa, hogy
melanomas betegekben az immunsejtek denzitasa és ennek prediktiv hatasa kiilonbozik
nyirokcsomod- és bor/szubkutan attétek vizsgdlata esetén, ami arra utal, hogy az attétek
egyliittes elemzése a lokalizacidjukra vald tekintet nélkiill nem feltétleniil optimalis az

immunterapiara reagalok és nem reagalok kozti kiilonbségek feltarasa szempontjabol.

Szintén csak a nyirokcsomoattétek vizsgalatakor figyeltiink meg korrelaciot a T-limfocitak
intratumoralis stirisége és a melandmasejtek HLA-I-expresszioja kozott, valamint utdbbi és
az ipilimumabkezelésre adott valasz, illetve a betegek tulélése kozott. Ezek az eredmények a
nyirokcsomo- €s a nem limfoid attéteknek — feltehetden a kiilonb6z6 immunologiai kdrnyezet
miatt kialakulé6 — eltérd biologiai sajatossdgaira utalnak. A tumor-mikrokdrnyezet
szovetspecifikus kiilonbségei befolyasolhatjdk a daganatok ndvekedését és progressziodjat,
tovabba terapias érzékenységét (16, 227). Az immunsejtek infiltracidjanak és az
antigénexpresszionak a metasztazis helyétdl fliggd eltéréseit leirtdk melanoma és egyéb
daganatok esetén is (16, 166, 228). Az immunterapias biomarker-vizsgalatok ennek ellenére

altalaban nem veszik figyelembe a tumorok anatomiai elhelyezkedését a 1ézidok vizsgalatba

val6 bevalasztasanal, pedig az csokkenthetné az eredmények variabilitasat (229).

A HLA-I kifejezddésével ellentétben eredményeink szerint a melanomasejtek HLA-II-
expresszigja nem mutatott Osszefliggést az ipilimumabterdpia kimenetelével, korabbi
vizsgalatokhoz hasonldan, melyekben a HLA-Il-expresszi6 alapjan megjosolhaté volt a PD-1-
ellenes, de nem a CTLA-4-cllenes kezelésre adott valasz (102, 230). Kutatasaink érdekes
eredménye volt, hogy a tumorsejtek HLA-I-expresszidjanak a CD8* vagy CD45RO" T-sejtek
denzitasdval kombinacidban torténd elemzése hatékonyabbnak bizonyult a tulélés

elorejelzésében, mint akar a HLA-expresszio, akar a T-sejt-denzitasi értékek dnmagukban. Ez
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felhivja a figyelmet arra, hogy tobb biomarker egyiittes vizsgalata nagyobb prediktiv erdvel

birhat az immunterapidk hatékonysaganak megjoslasaban.

5.4. Immunsejtek vizsgalata neoadjuvans leukocita-interleukin terapiaban részesiilo
szajiiregi laphamrakos betegek tumormintaiban

A lokalis leukocita-interleukin (LI) neoadjuvédns terdpia hatdsat szajiiregi laphamrakos
betegekben teszteld két — egy fazis I/II-es, harom kiilonbozé LI-dozist 6sszehasonlitd és egy
fazis Il-es, nagy dozist hasznalé — klinikai vizsgalatbél szarmaz6 tumormintakat
tanulmanyoztunk, kezeletlen kontroll OSCC-tumorszovet mintakkal Osszevetve. A két
vizsgalatbol ugy tlinik, hogy a limfocitak infiltracidjat jobban befolyasolta az LI-kezelés, mint
a gyulladasos sejtekét. A legszembetiindbb kiilonbség a kontroll és az LI-kezelt daganatok
kozott a T-limfocitdk, ezen beliil a CD4" sejtek megndvekedett infiltracidja volt az
utobbiakban, mig a CD8" T-sejtek mennyisége nem valtozott szignifikansan, illetve csokkent
(a masodik, nagy LI-dozist alkalmazo trial-ben), ami jelentésen magasabb CD4*/CD8" aranyt
eredményezett. Erdekes modon ez kiilondsen az Ll-kezelésre reagalo tumorokban volt
szamottevd, ami arra utal, hogy a hatékony immunvalasz OSCC-ben az eredetileg alacsony
CD47/CD8" arany megforditasat igényelheti. A CD4" T-sejtek nagy mennyisége, illetve a
magas CD4"/CD8" arany jo progndzissal vagy immunterapids valasszal jart tobb daganattipus
esetén (231, 232). A CD4" T-limfocitdk kozponti helyet foglalnak el a tumorellenes
immunvalasz inicidlasaban és fenntartasaban helper funkcidjuk és az immunoldgiai memoria
fenntartdsaban jatszott szerepiik révén, tovabba citokinszekrécid ¢€s kozvetlen citolizis

segitségével effektor funkciot is betdlthetnek (233, 234).

Megfigyeléseink szerint a T-sejtek egy része hordozta a CD25 aktivaciés markert, mig az
0X40, mely féként a frissen aktivalt CD4" T-limfocitdkon jelenik meg, ritkan volt
detektalhatdé mintainkban. Ez azt jelzi, hogy az LI altal stimulalt T-sejtek zommel egy kés6bbi
aktivacios stadiumban lehettek, annak kovetkezményeként, hogy a (fazis Il-es) vizsgalatban
viszonylag hosszt idé (median: 22 nap, tartomany: 14-54 nap) telt el az LI-terapia befejezte
els6 vizsgalatban alkalmazott) legkisebb LI-dézis esetén volt megfigyelhetd. Nagy dozist LI
alkalmazasakor a dendritikus sejtek eloszlasa megvaltozott a kezeletlen kontrollokhoz képest,
a tumor-stroma hataron volt lathaté feldusulasuk, kiillonosen a terdpidra reagaldkban.
Hasonloképpen, egy kordbbi, lokalisan alkalmazott IL-2 hatasat vizsgdld tanulmanyban
foként a CD4" T-sejtekre és a dendritikus sejtekre gyakorolt hatast irtak le, mig a CD25"
sejtek felszaporodasa csak alacsony IL-2-dozisnal volt megfigyelhetd (235). Egy, az LI-hez
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hasonl6 citokinkeverék (IRX-2) neoadjuvans, perilimfatikus adagolasat kdvetéen operalt fej-
nyaki daganatokban a T-sejtek megnovekedett infiltraciojat irtdk le (a CD4% és CDS8*
alcsoportok esetén nem vizsgaltak a valtozast); a kezelés utani T-sejt-szam korrelaciot

mutatott a taléléssel (236).

A nagy doézist Ll-terapiat alkalmazé vizsgalatunkban kisebb mértékii makrofaginfiltraciot,
ezzel szemben megnovekedett mennyiségli neutrofil granulocitdt észleltik a kezelt
daganatokban, ami egy elsddlegesen neutrofilek altal kozvetitett akut gyulladdsos folyamatra
utal. A neutrofilek felszaporodédsa hatterében a Multikine preparatumban taldlhato6 GM-CSF
allhat.

A két vizsgalatbol nyert eredmények nagyobb esetszamon valo tesztelése egy nemrég lezarult

fazis Il1-as trial betegeinek prospektiven gyiijtott tumormintain folyamatban van.

5.5. Immunsejtek vizsgalata indukcios kemoterapiaban (ICT) és cetuximabkezelésben
részesiilo fej-nyaki daganatos betegek tumorbiopszias mintaiban

Az utobbi évtized kutatisai fényt deritettek arra, hogy a gazdaszervezet immunvédekezése
szerepet jatszik mind a kemoterapia, mind a tumort célzé6 monoklondlis antitestek hatdsaban, s
a tumorinfiltrdld6 immunsejtek, elsésorban T-limfocitdk mennyisége prediktivnek bizonyult a
kezelés hatékonysaga tekintetében kiilonb6z6 daganattipusokban, igy HNSCC-ben is (104—
106). Az Aéaltalunk vizsgalt, TPF indukcios kemoterapidval és cetuximabbal kezelt
betegcsoportban a vizsgalt 11 immunsejtmarker koziil csak kettd, a DC-LAMP és a PD-1
esetén talaltunk Osszefliggést a terapias valasszal. A DC-LAMP™ érett dendritikus sejtek
mennyisége a progressziomentes tuléléssel is korrelalt, mig a teljes tuléléssel egyik vizsgalt
marker sem mutatott szignifikdns Osszefiiggést. Egy masik munkacsoport a limfocitas szoveti
reakciot ugyan prediktivnek taldlta TPF indukcios kemoterapidban részesiilt HNSCC-s
betegekben, a CD3*, CD8" T-sejtek, illetve a B-sejtek tumorbeli mennyisége és a terapia
kimenetele kozott azonban nem észleltek korrelaciot (192, 237), ami dsszhangban all a mi

eredményeinkkel.

A tumorsejtek pl6-expresszidja sem bizonyult prediktivnek vizsgalatunkban, hasonldan a
legtobb, az ICT hatasat vizsgalo tanulmanyhoz (237). Tovabba az elsévonalbeli kemo- vagy
radioterapidhoz a cetuximab hozzdadasanak haszna sem fiiggétt a HPV- vagy pl6-
pozitivitastol (172). A HPV és az immunrendszer kdlcsonhatasa jol ismert (193), ugyanakkor

a tumorinfiltralé immunsejtekkel vald kapcsolat inkabb csak az orofaringedlis daganatok
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csoportjaban egyértelmii (194-196). Az altalunk vizsgalt betegkohorszban csak a CD20* B-
limfocitak esetén észleltiink szignifikans korrelaciot a pl6-pozitivitdssal. Amennyiben csak a
szdjgarattumorokat elemeztiik, tendencia mutatkozott a CD8" és a PD-1" sejtek magasabb
denzitasara is a pl6+ esetekben, ezeket az eredményeket azonban az alacsony esetszdm
(n=15) miatt 6vatosan kell értékelni. A limfoid szovetek kozelsége folytan a HPV altal

kivaltott immunvalasz a szajgarati régioban eltérést mutathat mas régioktol (193).

Az antitestfliggd sejtkozvetitett citotoxicitds szerepét kimutattdk a cetuximab terdpids
hatasaban (70). Tobb effektorsejttipus kozvetitheti a terapias ellenanyagok tumorellenes
hatasat, igy makrofagok, NK-sejtek és neutrofil granulocitak (72, 238-240). Vizsgalatainkba
bevontuk ezek markereit (CD68, NKp46 és mieloperoxidaz), valamint a CD16-ot az ADCC-
ben részt vevé Fc-receptor (FCyRIII) kimutatasara, de nem talaltunk szignifikans korrelaciot
az ezeket hordozo sejtek mennyisége €és a terapias valasz vagy a talélés kozott. A CD16-
jelolédés nagy részéért valdszinilileg a neutrofilek felelhettek, mivel ezek denzitasa mutatta a
leger6sebb korrelaciot a CD16" sejtekével, s a masik két sejttipus sokkal kisebb

mennyiségben volt jelen.

Az ADCC mellett a T-sejt-kozvetitett adaptiv immunvalasz is hozzajarulhat a cetuximab
tumorellenes hatasahoz. Ennek lehetséges mechanizmusaként leirtak a dendritikus sejtek és
NK-sejtek kolcsonhatasat, mely fokozott antigénprezentaciot és T-sejt-aktivaciot eredményez
(71). Mi nem talaltunk Osszefliggést az infiltrald NKp46* NK-sejtek mennyisége és a terapias
valasz koz6tt, azonban a DC-LAMP?* érett DC-k és a PD-1" limfocitik denzitdsa nagyobb volt
a kezelésre reagald betegek tumoraban, mint a nem reagalokéban. A legtébb tumortipushoz
hasonléan az infiltrald dendritikus sejtek nagy szama szdjliregi laphamrakban is jobb
prognozissal tarsult (191), érett DC-k tekintetében azonban nem irtak le hasonlé kapcsolatot
(241). A Kkezelésre reagaldé betegeink tumoraban a PD-1" limfocitdk megndvekedett
mennyiségérol tett megfigyelésiinkkel kapcsolatban fontos megemliteni, hogy bar a PD-1
expresszidja a T-sejtek kimeriilésének egyik jele, ugyanakkor aktivaciés markernek is
bizonyult, mely elsdsorban a tumorreaktiv infiltralo T-sejteken jelenik meg (242-244).
Ellentmondasos eredmények lattak napvilagot a tumorinfiltrald immunsejteken kimutatott
expresszidja prognosztikus hatasardl a kiillonb6z6 raktipusokban (245-247); HNSCC-ben
kedvezo prognosztikus markernek bizonyult (248, 249).
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5.6. Kovetkeztetések, a kutatasok korlatai és értékei

A gazdaszervezet immunsejtjei pozitiv €s negativ hatast is kifejthetnek a daganatos
betegségek kimenetelére. A primer melanomat infiltralé immunsejteken beliil a T-limfocitak
prognosztikai értékének kutatasa ellentmondéasos eredményeket hozott. Sajat vizsgalataink
szerint az aktivalt T-sejtek magas peritumoralis denzitasa hosszabb tuléléssel mutatott
Osszefiiggést. Hasonld eredményre vezettek a B-limfocitak és az érett dendritikus sejtek
inherens korlatja retrospektiv természetiik, valamint egy résziikben a viszonylag korlatozott
(100 alatti) esetszam. Eredményeinket azonban késObbi, tObbnyire nagyobb mintaszdmra
alapozott kutatasok megerdsitették (151, 152, 208, 209). A HEV ¢és a tumort infiltrald
immunsejtek kapcsolatara és prognosztikai szerepére vonatkozd sajat, tobb kohorszos
tanulmanyunk is alatimasztotta a CD134%, CD25" limfocitak, a DC-LAMP* dendritikus
sejtek, illetve részben a B-sejtek denzitdsanak pozitiv Osszefiiggését a betegek tulélésével, mig
a CD8", CD45R0O", valamint a FOXP3" sejtek esetén nem talaltunk ilyen kapcsolatot, korabbi

vizsgalatainkkal, illetve az irodalmi adatokkal 6sszhangban.

Melanomas betegek Orszemnyirokcsomoiban négyféle immunsejttipus (CD134" aktivalt T-
limfocitak, FOXP3* T-sejtek, DC-LAMP* érett dendritikus sejtek és CD123* plazmacitoid
DC-k) vizsgalata a betegek egy részébdl szarmazd nem szentinel nyirokcsomokkal
Osszehasonlitva az SLN-ek funkciondlis kompetencidjat tamasztotta ala, immunaktivaciora és
-szuppressziora utalo jelek egyidejii jelenlétével. A FOXP3* limfocitdk magas denzitasa a
pozitiv SLN-statuszu betegekben a betegség progressziojaval és rovidebb tuléléssel mutatott
Osszefliggést, mig a tobbi vizsgalt immunsejttipus jelenléte nem bizonyult prognosztikusnak.
Osszevetve ezeket az eredményeket a primer melanéma vizsgalatakor kapottakkal, Gigy tiinik,
az immunaktivacidval kapcsolatos markerek megjelenése a primer tumorban nagyobb hatassal
van a betegség kimenetelére, mint jelenlétiik az 6rszemnyirokcsomokban. A FOXP3™ sejtek
denzitasa ezzel szemben a metasztatikus SLN-ekben prediktivnek bizonyult, ellentétben a

tumor-negativ SLN-ekben, illetve primer melanémakban meghatarozott szdmukkal.

A tumorellenes T-sejtek elsddleges aktivalasa (priming) az altalanos nézet szerint
elsddlegesen a drenalé nyirokcsomokban torténik a primer tumorbdl szédrmazo
tumorantigéneket a nyirokcsomokba vandorolva ott prezentalé dendritikus sejtekkel vald
talalkozast kovetden. Kisérletes modellekben azonban a nyirokcsomokban a T-sejteknek

tumorsejtek altali kozvetlen aktivalasat is leirtak (250). Erdekes modon a II/IV-es stadiumi
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melanémas betegek periférids vérében a melanocita-differenciacios antigén epitopot felismerd
T-sejtek prekurzorfrekvencidja joval magasabb volt az I/II-es stadiumu betegekéhez képest,
ami a nyirokcsomoattétek kialakuldsanak fontossagara utald jelként értékelheté a T-sejt-
kozvetitett tumorellenes immunreakcio 1étrejottében (251). Masrészt azt is kimutattak, hogy a
DC-k altali T-sejt-aktivacio extranodalisan, a tumor teriiletén is végbemehet (252). Ezzel
Osszhangban a T-sejtek klonotipusanak elemzése ravilagitott, hogy a tumornegativ SLN-
ekben a T-limfocitak tobbsége nem mutat klonalis felszaporodast, a primer melanomakkal és
metasztatazisokkal ellentétben, melyekben tobb klonotipusos TCR-transzkriptumot talaltak
(253, 254). Ezen adatok fényében eredményeink a daganattal érintett szovetek, ezen beliil a
primer tumor, illetve az attétes Orszemnyirokcsomok immunaktivitassal 0Osszefiiggd
markereinek prognosztikus jelentdségére utalnak. SLN-vizsgalatunk értékelését korlatozza,
hogy — bar mas hasonlo kutatasokkal dsszevetve jelentés szam(i mintan tortént — a pozitiv és
negativ  szentinelstatuszii  betegek elkiilonitett talélésanalizisénél az  esetszamok

alacsonyabbak voltak.

Prognosztikai értéke mellett a daganatok immunsejtes infiltratuma komponenseinek elemzése
az immunterapidban részesiild betegekben a kezelés hatasat, illetve a kezelést kdvetden a
betegség kimenetelét megjosolni képes biomarkereket is szolgaltathat (63, 64). Ebbe az
iranyba mutatnak ipilimumabterapidban részesiild0 melandmas betegek kezelés eldtti attéti
tumormintdin végzett vizsgalatunk eredményei is, egyben felhivva a figyelmet a kiilonb6z6
lokalizacioju attétek eltérd immunolodgiai jellemzdire, illetve a lokalis immunjellemzdk
esetlegesen eltér6 prognosztikai potencialjara. Eredményeink szerint a nyirokcsomoattétekben
gyakorlatilag valamennyi vizsgalt immunsejttipus mennyisége korrelalt a terapias valasszal
¢s/vagy a betegek tulélésével, mig a bor/szubkutin Aattétekben meghatarozva az
immunsejtdenzitasokat csak a CDI16" sejtek és CD68" makrofagok esetén talaltunk
Osszefliggést. Szintén csak a nyirokcsomoattétek vizsgalatakor figyeltiink meg korrelaciot a
T-limfocitak intratumordlis stirlisége ¢és a melandmasejtek HLA-I-expresszidja kozott,
valamint utobbi és az ipilimumabkezelésre adott valasz, illetve a betegek talélése kozott.
Vizsgalatunk korlatja retrospektiv volta mellett az, hogy a megfeleld sebészi minta
elérhetésége korlatozta az immunhisztokémiai elemzésbe bevonhatdo esetek szamat.
Analizisiink értékeként konyvelhetd el ugyanakkor, hogy szamos immunmarkert tesztelt egy
nagyobbrészt ,,real world” betegkohorszon, tovabba kezelés eldtti paramétereket vizsgalt,
lehetoveé téve a kezelési dontést megkonnyitdé prediktiv markerek azonositasat. A lokalis

immunaktivitassal kapcsolatos potencialis biomarkereket nagyobb betegcsoportokon végzett
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prospektiv elemzések validalhatjdk, s ezek prediktiv értéke a PD-1-utvonalat blokkolo

terapiak, illetve az anti-CTLA-4/anti-PD-1 kombinacio esetén is vizsgalando.

Szajiiregi laphamrakokban vizsgéltuk egy kisérleti immunterapids megkozelités, a
neoadjuvans lokalisan adott leukocita-interleukin kezelést kovetéen operalt daganatokban
tobbféle immunsejttipus megoszlasat kezeletlen kontroll tumorokkal Osszehasonlitva. A
legszembeti{inébb kiilonbség a CD4" sejtek felszaporodasa és a magasabb CD47/CD8" arany
volt. A viszonylag kis mintaszamon (egy fazis I/Il-es és egy fazis Il-es klinikai vizsgalatba
bevont betegek tumormintain) alapuld eredmények érvényességének értékelése folyamatban

van egy nemrég lezarult fazis III-as trial prospektiven gyiijtott tumormintain.

Az immunterapidk mellett a konvencionalis tumorellenes kezelésmoédok (kemo-, sugar-,
célzott terapia) hatadsaban is kimutattak az immunmechanizmusok szerepét, s a tumorinfiltralo
immunsejtek vizsgalata ezek esetében is a kezelés hatasat, a betegség kimenetelét megjosolni
képes biomarkereket eredményezhet (30-32, 64). Indukcioés kemoterapiaval és cetuximabbal
kezelt HNSCC-s betegeink kezelés el6tti tumorbiopsziainak tanulmanyozasa a vizsgalt 11-bol
mindossze két immunsejtmarker, az érett dendritikus sejteket jellemzé DC-LAMP és a PD-1
esetén mutatott ki Osszefliggést a terapids valasszal, illetve a taléléssel. Ebben a
vizsgalatunkban, bar prospektiv klinikai trial-ben részt vevd betegek tumormintdin végeztiik,
az elemzés retrospektiven tortént, s a fazis II-es vizsgalatba bevont betegek szama limitélta a
rendelkezésre all6 mintdk szamat, ami egyes alcsoportok tanulmanyozéasakor viszonylag
alacsony esetszamokat eredményezett; indokolt lehet ezért a kapott adatok érvényességének
prospektiv értékelése nagyobb betegcsoporton. Tovabbad a neoadjuvans kezelési séma
kovetkeztében nem sebészi, hanem — esetenként kisméretli — biopszias mintdk &lltak
rendelkezésre, ami valodsziniileg kevésbé megbizhaté immunhisztokémiai eredményt ad, mint
a tumor nagyobb részét tartalmazd metszetek elemzése. A vizsgdlat elénye ugyanakkor a
nagyszamu markerbdl all6 immunsejtpanel alkalmazéasa s az eredmények értékelése szamos

klinikopatologiai paraméter fliggvényében.
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6. U MEGALLAPITASOK

1. Elséként mutattuk ki a primer melanomékat infiltralo, OX40, illetve CD25 aktivacids
markert hordozé T-limfocitak, DC-LAMP* dendritikus sejtek, tovabba CD20" B-limfocitak
mennyiségének Osszefiiggését az attétképzéssel és a taléléssel. Az aktivalt T-sejtek és a
dendritikus sejtek magas peritumoralis denzitasa, mig a B-sejtek esetén mind az intra-, mind a
peritumoralis stiriség a késObbi zsigeri attétek hianyaval és kedvezd tuléléssel jart. E
markerek tulélésre gyakorolt hatasat kombinacidban is vizsgalva a DC-LAMP/OXA40, illetve a
CD20/0X40 kombinacio (kiilon-kiilon vizsgalva) tobbvaltozos analizisben szignifikans

prognosztikai tényezonek bizonyult.

2. Elsoként igazoltuk primer melanomakban ektopias limfoid strukturdk jelenlétét, ami nem
mutatott Osszefliggést a betegség kimenetelével. Mas daganattipusban megfigyeltekkel
ellentétben a DC-LAMP?® érett dendritikus sejtek és a MECA-79" HEV-szerli erek
el6fordulasa melandmaban nem korlatozodott az ektopias nyirokstruktirdk teriiletére, illetve

az ezeket tartalmazé daganatokra.

3. A primer melandmakhoz asszocialt MECA-79" HEV-ek mennyisége (korabbi publikaciok
eredményével 0Osszhangban) erdsen korrelalt a B- ¢és T-limfocitdk peritumoralis
mennyiségével, joval gyengébb korrelacié volt ugyanakkor megfigyelhetd az aktivalt T-
sejtek, illetve az érett DC-k denzitdsaval. A CD34-pozitivitds alapjan megallapitott

mikroérsiirliség a vastag, valamint a szervi attétet add melanoméakban mutatott korrelaciot a

crer

4. Elséként kozoltik a melanomas betegek Orszemnyirokcsoméiban a FOXP3*™ T-sejtek
magas denzitdsanak fiiggetlen negativ prognosztikus hatasat, mely csak a pozitiv SLN-
statuszi betegek esetén volt megfigyelhetd. Az OX40" aktivalt T-limfocitak, DC-LAMP*
érett DC-k és a plazmacitoid dendritikus sejtek mennyisége nem mutatott kapcsolatot a

taléléssel.

5. Els6ként elemeztiik nagy (11 markert tartalmazd) immunsejtpanel vizsgalataval melandmas
prediktiv szerepét. Megallapitottuk, hogy a legtobb immunsejttipusra nézve az infiltracio
erdssége ¢s ennek Osszefliggése a terapids valasszal €s a betegség kimenetelével kiillonbozik a
nyirokcsomo-, illetve a bor/szubkutan attétek vizsgalatakor. Nyirokcsomoattétekben a vizsgalt

immunsejttipusok tobbsége (FOXP3" sejtek, CD4", CD8", OX40" T-limfocitak, CD20* B-
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sejtek és NKp46* NK-sejtek) esetén magasabb sejtdenzitast tapasztaltunk a kezelésre reagald
betegekben, mig a CD45RO*, PD-1", CD16" sejtek és CD68" makrofigok mennyisége a
terapias valasszal nem korrelalt, a tuléléssel azonban igen. Bor- és szubkutan attétek esetén
Szintén csak a nyirokcsomoattétek vizsgalatakor figyeltiink meg korrelaciot a T-limfocitak
intratumoralis slirlisége és a melandmasejtek HLA-I-expresszidja kdzott, valamint utdbbi és

az ipilimumabkezelésre adott valasz, illetve a betegek tulélése kozott.

leukocita-interleukinnal ~ (Multikine)  Kkezelt szajliregi  laphamrakokban, kezeletlen
kontrollokkal Osszehasonlitva. A legfeltlinbb kiilonbségként a CD4" T-sejtek nagyobb
denzitasat és a magas CD4"/CD8" aranyt irtuk le az Ll-kezelt daganatokban, kiilonosen a

terapiara reagaldkban.

7. Elsoként vizsgaltuk indukcios kemoterapiaval ¢és cetuximabbal kezelt fej-nyaki
laphamrakos betegekben a tumorinfiltralé immunsejtek prediktiv szerepét. A vizsgalt 11
immunsejtmarker koziil csak ketté, a DC-LAMP ¢és a PD-1 esetén talaltunk Osszefiiggést a
terapias valasszal. A DC-LAMP" érett dendritikus sejtek mennyisége a progressziomentes

taléléssel is korrelaciot mutatott.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Legeldszor szeretnék koszonetet mondani Timar Jozsef professzor tirnak, aki a kezdeti
,»szarnyprobalgatasoktol” kezdve sok évig nyujtott inspirald légkort €s tamogatast a
kutatdomunkdmhoz, és akiben azota is értékes kollaboratort tisztelhetek. Halas vagyok Lapis
Kéroly professzor urnak, aki a SOTE 1. Sz. Patoldgia és Kisérleti Rékkutatd Intézet
igazgatdjaként felismerte annak fontossagat, hogy a fiatal kollégdk nemzetkozi kutatasi
tapasztalatokat szerezzenek, és ehhez minden segitséget megadott, s sok év elteltével is
megtisztel azzal, hogy figyelemmel kiséri palyafutasomat. Koszonettel tartozom az intézet
késobbi igazgatdinak, Szende Béla és Kopper Laszld professzor uraknak, hogy tamogato
légkorben végezhettem a kutatomunkdm. Az intézet szamos munkatarsa nyujtott segitséget a
munkdkban, amit szivbdl 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 kdszonhetek a National Cancer Institute-beli Surgery Branch vezetdjének, Steven A.
Rosenbergnek és munkatarsainak, elsésorban Michael Nishimuranak, James C. Yangnak és
Donna Lalley-nek az ott toltott két év alatti segitségért és azért, hogy részese lehettem egy
¢lvonalbeli tumorimmunoldgiai kutatobazis mindennapjainak.

A disszertacidban szerepld legtobb kozlemény az Orszagos Onkoldgiai Intézetben végzett
kutatomunka eredménye; ezuton szeretném megkOszonni a kordbbi és a jelenlegi
foigazgatonak, Kasler Miklos és Polgar Csaba professzor uraknak, tovabba a patoldgiai
osztaly (késébb kdzpont) vezetdinek, Szentirmay Zoltan professzor trnak, Dr. Toth Erikdanak
és Dr. Széke Janosnak, hogy ezt lehetdvé tették és tdmogattdk. Koszondm a patoldogus
kollégaknak a sok segitséget, az emlitettek mellett elsésorban Dr. Plotar Vandanak. K&szonet
illeti a klinikus kollégékat is, akik kollaboracigja nélkiilozhetetlen volt a kutatasokhoz; itt
szeretném megemliteni Prof. Liszkay Gabriellat, Dr. Gilde Katalint, Dr. Fej0s Zsuzsannat és
Dr. Remenar Evat, illetve az intézeten kiviili kollaboratorok kéziil 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 Timednak és Dr. Balatoni
Timeénak.

Kiemelt koszonet illeti Parragné Derecskei Katalint, aki mind a Semmelweis Egyetemen,
mind az OOl-ben toltott évek alatt segitségemre volt foként az immunhisztokémiai
vizsgalatok kivitelezésében. Koszondm Gaudi Istvdnnak a statisztikai analizisben, Konya
Miklosnak a fotodokumentdcioban nyujtott segitséget, Csordds Palnénak az adminisztrativ
teendOk megkonnyitését, Horvath Laszloné Siha Monikanak a palyazati pénziigyek, valamint
Farago Daniel és Franko Orsolya konyvtarosoknak a kozleményeim rendben tartasat.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak a feltétel nélkiili tAmogatasért.
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melanoma lesions and tumor free corresponding sentinel lymph nodes. Cancer Immunol
Immunother 55:495-502
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9. SAJAT KOZLEMENYEK
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9.4. Tudomanymetriai adatok

Ladanyi Andrea tudomanyos es oktatasi kdzlemenyeinek dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2021.05.19)

. . L . Szama Hivatkozdsok'
Tudomanyos es oktatasi kozlemenyek - - - -
Osszesen Részletezve Fiiggetlen Osszes

I. Folydiratcikk? 77
szakcikk nemzetkdzi folydiratban, idegen nyalivi — A4 1250 1487
szakcikk, hazai idegen nysivi - 1 0 0
szakcikk, magyar nyelvi -— 5 i} ]
szakcikk, sokszerzfs, érdemi szerziként? - 0 0 0
asszefoglalo kizlemény — 14 143 160
rovid kizlemény — 3 13 17

Il. Kényv 0 -—- - -
a) Szakkanyv, kézikonyv, tankonyv szerzdkeént 0 -—- - -
idegen nyelvil — 0 ] 0
magyar nyelvi — 0 ] 0
aa) Felsdoktatasi tankanyv — 0 ] 0
b) Szakkanyv, kézikonyv, konferenciakotet, tankonyv 0 . . .
szerkesztikent
idegen nyelvil — 0 - —-
magyar nyelvil - 0 - -
bhb) Felsdoktatasi tankanyv — 0 - -

lll. Kdnyrészlet 0 - -—- -
idegen nyelvil — 0 ] 0
magyar nyelvi — 0 ] 0
cc) Felsdoktatasi tankonyvigjezet — 0 ] 0

IV. Konferenciakdzlemény? 2 - 9 14
QOktatasi kozlemények osszesen (ll.aa,bb-lll.cc) — 0 ] 0
Tudoményos kizlemények dsszesen (-IV.) — 79 1421 1686
Tudomanyos és oktatasi kbzlemények dsszesen (1-1V.) 79 - 1421 1686

V. Tovdbbi tudomadnyos miivek 4 - -—- -
Tovabbi tudomanyos milvek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket &5 a nem ismert lektoraltsagu folyiratokban — 3 ] 2
megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkesztdséqi levelezés, hozzdszolasok, valaszok — 1 0 0
Oltalmak, szabadalmak — 0 0 0

VI. Hivatkozott absztraktok® 5 1 2

Osszes hivatkozds' - - 1422 1696

Hirsch index® 23 - - -

g index® 39 - - -

Specidlis tudomanymetriai adatok Szama Osszes hivatkozas

Elsd szerzds teljes folyodiratcikkek szama2 21 661

Utolsd szerzis teljes folydiratcikkek szama?® 11 159

A tudor_ne‘lnyos fo!t_nzat_(Ph D) elpyerése utani (1996) teljes 50 1355

tudomanyos folyoiratcikkek szama

Az utolso 10 év (2011 - 2021) tudomdnyos, teljes, lektoralt 7 307

tudomayos folyodiratcikkeinek szama

A Iggmagagahh hivgtkozott'ségillkﬁz'lerrrlény hivatkozasainak 182 10.73%

szama (az osszes hivatkozas szazalékaban) '

Hivatkozdsok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus . 18

rendszerben

Jelentés, guideline 0 0

Csoportos (multicentrikus) kdzleményben kollaboracios 0 0

kozremiikoda”
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Megjegyzesek:

1. a disszertacid és egyéb tipusd hivatkozas nélkili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

. lektordlt, tudomanyos folybiratban

. @ szerzd irdsban nyilatkozik, hogy érdemi szerzdi hozzajaruldsaval késziltek szerzdkent jegyzett kdzleményei, és az érdemi hozzajarulast
dokumentdini tudja

. konferenciakdzlemény folyoiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakdtetben

. nem-hivatkozott absztrakt itt nem keril az dsszesitéshe

. a disszertacid &s eqyéb tipusd hivatkozas nélkili 6sszes hivakozdssal szamolva. A Hirsch és a g index definicidja

. kbzremikodés esetén a csoportos szerzdséql kozlemények hivatkozottsdga kilon értékelendd, &5 nem szamithatd be az dsszesitett
hivatkozasok kize

[SE S

= e

n.a. = nincs adat

Készilt: 2021. majus 19. 11:35
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