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Hésokk fehérje (Hsp70) / melanoma-marker (Mel-5) sejtfelszini
antigén expresszios mintazat prognosztikai jelentosége cutan
melanoma malignumban*®

Prognostic significance of heat shock protein
70 (Hsp70) / melanoma-associated marker (Mel-5) cell surface antigen
expression pattern in cutan malignant melanoma
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Cutan melanoma malignumbdl szdrmazo melanoma sej-
teken, valamint egészséges egyének sejtjein a membrdn
Hsp70 és a melanoma marker Mel-1, Mel-2 és Mel-5 an-
tigének sejtfelszini kifejezédésének vizsgdlataval fenoti-
pus meghatdrozds tortént. A kordbbi megfigyeléseknek
megfeleléen az egészséges egyének sejtjei membrdn
Hsp70-t nem expresszdltak. Melanoma markerekre a bor
fibroblasztok és periférids limfocitak negativ festddést
mutattak, ugyanakkor a melanocitik Mel-1 és Mel-5 sejt-
felszini antigénnel rendelkeztek. A Hsp70/Mel-5 sejtfel-
szini antigén expresszios mintdzat alapjdan a primer cutan
melanomakat Hsp70(+)/Mel-5(-) illetve Hsp70(-)/Mel-
5(+) fenotipusii csoportba lehetett sorolni. A két csoport-
ba sorolt betegek korlefolydsdat 4 évig kovették. A
Hsp70(-)/Mel-5(+) fenotipusii csoportba tartozo betegek
(39%) prognoézisa szignifikansan (p<0.05) rosszabbnak
bizonyult, mint a Hsp70(+)/Mel-5(-) csoportba tartozo-
ké (tiulélés: 22,2% vs 100%). A Hsp70/Mel-5 sejtfelszini
antigén expressziés mintdzat prognosztikai jelentdsége
cutan melanomdban dsszefiiggésbe hozhaté a membrdan-
hoz kotott hdsokk fehérje 70 kifejezett tumor-ellenes funk-
cidjaval.
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SUMMARY

Expression of membrane-bound Hsp70 and melanoma-
associated markers (Mel-1, Mel-2 and Mel-5) was studied in
melanoma cells from primary cutan malignant melanoma
and in healthy human cells to determine their phenotype. As
previously shown, cells from healthy human volunteers were
found to be negative for membrane-bound Hsp70. Skin
fibroblasts and peripheral blood lymphocytes were also
negative for the melanoma-associated markers but
melanocytes were positive for Mel-1 and Mel-5. The primary
cutan melanomas could be divided into two groups according
to their Hsp70/Mel-5 expression pattern: those with an
Hsp70(-)/Mel-5(+) phenotype and an Hsp70(+)/Mel-5(-)
phenotype. Groups of patients with a divergent Hsp70/Mel-5
membrane expression pattern of their primary melanoma
were followed for 4 year by the known clinical and
histological prognostic parameters. Patients in the group of
Hsp70(-)/Mel-5(+) phenotype (39%) proved to be associated
with a significant (p<0.05) graver prognosis comparing that
observed in the group of Hsp70(+)/Mel-5(-) (overall survival:
222% vs 100%). The observed prognostic significance of
Hsp70/Mel-5 expression pattern in cutan melanoma may be
correlated to the potent anti-cancer function of membrane-
bound heat shock protein 70.

Key words:
malignant melanoma - membrane-bound heat
shock protein (Hsp) 70 - melanoma-associated
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A sejt kiilonbozé alkotdérészeiben megtaldlhatd, konstitu-
tiv médon expresszalodo és indukalhatd, chaperon (dajka)
funkciéval rendelkezd hdsokk fehérjék (HSP-k) legfébb
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feladata a sejtek védelme a kiilonb6z6 exogén és endogén
behatasok altal okozott letdlis karosodastol (12). Az intra-
celluldris chaperonok részt vesznek polipeptidek korrekt
szervezO0désében, fehérjestruktirak funkcidképessé tételé-
ben, transzportjdban, valamint az antigén lebontdsban és
prezentdldsban (9,10). A tumorszelektiv antigének utani
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1. abra
A Hsp70 hésokk fehérje expresszidja egészséges- és tumorsejteken

kutatds HSP-k (70 kD, 90 kD) azonositasat eredményezte
(21). A Hsp70 sejtfelszini kifejez6dését szamos malignus
tumor (pl.: colorectalis, pancreas, tiid§ carcinoma, leuke-
miak, stb.) sejtjein megfigyelték, ugyanakkor az egészsé-
ges sejtek plazmamembranjukon Hsp70 expressziét nem
mutattak (/. dbra) (16). Ezen ismeretek birtokdban a sejt-
felszinen expresszal6dé hdsokk fehérjéknek tumor-sze-
lektiv marker szerepet tulajdonitottak (17). Ma mar tud-
juk, hogy az extracellularis lokalizaci6jd, vagy membran-
hoz kotott HSP-k kifejezett anti-tumor immunvalaszt fej-
tenek ki a velesziiletett vagy szerzett immunmechanizmu-
sok kozvetitésével. Kimutattdk, hogy a HSP-k chaperon
funkciéjuk révén kulcsszerepet jatszanak az antigén pre-
zentdl6 sejtek (APC), T-sejtek és természetes 616 (NK)
sejtek altal medidlt tumorimmunitasban (15, 20, 21). Be-
bizonyosodott, hogy a sejtfelszini membranhoz kotott
HSP70 tumorspecifikus felismer6 hely az NK-sejtek sza-
mara, valamint direkt médon aktivalni képes az NK-sejtek
citolitikus és migracids kapacitasat (15). A hésokk fehér-
jék sejtfelszini membran expresszidjaval kapcsolatos ku-
tatasi eredmények kiilondsen az oncoimmunologia teriile-
tén okoztak jelentds valtozasokat (19).

A membran HSP-k tumorimmunitdsban betoltott szere-
pével kapcsolatos 1j megfigyelések birtokaban érdemes-
nek tlint melanoma malignumban szenved6 betegeknél
meghatdrozni a primer tumor sejtfelszini antigén exp-
resszi6s mintazatat, és ennek ismeretében a korlefolyas
kovetésével vizsgdlni a HSP-fenotipus prognosztikai je-
lent&ségét.

Munkank sordn elsé 1épésként cutan melanoma malig-
numbol szarmazé melanoma sejteken, valamint egészsé-
ges egyének melanin pigmentet tartalmaz6 (melanocita)
és pigment mentes sejtjein (fibroblaszt, periférids limfoci-
ta) multiparaméteres analizissel vizsgaltuk a sejtfelszini
antigén expresszids mintazatot. A HSP70 és a melanoma
marker Mel-1, Mel-2 és Mel-5 antigének sejtfelszini kife-
jezddésének meghatdrozasa sordn arra a konzekvensen je-
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lentkezd tulajdonsagra lettiink figyelmesek, hogy a
HSP70 pozitiv melanoma sejtek Mel-5 melanoma markert
nem expresszalnak, ugyanakkor a sejtfelszini HSP70 exp-
ressziot nem mutaté melanomak tumorsejtjei membranju-
kon Mel-5 antigént hordoznak. A tovabbiakban a tumor
HSP70/Mel-5 fenotipusa és a betegség lefolydsa kozotti
Osszefiiggés vizsgalataval kivantuk meghatarozni sejtfel-
szini antigén expresszidés mintdzat prognosztikai marker
szerepét és jelentdségét. Ezért a primer tumor
HSP70/Mel-5 sejtfelszini antigén expressziés mintdzata
alapjan a melanoma malignumban szenved6 betegeket
HSP70(+)/Mel-5(-) illetve HSP70(-)/Mel-5(+) fenotipusu
melanomaval rendelkezék csoportjaba soroltuk, és 4 éven
at kovettiik a betegség lefolyasat.

Anyag és modszer

Sejtszeparalas és tenyésztés

A melanoma sejteket melanoma malignumban szenvedd betegek se-
bészileg eltavolitott primer cutan tumordbdl szepardltuk és tenyész-
tettiik (5). Flow cytometrids analizishez a tumorsejt tenyészetek 2.-
3. szubkultdrdjat hasznéltuk. Az €16 sejtek ardnya > 90% volt [MTT-
kolorimetrids teszt, (14)]. A nem-melenoma sejtek el6forduldsat
aramlasi citometridval, panleukocita marker antihuman-CD45 mo-
noklonalis antitest (mAT) (Dako), valamint ASO2 antifibroblast
mAT (Dianova) alkalmazasaval vizsgaltuk. (5).

A kontrollként egészséges human melanocita (Colo 800, Acc 193)
és bdr fibroblaszt sejtvonalak (DKFZ, Heidelberg), valamint alva-
dasgatolt vérbdl denzitometrids gradiens centrifugdldssal szeparalt
periférids limfocitdk (PBL) szolgaltak (5). A sejteket ugyanazon ko-
riilmények kozott tenyésztettiik, mint a melanoma sejteket. A vizs-
gdlatok végzéséhez a PTE AOK Régiondlis Etikai Bizottsdga enge-
délyével, valamint beteginformdicids €s beleegyezd nyilatkozattal
rendelkeztiink.

Sejtfelszini markerek (Hsp70, ASO2, MHC-I, Mel-antigének)
aramlasi citometrias analizise

A frissen szeparalt human sejtekbdl, vagy sejttenyészetekbdl nyert
sejtszuszpenzidkat (1 x10° sejt/vizsgdlandé minta) hasznaltuk dram-
lasi citometrids vizsgalathoz. A sejtfelszini markerek meghataroza-
sdra a sejteket fluoreszcein-izotiociondttal (FITC) jelolt, vagy jelo-
letlen primer mAT- kel inkubdltuk. A jel6letlen elsé antitestekhez
FITC-jelzett masodik antitestet (anti-egér mAT) adtunk. A kovetke-



76 antitesteket (és az izotipusnak megfeleld kontroll antitesteket)
hasznéltuk: anti-Hsp70-FITC mAT (klén C92F3B1, IgGl), anti-
MHC-I-FITC mAT (W6/32, IgG2a) (Cymbus), anti-fibroblaszt mAT
(ASO2, IgGl) (Dianova), anti-MAA antitestek: Mel-1 (Mel-1,
1gG3), Mel-2 (Mel-2, IgG2a) és Mel-5 (Mel-5, IgG2a) (Signet). Az
aspecifikus hattérfest6dés megallapitasdra a fent emlitett, az izoti-
pusnak megfeleld kontroll antitesteket (Immunotech) hasznéltuk. Az
aramlasi citometrids analizis (FACS-calibur, Becton Dickinson) so-
rdn a propidium-jodid (Sigma) negativ, €16, intakt sejtmembrannal
rendelkezd sejteket értékeltiik. A specifikusan fest6dd sejtek
megoszlasat (%) a kovetkez6 mddon hataroztuk meg: pozitivan fes-
t6d6 sejtek - izotipusnak megfelel6 kontroll antitesttel fest6dd sejtek
szama / 100. Hsp70 pozitivnak tekintettiik a tumort akkor, ha a me-
lanoma sejtek >10%-a mutatott festddést, valamint az izotipusnak
megfeleld, kontroll antitesttel kapott dramldsi citometrids gorbéhez
képest a “peak” jobbra tolt volt (5).

Hisztoldgiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

A szovetmintdkbol paraffinos, 4 pm-es metszeteket készitettiink. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a metszeteket 3-aminopropil-
trietoxi-szilannal (Sigma) fedett targylemezekre szaritottuk. A tumor
kornyezethez val6 viszonyit, szerkezetét és citoldgiai jellemzoit he-
matoxilin-eozinnal festett metszeteken fénymikroszképpal vizsgdl-
tuk (4). Meghatdroztuk a Clark féle szintet, valamint a tumor vastag-
sdgat (Breslow szam) (4). A melanin tartalom kimutatasara Fontana-
Masson festést, a hemosziderin azonositdsdra pedig berlini-kék fes-
tést végeztiink (4). Rutinszertien S100 és HMB-45 antigén exp-
resszids vizsgdlat, valamint a Ki-67 proliferdciés marker kimutatds
tortént (4). Sziikség szerint Melan-A ellenes antitestet hasznaltuk a
melanociter eredet bizonyitasara (4). Amelanotikus, illetve anaplazi-
as tumor esetén a teljes antitest panel segitségét vettiik igénybe,
amely az emlitettek mellett a kovetkez6 antitestekbdl llt: nagy és
kis molekulasulyu citokeratin (AE1/AE3) ill. (MNF116), vimentin,
p53 (DO-7) és CD31 (JC/70A), valamint CD68 (KP1) (Dako) anti-
gén ellenes antitest (4). Az immunhisztokémiai reakciéhoz a 4 pm-es
metszeteket deparaffinalds, hdkezelés és endogén peroxidaz gatlasat
kovetden hasznéltuk (4). A metszeteket hattérgatlas (normal 16szé-
rummal) utdn az el6zdekben felsorolt elsédleges antitestek megfele-
16 higitasaival inkubdltuk. Negativ kontrollként normal egér, ill.
nydl szérumot haszndltunk. Mdsodik antitestként biotindlt, 16ban
termelt, egér és nyil ellenes ellenanyagot alkalmaztunk, majd
sztreptavidin-peroxidaz-komplex-szel inkubdltunk. A reagenseket
(Vectastain Universal Elite ABC Kit, Vector) a gydri utasitdsnak
megfeleléen hasznéltuk. Az enzimreakciot “EAC-Substrate-Chro-
mogen”-nel (Dako) tettiik lathatéva. Hattérfestésként Mayer-féle he-
matoxilint (Merck) alkalmaztunk (4).

Stadium meghatarozas, betegkovetés

A klinikai vizsgélat, a primer tumor és adott esetben a szentinel (6r-
szem)/regiondlis nyirokcsomd(k) szovettani vizsgdlata, az eldirt la-
boratdriumi €s képalkot6 vizsgdlatok (“staging”) elvégzése utdn tor-
tént meg a betegek megfeleld stddiumba torténd besoroldsa a TNM
rendszer (pT: primér tumor patoldgiai adatai, N: régiondlis nyirok-
csomo statusz, M: tavoli metasztazis) hasznalataval (1, 3). Kovetés-
kor, a kontrollvizsgdlatok sordn taldlt eltérések, elvégzett miitétek,
hisztologiai eredmények alapjan a valtozasok a betegek stadiumba
soroldsaban feltiintetésre keriiltek.

Eredmények

Humdn egészséges sejtek sejtfelszini
Hsp70 és melanoma marker antigén expresszios
mintdzata

Egészséges egyének melanin pigmentet tartalmazé (mela-
nocita) és pigment mentes sejtjein (fibroblaszt, periférias
limfocita) multiparaméteres analizissel meghatdrozott
sejtfelszini antigén expressziés mintdzatot az /. tdbldzat-
ban tiintettiik fel. A vizsgélt csoportokban az dramlasi ci-
tometridval meghatdrozott MHC-I-re pozitivan fest6d6
sejtek kozel 100%-os ardnya a sejtfelszini membran in-
taktsdgdra utalt. HSP70 plazmamembran expressziot az
egészséges egyénektSl szdrmazd sejteken nem lehetett
megfigyelni. A periférids limfocitdk €s a bér fibroblasztok
a melanoma marker Mel-1, Mel-2 és Mel-5 antitesttel ne-
gativ fest6dést mutattak. A bér melanocitak Mel-1 és Mel-
5 sejtfelszini antigénnel rendelkeztek, de Hsp70 membran
expresszidt nem mutattak.

Melanoma sejtek sejtfelszini Hsp70 és melanoma
marker antigén expresszios mintdzata

A vizsgdlt kilenc primer cutan melanoma sejtjeinek
membran antigén expressziés mintdzatat a 2. tdbldzatban
tiintettiik fel. A melanoma sejteket tartalmazé mintdkban
az ASO?2 antitestte]l meghatarozott fibroblaszt kontamina-
ci6 egy eset kivételével (mel30) 10% alatt maradt. A pri-
mer melanoma malignumb6l szdrmazé melanoma sejtek
kifejezett MHC-I, Mel-1 és Mel-2 antigén expressziot
mutattak. A melanoma marker Mel-5 (melanin szintézis-
sel kapcsolatos glikoprotein) sejtfelszini expresszidja a
vizsgdlt tumorokban jelentSs kiilonbséget mutatott. A 9
cutan melenoma malignumbdl szdrmaz6 melanoma sejtek
dramldsi citometrids analizise soran a négy Hsp70 memb-
ran expressziét mutatd beteg tumorsejtjei Mel-5 melano-
ma markert nem expresszaltak. Ugyanakkor a sejtfelszini
Hsp70 expressziét nem mutatd melanomak tumorsejtjei
membranjukon Mel-5 antigént hordoztak (5 eset). Ezaltal
a tumorokat Hsp70/Mel-5 expresszidjuk alapjan két cso-
portba lehetett sorolni, igymint a Hsp70(+)/Mel-5(-) fe-
notipusi melanoma sejtekkel rendelkezd, illetve a
Hsp70(-)/Mel-5(+) expresszids tulajdonsagot mutaté me-
lanomaékra.

Sejttipus ASO2 MHC-I HSP70 Mell Mel-2 Mel-5 HSP70/

Mel-5
Pozitivan fest6dé sejtek

PBL 2+1.1 98+3.5 5%£3.5 2+3.0 5%1.7 5+2.3 -/ =

fibrob. 87+4.8 96+2.7 3+£2.0 4+1.4 4+1.8 3+1.9 -/=

mcita. 7+£2.0 99+3.9 1+0.5 98+9.8 4422 2248.0 —/+

PBL: human periférias limfocita, fibrob.: bér fibroblaszt, mcita.: melanocita (n=50), aramlasi citometra,

pozitivan fest6dd sejtek atlaga =+ SEM

1. tablazat
Hsp70 és melanoma marker antigének sejtfelszini membran expresszidja human egészséges sejtekben
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Beteg- ASO2 MHC-1 HSP70 Mel-1 Mel-2 Mel-5 HSP70/
jelolés Mel-5
% Pozitivan fest6d6 sejtek

mell2 1 97 27 21 98 2 + /-
mel28 2 99 1 85 96 92 —/+
mell5 5 99 38 99 99 3 +/-
mell19 2 99 7 95 88 84 —-/+
mel25 nt. 98 2 92 66 69 —-/+
mel26 8 98 30 93 53 1 +/-
mel24 4 98 21 95 45 7 +/-
mel29 3 98 2 82 94 49 —/+
mel30 54 98 8 96 41 30 —/+
Aramlasi citometria, antitestek: anti-HSP70-FITC mAT, anti-MHC-IFITC mAT, anti-fibroblaszt mAT (ASO2),

és anti-MM antitestek (Mel-1, Mel-2 és Mel-5)

A primer cutan melanoma Hsp70/Mel-5 fenotipusinak

Jelentdsége az onkologiai paraméterek tiikrében

Vizsgalatunk soran tobb mint 4 évig kovettiink huszonha-
rom, melanoma malignumban szenvedd beteget, akiknél a

2. tabldzat
Hsp70 és melanoma marker antigének sejtfelszini membran expresszidja cutdn melanoma malignumbdl szeparalt
melanoma sejteken

primer cutan melanoma sebészi eltavolitasat kovetGen

megtortént a tumorsejtek Hsp70/Mel-5 fenotipusanak
meghatdrozasa. A 12 n6 és11 férfi beteg életkora 26 és 76

PARAMETEREK HSP70(+) | HSP70(-)
mm mm P
(n=14) (n=9)
ATLAG ELETKOR (év) 59,6 56,6 505
(39-76) (26-72) ’
FERFI (%)1 35,7 66,7
NEM <05
NO (%) 62,3 33,3
TUMORVASTAGSAG (mm) 4,2 9,7
02-12) | (1,6:33) <05
SZUPERFIC. (%) 50,0 25,0
TU. TIPUSA <05
NODULAR. (%) 50,0 75,0
HORIZ. (%) 214 0
NOV. FAZIS <0,5
VERT. (%) 78,5 100
LIMFOCIT. INFILTR. + (%) 78,5 11,1 <05
SZENTINEL NYCS.+ (%) 273 14,3
KIINDULAS <05
REG. NYCS. + (%) 0 28,7
NYCS. MET. (%) 35,7 222
KOVETES <0,5
MULT. BELSZ. M. (%) 0 66,7
KOVETESI IDO (h6) 29,4 17,6
(9-49) (1-34) <05
TU. MENTES (%) 100 222
ALLAPOT <0,5
EXITUS (%) 0 71,7

vizsgalatkor észlelt értékeket mutatjik.

A melanoma malignumban (mm) szenvedd betegek demografiai €s onkoldgiai paraméterei
a primer mitét id6pontjaban (kiindulési), valamint a kdvetés soran végzett utolsé kontroll-

Tumorszelektiv Hsp70 sejtfelszini membran expresszié prognosztikai

3. tablazat

jelentésége melanoma malignumban
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év kozotti volt (3. tabldzat). A primer tumor az esetek
60%-aban torzsi, 27%-aban pedig végtagi lokalizaciot

mutatott (tovabbi lokalizacidk: nyak,
genitalis régid). A betegeket melano-
majuk fenotipusa alapjan Hsp70(+)/
Mel-5(-), a tovabbiakban Hsp70(+),
illetve Hsp70(-)/Mel-5(+), a tovab-
biakban Hsp70(-) csoportba soroltuk.
Kiindulasi allapotnak a primer mela-
noma malignum miitéti idépontjaban
észlelteket tekintettiik. Ezen értéke-
ket, valamint a kovetés soran az utol-
s6 kontrolvizsgéalatkor észlelt para-
métereket a 3. tabldzatban foglaltuk
0ssze. A két csoport kozott az atlag-
életkorban jelentds kiilonbséget nem
észleltiink. A Hsp70(+) betegek ko-
zott a n6i, mig a Hsp70(-) csoportban
a férfi nem dominancidjat lehetett
megfigyelni. Kiindulaskor a Hsp70(+)
csoportba tartozé betegek 64%-a az
IA-IIC stadiumba nyert besorolast,
ITIC feletti staddiumu beteg nem volt
(2a. dbra). A Hsp70(-) tumor fenoti-
pust betegek besoroldsuk sordn ma-
gasabb stadiumba (44% IIIC-1V) ke-
riilltek (2b. dbra). A primer tumorok
szovettani jellemz6it a 3. tablazatban
tiintettiik fel. Az 4tlagos tumorvastag-
sdg a Hsp70-t nem expresszalo cso-
portban dupldja volt a Hsp70(+) cso-
portban észlelteknek. A Hsp70(-) fe-
notipussal rendelkez8knél a tumorok
60% Clark III (tobbi Clark IV-V) in-
vazids szintet mutatott. A Hsp70(+)
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delkezésre, a legrosszabb indulatd bértumo-

ron, a melanoma malignumon kezdtiink el
oA vizsgdlatokat végezni a tumor szelektiv sejt-
oe felszini HSP-expresszi6 vonatkozasdban.
aie Kontrollként egészséges egyénekt6l szarma-
mic 76, melanin pigmentet tartalmazé (melanoci-
m A tak) és pigmentet nem tartalmazé sejtek (peri-
m B férids limfocitdk, bér fibroblasztok) sejtfel-
mlic szini Hsp70 és melanoma marker (Mel-1,

Mel-2, Mel-5) antigén expresszidjat hatdroz-

2a. dbra

Hsp70 (+)/Mel-5 (-) fenotipusii melanoma malignumban szenved6

betegek stddiumbeosztisa

tuk meg. Azt taldltuk, hogy az egészséges
egyének limfocitdi €s bdr fibroblasztjai sem
melanoma marker antigén, sem Hsp70 sejt-
felszini expressziot nem mutattak. A bér me-
lanocitdk Mel-1, Mel-5 antigén pozitiv,

Hsp70 negativ fenotipussal rendelkeztek.
Eredményeink az egészséges egyénektdl

olB szarmaz6é melanin pigmentettel rendelkezd,
allA és pigmentet nem tartalmazé sejtek vonatko-
olB z4asdban megfeleltek azon korabbi megallapi-
mic tasoknak, hogy az egészséges sejtek Hsp70

mlic membranexpresszidt nem mutatnak (16).
alVv Primer cutan melanoma malignumbdl szepa-
I ralt és tenyésztett melanoma sejtek kifejezett
MHC-I, Mel-1 és Mel-2 antigén expressziot
mutattak. Ugyanakkor a Hsp70 sejtfelszini

2b. abra

Hsp70 (-)/Mel-5 (+) fenotipusii melanoma malignumban szenvedd

betegek stddiumbeosztisa

csoportban a tumorok 70% Clark II-IIT szintlinek bizo-
nyult. A Hsp70(-) fenotipusba tartozék 75%-4nak hiszto-
l6giailag noduldris tipusi melanomdja volt. A Hsp70-t
nem expresszdld melanomdk mindegyike vertikdlis nove-
kedési fazist mutatott, és a tumor koriili limfocitds gyri
tobbnyire hidnyzott. Ezzel szemben a Hsp70(+) csoport-
ban a limfocitds infiltrdtum megléte domindlt és a tumo-
rok 50% szuperficidlis tipusi volt.

A kiindulési allapotban a Hsp70(-) csoportban a bete-
gek tobb mint 40%-a nyirokcsomé érintettséggel (N3)
rendelkezett. A sejtfelszini membranon Hsp70 expresszi-
6t nem mutaté melanomads betegeink kozel 80%-t a kove-
tés sordn kialakult multiplex metasztdzisokkal elvesztet-
tilk. A Hsp70(-) csoportban a betegek 30%-ndl a tilélés
nem érte el a 9 hdénapot. A Hsp70(+) fenotipusii bete-
geink koziil a 4 éves kovetés sordn egy beteget sem ve-
szitettlink el. A vizsgélat végén a Hsp70(+) csoportban a
betegek tumor mentesnek bizonyultak. A Hsp70(-) cso-
portban ez az allitas az esetek 20%-dra vonatkozott (ko-
vetés: 12, 29 ho).

Megbeszélés

A 70 kD és 90 kD molekulatomegi HSP-k tumor szelek-
tiv plazmamembran lokalizdciéjardl (colon, tiid6 carci-
noma, leukémidk, stb.) szdmos munkacsoport beszdmolt
(11, 15, 16, 17, 22). Tekintettel arra, hogy a bértumorok-
kal kapcsolatos ilyen irdnyd ismeretek nem 4lltak ren-
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membran expresszidoval rendelkez6 tumorok
mindegyike Mel-5 melanoma markerrel nega-
tiv volt, valamint a Mel-5 pozitiv melanoma
sejtek Hsp70 expressziét nem mutattak. A sejt-
felszini antigén kifejez6dés alapjan a tumorokat két cso-
portra lehetett osztani: Hsp70(+)/ Mel-5(-), illetve
Hsp70(-)/Mel-5(+). A frissen szepardlt és tenyésztett me-
lanoma sejtek daramldsi citometrids analizisével kapott
eredmények megegyeztek. A melanomaban megfigyelt fe-
notipus eltérések a membran Hsp70 expresszié vonatko-
zasdban megegyeztek az egyéb malignémaban észleltek-
kel, vagyis a primer tumorok egy része Hsp70(+) volt
(7,11, 7).

Az altalunk megfigyelt, a tumorimmunitdsban kulcssze-
repet betoltd 4j marker tulajdonsdg (Hsp/Mel-5) jelentdsé-
gét cutan melanomdban szenvedd betegek hoszitava ko-
vetésével vizsgaltuk. Betegeinknél megfigyelt membran
Hsp70(+) fenotipust primer cutan melanoma el&fordulési
aranya (61%)nagysagrendileg megegyezett a fej-nyak spi-
nocelluldris carcinomdiban (73%) ill. acut myeloid leuke-
miaban (62-80%) észleltekkel (7, 11).

A primer cutan melanoma mitét id6pontjdban nyert,
prognosztikai szempontbdl fontosnak tartott paraméterek
(3. tabldzat) alapjan, a dominaléan hati lokalizaci6ju, exul-
ceralt, vastag, vertikalis novekedési fazist mutaté tumorok-
kal (T3b-4b) rendelkez8, magas stddium besoroldsu (2b.
dbra) férfi betegek a melanoma fenotipusa szerint a
HSP70(-)/Mel-5(+) csoportba tartoztak. Halmozott tumo-
rel6forduldst (melanoma duplex, majd triplex) szintén e
csoportban észleltiink. A prognosztikailag kedvez6bb para-
méterekkel rendelkezd betegek primer melanoma fenoti-
pusa Hsp70(+)/Mel-5(-) volt. Vizsgélat lezarasdig a tiinet



mentes tdlélés a HSP70(+)/Mel-5(-) fenotipusi betegek
kozott atlagosan 29,4 + 8,4 hénap volt (3. tabldzat). Ezzel
szemben a HSP70(-)/Mel-5(+) fenotipusi melanomas
csoportban a tilélés 17,6 £ 4,7 hénapnak bizonyult. A
HSP70(-)/Mel-5(+) csoport tagjainak kozel 80%-t a pri-
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mer melanoma mtitétet koveté 1-34 hénappal multiplex
melanoma metasztazisok miatt elvesztettiik (3. tdbldzat).

Eredményeink arra utalnak, hogy a primer cutan mela-

nomaban az altalunk megfigyelt HSP70/Mel-5 sejtfelszini
antigén profil a betegség lefolydsaval jol korreldlt. Az dj
marker mar a primer melanoma malignum m(itéti eltavoli-
tasa utdn kozvetleniil informécidval szolgdlhat a melano-
ma malignumban szenvedd betegek varhat6 prognézisara.
A Hsp70(+)/Mel-5(-) fenotipusi melanomak esetén ész-
lelt kedvez6bb prognézis magyardzatdul a membran
Hsp70 tumorimmunitdsban betoltott pozitiv szerepe szol-
gil. A membran Hsp70 immunogén peptidek hordozé
(carrier) molekuldjaként specifikus T-sejt medidlta im-
munvalaszt indukdl, valamint ,target”-ként szerepel az
NK-sejtek szamdra (Hsp70-NK-sejt-citolizis) (7, 8, 11,
15, 19, 20, 22, 23). Ezen adatok arra utaltak, hogy az ext-
racellularis, membranhoz kotott Hsp70-t expresszald tu-
morsejtek kedvezd célpontok a citolitikus folyamatok sza-
madra (2, 15, 16). Ennek bizonyitékdul szolgdl, hogy a
Hsp70 membran-pozitiv tumorsejteket az alacsony dézisu
IL-2-vel és a Hsp70-peptid TKD-vel el6kezelt NK-sejtek
in vitro elpusztitottak (18). In vivo, tumoros egerekben a
TKD-vel stimuldlt NK-sejtekkel hasonlé eredményt €sz-
leltek (13). Napjainkban ezen ismeretek alapjan mar NK-
sejt alapi immunterdpiat alkalmaznak ex vivo TKD/ala-
csony dozisu IL-2 aktivalt autolég NK-sejtekkel colon- és
tiid6 carcinomdban (6). Munkacsoportunk egyiittmiikodés
keretében autolég NK-sejtek 14-mer-Hsp70-peptid-deri-
vatum altali stimulacidjaval végez vizsgélatokat melano-
ma metasztdzisban.

A primer

cutan melanoman &ltalunk megfigyelt

Hsp70/Mel-5 antigén expresszids mintdzat, egyrészt j
markerként, mar a tumor mutéti eltavolitasa utan kozvet-
leniil informdaciéval szolgalhat a melanoma malignumban
szenvedd betegek varhat6 progndzisara, és ennek megfe-
leléen hozzajarulhat az adekvat terdpids és kovetési terv
felallitdsdhoz. Masrészt a Hsp70-peptid aktivalt NK-sejtre
alapulé immunterépia része lehet e rendkiviil rosszindula-
td tumor hatékony gyégykezelésének.
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