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OSSZEFOGLALAS

A malignus melanoma a melanocita sejtek koros elvaltozasabol 1étrejovo
fokozottan invaziv tumor. A malignus transzformaciot novekedési faktorok és citokinek
fokozott expresszidja kiséri, amelyek autokrin és parakrin hatdsaikkal biztositjak a
tumor korlatlan novekedését. Az interleukin-6 (IL-6) egy bifunkciondlis szereppel bird
novekedési faktor melanomédban, a tumor progressziotdl fiiggéen gatolhatja vagy
fokozhatja a melanoma sejtek osztdédasat. A hisztamin és az azt eldallitd hisztidin
dekarboxilaz enzim (HDC) jelentés mennyiségben kimutathatd a melanoma sejtekben
¢s megfigyelték, hogy a hisztamin fokozza az IL-6 bioszintézist glioblastoma és B
lymphoma sejtvonalakban.

Kisérleteinkben célul thztik ki a hisztamin és az IL-6 kozotti kétoldalu
kolcsonhatasok tanulmanyozasat eltérd metasztatikus képességli human melanoma
vonalakban, valamint a hisztamin receptorok kozvetlen szerepének a vizsgalatat a
melanoma sejtek osztodasadnak szabalyozasaban.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az endogén hisztaminnak szerepe van a
metasztatikus melanoma sejtek autokrin IL-6 bioszintézisében, H1 receptoron keresztiil
szignifikansan csokkentette az IL-6 termelést.

A hisztamin kozvetleniil is szabalyozza a melanoma sejtek osztddasat: H2
receptoron cCAMP novekedés és PKA aktivalas révén fokozza a proliferaciot a WM35
primer melanoma sejtekben, nagyobb koncentracioban pedig H1 receptoron keresztiil
gatolja az osztddast mindegyik vizsgalt melanoma vonalban.

Tovabbi kisérleteinkben azt tanulmanyoztuk, hogy az IL-6 kezelés hogyan hat a
hisztamin és HDC szintre, valamint a H1 és H2 receptor expressziéra a WM35 primer
melanoma vonalban, amelyben az IL-6 jelentds novekedés gatlast valt ki. Eredményeink
azt bizonyitjak, hogy az IL-6 antiproliferativ hatdsaban szerepe van az intracellularis
hisztamin tartalom megnévekedésének és a H1/H2 receptor arany megvaltozasanak a
H1 receptorok javara, ami jelentds novekedés gatlast eredményez.

Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a hisztamin és az IL-6 kozotti kétoldalu
kolcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zd stadiumban 1évé melanoma sejtek

novekedésének szabalyozasaban.



SUMMARY

Malignant melanoma cells can be characterized by progressive expression of
growth factors and cytokines that enables extensive and autonomous tumor growth by
their multiple autocrine and paracrine effects. Interleukin-6 (IL-6) is a bifunctional
growth factor in malignant melanoma, it can either inhibit or stimulate proliferation of
melanoma cells, depending on the tumor stage. Histamine is an important mediator of
normal and malignant cell proliferation. Histamine and histidine decarboxylase enzyme
(HDC) responsible for its synthesis have been detected in significant amounts in
melanoma cells and it was also shown that histamine can enhance IL-6 biosynthesis in
glioblastoma and B lymphoma cell lines.

In this work we investigated the reciprocal interactions between histamine and
IL-6 in melanoma cells of different metastatic stage, as well as the direct role of
histamine receptors in melanoma cell proliferation. We have found, that autocrine IL-6
biosynthesis of metastatic melanoma cells is enhanced by histamine through H1
receptor, since H1 antagonist inhibited IL-6 secretion. Histamine also regulated directly
melanoma cell proliferation: stimulated growth through H2 receptor via cAMP and
PKA pathway in the primary WM35 melanoma cells and inhibited proliferation of all
the melanoma lines in higher concentration, mediated by H1 receptor.

Further we investigated the effect of IL-6 treatment on the histamine and HDC
content as well as on H1 and H2 receptor expression in the WM35 primary melanoma
cells that were significantly inhibited by IL-6 in proliferation assay. We suggest that the
antiproliferative effect of IL-6 in melanoma is in part mediated by a local increase in
intracellular histamine content and by a switch of the H1/H2 histamine receptor status
towards H1 receptor predominance, resulting in an overall decrease of cell proliferation.

In conclusion, our results suggest that bilateral interactions between histamine
and IL-6, as melanoma growth factors, have important role in growth regulation of

melanoma cells of different stage.



BEVEZETES

A malignus melanoma (melanoma malignum) napjainkban egyre gyakrabban
eléforduld, fokozottan invaziv bortumor tipus, amely igen magas letalitdst mutat
elsdsorban a kaukazusi populdcio korében. A melanoma a melanocita sejtek koros,
rosszindulatl elvaltozasabol jon 1étre rendszerint halmozott UV fény expozici6 hatasara.
A genetikailag transzformalt sejtekben szamos malignus tulajdonsag jelenik meg, ¢€s
hogyha atjutnak az immunrendszer szlrdjén gyors, megallithatatlan osztodasnak
indulnak.

A malignusan transzformalt sejtek egyik {6 jellegzetessége, hogy ndvekedési
faktorokat és citokineket kezdenek expresszalni, amelyek csokkentik az immunvalasz
hatékonysagat ¢és autokrin hatdsukkal lehetdvé teszik a tumor ©Ondlld6 novekedését.
Ugyanakkor a tumor 4ltal termelt citokinek és novekedési faktorok szabalyozé hatést
fejtenek ki a tumor mikrokdrnyezetét alkoté normal sejtekre: fibroblasztokra,
keratinocitakra, endotél sejtekre, gyulladdsban résztvevd sejtekre, amelyek
valaszképpen a tumor ndvekedését és fejlodését segitd anyagokat termelnek.

Az interleukin-6 (IL-6) egy olyan pleiotrép citokin, amely sokoldalu
hematologiai és immunoldgiai szerepe mellett fontos szerepet tolt be a melanoma sejtek
osztodasanak szabalyozasdban is. Az IL-6 egy bifunkcionalis novekedési faktor
malignus melanomaban, ugyanis gatlé hatasti a melanocitakra és a primer jellegi
melanoma sejtekre, de az eldrehaladott metasztatikus sejtek rezisztenssé valnak a gatlo
hatassal szemben, ¢s az altaluk termelt IL-6 autokrin modon fokozza az osztodasukat.

A hisztamin egy biogén amin, amely fontos szerepet jatszik szamos fiziologias
¢és patologias folyamatban. Az utdbbi évek kutatasai bebizonyitottak, hogy a hisztamin
jelen van 0sztodo sejtekben, szovetekben és tigy a normal (sebgyogyulas), mint a kéros
(tumorok) sejtosztddasban fontos szabalyozd szerepet tolt be. A hisztamin a
sejtosztodasra gyakorolt kozvetlen hatasa mellett akut gyulladasos és allergias reakciok
fontos mediatora és szabalyozza szamos citokin illetve citokin receptor expresszidjat.
Ugyanakkor a hisztamin termelddése és kiilonbozd sejteken kifejtett hatdsa is mas
molekuldk, citokinek szabdlyoz6 hatasa alatt 4ll. Normal (makrofag, endotél,
keratinocita), valamint tumorosan transzformalt (glioblastoma, astrocytoma, B

lymphoma) sejtekben is leirtdk, hogy a hisztamin fokozza az IL-6 bioszintézisét.



CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn az IL-6 és a hisztamin szabdlyoz6 szerepét vizsgaltuk
kiilonb6z6 metasztatikus  allapott  humdn melanoma sejtek ndvekedésében.
Legfontosabb kérdéseink a kdvetkezdk voltak:

Hogyan befolyasolja a hisztamin a melanoma sejtek autokrin IL-6
termelését?

Milyen kozvetlen szerepe van a hisztaminnak a melanoma sejtek
osztédasaban, milyen receptorok és milyen jelatviteli utak vesznek ebben részt?

Hogyan hat az IL-6 a melanoma sejtek hisztamin és HDC tartalmara, és

hogyan befolyasolja a H1 és H2 hisztamin receptor expressziot?

ELMELETI ATTEKINTES

A MELANOMA KIALAKULASA ES FEJLODESE

A malignus melanoma a melanocita sejtek koros elvaltozasabol jon létre. A
melanocita vonal (lineage) sejteinek érése tobb 1€pésben torténik és vezethet tumoros
transzformaciohoz valamilyen karcinogén tényez6 hatasara. A kialakult primer
melanoma gyors novekedésnek indul, és attéteket alakithat ki a szervezet mads

szoveteiben, mikdzben hatékonyan kijatssza az immunrendszer tumorellenes reakcioit.

A melanocita vonal (lineage) sejtjeinek érése

A melanocita jellegli sejtek a vel6csobdl szarmaznak, melanocita eldalakok
nagyon kis szamban jelen vannak a bdrben. Funkcionalis érésiik és atalakulasuk tobb
Iépésben torténik, jol elkiilonithetd genetikai, immunologiai és klinikai jellemzdok
alapjan (1. abra). A kdzonséges szerzett nevus (common acquired nevus) a legkorabbi
melanocita hiperplazia, amely érett melanocitak haldzatabol épiil fel. Ettdl eltérden a
diszplazias nevus szerkezeti, citologiai €s morfoldgiai szempontbdl eltérd, és

hisztogenetikailag a melanoma prekurzoranak tekinthetd.
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1. abra. A melanocita vonal (lineage) sejtjeinek érése. RGP: radial growth primary
melanoma, sugériranyban ndvekvd primer melanoma; VGP: vertical growth primary
melanoma, fiiggdéleges irdnyban novekvd primer melanoma.

Az els6 malignus 1épés a melanocita érés soran a radialis ndvekedésti (radial
growth phase, RGP) primer melanoma megjelenése, amelyet 6nallé novekedés €s helyi
besziirddés jellemez, de nincs metasztatikus aktivitdsa. A vertikalis novekedésti (vertical

growth phase, VGP) primer melanoma fokozottabban malignus, gyorsabban ndvekszik



¢s nagyobb valdsziniiséggel szordodhat. A metasztatikus melanoma a tumor
kialakulasanak utols6 1épése (82). A nevus sejtek illetve a primer melanoma sejtek
esetenként differencidlodhatnak nem malignus, Schwann jellegli sejtekké, a

differencialodésra valo képesség a tumor progresszidval csokken, illetve eltiinik.

A melanoma kialakulasaban szerepet jatszo tényezok

A malignus melanoma kialakuldsat eldsegitd karcinogén hatasok kozott
elsésorban az UV sugarzast kell megemliteniink. A melanoma kialakuldsaban
feltehetden a 290-320 nm kozé esd, UVB sugarzas jatszik szerepet, az egyéni kockazati
tényezd a gyerekkorban elszenvedett, intermittens UV hiperexpozicidval aranyos. Az
UVB sugarzads genotoxikus hatasa kovetkeztében a besugarzott DNS-en kémiai
moddosulas kovetkeztében pirimidin dimerizacid, ritkabban timin glikolok, DNS szal
torések vagy DNS-fehérje keresztkotések jonnek 1étre (27).

Az UV sugarzas genotoxikus hatdsanak a kivédését enzimrendszerek biztositjak,
amelyek felismerik, eltavolitjdk és kijavitjdk az UV fény altal karositott DNS
szekvenciat. A javitd enzimrendszerek hibds vagy elégtelen miikodése genomikus
instabilitast, a sejtciklus szabalyozasanak a felboruldsat vonhatja maga utan, elésegitve
a malignus transzformaciot (80).

Karcinogén hatasai mellett az UV expozicié immunszuppressziv tényezdként is
eldsegitheti a tumor kialakuldsat. A borben talalhatd fotoreceptorok koziil a transz-
urokansav (dezaminalt L-hisztidin) UV sugarzéas hatdsara cisz-urokansavva alakul és
csokkenti a hatékony antigén prezentaciot (16). Ugyanakkor az UV expozicio aktivalja
a CD4+ limfocitdk FasL-medialt pusztitd hatdsat az antigén prezentald sejtek ellen,
masrészt az UV sugdrzas hatdsara a bérben fokozodik a TNF-a, IL-1 o és B, IL-1Ra és
IL-10 termelés, csokken az antigén prezenticio, fokozott lokalis és szisztémas
immunszuppressziv hatast eredményezve (2).

A borben talalhatd hizosejtek mediatorai alapvetd szerepet jatszanak az UVB
indukalt immunszuppresszioban. Kiilonbozd egértorzsekben megfigyelték, hogy a
kontakt hiperszenzitivitas (CHS) UVB-indukalt gatlasanak mértéke Gsszefliggést mutat
a bérben talalhato hizosejtek szamaval. Hizosejt hianyos WY/W' egerekben az UVB

onmagaban nem csokkentette a szisztémas CHS tiineteit, csak akkor, ha vad tipust



hizosejteket iiltettek vissza az egerek borébe. Ezzel szemben a hisztamin, amely a

hizosejtek legfontosabb mediatora, szignifikdnsan gatolta a CHS tiineteit (33).

A metasztazis kialakulasa

A metasztazis kialakuldsa egy Osszetett folyamat, melynek sordn a tumorsejtek
elhagyjak az elsédleges tumor helyét, a vér- illetve nyirokerekhez vandorolnak,
belépnek a keringésbe €s végiil valamilyen tavoli szovetben megtelepedve 01j tumorokat
hoznak létre. A metasztazis kialakuldsara jellemzd a felszini adhéziés molekula
mintazat atrendezddése: csokken a sejt-sejt kdlesonhatasban részt vevd molekuldk (pl.
kadherinek) expresszidja és egyidejlileg megnd az integrinek altal kdzvetitett sejt-matrix
kolcsonhatasok szama. Ezeknek a folyamatoknak az eredményeképpen fokozodik a
sejtek migracidos képessége, amit tovabb ndvel az extracellularis matrix (ECM)
Osszetevoinek lebontasat végzd matrix metalloprotedzok és szerin protedzok fokozott
termelddése. Ugyanakkor a ndvekvd tumor vérellatasanak biztositasara beindul a lokalis
angiogenezis folyamata, a tumor altal termelt ndvekedési faktorok és citokinek a
kornyezd sejtekre hatva eldsegitik az 0j erek kialakulasat (46).

A tumor progresszi6 egyes stadiumai elkiilonithetdk bizonyos fenotipusos
jellegek alapjan, mint pl. kromoszéma rendellenességek, tumor specifikus membran
antigének jelenléte, kiils6 novekedési faktor sziikséglet, novedési faktorok és receptorok
expresszioja (79).

Az utobbi idOben jelentds eldrelépések torténtek a malignus melanoma
onkogenomikai jellemzésében, cDNS microarray-k hasznalataval lehetové valik az
egyes altipusok molekularis osztilyozdsa a génexpresszids vizsgalat matematikai
feldolgozasaval (4). A génexpresszios mintazat vizsgalata cDNS array vagy differential
display modszerrel lehetévé teszi a tumor progresszid, a metasztdzis molekularis
torténéseinek nyomonkdvetését, ¢s nem utolsésorban a megfeleld terapia beallitasat is

(96, 10).
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Novekedési faktorok szerepe a melanoma progressziojaban

A melanocitak és melanoma sejtek novekedési faktor sziikséglete

Kiilonb6z6 stadiumban levd melanoma tumorokbol izolalt sejtek in vitro
vizsgélataval pontosan meghatdrozhatok az eltérd stadiumban levd melanocita 1éziok
tenyésztési feltételei. A melanoma sejtek és melanocitdk exogén novekedési faktor

sziikségletét az 1. tablazatban foglaltuk 0ssze (28).

1. tablazat. A tumor progresszié Kkiillonbozo fazisaibol izolalt sejtek in vitro
tenyésztéséhez sziikséges novekedési faktorok és mas mitogének.

Metasztatikus melanomak

Normal

melanocitak

Nevus sejtek

Primer

melanomak

Korai és

kozepes

Késai

Inzulin vagy

IGF-I

Inzulin vagy

IGF-I

Inzulin vagy
IGF-1

Inzulin vagy

IGF-I*

o-MSH o-MSH - - -
bFGF bFGF* - - -
TPA TPA* - - -

* = kevésbé igényelt; IGF-I = Inzulinhoz hasonlé névekedési faktor I; a-MSH =
o~ melanocita stimulaldé hormon; bFGF = Bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor; TPA =
12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetat.

Melanocitakat szabalyozo novekedési faktorok

A melanocitak a mikrokornyezetiik altal biztositott ndvekedési faktorokkal
szoros fliggdségi viszonyban dallnak, mivel sajat novekedési faktor expresszidjuk

korlatozott. Leggyakrabban a TGF-B ¢és az SCF transzkriptuma mutathatdo ki
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melanocitakban és nevusokban, receptor szignalként pedig az EGFR, FGFR, NGFRp70

¢és a c-kit mRNS-ket detektaltak. Immunhisztokémiaval szovetmintakban kimutattak kis

mennyiségben a TNF-a-t, IL-8-t és TNF-B-t is. A ndvekedési faktor és receptor

egyiittes expresszidja nem jellemzd a nevusokra, kivételt képez a TNF-a, TGF-, GM-

CSF ¢és SCF, és ezek tobbnyire novekedést gatlo jeleket kozvetitenek (64).

A melanocitdk funkcioit szabalyoz6 novekedési faktorokat a 2. tablazatban

foglaltuk 6ssze.

2. tablazat. A normal melanocitak funkcioit befolyasolo szolubilis faktorok.

Faktor Funkcio A faktort termeld Referencia
sejtek

melanogenezist stimulal agyalapi mirigy, endotél

a-MSH sejtek, monocitak, 90

keratinocitdk”

ET-1 - a melanocita proliferaciot keratinocitak g8
fokozza ET B receptoron, az a-
MSH-val szinergikusan
- migraciot szabalyozza
- melanogenezist stimuldlja 1nM
alatt, gatolja nagyobb
koncentracioban,
- o-MSH receptor expressziot
novel.

bFGF - melanocita proliferaciot keratinocitak, 3037
stimulal, fibroblasztok, ’
- migraciot szabalyoz monocitak, endotél

sejtek

HGF - eldsegiti a melanocita fibroblasztok, monocitak 45
prekurzorok talélését,
proliferacigjat, differenciadlodasat,
melanocitozist okoz
- E-cadherint down-regulal, a
melanocitak dermalis
lokalizaciojat elOsegiti

TNFa - melanogenezist mRNS ¢és monocitak, makrofagok, 55
enzimatikus szinten gatol limfocitak
- proliferaciot gatol

SCF - melanocita tilélést, migracidt, |epidermisz sejtek 30
UVB-indukalt pigmentaciot (keratinocitak,
eldsegiti fibroblasztok)
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Faktor Funkcio A faktort termelo Referencia
sejtek
IGF-1 - novekedés fokozés limfocitak 18
- novekedést fokozo hatésa oo
H . : 1 18
G szinergikus az IGF-1 és bFGF agyalapl gy
hatasaval
TGF-a melanocita migracié fokozasa keratinocitak, monocitak 62
LTC4 melanocita migracié fokozasa 62
TGF-1 proliferacié gatlasa endotél sejtek 44
IL-lol pr’(t)ll}feracw ¢s melanogenezis fibroblasztok, ]7
gatlasa keratinocitak, stb.
IL-6 proliferacid és melanogenezis fibroblasztok. stb ]7
gatlasa T
Hisztamin |~ 1107142 ak'.[lv.ltas noYelese, els@sorban hizdsejtek 102
melanogenezis indukcio H2
receptoron PKA aktivalassal

* a-MSH-val analég hatast proopiomelanocortin (POMC) peptideket, igy ACTH-t is
termelnek UV fény hatasara, ezek ugyancsak MC-1 receptoron stimuladljak a
melanogenezist.

Novekedési faktorok és receptorok expresszioja melanoma sejtekben

A melanoma sejtek novekedési elonyre tesznek szert azaltal, hogy autokrin és
parakrin ndvekedési faktorokat és citokineket termelnek kiils6 mitogén faktorok
hianyéban is (2. 4bra). Szdmos ndvekedési faktor és receptor expresszidja szorosan

Osszefligg a tumor progresszidjaval.
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2. abra. A melanoma sejtek altal termelt novekedési faktorok autokrin és parakrin hatasai.



Autokrin novekedési faktorok

A tumorsejt 4ltal termelt autokrin novekedési faktorok (bFGF, MGSA, IL-8, IL-
6 stb) a tumorsejt altal szintén expresszalt receptorukhoz kdtddve legtdobbszor mitogén
hatast eredményezd jelatviteli kaszkadot inditanak el (85). Kiilsd hatdsok, pl.
gyulladdsos mediatorok fokozhatjak az autokrin novekedési faktorok termelddését, igy
az IL-6 expresszid fokozodasat észlelték huméan melanoma vonalakban IL-1[3, TNF-a
vagy PMA hataséra (47).

Egyes novekedési faktorok a melanocitak, illetve a korai stddiumu melanoma
sejtek novekedését parakrin modon gatoljak, mig a kés6bbi stddiumii melanoma
sejtekben rezisztencia alakul ki a gatlo hatdssal szemben, €és az altaluk termelt
novekedési faktor autokrin modon serkenti az osztoddsukat. Ezt a jelenséget
megfigyelték az IL-6, az onkosztatin M (OSM) és a TGF-f esetén is (51, 77).

A bazikus fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) a leggyakoribb autokrin
novekedési faktor melanoma sejtekben, normal melanocitdkban nem expresszalodik. A
bFGF autokrin termelddése dsszefligg a c-MYB proto-onkogén expresszidjaval (57). A
bFGF elsésorban a nagy affinitasit FGF-R1-en fejti ki mitogén hatasat, mivel a csonka,
intracelluldris kindz doménnel nem rendelkezd FGF-R1-el transzfektalt melanoma
sejtek in vitro proliferacioja és talélése, valamint az in vivo tumorképzd képessége is
nagymértékben lecsokken, valdsziniileg az Src kindz csalad inaktivacioja miatt (101).
Az autokrin bFGF termelés novekedési autonomidhoz vezet, de nem elégséges a teljes
malignus fenotipus kialakulasahoz, ezt bizonyitja, hogy a bFGF cDNS-sel transzfektalt
egér melanocitak, habar fokozott bFGF termelés és autonom ndvekedés jellemzi dket,
nem képesek tumorépzésre, ha nude egérbe iiltetik dket (17).

A TGF-a (transzformalé novekedési faktor o) termelédése melanomaban
tumorspecifikus jelenség, a normal melanocitdk csak UV besugarzas hatasara képesek
TGF-a termelésre. A TGF-a sejtproliferaciot aktivald hatasat kozvetité EGF receptor
expresszioja szoros Osszefliggésben van a melanoma progresszioval (78).

A TGF-B (transzformalé novekedési faktor ) gatolja a normal melanocitdk
osztodasat, a melanoma sejtek viszont kevésbé érzékenyek vagy rezisztensek a gatld

hatdssal szemben, s6t a TGF-B autokrin stimuladldé tényezévé valhat eldrehaladott



malignus melanomaban. A TGF-B fehérje in situ vizsgalt expresszidja Osszefligg a
TGF-B III tipust receptor, valamint a Ki67 proliferacios marker, a HLA-DR és a 33
integrin alegység expresszidjaval, tehat a TGF-f fehérje a melanoma metasztatikus
progresszidjanak a biologiai markere lehet (63).

Az MGSA (melanoma novekedést stimulalo aktivitas) vagy GRO a
(novekedést szabalyozé fehérje) CXC csaladba tartoz6 kemokin, amelyet a Hs294T
human melanoma vonal feliilusz6jabol izolaltak elészor (76). Melanocitakban és nevus
sejtekben nem mutathatd ki, folyamatos expresszaltatdsa immortalizalt egér
melanocitdkban 100%-ban tumoros transzformacidohoz vezetett. Hogyha az MGSA-t
overexpresszalo, transzformalt melanocita sejteket SCID egérbe iiltették, a tumorok
kialakulésa szignifikdnsan gatolhato volt MGSA antitest kezeléssel (53).

Az ugyancsak CXC kemokin csalddba tartozo IL-8 expresszidja Osszefligg a
melanoma sejtek metasztatikus képességével. Az IL-8 mRNS ellen készitett antiszenz
oligonukleotid dozisfliggden gatolta a sejtproliferaciot, a koloniaképzédést agarban,
valamint az IL-8 szekréciot melanoma sejtekben. Az oligomerek megvonasaval a hatas
reverzibilis volt (81). Az autokrin IL-8 expressziot fokozza az exogén IL-1a és a TNF-
o (104).

Az IL-10 nagy mennyiségben mutathatd ki elérehaladott melanomas betegek
szérumaban ¢és a melanoma vonalak jelentds részében. Az IL-10 receptort expresszalo
melanoma vonalakban IL-10 hatasara csokkent az MHCI, MHCII és ICAM-1
expresszid, de fokozodott a sejtproliferacio, anti-IL-10 antitest viszont gatolta a
melanoma sejtek osztodasat (103). A melanoma sejtek altal termelt IL-10 a tumor
ellenes immunvalasz gatlasaval is segiti a melanoma sejtek ndvekedését, melanoma
feliiluszo, valamint rekombinans IL-10 egyarant csokkentette a kevert limfocita reakciot
(MLR), valamint a TNF-a, y-IFN és IL-2 termelést periférids limfocita tenyészetben
(8).

Az agyalapi mirigy altal termelt o-melanotropin (a-MSH, melanocita
stimuldaldé hormon) kis mennyiségben egyéb szovetekben, igy melanomaban is
termelddik, fontos szabalyozoja a melanocita eredetli sejteknek. A melanoma sejtek
altal is expresszalt melanokortin-1 receptoron (MCI1-R) hatva autokrin mddon
szabalyozza a novekedést, differencidlodadst és a melanogenezist, fokozza a

melanizacidért felelds tirozindz enzim expressziojat (50).
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Az autokrin motilitas faktor (AMF) metasztatikus melanoma sejtek altal
termelt citokin, amely sejtfelszini receptordhoz (gp78) kotdédve fokozza a termeld sejt
metasztatikus képességével és a tumor klinikai stddiumaval (67).

A melanoma sejtek ndvekedését gatolja a MIA (melanoma inhibitory activity,
melanoma gatlo tényezod), amely lassitja a G1-bdl az S fazisba valé atmenetet, az S
fazist magat és megallitja a sejtciklust a G2 fazisban. Malignus melanoma esetén nagy
mennyiségben mutathatd ki a szérumban, ezért klinikai tumor markerként is
hasznalhato, mivel normal melanocitdk nem termelik (5).

A melanoma sejtek ndvekedését gatld faktorok koziil megemlithetjiik az IL-1-t
¢és az aktivalt human T limfocitak altal termelt onkosztatin M (OSM)-t, amelyek jelentds
antiproliferativ hatassal rendelkeznek, de a melanoma progresszié soran rezisztencia
alakul ki (6, 73). Az IL-1 rezisztens sejtvonalakban kimutathatdé az endogén IL-1

expresszio, valamint az autokrin IL-6 termelés fokozodasa (1).

A melanoma novekedési faktorok parakrin hatasai

A melanoma sejtek altal termelt ndvekedési faktorok a mikrokdrnyezetiikben
talalhatd sejtek: keratinocitdk, fibroblasztok, monocitdk, endotélek, limfocitak,
granulocitdk funkcioira is hatassal vannak. A kornyez6 sejtek is szamos aktivalo (IGF-I,
PDGF, Scatter faktor, proteolitikus enzimek) vagy gatlé (IL-1, IL-6, OSM, TGF-f3,
interferonok, TNF) faktort termelnek, amelyek segithetik a tumor novekedését
angiogenetikus hatasukkal, az immunrendszer gatlasaval, fokozhatjdk a motilitast,
adhéziot, eldsegitve a metasztazis képzOdést vagy akar gatolhatjdk a tumort és
differencidloddshoz vezethetnek. A melanoma sejtek és a kornyezd sejtek kozotti
kolcsonhatasokat a 3. abran tiintettiik fel.

Az angiogenezis folyamata alapvetdé fontossagu a tumor ndvekedésében egy

kritikus méret fol6tt, mivel az Gjonnan képzddott kapillarisok 1atjak el a tumorsejteket
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tapanyaggal ¢€s lehetové teszik a tumorsejtek keringésbe jutdsat, terjedését. A
vaszkularis endotél novekedési faktor (VEGF) mitogén és érpermeabilitast fokozo
hatassal rendelkezik. Melanocitdkban nem mutathatd ki, expresszidja Osszefiigg a
melanoma malignus progresszidjaval. Az endogén VEGF expresszido csokkentése
antiszenz stratégiaval jelent6sen gatolta a tumor novekedését intracerebralis human
melanoma xenograftokban (72). Szintén fokozottan angiogenetikus €s mitogén hatasu a
bFGF. bFGF vagy FGFR1 antiszenz cDNS-sel transzfektalt melanoma sejteket nude
egérbe liltetve a tumorok regresszaltak az angiogenezis gatlasa és az ezt kdvetd nekrozis
miatt (97). A bFGF angiogenetikus hatasat fokozza a TGF-B, amely 6nmagéaban is
felgyorsitja 0j kapillarisok kialakuldsat (63). A tumort infiltralo aktivalt makrofagok
stimuldlhatjak a melanoma sejtek angiogenetikus faktorainak a termelddését, fokozva ez
altal a metasztazisra valo képességet (93).

A melanoma sejtek altal termelt novekedési faktorok parakrin hatdsai kozott
fontos szerepe van a proteolitikus enzimek aktivalasanak és a stroma képzodésnek.
Extracellularis degenerativ enzimek, elsdsorban matrix metalloproteazok ¢€s szerin
proteazok termelésével a tumor sejt az extracellularis matrix (ECM) elemeinek a
feloldasaval fokozott invazivitasra tesz szert. A melanoma sejtek altal termelt bFGF
aktivalja az urokindzt és a szoveti plazminogén aktivatort, ugyanakkor fokozza a IV-es
tipusu kollagenaz szintézisét is (12). A PDGF eldsegiti a gliikozaminoglikan szintézist a
kornyezd fibroblasztokban, hialuronatban gazdag matrix kialakuldsat eredményezve

(26).

Melanoma és az immunvalasz

A melanocitak szerepe az immunvalaszban

A melanocitdk fontos szerepet toltenek be az immunvalaszban. Egyrészt
citokineket (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B, GM-CSF in vitro), valamint NO-t
termelnek, eldsegitve az antigénprezentalo sejtek (APC), igy a Langerhans sejtek érését
¢s vandorlasat a borben. Masrészt a melanocitdk maguk is képesek fagocitozisra, az
antigén lebontdsara és prezentdldsara. A folyamatban a melanocitdk altal expresszalt

kostimulacios molekuldk, mint pl. ICAM-1 és LFA-3 is részt vesznek. Azok az



antigének, amelyek nem keriilnek feldolgozasra, atadodnak a szomszédos sejteknek a

melanocitakra specifikus melanoszéma organellum transzferrel (14).

Melanoma antigének

A tumor sejtekben megjelend tumor-specifikus illetve tumorhoz asszocialt
antigének az immunrendszer cellularis és/vagy humoralis effektor mechanizmusait
aktivalhatjdk. A melanoma sejtekben eddig azonositott antigének tobb csoportba
sorolhatdk (40).

Az els6é csoportba azok az antigének tartoznak, amelyek genetikai modosulas
vagy alternativ/atipusos transzkriptum megjelenése kovetkeztében jottek Iétre.
Pontmutdciok kovetkeztében gyakran egyedi, tumorspecifikus antigének keletkeznek,
igy pl. a sejtciklus szabdlyozasaban szerepet jatszo ciklinfliggd CDK4 kinaz fehérje
mutacidja jellemzé bizonyos melanoma sejtekre. A tridzfoszfat izomerdz enzim
mutacioja fokozott CD4+ T sejt aktivalast kivaltd peptid kialakulasat eredményezi.
Melanomaban gyakori a sejtciklust gatlo p53 fehérje tobbféle muticidja, melynek
kovetkeztében eltérd pS3 peptidek jelenhetnek meg. Familiaris melanoméban gyakori a
pl6 mutacié vagy delécid, amely kemorezisztenciat, illetve irradiacios rezisztenciat
okozhat. Melanoma sejtekben gyakori az egyik ECM-t alkotd proteoglikan, a dekorin
ektopids expresszidja, valamint a CD44v3 heparan szulfat splice varians vagy egyes
trombocita integrinek (allbB3) megjelenése metasztatikus stadiumban (92).

Kimutattak, hogy tumorsejtekben az immunrendszer hatékonyan felismeri az
alternativ transzkripcioval létrejott epitopokat €s a pszeudogénrdl vagy antiszenz DNS-
rol atirt géntermékeket is.

A ,rak-here” (,,cancer-testis”) antigének tumorokban ¢&s fiziologiasan
kizarolag az MHC-hidnyos hereszdvetben expresszalodnak. Ide tartozik a melanoma
antigén gének csaladja (MAGE) amelyeknek emberben 23 tagjat irtak le (24). Mig az
elobbi antigéneket a CD8+ T sejtek ismerik fel, a szintén ebbe a csoportba tartozo NY-
ESO-1 antigén specifikus ellenanyag termelést é¢s CD4+ T sejt aktivaciot is kivalthat
(40).

A melanocita differencialédasi antigének a melanocita jellegli sejtekben, a

melanocita/melanoma differencialdédas szakaszaiban expresszalédnak. Ebbe a csoportba
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tartozik a tirozinaz/tirozin hidroxildz, amely a melaninszintézis fontos szabalyozdja, a
gp100/Pmell7, MART-1/Melan-A, valamint melanoszéma membran fehérjék, mint pl.
tirozinaz-fiiggd fehérje-1 és 2 (TRP-1/gp75, TRP-2). A differencialodasi antigéneket

autoreaktiv CD8+ T sejtek €s/vagy autoantitestek ismerik fel melanomas betegekben.

Melanoma immunterapia

A celluléris és humoralis effektorok altal felismert tumor antigének azonositasa
Uj lehetdségeket tar fel a daganat immunterapia szdmara. Szamos klinikai vizsgalat van
folyamatban specifikus tumor antigén peptidekkel torténd vakcindk alkalmazéséaval,
amelyek a paciensbe juttatva specifikus immunvalaszt valtanak ki, elsésorban DTH-t és
CD8+ T sejt valaszt, tumor regresszidt eredményezve. Kedvezd eredmények vannak a
jelenleg ismert legnagyobb immunogenitasu, ,,rak-here” csoportba tartozé NY-ESO-1
antigén peptidjeivel torténd immunizalassal melanomas betegekben (42). A CD8+ T sejt
aktivalas mellett antitest valasz is megjelenik, ami arra utal, hogy a CD4+ T sejtek is
aktivalodnak a tumor sejt felszinén MHCII segitségével prezentalt epitdpok ellen.

A terdpias hatékonysdgot fokozza olyan adjuvdnsok hasznélata, amelyek
fokozzak. A GM-CSF tartos Thl és CD8+ T sejt valaszt indukal a dendritikus sejtek
hatékony aktivalasaval. Az IL-2 és IL-12 hatékonyan aktivalja a Thl és CD8+ T
limfocitdkat, tumor regressziot indukalva. Klinikai vizsgalatokat végeztek IL-2, IL-7,
IL-12 citokingénekkel transzfektalt, irradialt autoldg melanoma sejtek visszajuttatasaval
is (74, 42).

Az immunterapia hatékonysaga fokozhato hisztamin kezeléssel: I1L-2 és a-IFN
terapia mellett adott adjuvans hisztamin szignifikansan novelte a tulélést eldrehaladott
metasztatikus melanomaban szenvedd betegeknél. Ismert, hogy a hisztamin H2
receptoron keresztiil gatolja az NK sejteken a fagocitak altal indukalt szuppressziv

szignalt, és igy fenntartja az NK sejtek tumor 616 aktivitasat (34).
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Tumor tulélési mechanizmusok

Az immunsurveillance kijatszasa, a hatékony immunvalasz elkeriilése a tumor
kialakulasanak alapvet6 feltétele. A melanoma sejtek gyakran elveszitik relevans tumor
antigénjeiket. Mas esetben az antigén prezentacid szenved zavart, proteaszoma defektus
vagy TAP transzporter deficiencia kovetkeztében, és igy a relevans tumor antigén
peptid nem jut ki a sejt felszinére az MHC molekulakomplexszel. Gyakran
megfigyelheté bizonyos MHC allélek downregulacidja, vagy hianya, vagy a [
mikroglobulin mutacidja, melyek kovetkeztében szintén nem johet 1étre hatékony
antigén prezentacio. Kimutattdk, hogy metasztatikus melanoma sejtek Fas/CD95
ligandot expresszalnak (a melanocitdk nem), és a Fas szenzitiv tumor-infiltraldé T
limfocitdkban apoptdzist indukalnak (31). Ugyanakkor a melanoma sejtek védekeznek a
FasL+ CD8+ T limfocitdk apoptozist kivaltd hatasa ellen az altal, hogy fokozott
mértékben expresszalnak receptor-medialt sejthalalt gatlo fehérjéket (FLIP, FLICE
inhibitory protein) (68). Megemlithetjiikk a tumorellenes immunvélasz hatékonysagat

gatlo szolubilis faktorok, mint pl. TGF-f3, IL-10 termelését is.

AZ INTERLEUKIN-6 (IL-6) SZEREPE MELANOMABAN

Az IL-6 egy pleiotrop citokin, amely nagy mennyiségben termelddik stimulalt
monocitakban, fibroblasztokban, endotél sejtekben, valamint szamos mas sejtben,
szintézisét fiziologiasan stimuldlja az IL-1, endotoxinok, TNF, PDGF, OSM. Az IL-6
citokin csalad tagjai koz¢é tartozik a leukémia inhibitor faktor (LIF), ciliaris
neurotrofikus faktor (CNTF), OSM, IL-11, kardiotrofin-1 (CT-1), ko6zds jelatvivo
elemként mindannyian a gpl30 transzmembran glikoproteint haszndljak. Az IL-6

Az IL-6 fehérje egy nagyobb prekurzor fehérjébdl keletkezik, 185 aminosavbol
all, és tobb helyen glikozilalt, eltérd glikozilaltsagn molekularis formdit mutattak ki
monocitakban.

Az IL-6 receptor (IL-6R, gp80) egy erdsen glikozilalt 80 kDa-os fehérje, 449
aminosavbol épiil fel, elsésorban T sejteken, aktivalt B sejteken, monocitdkon és

hepatocitdkon expresszalodik. A bekotddott IL-6-bol és az IL-6R-bol allo komplex a
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jelatvive szerepet betoltd gpl30-al asszocidl, majd az aktivalédas homodimer
képzddéshez vezet, az aktiv IL-6 receptor komplex egy hexamer struktira. A jelatvitel
kovetkezd 1épése a gp130 dimerizacié altal kivaltott tirozin kindz aktivalas, elsésorban
Jakl1, Jak2 és Tyk2 részvételével, de Btk, Tec és Fes kindzok, valamint a MAP kinaz
kaszkad is aktivalodhat. A STAT-ok (signal transducer and transcriptional activator)
koziil a Stat3, a Statl és a Stat5b foszforilaciojaval a kiilonbozd aktivalt Stat fehérjék
nukledris transzkripcids komplexeket alkotnak amelyek olyan enhancer régidkhoz
kotddhetnek, mint pl. a pIRE (palindromic interferon regulated elements). pIRE
enhancerrel rendelkezik pl. az IRF-1 gén, amely egy citosztatikus és anti-onkogén
aktivitasu transzkripcids faktor (71).

A gpl130-t olyan sejtek is expresszaljak, amelyeken nincsen IL-6R. Ugy az IL-
6R-nak, mint a gpl130-nak szolubilis formai is 1éteznek, amelyek az IL-6R esetében
alternativ splicing eredményeként, a gpl130 esetében pedig proteolitikus hasitassal
keletkeznek, és modulaljak az IL-6 hatasat (61).

Az IL-6 els6sorban hematopoietikus, immunologiai ¢és gyulladdsos
folyamatokban jatszik szerepet. Az IL-6 differenciacids faktora a B sejteknek, szerepe
van a T sejt aktivacidoban és érésben, a CD8+ T sejtek differencidlodasaban, eldsegiti a
B sejteknek plazma sejtekké valo atalakulasat. A hematopoesis korai szakaszaban

crer

vérlemezkék kialakulasat és kulcsszerepet jatszik az akut valasz fehérjék képzddésében.

Az IL-6, mint tumorsejtek novekedési faktora

Az IL-6 szerepet jatszik malignus folyamatokban is, els6sorban hematologiai
tumorokban. Az IL-6 autokrin ndvekedési faktor myelomdaban, vese carcinoméban,
lymphomaban, méhnyakrdkban, prosztata rakban. Mdas tumorok ndvekedését gatolja,
ilyenek az eml6 carcinoma, tiidorak vagy hystiocyticus lymphoma.

Melanomaban az IL-6 a tumor ndvekedési stadiumatol fliggéen szabalyozza a
sejtproliferacidt. Primer melanoma vonalakban és korai melanoma 1ézidokban az IL-6
jelentdsen gatolja a sejtosztodast. A tumor progresszioval ez a gatlds megsziinik és
rezisztencia alakul ki, habar az IL-6 rezisztens melanoma sejtek IL-6R és gp 130

expresszioja, ligand-kotése, valamint a Jak kindz foszforilaci6 sem csokken.
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Eldrehaladott metasztatikus melanomaban az autokrin médon termelt IL-6 fokozhatja a
sejtproliferaciot, a metasztatikus melanoma vonalak 50%-a termel IL-6-t. IL-6 antiszenz
oligonukleotidok jelentdsen gatoltdk a ndvekedést ezekben a sejtvonalakban, ezzel
szemben neutralizal6é antitestekkel nem lehetett gatlast elérni (51). Metasztatikus
melanomas betegeken végzett felmérés szerint a betegek szérum IL-6 szintje aranyos a
tumor terheltséggel (tumor load) és magasabb szérum IL-6 szintet mutattak ki a
biokemoterapiara rezisztens betegekben (66). Antiszenz IL-6 expresszids vektorral
transzfektalt I1L-6 termeld human melanoma sejtek kisebb, lassabban kialakuld és
névekvo tumorokat képeztek nude egérben (52).

IL-6 transzfektalt melanoma sejtekben az IL-6R expresszidjanak csokkenését
¢észlelték, melynek kovetkeztében IL-6 rezisztencia alakult ki. Eldérehaladott
metasztatikus melanoma sejtek valaszképessége az IL-6 antiproliferativ hatisaval
szemben in vitro helyreallithato volt rekombindns, szolubilis IL-6R alkalmazasaval. Az
IL-6+sIL-6R kombindacio irreverzibilis novekedés gatlast s differencialodast valtott ki a
B16-F10.9 sejtvonalban, fokozta az IRF-1 anti-onkogén transzkripcidés faktor

termelddését és DNS-kotd képességét, valamint a p21 promoter aktivitasat is (71).

Az IL-6 szerepe a tumorellenes immunvalaszban

Mivel az IL-6 eldsegiti a B és T limfocitdk érését illetve aktivaciojat, a
tumorellenes immunvélasz kialakulaséban is szerepet jatszik. Human fibrosarcoma vagy
vastagbél carcinoma xenograftot hordoz6 egerekben az IL-6 terapia csokkentette a
tumor ndvekedését és a metasztazisok kialakulasat. Csokkent antigenitasi tumorokban,
mint pl. B16 melanomaban az IL-6 fokozhatja a tumorellenes valaszt nem specifikus
gyulladdsos folyamatok beinditdsa révén. Ha IL-6R-t nem expresszalo, IL-6-ra
proliferativ valaszt nem ad6 B16 melanoma sejteket transzfektaltadk IL-6 expresszios
vektorral és a sejteket egerekbe {iltették, az IL-6-t termeld tumorok sokkal lassabban
ndvekedtek, jellemzd volt a fokozott gyulladasos sejtes beszlirddés és a kisebb érhalozat
(86). Az IL-6 immunterapia klinikai hatékonysagat vizsgaltak szolid tumoros, koztiik
melanomas betegekben is, de a tumorellenes hatas nem volt szignifikans, viszont

neurotoxikus ¢és mas mellékhatasok jelentkeztek (84).
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HISZTAMIN ES MELANOMA

A hisztamin, mint tumor sejtek novekedési faktora

A hisztamin (2-(4-imidazolil)-etilamin) egy olyan biogén amin, amely fontos
szerepet jatszik szamos gyulladasos és allergias folyamatban, szabalyozza a gyomorsav-
termelést és a neurotranszmisszioban, valamint az immunvalasz szabalyozasaban is
részt vesz. Az utdbbi évek kutatdsai azt bizonyitjak, hogy a hisztamin jelen van 0szt6do
sejtekben, igy a sebgyogyulds, valamint az embriogenezis és hematopoezis sejtjeiben,
de tumorsejtekben is fokozott lokalis hisztamin termelés mutathat6 ki.

A hisztamin szintéziséért felelds enzim a hisztidin dekarboxilaz (HDC), amely
piridoxal 5’-foszfat koenzimmel miikddik, és a lokalis hisztamin bioszintézis specifikus
markere. A HDC expresszid mRNS ¢és fehérje szinten, valamint a HDC aktivitdsa is
jelentésen fokozodik bizonyos tumorokban, igy colorectalis carcinomaban, prosztata
adenomaban, petefészek tumorokban, gliasejtes tumorokban ¢és melanomaban. A
hisztamin tumorproliferdcioban betoltott szerepét hangsulyozza, hogy a HDC enzim
irreverzibilis gatlasa o-fluoro-metil hisztidinnel, vagyis a de novo hisztamin szintézis
és in vivo (3).

A hisztamin metabolizmusaban két enzim vesz részt, a diamino-oxidaz (DAO)
¢s a hisztamin N-metil transzferdz (HNMT). A DAO emelkedett mennyiségben
mutathatd ki tumoros szovetekben, tiidérdk sejtekben, pajzsmirigy, hasnyalmirigy,
gyomor, nyelécsé és petefészek tumorokban, melanoméban, endometrium
karcinomaban. Human vastagbél polipokban, amelyek premalignus allapotban vannak,
csokken a DAO aktivitdas a kérnyezd szovetekhez viszonyitva. A HNMT expresszio
csokken emld adenokarcinomaban, a szoveti hisztamin szint emelkedésével
parhuzamosan.

A melanocitdktdl eltéréen ugy a primer, mint a metasztatikus melanoma
szovetekben és melanoma sejtvonalakban is kimutathaté a hisztamin, valamint az aktiv
HDC enzim. A hisztamin lebontdsaban részt vevd DAO és HNMT expresszidja eltérd
mennyiségben, de kimutathaté mind a primer, mind pedig a metasztatikus melanoma

sejtekben (13).
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Hisztamin receptorok

A hisztamin receptorok a hét transzmembran doménnel rendelkezd, G
fehérjékhez kapcsolt membranreceptorok népes csaladjaba tartoznak. Jelenleg négy féle
hisztamin receptort ismeriink, a H1, H2, H3 és H4 receptorok jellegzetes szdveti
eloszlassal és jelatviteli utakkal rendelkeznek (36). A hisztamin receptorok fobb
jellemzoit a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.

A hisztamin H1 receptor (H1R) a foszfolipdz C (PLC) enzimet aktivalja Gq
csaladba tartozo, pertussis toxinra nem érzékeny G fehérjén keresztiil. A foszfatidil-
inozitol difoszfat hidrolizisével IP3 ¢és DAG keletkezik és proteinkinaz C (PKC)
aktivalodik, megnd az intracellularis Ca®" szint. A PKC aktivalds, valamint az
intracellularis Ca’" szint megnovekedése kovetkeztében mas jelatviteli utak
aktivalodasa is  kimutathato, igy NO, c¢GMP, arachidonsav-szarmazékok
(prosztanoidok) és cAMP is keletkezhet H1 receptor aktivalasra. A HI receptorra
jellemzo az id6 és dozis fiiggd deszenzitizalas, ami az IP3 képzddés gyengiilésével jar,
poszt-transzlaciés modosulas, receptor foszforilacio kovetkeztében.

A H2 hisztamin receptor (H2R) Gs fehérje révén az adenil ciklaz kaszkadot
inditja el, intracellularis cAMP novekedést és proteinkindz A (PKA) aktivalast
eredményezve. A H2 receptor aktivalas a PLC kaszkadot is aktivalhatja intracellularis
Ca”" szint-novekedéssel egyes emlétumor sejtvonalakban és egér bdrtumorokban (15,
23), s6t a HL60 sejvonalban a cAMP ¢és PLC tutvonal parhuzamos aktivalodasat is
leirtdk (58). A H2R sejtosztédasban betdltott szerepét hangsulyozza, hogy mindkét
jelatviteli ut szabalyozhatja a sejtproliferaciot és differencialodast. A H2R antagonistak
nagy tobbségére jellemzé az inverz agonizmus, melynek sordn a receptor inaktiv
allapotba kertil a receptor-antagonista kotddés okozta konformaciovaltozas miatt.

A H3 receptort mint preszinaptikus autoreceptort fedezték fel, amely a kozponti
idegrendszerben (KIR) gatolja a hisztamin, illetve mas neuromediatorok felszabadulasat
(acetilkolin, dopamin, szerotonin, noradrenalin). Nagy affinitasu, pertussis szenzitiv G
fehérjéhez kapcsolt receptor, amely az adenil cikldz enzim gatlasaval fejti ki hatasat. Az
eddig ismert hisztamin receptoroktdl eltéréen a H3 receptor gén két intront tartalmaz,
feltehetden alternativ splicing révén patkanyban 2 izoforma kialakulasat észlelték (89).

Habar a periférian is észleltek H3R expressziot, elsdsorban a KIR-i hatasai jelentdsek,
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szerepet jatszik az alvas-ébrenlét, a tanulds-memoria, taplalékfelvétel szabalyozasanak

folyamataiban €s bizonyos betegségek, mint gyerekkori figyelem-hianyos hiperaktivitas

szindroma (ADHD) vagy epilepszia kezelésében szdmitasba johetnek H3 antagonistak

(48).

3. tablazat. A hisztamin receptorok attekintése.

H1 H2 H3 H4
Kromoszoma
3p25 5 20p11 18ql11.2
lokalizacio P P b
Génszerkezet intronmentes intronmentes 2 intron 2 intron
Fehérje:
- aminosavak 487 359 445 390
szama 56 kDa 40 kDa 49 kDa 44 kDa
- moOltomeg
F§ jelatviteli Gq/11, Ca*" T Gs, cAMPT | Gl/o,cAMPY | Gal5/16,
at cAMPY,
MAPKT
.Hi,szt.a min .., mikromolos mikromolos nanomolos nanomolos
iranti affinitas
Jellemzo 2-(3-klorfenil)- impromidin (R)o-metil- hisztamin
agonista hisztamin hisztamin
Jellemzq mepyramin cimetidin thioperamid
antagonista
Szoveti Simaizmok Gyomor KIR, periférias | leukocitak:
eloszlas tobbsége, endotél | parietalis idegek (sziv, eozinofilok,
sejtek, adrenalis sejtek, tiid6, gyomor- neutrofilok,
medulla, sziv, vaszkularis bél traktus), T sejtek,
kozponti simaizom, endotélium, dendritikus
idegrendszer adipocitak, enterokromaffin | sejtek,
(KIR). bazofil és sejtek. monocitak,
neutrofil hizdsejtek,
sejtek, T csontvelo,
sejtek, KIR, 1ép,
SzZiv. vékonybél.
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H1 H2 H3 H4
, . . ?
Elettani | Simaizom Gyomorsav Neurotranszmit- F ltehetd
funkcié | kontrakcio, NOT, | szekrécio ter felszabadulas | ; o ol oroen
o . oy immunologiai
endotél sejt fokozésa, gatlasa, a
N s . _— folyamatok
0sszehuzodas, simaizom tuberomamilla- . ,
X e . C oy . szabalyozasa,
érpermeabilitas ellazulés, ris hisztaminerg lladas
fokozasa, +inotrop ¢és neuronok iztllllma ’
depolarizacio és | chronotrop hatas; | kisiilésének '
fokozott csokkent kisiilés, | gatlasa.
neuronalis hiperpolarizacid
kisiilés, negativ vagy a jelatvitel
inotrop hatas, gyorsitasa a KIR-
katekolamin ben; limfocita
felszabadulas funkciok gatlasa.
fokozodasa.

Az Ujonnan felfedezett H4 hisztamin receptor expresszidja fehérvérsejteken,

foleg eozinofilokon, neutrofilokon, valamint T sejteken, dendritikus sejteken,
hizosejteken, csontveldben, 1épben, vékonybélben, nyirokcsomokban, herében, vesében,
kisebb mértékben harantcsikolt és szivizomban is kimutathaté (70, 65). Homologia,
génszerkezet és farmakologiai jellemzok szempontjabol is a H3 receptorhoz 4ll
legkozelebb (39). Felfedezése H3R fragmensekkel, homologia kereséssel tortént, human
genomialis konyvtarak sziirése sordn. Megfigyelték, hogy mononuklearis sejtek,
valamint csontveldi eredetii hizosejtek aktivacidja sordn a H4R expresszié csokken, IL-
10, valamint IL-13 jelenlétében tigyszintén. Nyugvd CD4+ és CD8+ sejtekben a H4R
expresszid magasabb, mint az aktivalt T sejtekben. Valosziniileg szerepet jatszik a
tumorok elleni

szabalyozasaban, igy a

immunvalaszban, a melanoma kutatasaban is figyelmet érdemld teriilet lehet.

gyulladdsban, az immunfolyamatok

A membran receptorok mellett feltételezték egy intracelluldris hisztamin
kotdhely 1étezését, amelyhez egy tamoxifen szarmazék, a DPPE (N, N-dietil-2-[4-(fenil-
metil) fenoxi] etdnamin) kotddik és gatolja a hisztamin hatasat, utobb kideriilt, hogy a
DPPE hatékonysaga a hisztamin citokrom p450 molekuldhoz vald kotédésének a

gatlasan alapszik.
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A hisztamin receptorok koziil a H1 és a H2 receptor jelenlétét is kimutattak
melanoma sejteken. Whitehead RJ 1988-ban melanoma sejtvonalakban kimutatta, hogy
a hisztamin az intracellularis cAMP szint gyors, az alapértéket 50-100-szor meghalado
novekedését okozta, amely ranitidinnel és cimetidinnel gatolhaté volt, de HI1
antagonistakkal nem. Az A875 huméan melanoma vonalban a hisztamin DNS szintézist
és sejtproliferaciot fokozo hatasa (foszfolipaz C aktivalas és intracellularis Ca®" szint
novekedés révén) teljes mértékben gatolhatdé volt HI antagonista pyrilaminnal, a
cimetidin nem bizonyult hatasosnak (91). Ugyanakkor mas adatok szerint H2
antagonistak hatékonyan gatoltdk a sejtproliferaciét human melanoma vonalakban, a

ranitidin hatékonyabban, mint a cimetidin (95).

AZ INTERLEUKIN-6 (IL-6) ES A HISZTAMIN KOLCSONHATASA

A hisztamin sokféle immunologiai reakcioban jatszott szerepe - mint pl. akut
gyulladéasos és allergids jelenségek — mellett szabdlyozza szdmos citokin expresszidjat
¢s hatéasat, ugyanakkor a hisztamin hatdsat is tobb szinten szabalyozhatjak citokinek (pl.
a hisztamin felszabadulas, illetve hisztamin receptor expresszidé megvaltoztatasaval).

Szamos adatbol ismert, hogy a hisztamin képes fokozni az IL-6 termelést
normalis ¢és tumoros sejtekben egyarant. Human tiid6 makrofag sejtekben a
hizésejtekbél felszabaduld hisztamin H1R-on Ca®’-szint néveléssel fokozza az IL-6
expressziot (94), akarcsak szem kotéhartya hamsejtekben (99), H1 antagonista mindkét
esetben kompetitiven gatolja a hisztamin indukalta IL-6 termelést. Normal human
keratinocitdk IL-6 expresszioja ndvekszik hisztamin, illetve fokozottabban hisztamin és
UV fény hatdsara, HI antagonista gatolja a hatast (83). Ugyancsak leirtdk a hisztamin
aktivalo és IL-6 indukalé hatasat koldokvéna endotél sejtekben (HUVEC), ahol HI
antagonistak szintén csokkentették a citokin szekréciot (60).

Tumorosan transzformalt sejtekben szintén ismert a hisztamin IL-6 expressziot
indukald hatdsa, igy human B lymphoma, valamint glioblastoma sejtvonalakban
kimutathat6 az IL-6 expresszio novekedése hisztamin hatdsaira mRNS és fehérje szinten

egyarant, €s a hatas H1 antagonistaval szelektiven gatolhat6 (19).
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crer

huméan lymphoid, monocytoid ¢és hepatoma sejtvonalakban kimutattak, HIR-on

fokozza, H2R-on csokkenti az IL-6 kotddését receptorahoz (56).

MODSZEREK

Sejttenyésztés

Kisérleteinket négy, kiillonb6zé metasztatizalo képességgel rendelkezé human
melanoma vonalon végeztiik, amelyeket Dr.Timar Jozsef bocsatott rendelkezésiinkre.
Az M1/15 és HT168/91 fokozott, a primer 1¢ziokbol szdrmazdo WM983B és a WM35
alacsony (WMO983B), illetve nem (WM35) metasztatizalo jellegli. A sejteket RPMI
1640 (Gibco) tapoldatban tenyésztettiik, amely 10% borju savét (FCS, foetal calf

serum) €s antibiotikumot (gentamicin) tartalmazott.

Reagensek

A felhasznalt hisztamin, HI antagonista triprolidin és pirillamin Sigma, a H2
antagonista ranitidin és famotidin ICN (USA), a H3 antagonista thioperamid Tocris, a
humén rekombinans IL-6 Serotec termék volt. A DPPE vagy (N, N-dietil-2-[4-(fenil-
metil)-fenoxi]-etanamin hidrokloridot Dr. Hudecz F szintetizalta (ELTE, Budapest). Az
a-fluoro-metil-hisztidin (a-FMH) Kollonitsch J. ajandéka volt. A H1 agonista 2-(3-
fluorofenil)-hisztamin €s a H2 agonista arpromidin Dr. W. Schunack (Berlin) ajandéka

volt.

IL-6 mérés

A sejtekrdl eltavolitott feliiliszoban az IL-6 koncentraciot ELISA kit
segitségével, a gyartd utmutatdsa alapjan mértik. A felhasznalt ELISA kit
Diagnosticum (Budapest) ¢s Quantikine (R&D, Minneapolis, USA) termék volt. A
sejtszamot MTT modszerrel, illetve tripdnkékes festés utan szamoldssal ellendriztiik. A

feliilisz6 mintakat lemérésig —20°C-on taroltuk.
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mRNS izolalas és RT-PCR

A teljes cellularis RNS-t a melanoma sejtekbdl Chomczinsky fenol-kloroformos
modszerével izolaltuk (9).

A reverz transzkripciot (RT) és a polimeraz lancreakciot (PCR) egy Pharmacia
Ataq Gene Controller-ben végeztiik. A reverz transzkripcidhoz a reakcidelegy (20 pl) 1
ug teljes RNS-t, 25mM Mg2+-t, 10x puffert, 10 mM dNTP-t, 5 U RN-4z inhibitort, 1 pl
oligo-dT-t és 25 U Mu-LV reverz transzkriptdz enzimet tartalmazott (Perkin Elmer).

A PCR-hez hasznalt reakcidelegy 1x puffert, MgCl,-t, ANTP-t, Taq polimerazt,
szenz és antiszenz primereket és cDNS-t tartalmazott 50 pl végtérfogatban, a reakciod
feltételeit mindenik primer parnal optimalizaltuk.

Az IL-6 PCR-hez hasznalt oligonukleotid primerek: 5’-CGGTACATCCTCG
ACGGCATCTCAG-3* szenz ¢s 5°- CCTCAGGCTGGACTGCAGGAAGTCC-3’
antiszenz (Falus A). Az IL-6 R szenz primer: 5’- AAG GAC CTC CAG CAT CAC
TGT GTC A-3’, az anti-szenz: 5’- CCT TCA GAG CCC GCA GCT TCC ACGT-3’. A
gpl130 szenz primer: 5’-CTC GTG TGG AAG ACA TTG CCT CCT T-3’ és az
antiszenz 5’-TTG GTC CCA CTC TAA GAC AGC TTC G-3’ (59).

A HI1 receptor PCR-hez hasznalt oligonukleotid primerek szekvencidi a
kovetkezok: 5°-TGG TCA CAG TAG GGC TCA AC szenz, 5’-CAA GGT GGG CAG
GTA GAA GT antiszenz; a H2 receptorra az 5’-TCG TGT CCT TGG CTA TCA C
szenz és 5°- CCT TGC TGG TCT CGT TCC T antiszenz primereket hasznaltuk (43).

A primereket a szekvencidk alapjan a Gibco BRL Custom Primers szintetizalta.

A PCR termékeket 0.01% etidium bromidot tartalmazé 2%-os agaréz gélben
futtattuk 100 V fesziiltség mellett 45 percig, ¢s megfeleld méretli molstly markerhez

viszonyitva azonositottuk.

Sejtproliferacio mérés koloniaképzodéses modszerrel

A sejteket 6 lyuku tenyésztéedénybe osztottuk alacsony sejtszammal (1700
sejt/lyuk) és hisztamin (10 - 10° M), H1 agonista 2-(3-fluorofenil)-hisztamin (10™ M)
és H2 agonista arpromidin (10° M), forskolin (5x10° M, Sigma), illetve human
rekombinans IL-6 (5-10-50-100 ng/ml) jelenlétében tenyésztettik addig, amig a
legalabb 50 sejtbdl allo koldnidk kialakultak. Formalinos fixalds és toluidinkék festés

utan megszamoltuk a koldnidkat, az eredményeket a kontroll szazalékdban fejeztiik ki.
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Sejtproliferacio mérés MTT modszerrel

A 96 lyuku tenyésztdedénybe szétosztott sejtekhez a kezelési id6 lejarta utan
0,5%-0s MTT oldatot adtunk 1 : 10 térfogat aranyban és 37°C-on inkubaltuk 4 h-t. Az
MTT vagy 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2, 5-difenil tetrazélium bromid Sigma termék volt.
Az inkubalési id6 lejarta utan eltavolitottuk a feliilliszokat, és DMSO-ban (dimetil
szulfoxid, Sigma) feloldottuk a keletkezett csapadékot. Ezutan ELISA reader
(Labsystems Multiscan MS) segitségével lemértiik a plate-ket 540, illetve 620 nm-en.

Az intracellularis cAMP szint mérése

A sejteket 24 lyuku tenyésztdedényben foszfodieszteraz gatlo (10° M IBMX, 3-
izobutil-1-metil-xantin, Sigma) elokezelés utan hisztaminnal és hisztamin agonistakkal
stimulaltuk 10 percig 37°C-on. A keletkezett cAMP-t abszolut etanollal kivontuk, majd
az etanol elparologtatasa utan acetat pufferben (pH=6,3) oldottuk a radioimmunoassay
(RIA) méréshez. A RIA-hoz albuminnal konjugélt szukcinil cAMP ellen kialakitott

ellenanyagot, valamint jédozott (Na['*

I], Amersham) 2’-O-mono-szukciniladenozin-3’,
5’-ciklikus monofoszfat tirozil-metil észter kompetitort (150 Ci/mmol) hasznaltunk. Az
antigén-antitest komplexeket BSA és etanol jelenlétében kicsaptuk, majd centrifugalas
utdn az iiledék aktivitasat Packard Autogamma-ban mértiikk le (Omar P. Pignataro,

Biologiai és Kisérleti Orvostudomanyi Intézet, Buenos Aires).

Intracellularis IP3 mérés

A sejteket 10 pCi/ ml *H-mioinozitol (Amersham) jelenlétében tenyésztettiik 18
h-ig, majd Hanks oldatban 37°C-on, 10 mM LiCl (Sigma) el6kezelés utan 20 percig
hisztaminnal illetve hisztamin agonistdkkal stimulédltuk. Pozitiv kontrollként NaF-t
(Sigma) hasznaltunk minden kisérletben. A sejtekbdl kloroform-metanol-viz eleggyel
kivont inozitolfoszfatot Dowex AG-X8 anioncseréld gyantan valasztottuk el. A kapott
frakciok aktivitasat folyadékszcintillacios szamldloban (LSC) mértik le. A H-
inozitolfoszfat mennyiséget a sejtekhez hozzdadott, nem beépiilt *H-mioinozitol

mennyiséghez viszonyitottuk mindegyik minta esetén (25).
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HDC kimutatasa Western blottal

A rekombinans human IL-6-tal (5-100 ng/ml) kezelt sejteket lizaltuk majd 10 pg
fehérje tartalmu mintdkat vittiink fel 10%-os poliakrilamid gélre elvalasztas céljabol
(SDS-PAGE). A szétvalt fehérjéket PVDF nylon membranra (Millipore) blottoltuk. A
HDC fehérje specifikus kimutatasahoz 100 ng/ml affinitas tisztitott poliklonalis csirke
anti-HDC antitestet (HDC318-325 pAb), majd HRP-konjugalt anti-csirke antitestet (0,5
png/ml, Promega) hasznéltunk. Az ECL reagens hozzaadasaval (Amersham Life
Science) kapott fluoreszcencia jelet X-Omat (Kodak) filmmel detektaltuk. A csikok

egymashoz viszonyitott erdsségét denzitometriasan értékeltiik.

HDC és hisztamin kimutatasa aramlasi citometriaval

HDC kimutatasahoz a sejteket 4 %-os paraformaldehid oldattal fixaltuk, majd
szaponin oldattal' permeabilizaltuk. A HDC jeldléséhez egy poliklonalis, csirke anti-
human HDC antitestet hasznaltunk (HDC318-325 pAb), amelyet intézetiink a Promega
céggel kozosen fejlesztett ki (29). Masodik ellenanyagként FITC-konjugalt, nyul anti-
csirke IgY antitestet (Promega), kontrollként nem immunizalt csirke szérumot
(Promega) alkalmaztunk.

Az intracellularis hisztamin kimutatasahoz a sejteket 4%-os EDAC-kal [(1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid klorid, Sigma] fixaltuk, szaponin oldattal
permeabilizaltuk, majd nyul antihisztamin antitesttel (Sigma), ezutan pedig FITC-jelolt
kecske anti-nyul antitesttel (Sigma) jeloltiik.

Az igy eldkészitett, 2%-os paraformaldehidben felvett mintdk fluoreszcenciajat
Beckton-Dickinson FACS Calibur dramlési citométerrel mértiik le.

A hisztaminra festett sejteket kripton/argon lézerrel felszerelt BioRad MRC
1024 konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal (CLSM) is megvizsgaltuk.

IL-6 immunohisztokémia

A targylemezre novesztett melanoma sejteket 4%-os paraformaldehiddel
fixaltuk, majd ellenanyag kezelés el6tt 0,5 %-os BSA-val blokkoltuk 1 érat. Ezutan a
targylemezeket nyul anti-human-IL-6 antitesttel (Sigma) inkubaltuk

szobahOmérsékleten, nedves kamraban egy oraig, végiil pedig FITC-jelolt anti-nyul

" A szaponin oldat 0,1% szaponint (Sigma), 0,1% NaNj-t és 1% FCS-t tartalmazott.
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antitesttel (Sigma) fél oraig. A jelolt sejteket ezutan kripton/argon lézerrel felszerelt
BioRad MRC 1024 konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal (CLSM) vizsgaltuk. A
nem specifikus hattér kotddés becslésére a primer ellenanyagnak megfeleld izotipus

kontrollt hasznaltunk (Buzas Edit ajandéka).

Statisztikai modszerek
Az eredmények statisztikai elemzéséhez Student féle t probat és one way

ANOVA-t hasznaltunk.

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A HISZTAMIN SZEREPE AZ AUTOKRIN IL-6 EXPRESSZIO
SZABALYOZASABAN

IL-6, IL-6R és gp130 expresszio melanoma sejtekben

Els6 1épésként megvizsgaltuk alapallapotban a melanoma sejtek IL-6 és IL-6
receptor expresszidjat. Mindegyik vizsgalt melanoma vonalban kimutathat6 volt az IL-6
mRNS RT-PCR méddszerrel, valamint az IL-6 receptor (IL-6R, gp80) és a receptor
komplexben résztvevd, az IL-6 citokincsalddra jellemzd kozos jelatvivo elem, a gpl130
mRNS expresszio (4. abra).
modszerrel, és azt tapasztaltuk, hogy a fokozottan metasztatikus M1/15 és HT168/91
vonalak szecerndlnak IL-6-ot, mig a masik két vonal, a WM983B ¢és a WM35
feliiluszojaban nem, illetve nagyon kis mennyiségben, 6 nap tenyésztési idé utan

mérhetd 1L-6 (4. tablazat).

34



IL-6-R
385 bp

= gpl30
579 bp

4. abra. IL-6, IL-6 receptor (gp80) és gp130 mRNS expresszio human melanoma
vonalakban (RT-PCR). 1 — M1/15, 2 — HT168/91, 3 - WM35, 4 —- WM983B, M — IL-
6, IL-6R, illetve gp130 cDNS méretét jelold markerek.
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4. tablazat. IL-6 fehérje kimutatasa ELISA modszerrel a melanoma sejtek

feliiliszojabol.
Melanoma vonal IL-6 (pg/ml/10* sejt)
1. nap 3. nap 6. nap

M1/15 0 442 +0 16,3+ 1
HT168/91 54,2 +14,2% 127,1 £2,8 23,8 +£0,9
WM35 0 0 9,9+£5,8
WM9I83B 0 0 0

*n=4

Tovabbi vizsgalodas céljabol IL-6 immunhisztokémids vizsgdlatot végeztiink a
melanoma vonalakon. Azt tapasztaltuk, hogy habar az IL-6-ot nem szekretald6 WM35
sejtek citoplazmdjdban is kimutathato az IL-6 fehérje (5. abra), valoszinlleg egy
szekrécios blokk kovetkezményeként nem vélasztodik ki kimutathatdé mennyiségben a
feliiluszoba, de ennek bizonyitdsara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az IL-6R ¢és gp130 egyiittes expresszioja az altalunk vizsgalt 6sszes melanoma
vonalban jelzi, hogy ezek a sejtek IL-6 reszponzivek. Az IL-6 mRNS expresszid a
melanoma vonalak metasztatikus jellegétdl fiiggetleniil kimutathaté mindegyik vizsgalt
vonalban, az IL-6 szekrécio megjelenése a metasztatikus progressziora utal, ugyanis

ismert, hogy ez csak fokozottan metasztatikus, elérehaladott melanomékra jellemzd.
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5. abra. IL-6 fehérje kimutatisa a WM35 primer melanoma sejtekben
immuncitokémiaval. Az intracellularis IL-6-ot indirekt modon FITC-jelolt ellenanyag
segitségével mutattuk ki, az abran a konfokdlis mikroszkopos felvételek lathatok. a) IL-6
jelolt sejtek, b) IgG izotipus kontroll.
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Hisztamin antagonistak hatasa a melanoma sejtek IL-6 expresszidjara

Hogy tanulményozhassuk az intracellularis hisztaminnak a melanoma sejtek IL-
6 bioszintézisében betdltdtt szerepét, hisztamin antagonistdkkal kezeltilk a melanoma
sejtkultirakat. H1-antagonista (triprolidin), H2-antagonista (ranitidin), H3-antagonista
(thioperamid) és DPPE (intracelluldris hisztamin kotdhely gatld) hozzaadasa utan
meghataroztuk a feliiliszoba kibocsatott IL-6 mennyiségét ELISA modszerrel.

A kiilonb6zd hisztamin antagonistdk IL-6 termelésre gyakorolt hatdsa a 6.a
abran lathat6 az M1/15 metasztatikus melanoma vonal esetén.

Az IL-6 szekrécio koncentracio-fiiggden csokkent a H1 antagonista triprolidin
hatasara, ez a csokkenés 10°-10* M koncentracional 12-42%-ot ért el. A H2, H3
antagonista, valamint a DPPE hatasa nem volt szignifikans. A HT168/91 melanoma
vonalnal hasonl6 tendencia figyelheté meg, a WM35 és a WM983 vonalak viszont nem
termeltek IL-6 fehérjét antihisztamin kezelés utdn sem. A fehérje mérésekkel
parhuzamosan megvizsgaltuk az IL-6 mRNS valtozasat is RT-PCR mddszerrel, €s azt
mRNS expresszio (6.b abra).

Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a melanoma sejtek altal eléallitott
hisztamin szabalyozza a metasztatikus melanoma vonalak autokrin IL-6
termelését. Az autokrin IL-6 bioszintézist a hisztamin elsésorban H1 receptoron
keresztiil szabalyozza, mivel kizardlag a H1 antagonista triprolidin jelenlétében mérhetd
az IL-6 csokkenés, mas antagonistdk hatasara nem. Ez a jelenség Osszhangban van a
hisztamin mas sejttipusokban megfigyelt, szintén HIR medialt hatdsaval, ugyanis
ismert, hogy a hisztamin noveli az IL-6 termelést human tiidé makrofagokban (94),
szem kotOhartya epitél sejtekben (99), kdldokvéna endotél sejtekben (60), glioblastoma
¢s B lymphoma sejtekben is (19).
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6. abra. Hisztamin antagonista kezelés hatasa az M1/15 és HT168/91 melanoma
vonalak IL-6 termelésére. a) Az M1/15 melanoma vonal IL-6 termelésének valtozasa
hisztamin antagonista kezelés (72 h) hatdsidra, a H1 antagonista triprolidin dézis-
fliggden csokkenti az IL-6 szekréciot (ELISA). n = 3; *, p < 0.05; **, p < 0.01 (Student
t proba).

b) Triprolidin hatasa az IL-6 mRNS expressziora (felsé kép). 1- IL-6 cDNS molsuly
marker, 2-kezeletlen sejtek, 3- 5%10* M , 4- 10 M, 5- 10° M triprolidin.

39



A HDC enzim gatlasa a-fluoro-metil-hisztidinnel (a-FMH) csokkenti az
IL-6 termelést

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a melanoma sejtek - akdrcsak mas
normalisan vagy koérosan osztddo sejt — jelentdés mennyiségben tartalmaznak hisztamint
¢s az azt kizarolagosan eldallitd hisztidin dekarboxildz (HDC) enzimet (29, 13).
Kovetkezo kisérletiinkben megvizsgaltuk a HDC enzim irreverzibilis gatlasanak a
hatasat a HT168/91 melanoma vonal IL-6 termelésére. Gatloszerként o-fluoro-metil-
hisztidint (o-FMH) hasznaltunk, amely ,,0ngyilkos” molekulaként irreverzibilisen és
szelektiven gatolja a HDC-t, kovalens kotést képezve az enzim aktiv centrumanak egy
szerin csoportjaval (98). Huzamos o-FMH kezelés hatasdra tranziensen, de
szignifikansan csokkent az endogén IL-6 termelés a 8. tenyésztési napon a HT168/91
vonalban (7. abra). Mivel az a-FMH a de novo hisztamin termelést gatolja, az IL-6
termelésre gyakorolt hatdsa az in vitro tenyésztés és kezelés késObbi szakaszaban
érvényesiil, ami arra utal, hogy a melanoma sejtek jelentds intracellularis hisztamin
készletet tartalmaznak. Ugyanakkor ismert, hogy szamos mas szolubilis faktor is
szabalyozza az IL-6 expresszigjat, ilyenek az IL-1P, TNF-a (69), substance P (49),
adenozin (21), prosztaglandinok (20), ceramidok (22), noradrenalin és VIP (54), ezek
kompenzald hatasaval is szamolnunk kell ahhoz, hogy a lokélis IL-6 szekréciot
jellemezhessiik.

Az a-FMH-val végzett kisérlet eredményei is alatdmasztjadk azt a
kovetkeztetésiinket, hogy a melanoma sejtek altal tartalmazott hisztamin szabalyozo

szerepet jatszik az autokrin IL-6 termelésében.
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7. abra. A HDC gatl6 o-FMH (10 M) csokkenti az IL-6 termelést a HT168/91
melanoma vonalban (ELISA). Az 4bran a kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékek

vannak feltlintetve. n = 3, p < 0.05 (Student t proba).

A HISZTAMIN KOZVETLENUL IS SZABALYOZZA A MELANOMA
SEJTEK OSZTODASAT

Hisztamin receptor expresszié6 melanoma sejtekben

Az utdbbi években el6térbe keriilt a hisztaminnak a tumor proliferacioban
jatszott szerepe, €s szamos adat utal arra, hogy a hisztamin a melanoma sejtek
szabalyozasaban is fontos szerepet jatszik. Tilly B C és munkatarsai 1990-ben kozolték,
hogy exogén hisztamin fokozta melanoma sejtekben a DNS szintézist és a
sejtproliferaciot H1 receptoron keresztiil, foszfolipdz C-t aktivdlva. A hisztamin-
indukalt DNS szintézis és kemotaxis teljes mértékben gatolhatdo volt H1 antagonista
pyrillaminnal (91). cAMP aktivaciohoz kotott H2 receptorok jelenlétét szintén
kimutattdk a melanoma sejteken (100), ugyanakkor H2 antagonistakrol (cimetidin,
ranitidin) leirtdk, hogy fokozzak a melanoma sejtekben a tirozinaz aktivitast, a melanin

képzddést, valamint gatoljak a sejtosztodast (95). Reynolds és tarsai szintén kimutattak
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a hisztamin cAMP medialt mitogén hatdsat melanoma sejtvonalakban, és a hatds mind
H1, mind H2 receptor antagonistakkal gatolhato volt (75).

RT-PCR mddszerrel megvizsgaltuk a H1 és H2 receptor expressziot a melanoma
sejtvonalainkban. Azt tapasztaltuk, hogy a metasztatikus jellegtdl fliggetleniil
mindegyik melanoma vonalban expresszalodik a H1 és a H2 receptor is (8. dbra). Az
endogén hisztamin, valamint a H1 és H2 membranreceptorok egyidejii jelenléte a

melanoma sejtekben felveti az autokrin szabalyozas lehetdségét.

HIR
497 bp

330 bp

== GAPDH

8. abra. H1 (a) és H2 (b) hisztamin receptorok expresszidja humian melanoma
sejtvonalakban (RT-PCR). 1 — M1/15, 2 — HT168/91, 3 - WM35, 4 — WM983B
melanoma vonalak, 5 — HIR c¢cDNS kontroll, 6 — H2R cDNS kontrol. A H1 és H2
receptor expresszios képek alatt az egyes mitdkban kimutatott human glicermaldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping gén expresszioja lathato.
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Masodlagos hirvivok

A melanoma sejtek hisztamin receptorainak funkcionalis jellemzése céljabol a
receptor aktivalas kovetkeztében keletkez6 masodlagos hirvivé molekuldk termelését is
meghataroztuk. A G fehérjéhez kapcsolt H2 receptor aktivalasa leggyakrabban adenil
ciklaz aktivalast és intracellularis cAMP szint emelkedést indukal, ezért elsdként a
hisztamin, illetve hisztamin receptor ligandok hatasara keletkezé6 cAMP-t mutattuk ki
RIA moédszerrel.

A 4 vizsgalt melanoma vonalban a cAMP ndvekedés a primer jellegi WM35
vonalban volt a legnagyobb mértékii. H2 agonista arpromidin hatasara szignifikans,
dozisfiiggd cAMP szint novekedést mutattunk ki, amely elérte az alapérték 30-szorosat
(9. abra). ECsy érteke 1uM volt. Hasonld6 cAMP emelkedést mértiink hisztamin
hatdsara is, viszont H1 agonista [2-(3-fluorofenil)-hisztamin] nem okozott mérhetd
cAMP szint valtozast. A H2 antagonista famotidin meggatolta a hisztamin indukalta
cAMP szint emelkedést (9. abra, hisztogram), ami egyértelmlien bizonyitja a H2
receptorok szerepét.

A WM983B és M1/15 vonalnal a hisztamin indukalta cAMP novekedés kisebb
mértékll volt, nem haladta meg az alapérték kétszeresét (10. abra), mig a fokozottan
metasztatikus HT168/91 vonalban nem volt kimutathaté szignifikans cAMP szint
emelkedés hisztamin receptor aktivaci6 hatasara.

Az M1/15 és HT168/91 vonalaknal inozitol turnover vizsgalatokat is végeztiink,
¢s azt tapasztaltuk, hogy az intracellularis IP3 szint 30 %-kal ndvekedett az
alapallapothoz képest hisztamin (10° M) és H1 agonista hatasara (11. abra). A WM
vonalakndl azonos koriilmények kozott nem sikeriilt IP3 valtozast mérni, valosziniileg a
gyorsabb turnover miatt.

A jelatviteli mérések alatamasztjdk a funkciondlis hisztamin receptorok
jelenlétét a melanoma sejtvonalakon. A WM35 primer melanoma vonalban a hisztamin
illetve a H2 agonista gyors ¢és jelentds mértékii, az alapértek 30-szorosat elér6 cAMP-

szint novekedést okoz, amit H2 antagonista szelektiven gatol.
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9. abra. WM3S5 sejtekben a H2 agonista arpromidin dozis-fiiggéen fokozza a cAMP
képzbdését. A beékelt oszlop diagrammon 10 M arpromidin (H2 ago), 10”7 M hisztamin (Hi)
és 10 M 2-(3-fluorofenil)-hisztamin (H1 ago) hatsa van feltiintetve. A 10° M H2 antagonista
famotidin specifikusan felfiiggeszti a hisztamin cAMP képzddést indukald hatésat.
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10. abra. Hisztamin és hisztamin receptor agonistik fokozzak az M1/15 (a) és
WM9I83B (b) human melanoma vonalakban a cAMP képzodést. Hisztamin hatasara
kis mértékben emelkedik a cAMP szint, szemben a kontrollként hasznalt forskolinnal,
amely 600-700 %-o0s cAMP novekedést okoz.
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11. abra. Hisztamin és hisztamin agonista stimulus fokozza az IP3 képzédést az
M1/15 (a) és HT168/91 (b) melanoma vonalakban. Pozitiv kontrollként 30mM-os

natrium fluoridot hasznaltunk, amely az inozitolfoszfat képzddést tobb, mint 200%-kal
fokozta.
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A hisztamin szerepe a melanoma sejtek proliferaciojaban

A melanoma sejtekben, illetve a sejtek feliiliszojaban mérhetd hisztamin, mint
ligand, valamint a funkcionalisan aktiv HI és H2 receptorok egyiittes jelenléte felveti
annak lehet6ségét, hogy a hisztaminnak autokrin ndvekedési faktor szerepe lehet
ezekben a sejtekben (7, 11). Ezért kdvetkezd kisérleteinkben megvizsgaltuk a hisztamin
¢s kiilonb6z6 hisztamin agonistak hatdsat a melanoma sejtek osztddasara, monolayerben
t6rténé koloniaképzédéses modszert alkalmazva. A hisztamin kis koncentracioban (107

M) szignifikansan novelte a sejtkolonidk szamat a WM35 vonalnal (12. abra).
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12. abra. Hisztamin és hisztamin agonistak hatisa a WM35 melanoma vonal
proliferacidjara. A sejtproliferaciot monolayerben torténd koloniaképzddéses
madszerrel vizsgaltuk, az dbran a kezeletlen mintdhoz viszonyitott szazalékos értékek
vannak feltlintetve. H1 agonistaként 2-(3-fluorofenil)-hisztamint, H2 agonistaként
arpromidint hasznaltunk. A kontrollként alkalmazott forskolin is ndvelte a
sejtproliferaciot.
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Hasonld6 mértékben ugyancsak novelte a kolonia szamot a H2 agonista
apromidin és a kontrollként hasznalt forskolin (5 uM) is, ami azt mutatja, hogy a
hisztamin az intracelluldris cAMP szint megndvekedése, valamint a proteinkinaz A
enzim aktivalasa réven fejti ki sejtproliferaciot fokozo hatdsat. A hisztaminnal egytitt
adott H2 antagonista ranitidin teljes mértékben gatolta a hisztamin sejtproliferaciot
fokoz6 hatasat (12. abra). A fokozottabban metasztatikus melanoma vonalaknal nem
agonista hatasara.

Ezzel ellentétesen nagyobb, 10° M hisztamin és H1 agonista kezelés jelentdsen

csokkentette a koloniaszamot mind a négy vizsgalt melanoma vonalnal (5. tablazat).

5. tablazat. Hisztamin és hisztamin agonistak hatasa az M1/15, HT168/91 és

srer

képzddéssel vizsgaltuk. Az abran a kezeletlen mintdkhoz viszonyitott koldniaszam
szazaléka van feltlintetve.

Melanoma H1 agonista H2 agonista Hisztamin Forskolin
vonal
(10 uM) (10 uM) (10 uM) (S M)
WM35 56 % * 135 % * 52 % * 170 % *
WM 983B 76 % * 111 % 54 % * 72 % *
HT 168 56 % * 74 % 54 % * 64 % *
M1/15 65 % * 86 % 73 % * 74 % *

H1 agonista: 2-(3-fluorofenil)-hisztamin, H2 agonista: arpromidin. n = 5; *, p < 0.05 a
kontrollhoz viszonyitva (100 %), one way ANOVA.
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A mérési eredmények azt bizonyitjdk, hogy a hisztamin kétféle modon
szabalyozza a WM35 primer melanoma sejtek osztodasat: kis, 107 M koncentracioban
noveli, nagy (10° M) koncentracioban pedig csokkenti a kialakuld koloniak szamat. Ez
a kettds hatés eltérd receptorok, illetve jelatviteli utak segitségével valosul meg, tehat
végeredményben a hisztaminra adott valaszt a melanoma sejt prognosztikus allapota,
valamint a H1 és H2 receptorok aranya hatirozza meg. Erdekes modon a metasztatikus
melanoma sejtekben nem mutathaté ki hasonlé mértékiit H2 receptor aktivalodas, mint a
WM35 primer sejtvonalban, ahol az intracellularis cAMP szint nagymértékii
megnovekedésével parhuzamosan mutathatd ki a hisztamin sejtproliferaciot fokozo

hatésa (5. tablazat).

IL-6 HATASA A MELANOMA SEJTEK HISZTAMIN TARTALMARA ES A
HISZTAMIN RECEPTOR EXPRESSZIORA

Habar a hisztamin IL-6 ¢és IL-6R expresszidt szabdlyozd szerepe szamos
sejttipusban ismert (56, 19), keveset tudunk e szabalyoz6 mechanizmus forditott
oldalarol, vagyis arro6l, hogy van-e, illetve milyen szerepe van az IL-6-nak a hisztamin
metabolizmus, receptor expresszio, illetve jelatvitel szabalyozasaban.

Tovabbi kisérleteink soran az eredetileg feltett kérdés masik oldaléara is valaszt
kerestiink: befolydsolja-e az IL-6 a melanoma sejtek hisztamin és HDC tartalmat,
valamint a hisztamin receptor expressziot. Mivel az IL-6 — eddigi eredményeink és
is felvetddott, hogy van-e szerepe a hisztaminnak, a hisztamin receptoroknak az IL-6

gatlo hatasaban.

Az IL-6 szerepe a melanoma sejtek proliferaciojaban

A tanulmanyozott melanoma vonalakban kimutathaté az IL-6R és a gp130 kdzos
jelatvivo elem expresszidja. Autokrin IL-6 szekréciot csak a metasztatizalé vonalakban
detektaltunk, de a primer vonalak -citoplazmajaban is kimutathato az IL-6

immuncitokémiai modszerrel (a WM35 primer vonalban a 6. tenyésztési napon a
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kimutatasi hatar kozelében mért kis IL-6 mennyiség nagy valdszintséggel az elpusztult,
szétesett sejtekbdl szarmazik).

A tovabbi kisérleteinkben az exogén IL-6 szerepét vizsgaltuk, elsGsorban a
primer melanoma vonalakban. Monolayerben torténd koloniaképzddéses modszert
alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az IL-6 1-100 ng/ml koncentracidoban jelentdsen
csokkentette a WM983B kultardkban a kolonidk szamat (20-59 %) (6. tablazat), és
meggatolta a kolonidk kialakulasat a WM35 sejtvonalndl. Rovidebb kezelési idénél
sejtszam mérést végezve azt tapasztaltuk, hogy az IL-6 dozisfiiggéen, nagymértékben és

crer

és 14. abra), ¢és ez MTT modszerrel is reprodukalhat6 volt.

6. tablazat. Az interleukin-6 kezelés szignifikansan csokkenti a WM983B
melanoma sejtkultirakban kialakul6 kolonidk szamat. A sejteket 1-100 ng/ml IL-6-
tal kezeltiik 8 napig és meghataroztuk a monolayerben kialakul6 kolénidk szamat (lasd
modszerek).

Interleukin-6 Koloniaszam/well Gatlas

ng/ml, n=4 + s.e.m. (%)
0 31+1 -

1 24 +£2 20

5 14+1 54,1

10 1342 574

50 13 +1 57,4

100 12+1 59,0

Eredményeink egyértelmiien bizonyitjdk, hogy az IL-6 szignifikdnsan ¢és
dozisfiiggden csokkenti az IL-6-ot nem termeld primer WM35, illetve kis metasztatikus

képességgel rendelkezd6 WM983B melanoma sejtek osztodasat.
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b)

13. abra. Az interleukin-6 csokkenti a WM35 melanoma sejtek proliferaciojat. A
sejteket 20 ng/ml IL-6-tal kezeltik 72 h-ig. Féziskontraszt mikroszkopos felvétel
(Nikon Diaphot TMD, 10x nagyitas). a- Kezeletlen, b- 20 ng/ml IL-6 kezelt.
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14. abra. Az interleukin-6 doézsfiiggéen gatolja a WM35 melanoma sejtek
osztodasat. Az é&bran 72 oOrds IL-6 kezelés utdn, tripankék festés mellett mért
sejtszamok lathatok, az oszlopokon a kezeletlen mintdkhoz viszonyitott szizalékos
értékek vannak feltlintetve.

Az IL-6 hatasa a melanoma sejtek HDC és hisztamin tartalmara

Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgéltuk, hogy van-e valamilyen hatasa az
exogén IL-6 kezelésnek az intracellularis HDC, illetve hisztamin tartalomra, elsésorban
a primer jellegi WM melanoma vonalakban. A sejteket 5-100 ng/ml IL-6-tal kezeltiik
majd Western blot és aramlasicitometrids méréseket végeztiink az intracellularis HDC
szintjének a meghatdrozasara kezelt, valamint kontroll sejtekben. Western blot
modszerrel kimutattuk, hogy az IL-6 dézisfiiggé modon ndvelte a sejtek HDC tartalmat,
a kontroll sejtekhez viszonyitva 10-55 %-kal, amint azt a denzitometrias kiértékelés
mutatja (15. abra). A Western blotton lathaté masodik, 39 kDa koriili csik valosziniileg
egy kisebb méretii, proteolitikus hasitassal keletkez6 HDC izoforma, amely a HDC
poszttranszlaciés modosuldsa kovetkeztében johet 1étre, egy hasonld méretii izoforma
1étét bizonyitottak patkany HDC esetében (Fleming JV et al, Mol Cell Biol 20: 4932-47,
2000).
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15. abra. Az interleukin-6 noveli a WM35 melanoma sejtek hisztidin dekarboxilaz
(HDC) tartalmat (Western blot). Az oszlopdiagram a Western blot denzitometrias
kiértékelését abrazolja.

Az aramlasi citometrids vizsgalat soran is megndvekedett HDC szintet mértiink
az IL-6 kezelt mintakban (16. abra).

Az intracelluldris hisztamin mérését is aramlasi citometridsan végeztiik egy
specifikus ellenanyag segitségével, indirekt jelolést alkalmazva. Az eredmények azt
mutatjak, hogy az IL-6 kezelés jelentés novekedést okoz a melanoma sejtek hisztamin
tartalmaban (17. abra). A hisztamin-jelzett sejteket 1ézer konfokalis mikroszkopban is
megvizsgaltuk. Azt észleltiik, hogy az IL-6 kezelés jelentésen megndvelte az erésebben

hisztamin pozitiv sejtek szamat (18. dbra).
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16. abra. IL-6 kezelés hatasa a WM35 melanoma sejtek HDC tartalmara (aramlasi
citometrias vizsgalat). Az abran zold szinnel az aspecifikus kontrollt, fekete szinnel a
kezeletlen mintat, piros szinnel az 5 ng/ml IL-6-tal kezelt sejteket jeloltiik.

Caunts

Control

10ng ILG

hizztamin+secht FITC

0

0

17. abra. A hisztamin tartalom valtozisa WM35 melanoma sejtekben IL-6 kezelés
hatasara (aramlasi citometrias vizsgalat). K&k szinnel a kezeletlen, zold szinnel az 5
ng/ml, piros szinnel a 10 ng/ml, sarga szinnel az 50 ng/ml IL-6-tal kezelt mintadkat
tiintettiik fel, a vilagoskék az aspecifikus kontrollt jeldli.
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18. abra. Az interleukin-6 kezelés noveli a hisztamin-pozitiv sejtek szamat a WM35
melanoma vonalban. Az &bran az anthisztamin ellenanyaggal indirekt modon jelolt sejtek
lathatok a konfokalis mikroszkopos felvételen. a) Kezeletlen minta, b) 5 ng/ml IL-6-tal kezelt
sejtek.
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Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy az exogén IL-6 megndveli a primer
melanoma sejtekben a HDC, illetve hisztamin tartalmat, tehat a hisztaminnak szerepe
lehet az IL-6 jelentds antiproliferativ hatisaban, amelyet a primer jellegli melanoma

vonalakban észleltiink.

A interleukin-6 hatasa a H1 és H2 receptor expressziora

Az IL-6 kezelt WM35 melanoma sejtekben RT-PCR moddszerrel megvizsgaltuk
az interleukin-6 kezelés hatdsat a H1 és H2 hisztamin receptor expresszidra. Azt
talaltuk, hogy az IL-6 eltéréen szabalyozza a H1 és H2 receptor mRNS szintet. IL-6
hatasara dozis-fliggéen megnétt a H1 receptor expresszid, és csokkent a H2 receptor
expresszio a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping génre

normalizalva (19. abra).

HIR

497 bp H2R

330 bp

2 3 4

1 2 3 4 1
== =ahalls

19. abra. Az interleukin-6 hatasa a H1 és H2 hisztamin receptor expressziora
WM35 humidn melanoma vonalban (RT-PCR). 1- Kezeletlen, 2 - 5 ng/ml, 3 - 20
ng/ml, 4 - 50 ng/ml IL-6.
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Eredményeinkbdl kovetkezik, hogy az IL-6 ellentétes modon szabalyozza a H1
¢s H2 hisztamin receptor expressziot a WM35 primer melanoma vonalban. Figyelembe
aktivalo, illetve a HIR gatldé hatasat, az IL-6 kezelés kovetkeztében Ilétrejovo

expresszids mintazat egyértelmiien a sejtosztddas csokkenése irdnyaban hat.

KOVETKEZTETESEK

A melanoma kialakulasat eldsegitd malignus folyamatok meghatdrozo
jellemzdje, hogy a melanoma sejtek fokozott mértékben expresszalnak novekedési
faktorokat és citokineket, amelyek a tumor progresszidjat eldsegitik direkt autokrin
hatasukkal és/vagy a kornyez6 sejtekre gyakorolt parakrin hatasaikkal, mint pl. a tumor
ellenes immunvaélasz gatlasaval. A melanoma malignus progresszidja soran jelentésen
novekszik szamos novekedési faktor expresszidja, mint pl. bFGF, TGF-B, a TNF-f, a
GM-CSF, IL-1, IL-8 ¢és IL-6. Masrészt a noOvekedési faktor receptorok is
koexpresszaldédnak a melanoma sejteken, ami autokrin szabalyozéasi funkciok
megjelenését teszi lehetévé, mint példdul az intenziv novekedés vagy az invaziv
tulajdonsagok, pl. motilitas fokozodasa.

A hisztamin a sejtproliferacidban jatszott szerepe révén, mint Ujonnan leirt
novekedési faktor keriilt a tumorok novekedésével kapcsolatos kutatasok
kozéppontjaba. Egyre tobb adat van arra nézve, hogy kozvetleniil hat bizonyos tumorok
osztodasara, illetve a helyileg kialakuld6 immunvalaszt tobb szinten is befolyasolja, pl. a
T sejt polarizaci6 iranyat Th2 tulstly irdnyaba valtoztatja meg. Ugyanakkor ismert,
hogy a hisztamin szdmos citokin bioszintézisét és hatasat is szabalyozza kiilonb6zd
sejttipusokban, ez a szabalyozéas kétiranyl is lehet, mivel a hisztamin képzOodését,
felszabadulasat is befolyasolhatjak citokinek (41).

Az interleukin-6 egy pleiotrop citokin, amelyet elsésorban makrofagok,
keratinocitak, fibroblasztok ¢és endotél sejtek termelnek, szerepe szamos gyulladasos
(akut fazis fehérjék képzddése) és immunologiai (B limfocitdk érése, hematopoiesis)

folyamatban ismert. Az IL-6 expresszid fokozodik LPS, viralis termékek, IL-1, y-IFN és
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mas szabalyozo tényezOk hatasdra, a folyamat molekuldris mechanizmusaban szerepet
jatszanak az NF-IL-6 és NF-«B transzkripcios faktorok, valamint mas, részben
ismeretlen szabalyozé elemek.

Melanoma sejtekben az IL-6 expresszio jelentds mértékben ndvekszik a tumor
progresszioval, normalis melanocitdk nem expresszalnak IL-6-t. Melanoméban az IL-6
szerepe kettds, mivel gatolja a melanocitdk és a korai, primer melanoma sejtek
osztodasat, de az eldrehaladott, metasztatikus sejtek rezisztenssé valnak a gatld hatdssal
szemben, sot az altaluk termelt ,,sajat” IL-6 autokrin modon fokozza az osztdédasukat.

A hisztamin, valamint az azt kizar6lagosan eld6allité hisztidin dekarboxilaz
enzim jelenléte a melanoma sejtekben egyértelmiien bizonyitott. A hisztamin
antagonistakkal végzett kisérleteink azt bizonyitjak, hogy a metasztatikus melanoma
vonalakban az autokrin IL-6 termelést a melanoma vonalak altal termelt hisztamin
szabdlyozza. Az autokrin IL-6 bioszintézis szabalyozdsa HI receptoron keresztiil
torténik, mivel kizarélag a H1 antagonista triprolidin csokkentette a szecernalt 1L-6
mennyiséget. Az intracellularis HDC enzim o-FMH-val torténd irreverzibilis gatlasa az
IL-6 termelés atmeneti, de reprodukalhaté csokkenéséhez vezetett a HT168/91
melanoma vonalban. A melanoma sejtek altal tartalmazott hisztamin tehat szerepet
jatszik a lokalis IL-6 bioszintézis szabalyozdsaban, befolyasolva ezaltal az IL-6 autokrin
hatasat, H1 receptor medialt mechanizmus révén.

Ugyanakkor az endogén hisztamin, valamint a hisztamin H1 és H2 receptorok
egyiittes jelenléte a melanoma sejtekben felveti a hisztamin kozvetlen autokrin
szabalyozasi lehetdségét a melanoma sejtekben. A proliferacios kisérletek eredményei
azt bizonyitjak, hogy a hisztamin koncentraciotol fliggden ellentétes moédon szabalyozza
a WM35 primer melanoma sejtek osztodasat: nagy koncentracioban (10° M) gatolja,
alacsony (107 M) koncentracioban noveli a kialakulo sejtkolonidk szamat. A HI
agonista 2-(3-fluorofenil)-hisztamin a nagyobb hisztamin koncentraciéval analdg
moddon csokkentette, mig a H2 agonista arpromidin novelte a kolonidk szamat, akarcsak
hisztaminnal egyiitt adva meggatoltak a proliferacio fokozodasat, ami a H2 receptorok
egyértelmii szerepét bizonyitja. Jelatviteli méréseink szerint a melanoma H2 receptorok
aktivaladsa funkciondlisan az intracellularis cAMP szint megnovekedését indukalja, a

magas cAMP szint, valamint a proteinkinaz A aktivacid fontos elemei a hisztamin
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mitogén hatasaért felelds jelpalyanak. Ezt alatdmasztja, hogy a kontrollként hasznalt
forskolin ugyancsak fokozta a proliferacidt az adott kisérleti rendszerben (12. abra).
Ezek az eredmények kozvetleniil bizonyitjdk, hogy az endogén uton termelt hisztamin
autokrin novekedési faktorként szabalyozza a primer jellegli melanoma sejtek
hizosejtek altal termelt hisztamin koncentracié-fliggéen parakrin médon szabalyozhatja
a melanoma sejtek novekedését.

A hisztamin fokozza az IL-6 bioszintézist H1 receptoron keresztiil szamos
sejttipusban, normalis vagy tumorosan transzformalt sejtekben, igy tiid6
makrofagokban, keratinocitdkban, endotél ¢és astrocytoma sejtekben, valamint B
lymphoma ¢és glioblastoma sejtekben is. Azt is tudjuk, hogy a hisztamin az IL-6 receptor
expressziot is befolydsolja, HIR-on ndveli, H2R-on csokkenti az IL-6R expressziot.
Keveset tudunk viszont a hisztamin-citokin szabalyozas forditott oldalardl, vagyis arrdl,
hogy az IL-6 hogyan befolyasolja a hisztamin bioszintézisét, hatdsat a melanoma
sejtekben. A vizsgalt melanoma vonalakban kimutathaté az IL-6R és a gpl30
expresszid, ugyanakkor csak a metasztatikus jellegi melanoma vonalak termelnek
mérhetd mennyiségli IL-6 fehérjét, a primer vonalak nem vagy csak elenyészd
mennyiségben. Az exogén IL-6 kezelés viszont koncentracio-fiiggden erdteljesen
gatolja a primer jellegi WM melanoma vonalak osztodasat. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk, hogy van-e szerepe a sejtekben talalhato hisztaminnak, illetve hisztamin
receptoroknak az IL-6 altal medialt nagyfoku proliferacié gatlasban. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az exogén IL-6 kezelés novelte a melanoma sejtek HDC tartalmat és az
intracellularis hisztamin szintet is. Ismert, hogy a melanoma sejtek képesek hisztamin
leadasra illetve felvételre kornyezetiik felé (13), tehat a hisztamin a sejtek kiilsd
kornyezetében, a feliiliszoban is nagyobb mennyiségben lehet jelen. Ugyanakkor IL-6
jelenlétében megvaltozott a sejtek hisztamin receptor expresszids mintazata: tartos (72
oras) IL-6 kezelés hatasara jelentdsen csokkent a H2 receptorok expresszidja, illetve
megndtt a HI1 receptor expresszid0 a primer WM35 melanoma vonalban. A
megnovekedett hisztamin termelés, valamint a HI1 receptor expresszid novekedése,
masfelol a H2 receptorok szintjének csokkenése egy olyan lokalis egyensuly
kialakulasanak kedvez, amely jelentdés novekedés gatlast eredményez (20. abra). Az

endogén hisztamin tehdt kozvetve szerepet jatszik az IL-6 sejtproliferacio gatlo
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hatdsaban a primer melanoma vonalakban. Eredményeink alapjan feltételezhetd tehat
egy olyan kdlcsonhatas a lokélis IL-6 és hisztamin szabalyozasban, amely végsd soron

novekedés gatlast eredményez primer jellegli huméan melanomaban.

b. IL-6

Y H1R
Y H2R

20. abra. a) A hisztamin hatisa a melanoma sejtek osztédasara: H2 receptoron
fokozza, H1 receptoron csokkenti a primer WM35 melanoma sejtek kolonia képzddését.
b) Az IL-6 megnoveli a sejtek hisztamin tartalmat és a H1/H2 hisztamin receptor
aranyt a H1 receptorok javara valtoztatja meg. Mindez a melanoma sejtek

crer

Metasztatikus melanomaban a hisztamin ndveli az IL-6 bioszintézist H1
receptoron keresztiil, ugyanakkor IL-6 kezelés hatdsara megné a melanoma sejtek HDC
illetve hisztamin tartalma a primer melanoma vonalakban, mindez arra utal, hogy az IL-

6 és hisztamin kolcsondsen serkenthetik egymas bioszintézisét.
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A hisztamin és a lokalis citokin haldzat kozotti kolesonhatast a melanoma
szoveti kornyezetében tovabb bonyolitja a hisztamin €s a y-interferon kozotti kdlcsonds
gatlo hatas (38, 35). A melanoma sejt altal termelt hisztamin, valamint a kornyezé
sejtek altal termelt IL-6 ¢€s y-interferon kozotti kétoldala kolcsonhatdsok a 21.abran

vannak feltiintetve.

IFN IL-6

m /@\
1-IFN termeld \g/ \@/ IL-6 termeld

immunsejt Hi® Melanoma sejt H @ s

21. abra. Kétiranyu hisztamin-citokin kolcsonhatasok a melanoma sejtek
kornyezetében. A kornyezd sejtek altal termelt IL-6 noveli a melanoma sejtek
hisztamin tartalmat, a hisztamin pedig fokozhatja azok IL-6 termelését. Ezzel szemben a
y-interferon csokkenti a melanoma sejt HDC tartalmat, a melanoma altal termelt
hisztamin pedig a y-IFN-t termeld limfocitara hat gatloan.

Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a melanoma sejtek altal termelt
hisztamin és IL-6 fontos szerepet tolt be az eltérd stddiumban levé melanoma sejtek
novekedésében. Eredményeink azt mutatjak, hogy az IL-6 és a hisztamin kozvetlen
hatdsa mellett a két jelpalya kozotti kolcsonhatasok és kapcsolatok tovabb finomitjak a
melanoma sejtek novekedésének szabalyozasat. Mindezek mellett az IL-6 receptor és a
G fehérjékhez kotott hisztamin receptorok jelatvitelét befolyasold genetikai
polimorfizmusok feltarasaval tovabb bdéviilhet ez egyes melanoma betegekben talalhatd

komplex szabalyozasi mechanizmusrél alkotott képiink.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AGP-2 = angiopoietin-2

AMF = autokrin motilitasi faktor

ANG = angiogenin

APC = antigén prezental6 sejtek (antigen presenting cells)

bFGF = bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor (basic fibroblast growth factor)
BSA = bovine serum albumine

cAMP = ciklikus adenozin-3’, 5’-monofoszfat

CDK = ciklin dependens kindz

cDNS = komplementer DNS

cGMP = ciklikus guanozin-3’, 5’monofoszfat

CHS = kontakt hiperszenzitivitas (contact hypersensitivity)

CNTF = ciliaris neurotrofikus faktor

CT-1 = kardiotrofin-1

DAG = diacil-glicerol

DAO = diamino-oxidaz

DEPC = dietil-pirokarbonat

DMSO = dimetil-szulfoxid

dNTP = dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DPPE = N, N-dietil-2-[4-(fenil-metil) fenoxi] etanamin

DTH = késoi tipusu hiperszenzitivitas (delayed-type hypersensitivity)
ECL = enhanced chemiluminescence

ECM = extracellularis matrix

EDAC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid klorid

EGF = epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

ET-1 = endotelin-1

FGF = fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FITC = fluoreszcein izotiocianat

FLICE = Fas-associated death domain-like interleukin-1beta-converting enzyme
FLIP = FLICE inhibitory protein

o-FMH = a-fluoro-metil-hisztidin
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GAPDH = glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GH = n6vekedési hormon (growth hormone)

GM-CSF = granulocita-makrofdg kolonia stimulald faktor (granulocyte-macrophage
colony stimulating factor)

gp = glikoprotein

HIR = hisztamin H1 receptor

H2R = hisztamin H2 receptor

HDC = hisztidin dekarboxilaz

HGF = hepatocita novekedési faktor (hepatocyte growth factor)

HLA = human leukocita antigén

HNMT = hisztamin N-metil transzferdz

IBMX = 3-izobutil-1-metil-xantin

ICAM-1 = intercellular adhesion molecule

IFN = interferon

Ig = immunglobulin

IGF = inzulinszert ndvekedési faktor (insulin-like growth factor)

IL = interleukin

IL-1Ra = interleukin-1 receptor antagonista

IP3 = inozitol-1,4,5-trifoszfat

IRF-1 = interferon regulatory factor 1

KIR = kozponti idegrendszer

LFA-3 = leukocita funkcionalis antigén

LIF = leukémia inhibitor faktor

LPS = bakterialis lipopoliszacharid

LTC4 = leukotrién C4

MART-1 = melanoma antigen recognized by T cells 1

MCIR = melanokortin-1 receptor

MCP1 = monocita kemotaktikus protein 1 (monocyte-chemotactic protein 1)
MGSA = melanoma ndvekedést fokozo aktivitds (melanoma growth stimulatory
activity)

MHC = {6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
MIA = melanoma inhibitory activity
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MIF = makrofag migraciot gatld faktor (macrophage migration inhibitory factor)
MLR = kevert limfocita reakci6 (mixed lymphocyte reaction)

mRNS = messenger (hirvivd) ribonukleinsav

o-MSH = melanocita stimulalé hormon

MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil tetrazolium bromid

NGF = idegi novekedési faktor (nerve growth factor)

NK sejt = természetes 610 sejt (natural killer cell)

NO = nitrogén-oxid

OSM = onkosztatin M

PA = poliamin

PCR = polimeraz lancreakcio

PDGF = vérlemezke novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
pIRE = palindromic interferon regulated element

PKA = proteinkindz A

PKC = proteinkinaz C

PLC = foszfolipaz C

PMA = forbol-mirisztil-acetat (12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetat, TPA)
POMC = proopiomelanokortin

RANTES = regulation on activation, normal T cell expressed and secreted
RGP = radial growth primary melanoma

RIA = radioimmunoassay

RT = reverz transzkripciod

SCF = 6ssejt novekedési faktor (stem cell factor)

SCID = severe combined immunodeficiency syndrome

STAT = signal transducer and transcriptional activator

TAP = transporter associated with antigen processing

TGF = transzformal6 novekedési faktor (transforming growth factor)
TNF = tumor nekrézis faktor

TRP-1 = tyrosinase-related protein 1

VEGF = vaszkularis endotél ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
VGP = vertical growth primary melanoma

VIP = vazoaktiv intesztinalis peptid
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