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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

DPPE = N, N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCI
a-FMH = a-fluorometil-hisztidin

HDC = hisztidin dekarboxildz

IFN-a = interferon-alfa

IFN-y = interferon-gamma

iHR = intracelluléris hisztamin receptor

mean = itlag

NK = natural killer, természetes 616 sejtek

LAK = limfokin-aktivalt 616 sejtek

SEM = standard error mean

SCID = severe combined immunodeficiency, sulyos kombinalt immunhidnyos
allapot

VDJ = variable diversity joint (rekombindz enzim)
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Bevezetés

1. BEVEZETES

A melanoma malignum igen nagy mortalitdsi tumor, gyakorisdga a vildgon
mindenhol folyamatosan emelkedik. A bdér daganatai kozott magas malignitdsa és
elterjedtsége okan a legjelentdsebb, de primeren egyéb szervekben, pl. a retina vagy
a lagyagyhartya pigmentjéhez asszocidltan, a fels6 Ilégutakban, illetve a
gasztrointesztinalis nyalkahartydn is keletkezhet. A melanoma malignum
eléfordulasanak novekedése szamos in vitro €s in vivo kutatdst 6sztondz egyrészt a
tumor ndvekedésének modellezésére, masrészt a humdén terdpidban alkalmazhaté
hatdsos gydgyszerek kifejlesztésére.

A hisztamin szdmos élettani és patologids hatdsért felelés a kiilonbozo
sejtekben és szovetekben, az emberi szervezet egyik legdltaldnosabb szerepl
mediatora. Hisztamint tObbféle, a hisztamin szintézisért felelds hisztidin
dekarboxildz enzimmel rendelkezd sejt termel. A hisztamin kimutathat szinte
minden o0szt6do6 sejtben, 1ényeges szerepe lehet mind a benignus sejtosztddds, mind
a malignus tumorndvekedés folyamataban. A termel6dé hisztamin az extracelluldris
térbe kikeriilve a célsejtek plazmamembranjaban taldlhat6 hisztamin receptorokhoz
kapcsolddik. Mivel a melanoma sejtek és szovetek viszonylag nagy mennyiségben
tartalmaznak hisztamint, e mediator funkciondlis jelentdsége specifikus
antihisztaminokkal vizsgalhat6 in vitro és in vivo, humédn melanoma sejtekben és
sulyos kombinalt immundeficiencidban (SCID) szenvedd egerekben.

Jelen tanulmanyban human HT168 melanoma sejtekkel xenotranszplantalt
sulyos kombindalt immunhidnyban (SCID) szenved6 egerekben vizsgéljuk az in vivo
tumorproliferaciét. Tanulmanyozzuk, mind in vitro mind in vivo, a H2 hisztamin
receptor antagonista cimetidin €s ranitidin, valamint egy tamoxifen szarmazék, az
N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCI (DPPE), illetve ezek

kombinicidinak a melanoma novekedésére kifejtett hatdsat.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

A melanoma malignum gyakorisaganak novekedése

A melanoma malignum az egyik legrosszabb indulatd tumor. A bért és a
nyélkahartydkat érint6, malignus melanocita eredeti megbetegedés. A malignus
tumorok kozott a haldlozdsok 1-2 %-aért felelds, de a betegség eléforduldsa dramaian
novekszik. A bdrrdkok okozta haldlozdsok 70 %-a melanoma malignum miatt
kovetkezik be (1). Jelenleg tobb ) melanomds esetet regisztrdlnak az Amerikai
Egyesiilt Allamokban mint AIDS-es esetet. A 25-30 éves nék kozott a daganatos
haldlozdsok kozott a melanoma 4all az elsd helyen, 30-35 éves korban a méasodik
vezetd haldlozasi ok, az emldérdk utdn (1). A melanoma malignumban szenvedd
betegek szdma, figyelembe véve az etnikai kiilonbségeket is, a vildgon mindenhol
emelkedik. Kiilonosen az utébbi két évtizedben nétt a betegség eldfordulasa. A World
Health Organization (WHO) 2005-6s adata alapjan évente 132.000 melanomads esetet
diagnosztizdlnak vildgszerte (2). A melanoma malignum incidencidja, azaz a 100.000
lakosra jut6 uj megbetegedés, évente koriilbeliill 3 %-al novekszik vilagszerte,
becslések szerint az incidencia 15 évenként megdupldzodik (1). Az eurdpai
orszagokat érintd statisztikdk szerint 100.000 lakosra 4-15 melanoma esik. A
betegség incidencidja Magyarorszdgon 2005-6s WHO adatok alapjan 7/100.000, a
betegség okozta haldlozds 1.6/100.000 (3). Az amerikai National Cancer Institute
adatai alapjan 59.580 melanomat diagnosztizaltak 2005-ben az Amerikai Egyesiilt
Allamokban, és 7.770 ember halt meg e daganat miatt. A melanoma incidencidja az
Amerikai Egyesiilt Allamokban 24/100.000 a fehérbérii lakosok kozott (1-2/100.000
a fekete borii lakosok esetében), a mortalitis 3/100.000. Ausztralidban és DéElI-
Amerikdban a melanoma incidencidja sokkal magasabb, meghaladja a 40/100.000-t
.

Jellemzden a kozépkord felndttek betegsége, de az utébbi években egyre
gyakoribb a melanoma el6forduldsa fiatalabb életkorban. A betegség progndzisa
nagymértékben fiigg a tumor lokalizdcidjatol. A bdrben észlelt tumorok esetén a

végtagokra lokalizal6d6é forma kedvezobb lefolydsd, mint a térzson vagy a fejen
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elhelyezkedd tumor. NOknél gyakrabban fordul eld és éltaldban kedvezdébb lefolyésu.
Sokkal gyakoribb fehér borii egyénekben, mint mds rasszokban.

A melanoma malignum nagy mortalitidsi bdértumor. Az 4ltaldban gyors
lefolydsu koérkép kordn haldlozdshoz vezethet. Ezen a folyamat korai felismerése
sokat segithet. A melanomdk mérete, alakja, szine, valamint invazids és metasztazist
okoz6 hajlama eltér6. A melanoma olyan gyorsan terjedhet, hogy a felismerését
kovetd hénapokban haldlhoz vezet, mig a koran felfedezett, felszines elvaltozasok 5
éves talélési ardnya magas. A betegség nagy malignitdsat alatdmasztjak a kovetkezo
statisztikai adatok: mig in situ carcinomdndl (0 stidium) az 6téves talélés kozel 100
%-0s, az 1. és II. stadiumban, amikor nincsenek metasztazisok, az otéves tulélés 75-80
%. Ha III. stddiumban ismerik fel és kezelik a betegséget, amikor nyirokcsomd
metasztazisok vannak, de a primer tumor nem fekélyesedett ki (III.A), az 6téves
tulélés 65 %-os, mig ugyanez kifekélyesedett III.B tumorndl csak 25 %-os. A
melanoma IV. stddiumdban, amikor hematogén vagy tdvoli limfogén metasztizis
mutathaté ki az 6téves tulélés 7-9 % (1).

A tdlélés novelésének, a progndzis javitdsdnak feltétele a korai pontos
diagnézis mellett a minél korabbi és minél hatékonyabb kezelés. A sebészi terdpia
mellett az adjuvdns kemo- és immunterdpia is 1ényeges szerephez jut a melanomds
betegek kezelésében. Az utdbbi években sok eljaras kiprébaldsra keriilt, de standard
adjuvans terapia nem alakult ki. Szintén nincs olyan terdpids eljards, amely
profilaktikusan alkalmazva megnovelné a tilélést a kozepes és magas rizikéja
egyéneknél. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott kemoterdpids szerek hatdsossaga
korlatozott, ezért is foglalkoznak sokan a melanoma terdpidjdban a késébbiekben
esetleg felhaszndlhaté anyagok, gyégyszerek kutatasaval.

Nagy mortalitdsa miatt tehat a tumorkutatds kiemelt teriiletét képezi a
melanoma malignum. Szdmos kutatécsoport tanulminyozza a melanoma sejtek
novekedését in vitro, valamint in vivo 4llatmodellekben, tovdbba vizsgiljdk a
terdpidban alkalmazhaté kiilonbozd anyagoknak a tumorsejt proliferdciora kifejtett

hatasat.
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Silyos kombinalt immunhidanyban (SCID) szenved6 egerek

Az in vivo egérmodell jelentosége

Ismert, hogy a legtobb tumorsejt immunhidnyos rdgcsalok bore ald oltva
tumorndvekedést eredményez. Széles korben elterjedt eljards az emberi tumorok, igy
példaul a melanoma immundeficiens egerekbe torténd xenotranszplanticidja (5, 6).
Kideriilt, hogy a humin tumorok az egérben akkor novekszenek az eredeti
tumorokhoz hasonléan, ha azokat orthotopikusan iiltetik at, azaz az allatnak abba a
szervébe juttatjdk be, amely emberi szervbdl eredetileg szarmaznak. Ilyen
orthotopikus ragcsdlé modelleket fejlesztettek ki gyomorrék, colon carcinoma (7),
vesecarcinoma (8), tiidérdk, prostata carcinoma (9), pancreas carcinoma (10)
kisérletes vizsgilatdhoz. Ezen modellek bebizonyitottdk, hogy a szervspecifikus
mikrokornyezet meghatdrozé szerepet jatszik a tumorok novekedésében.

A melanoma vonatkozdsdban az orthotop viszonyokat a bdr felsd rétegei, az
epidermis és dermis jelenti. Az egér vékony hdmja és irhdja azonban nem alkalmas
tumorok novekedésére. Ezért a humdn dallapot modellezésére subcutan vagy
subdermalis, azaz egészen felszines subcutan beiiltetés hasznilhaté. Kerbel és
munkacsoportja egy orthotopikus melanoma modellt hozott 1étre csupasz egerek
subdermalis oltasaval (5).

A sulyos kombinalt immunhidnyos szindromdban (severe combined
immunodeficiency = SCID) szenvedd egereket 1983-ban Bosma és munkatirsai
felfedezték fel, akik a C.B-17 egértorzs szérum immunglobulinszint vizsgélatai sordn
ellenanyaghianyos egerekre bukkantak (11). Ezek az egerek azonkiviil, hogy
hipogammaglobulinémidsok és képtelenek specifikus antitesttermelésre, sejtes
immunitdsukat tekintve is deficiensek. A Glanzmann és munkatdrsai dltal az 1950-
ben kisgyermekeken lefrt SCID szindromédhoz (12) valé hasonlatossdg miatt ezen
egértorzset Bosma és munkatdrsai SCID egérnek nevezték el. A SCID egerek széles
korben  alkalmazhaték  szdmos  killonféle sejt és  szovet allo- és
xenotranszplanticidjara, mivel T és B sejtes immunitdsuk egyardnt kdrosodott, egy
autoszém recessziv moédon 6roklédé genetikai mutdcié révén (11, 13, 14). A SCID
egerek homozigétdk (scid/scid) a scid gén mutdcidt illetden. Az egerekben az
immunglobulinok és T-sejt receptorok képzéséért felelds, ugynevezett variable

diversity joint (VDJ) rekombinaz enzim defektusa okozza az immunhianyt (15).
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A SCID egérmodell jelentdsége, hogy olyan in vivo kisérletek végzésére
alkalmas, melyek embereken etikai megfontoldsbol nem végezheték. A SCID egerek
alkalmazasdnak  kiemelt teriilete  kiilonb6z0  tumorok  transzplanticidja,
nyomonkdvetése kisérleti koriilmények kozott. Ezen egereket gyakran haszndljak az
emberi vérképzoérendszer tumorainak modellezésére (16, 17). Waller és munkatarsai
SCID egerekbe transzplantalt T sejtes non-Hodgkin limféma ndvekedését vizsgaltak
(16), Jansen és munkatéarsai SCID egerekbe oltott human leukémia sikeres kezelésérol
szamoltak be (17). Human tiidécarcinoma (18, 19), retinoblastoma, osteosarcoma
sejtek (20) SCID egérbe torténo sikeres atiiltetésérdl jelentek meg kozlemények.
Maisok human hepatocelluldris carcinoma (21), valamint laphdmrdk (22) kisérletes
tanulmanyozésdra alkalmas SCID egér modellt dolgoztak ki az utébbi években. A
legtijabb kutatdsok kozott szerepel a melanoma (23) tumor Ossejt vizsgalata
ugyanigy, mint mds tumor, igy a leukémia (24) Ossejtek tanulményozdsa is.

SCID egerek alkalmazésdval lehetdség nyilt egy in vivo humén orthotopikus
melanoma modell kidolgozasara (25, 26). Hill és munkatarsai betegek melanoma
metasztazisaibol készitett sejtszuszpenzidt oltottak sikerrel SCID egerek bore ald
(25). Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a SCID egerek alkalmasabb recipiensek a
tumorsejtek novelésére, mint a csupasz (nude) egerek. Nude egerekben a természetes
016 sejtek (NK sejtek) aktivitdsa szdmottevd, ezért transzplanticid esetén az
immunszuppresszié fokozdsira az NK sejtek aktivitdsat csokkentd kezelésre van
sziikség. A SCID egerekben viszont az NK sejt aktivitds igen alacsony, igy
tumorkutatidsra megfelelobbek. Juhdsz és munkatdrsai altal a SCID egerekben
létrehozott humén orthotopikus melanoma modell alkalmas a tumorprogresszié in
vivo tanulméanyozasara (26).

A DEOEC Bor- és Nemikortani klinikdn 1994 6ta milkodik SCID
laboratérium. Az egér kolénia az Egyesiilt Allamokbdl, a philadelphiai Wistar
Intézetbdl szarmazik. Az elmult évek sordn laboratériumunkban a SCID egereket
szamos tumor modellezésére haszndltuk. Igy humidn melanoma szoveteken,
melanoma sejteken kiviil basaliomat, Kaposi sarcomat, epidermoid carcinoma
sejteket, emld tumorsejteket, cervix carcinoma sejteket, pajzsmirigy tumort,
leukémids sejteket iiltettink SCID egerekbe. Ezen kiviil naevus, humdn bdr,
hajhagyma sikeres transzplanticigjat végeztiik, tovdbbd tanulmdnyoztuk a humén

transzplantalt borben ejtett sebzések gydgyulasit.
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A SCID egerekkel vald eldzetes tapasztalatok lehetdséget adnak xenogén
graftok hosszitdvu in vivo vizsgélatdra. Immundeficiens egerekbe melanoma sejteket
oltva tanulmanyozhatjuk a kifejlédott tumor ndvekedését, valamint a tumor

fejlédésének befolydsolhatdsagat kiilonbozo anyagok altal.

A hisztamin szerepe a sejtproliferacioban

A melanoma sejtek csakigy, mint szimos mds sejt, jelentds mennyiségben
termelnek hisztamint, és a hisztamin szintézisért felelds hisztidin dekarboxilaz (HDC)
enzimet (27, 28).

A hisztamin [2-(4-imidazolil)etilamin] élettani és patholdgids hatisok széles
koréért felelds a kiilonbozdé sejtekben és szovetekben. A szervezet egyik
legaltalanosabb szerepti medidtora (29). ElsOsorban hizdsejtekben, bazofil
granulocitdkban termelddik, valamint egyes hisztaminerg neuronokban mutathaté6 ki.
A hisztamin allergids, gyulladdsos reakciokban jatszott szerepe mar régéta ismert,
emellett fontos neurotranszmitter, szerepe van a vér-agy giat fenntartisdban, a
gyomorsav termelésben. Az utébbi idében a hisztaminnak az immunvélaszban, a
benignus és malignus sejtproliferaciéban betoltott funkcidja keriilt a kutatok
érdeklddésének kozéppontjaba. Falus és munkacsoportja szdmottevéen hozzdjarult a
hisztamin szerepének megértéséhez human melanomaban (30).

A hisztamin a hisztidin dekarboxildz enzim (HDC) jelenlétében, CO,
felszabaduldsa mellett, az L-hisztidin dekarboxildlasaval keletkezik (31). A HDC az
egyetlen enzim, amely felelds a hisztamin szintéziséért. A hisztamin az extracelluldris
térbe keriillve a célsejtek plazmamembranjdban taldlhaté HI1, H2 és H3
hisztaminreceptorokhoz kapcsolddik, melyek G-proteinekkel kapcsolédva az
extracelluldris jelet sejten beliili jelsorozattd véltoztatjdk (32). A hisztamin szinte
minden eddig vizsgalt osztodo sejtben kimutathatd, az intracelluldris jelatvivo
molekuldk egyike, és szerepe van a sejtosztodas szabalyozasaban (29).

A hisztamin és a hisztamin szintézisért kizardlagosan felel0s enzim, a
hisztidin dekarboxildz (HDC) sejtes és szoveti eldforduldsa széleskori. Nemcsak
mastocitdkban, bazofil sejtekben (33) és hisztaminerg neuronokban mutathat6 ki (34),

hanem vérlemezkékben (35), limfocitdkban, (36, 37) makrofigokban (38) és
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dendritikus sejtekben is el6fordul (39). Magas a HDC expresszié a regeneralédé
madjban, embriondlis szovetekben és kisérletes tumorokban (27).

Er6sen emelkedett a hisztamin bioszintézis és a hisztamin tartalom kiilonb6z6
human és kisérletes tumorokban, igy rdagcsdlokban novekvd emlétumorban (40),
egerekbe transzplantdlt melanomaban (41), tovdabbd humén gasztrointestinlis
adenocarcinomdban (42), krénikus myeloid leukémidban (43), human emlérdkban
(44). Valent és munkatarsai kimutattdk, hogy krénikus myeloid leukémia (CML)
sejtekben egy CML specifikus onkoprotein elosegiti a HDC expresszidt, ezdltal a
hisztamin szintézist (43).

A malignus melanoma és a melanoma tumorbdl szdrmazd sejtvonalak a
melanocitidkkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak HDC-t. Ezt a
megallapitast igazolta Falus és munkacsoportja in vitro tanulmanyaikban. Western
blot és immunhisztokémiai moédszerek felhaszndldsdval kimutattdk a HDC gén
expresszigjat és a HDC protein jelenlétét human melanoma sejtvonalakban (28).
Bebizonyitottdk, hogy a magas enzimszint kdvetkeztében a melanomds szovetekben
és sejtvonalakban igen magas a hisztamin koncentricidja. Megéllapitottdk, hogy a
melanoma sejtek kiilsé stimulus nélkiil is detektdlhaté mennyiségli hisztamint
szabaditanak fel, ami felveti az autoném hisztamin metabolizmus lehetéségét humén
melanomédban (45). Kimutattdk, hogy nemcsak az exogén hisztamin, hanem a
melanoma sejtek altal termel6dd €s felszabaduld, autokrin és parakrin faktorként
szereplO hisztamin is befolydsolja a sejtproliferaciot és szabdlyozza a szervezet in situ
immunvalaszat. Darvas €s munkacsoportja melanoma sejtek proliferdcidjanak
csokkenését tapasztalta a HDC transzlaciét gatld, HDC antiszenz oligonukleotidok
alkalmazasa mellett (46). Falus és munkatarsai genetikailag mdédositott, kiilonb6zo
mennyiségli HDC-t termel6, C5S7BL/6 egérben novekvd B16-F10 egér melanoma
sejtek novekedését vizsgdlva megdllapitottdk, hogy a hisztamintermelés
emelkedésével egyiitt kifejezetten nétt a tumorok mérete, €s nott a metasztatikus
potencidl is (41). Kimutattdk, hogy humdn melanoma sejtekben az exogén hisztamin
egy protoonkogén, az Ets-1 szintézisét stimuldlja, és ez a hatds H2 receptorokon
keresztiil val6sul meg (47).

Habar molekuldris és szoveti szinten még nem egészen vildgos a miikodés
mechanizmusa, sok jel utal arra, hogy a hisztamin aktiv szerepet tolt be a

sejtproliferdcioban (35, 44, 48), igy kiemelt jelentdsége lehet mind a benignus
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sejtosztédads (pl. szovetregenerdcid, hematopoezis, embriondlis fejlédés), mind a
malignus tumorndvekedés folyamataban is.

A sejtekbdl a hisztamin nagyrésze endogén tton valasztodik ki, és ez autokrin
vagy parakrin mdodon befolydsolja a kdrnyezd sejteket (48). Ennek kdvetkezményeit
konnyen kimutathatjuk hisztamin antagonistdk alkalmazasaval, melyek a sejtplazma
membranokon elhelyezkedd H2 hisztamin receptorokhoz torténd kotddés, valamint a
G protein fiiggd intracelluldris jelatadas blokkoldsa révén miikodnek (49, 50).
Hasonl6 lokalis blokkold hatas érhetd el, ha a hisztamin de novo bioszintézisét
gatoljuk irreverzibilis HDC gatldval, az a-fluorometil-hisztidinnel (a-FMH) (51).
Feltételezhetéen a helyileg termelddott hisztamin egy része a sejtben marad.
Farmakoldgiai, biokémiai és hisztologiai adatok igazoltdk, hogy az intracelluldris
hisztamin a mikroszomdkban és a magi frakcioban taldlhaté citokrém P450
sejtalkotéhoz kotddik (35, 52, 53). Ezt az intracelluldris hisztamin receptorhoz val6
kotédést hatékonyan gétolhatjuk egy anti-Osztrogén hatéanyaghoz, a tamoxifenhez
hasonlé, N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCI-al (DPPE-vel) (53, 54,
55). A hisztamin funkcionélis szerepére utal, hogy a HDC-t gatl6 a-FMH, valamint az
intracellularis kotéhelyet blokkolé DPPE jelentds sejtosztédas gatlast okoz in vitro

melanoma sejtekben (27, 28).

Az N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl (DPPE), egy

tamoxifen szirmazék szerepe a tumorproliferacioban

A tamoxifen szarmazék, N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl
(DPPE) erdsen kapcsolédik az intracelluldris citokrém P450 sejtalkotéhoz, az
intracelluldris hisztamin receptorhoz (iHR), ezdltal antagonizilja az intracellularis
hisztamin hatdsit, azaz nem H1-, nem H2-, nem H3-receptor antagonista (53). A
hisztamin intracelluldris szerepének jelentdségére utal, hogy az intracellularis
receptoron vetélkedd DPPE hatésa a legtobb esetben megegyezik a HDC-t, és ezaltal
a hisztamin szintézisét gatlé a-FMH hatdsaval (55).

Az intracelluldris hisztaminra vonatkozé kutatisok kiemelt teriilete a
tumorprogresszioval foglalkozik. A DPPE hatdsa sok esetben megegyezik az o-FMH

hatdsaval, mindkettd gatolja a majtumorok €s a colorectalis tumorok in vivo és in
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vitro proliferdciéjat (56 - 59). Mds kutatdsok szerint azonban a DPPE 6nmagédban
serkenti az in vivo tumorndvekedést DMBVA-indukélt emlétumoros Sprague-
Dawley patkanyokban, L5178Y leukémidas DBA/2 egerekben (53, 60). Berners és
munkatdrsai kimutattdk, hogy a DPPE csokkenti a B16 melanoma sejtek in vitro
novekedését, valamint egerekbe oltott leukémia sejtek proliferacigjat (61).

Bencsédth és munkatdrsai kutatdsai szerint a DPPE elnyomja a magas HDC
szinttel rendelkezd krénikus limfoid leukémids betegekbdl szarmazd limfocitdk in
vitro proliferdcios kapacitdsat (62). Valent és munkatarsai megéllapitottik, hogy a
DPPE a kronikus myeloid leukémids sejtek novekedését gatolja (43). A DPPE
csokkenti a metasztazisok kialakuldsat colon tumoros nude egerekben (63), valamint
higyhdlyag tumoros betegekben (64). Brandes és munkatérsai szerint kemoterdpiaval
kombindlva a DPPE megvédi a szervezetet a citotoxikus hatdsoktél prostata- és
emldrakban (65, 66). A DPPE fokozhatja a metasztatikus emlétumoros betegek
kezelése soran alkalmazott doxorubicin hatdsat (66).

Falus és munkacsoportjanak in vitro kutatdsai szerint a hisztamin termel6dést
gitld a-FMH, valamint a kotOhely antagonista DPPE jelentOs sejtosztédds gétlast
okoz primer és metasztatikus eredetli melanoma sejtvonalakban, az a-FMH 25-30 %-
os, a DPPE 45-65 %-os osztdéddsgatlast eredményez (27). Mdasok megdllapitdsai
szerint mind a tamoxifen, mind a DPPE gétolja a human T-289 melanoma sejtek in
vitro novekedését (67). Klinikai vizsgalatok sordn megallapitottdk, hogy a DPPE
megnovelheti a melanoma kemoterdapidjaban hasznalt gydgyszerek terdpids
hatékonysagat olyan betegekben is, akik kordbban nem reagaltak a citosztatikumokra

(68).

A H2 hisztamin receptor antagonista cimetidin, ranitidin szerepe a

tumorproliferaciéoban

Szamos kutatécsoport vizsgdlta a H2 receptor antagonista cimetidin és
ranitidin tumorndvekedésre kifejtett hatdsat. A H2 hisztamin receptor antagonistdk a
hisztamin sejtplazma membrdnokon elhelyezkedé H2 receptorokhoz torténd
kotédését gatoljdk, valamint a G protein fiiggd intracelluldris jelatadast blokkoljak.

Kimutattdk, hogy a cimetidin szdmos kiillonb6z6 tipusd tumor ndvekedését gatolja
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mind in vitro, mind in vivo allatmodellekben (69, 70). Hahm és munkatérsai szerint
szignifikdnsan csokkentette a humdn gyomorrdk tumorsejtek in vitro novekedését
(70). Adams és munkatérsai vizsgdlata szerint a cimetidin Balb/c és nude egerekbe
transzplantdlt humdn colon carcinoma prolifericigjat gatolta, (58), Watson és
munkatdrsai pedig megéllapitottdk, hogy a cimetidin akadalyozta a nude egerekbe
oltott emberi gyomorrdk sejtek és colorectalis tumorsejtek in vivo ndvekedését (42).
Mas szerzok szerint fokozta a gasztrointesztinalis tumorokban szenvedd betegek
talélését (71, 72).

Osband és mukatarsai kimutattdk, hogy a cimetidin tiid6écarcinomas C57BL/6
egerekben csokkentette a metasztazisok kifejlodését, valamint megnyujtotta az allatok
talélését (73). A cimetidin Sheehan és munkatirsai szerint megnévelte az
immunszupprimalt egerekbe iiltetett human bronchus carcinomak térfogat kett6zodési
idejét (74), Finn és munkatarsai szerint pedig gitolta a neoplasztikus glia tumor in
vitro novekedését (75).

Igazolddott, hogy a nude egerekben kifejlédétt humédn ovarium carcinoma
novekedése kedvezden befolydsolhat6é cimetidinnel (76). Klinikai vizsgédlatok sordn a
cimetidin ovarium tumoros betegek tulélését segitette eld (77).

A cimetidin hatékonysdgit az adoptiv kemoterdpidban dallatmodellek is
igazoltdk. Fokozta a ciklofoszfamid terdpia hatasat, szignifikdnsan megnovelte a
leukémids egerek tulélését, mig a ranitidin nem befolydsolta ezt (78). Hatékonyan
alkalmaztak a cimetidint vesetumoros betegek IFN-a-val végzett kombindlt kezelése
sordn (79). Marshall és munkatarsai metasztatikus vesetumoros €és melanomas
betegeknek a cimetidint kumarinnal kombinaltan adtdk, tobb vizsgalat alkalmaval,
mely soran objektiv tumorregresszidt talaltak (80).

Lawson és munkatdrsainak vizsgdlatai szerint a cimetidinnel ellentétben a
ranitidin, egy masik hatdsos H2 hisztaminreceptor antagonista nem gitolta sem a
human colon tumorsejtek proliferdcidjat, sem ezen sejtek in vivo novekedését (81).
Hahm és munkatarsai kimutattdk, hogy a ranitidin a cimetidinhez hasonléan in vitro
csokkentette ugyan a human gyomorrdk sejtek novekedését, de a ranitidin hatdsa nem
volt szignifikdns (70). H2 agonistdk alkalmazdsa mellett, in vivo Sprague-Dawley
patkdnyokban kifejlédott emldcarcinomdban Gricco és munkatdrsai szignifikdns

tumorsejtproliferdcié novekedést mutattak ki, amelyet a H2 antagonista ranitidin
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csokkentett (40). Jurkat T limfocita sejtek novekedését nem befolydsolta a ranitidin
(37).

Szamos szerz6 igazolta, hogy a hisztamin stimuldlt melanoma sejt ndvekedés
gatolhaté mind cimetidinnel, mind ranitidinnel in vitro (82, 83, 84), ugyanigy, mint
ahogyan Hellstrand €és munkatdrsai szerint in vivo, Swiss albino, C57BL/6 és
BALB/c egerekben novekvd melanomdban (85). A cimetidin szignifikdnsan
csokkentette BI6BL6 melanomaval transzplantalt egerekben a tumornovekedést (50).
A cimetidint kiprébaltdk multiplex melanomaban szenvedd lovak kezelésében is, a
terdpia alatt a melanomak mérete és szdma csokkent, és a kezelés felfiiggesztése utan
sem tapasztaltak méret vagy szambeli novekedést (86). Klinikai II. fazisu
vizsgélatokbol szarmazé biztaté adatok szintén aldtdmasztottdk a cimetidin terdpia
létjogosultsagat human metasztatikus melanoma kezelésében (87, 88). Melanomads
betegek tiinetmentes tdlélésének jelentds novekedésérdl szamoltak be, amikor a
cimetidint komplex terdpidban alkalmaztdk specifikus allogén melanoma ellenes
vakcindval (89). A cimetidinhez hasonléan a ranitidin egyardnt aktiv immunterapids
dgens lehet a humdn melanomds betegek kezelésében Smith és munkatirsai szerint
(90). Mertens és munkatérsai II. fazisu vizsgalatokban bizonyitottak, hogy a ranitidin
az indometacinnal kombindltan, IL-2 alkalmazasa nélkil is, antitumor aktivitast
mutatott eldrehaladott melanoméban (91). Quan és munkatarsai is bizonyitottdk a
cimetidin, ranitidin és IL-2 egyiittes alkalmazasanak hatdsossagat melanomas betegek

terapidjaban (92).
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Célkittizések

III. CELKITUZESEK

Abbdl a célbdl, hogy minél jobban megértsiik a hisztamin antagonistdk melanoma
malignumra kifejtett hatdsat, munkank sordn az alabbiakat kivantuk vizsgalni.

In vitro kisérletek:

1. Tanulmanyozni akartuk a melanoma sejtek in vitro proliferacigjat
kiilonbozo hisztamin antagonistdk alkalmazdsa mellett. A HT168 és M1 huméan
melanoma sejtek in vitro novekedését kivantuk vizsgalni. Hisztamin antagonistaként
cimetidint, ranitidint, tovdbba a tamoxifen szarmazék, N,N-dietil-2-[4-
(fenilmetil))fenoxi]-etanamin-HCI-t (DPPE-t) akartunk hasznélni. A sejtproliferaciét
MTT assay segitségével kivantuk mérni.

2. A H2 receptor mRNS jelenlétét akartuk igazolni melanoma sejtekben
(HT168) reverz transzkripcié polimerdz ldncreakcié révén. Vizsgdlni kivantuk
tovabbd a melanoma sejteken levd H2 receptorok aktivitdsit. A H2 receptorkotd
kapacitést [*H]tiotidin jelenlétében akartuk mérni.

In vivo kisérletek:

3. Melanoma sejtek (HT168 és MI1) novekedését szdandékoztunk
nyomonkdvetni in vivo, sulyos kombindlt immunhianyos (SCID) egerekben.

4. Kiilonbdz0 antihisztamin &dgensek hatdsiat akartuk vizsgdlni humadn
melanoma sejtekben (HT168) in vivo. Hisztamin antagonistaként cimetidint,
ranitidint, €és DPPE-t, valamint ezek kombinacidit kivantuk alkalmazni.
Tanulméanyozni akartuk, hogy hogyan befolydsoljadk a hisztamin antagonistdk a
melanoma sejtek novekedését in vivo, immundeficiens SCID egerekbe oltva. A
kilonbozd  kezelések  sordn  kapott  atlagos  tumortérfogatokat  kivantuk
Osszehasonlitani.

5. Vizsgalni kivantuk tovabbd azt, hogy antihisztamin &gensek hatdsara
hogyan valtozik meg a tumorsejtekbdl kialakul6 tumorok kifejléddésének potencidlja.

6. A cimetidinnel, ranitidinnel, DPPE-vel, valamint ezek kombinacidival
kezelt SCID egerek és a kontroll csoport tilélését szandékoztuk nyomonkdvetni.

7. A melanoma sejtek (HT168) HDC expresszidjat kivantuk &sszehasonlitani
in vitro és in vivo, Western blot analizis révén.

8. A kifejlédott tumorok szovettani szerkezetét, immunreaktivitdsat, a tumort

infiltrald sejteket akartuk vizsgélni.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

Gyogyszerek

A cimetidint és a ranitidint a Tocris Cookson Ltd (London, UK)-tél szereztiik
be. A DPPE-t Dr.Hudecz Ferenc (E6tvos Lordnd Tudoményegyetem, Szerves Kémia

Intézet, Budapest) szintetizalta szamunkra.

Melanoma sejtvonalak

A kisérletek sordn primer melanoma eredeti HT168 jelti, a madjtraktusba
alacsony frekvencidval metasztatizdl6 humdn melanoma setjvonalat hasznaltunk.
Eldkisérleteink sordn hasznaltuk még az el6z6 sejtvonal mdjmetasztazisaibdl izolalt
HT168-M1 jelli, magas metasztizis potencidji sejtvonalat. A HT168 tumorvonal
kordabban az A2058 sejt IS CBA/Ca egérre torténd subcutan in vivo passzazsaval
keriilt eldallitasra. A subcutan novekvdé HT168 tumorbdl készitett sejtszuszpenzidt IS
egerek 1épébe injektaltak, majd az igy keletkezett majmetasztazisokbdl szarmazé

sejteket HT168-M1 (M1) jeloléssel lattak el, €s in vitro tenyésztették (93).

In vitro Kkisérletek

Melanoma sejttenyészet

A humdn melanoma sejtvonalat 5% CO, jelenlétében RPMI 1640 médiumban
(GIBCO, Ausztralia) tenyésztettiik, amelyet 10%-0s magzati borju szérummal (FCS,
GIBCO) valamint 0.16 g/l gentamycinnel (Chinoin Rt., Magyarorszag) egészitettiink
ki. A kultirit 37°C—on vizzel telitett 5% CO, / 95% levegd jelenlétében inkubdltuk.

A sejteket a szokdsos médon hiarom naponta passzéltuk. Kezelés elott, az utolso
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passzdzs utdn 24 6rdn keresztiil a sejteket inkubdltuk 37°C-on 10% FCS tartalmu
RPMI 1640-es kozegben, 5%-os CO,-ot tartalmaz6, nagy nedvességtartalmi
inkubitorban, 4.5x10" sejt/ml stiriséget megtartva. A médiumot ezutdn cseréltiik és a
HT168 sejteket kezeltik DPPE-vel (10” —10° M), ranitidinnel (10 M), cimetidinnel
(10"5 M), valamint ezek kombinacidival. A kultdrdkat 37°C—on, 5% CO, jelenlétében
48 6ran at inkubdltuk. Az optimdlis koncentracidt, valamint az inkubécids id6t
korabbi kisérletek alapjan hatdroztuk meg (ebben a tanulmanyban ezeket az adatokat
nem szerepeltetjiik). Inkubdcié utdn a sejteket foszfattal pufferolt sé (PBS) oldatban

mostuk, majd tovabbi vizsgéalatok céljabol lizatumot készitettiink.

Protein kivonas és Western blot analizis

A molekuldrbioldgiai vizsgalatok Dr. Falus Andrds akadémikus egyetemi
tandr laboratériumaban a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- €s Immunbioldgiai
Intézetében, a DEOEC Boér-és Nemikoértani Klinika és a SE Genetikai, Sejt- és
Immunbioldgiai Intézete kozott megvaldsult kollaboracié keretében jottek 1étre.

A Kkitenyésztett sejteket vagy a folyékony nitrogénben gyorsfagyasztott
szovetmintdkat a protein kivonas céljabdl lizis pufferban mostuk, amely a kdvetkezo
osszetételli volt: 10mM 1M Tris-HCI (tris-hidroxiaminometdn-HCI), pH 8.0, 10
pg/ml leupeptin, 0.5 mM etilénglikol-bisz(2-aminoetiléter) 0.5M tetrasavas sav
(EGTA), 2% NaF, 1% Triton-X 100, 25mM fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF),
valamint 2% Na-orthovanadat. A magfrakciét centrifugdldssal (10.000 g, 5 perc)
kiilonitettiik el, és a szupernatidnst haszndltuk a HDC expresszidjdnak

meghatarozdsdhoz Western immunoblot mddszerrel.

Antitestek

Szamitégépes modellezések alapjan a primer poliklondlis antitestet csirkében
allitottdk eld a humén HDC protein egy kivalasztott peptidje ellen (Promega,
Madison, Wisconsin, USA), kutat6 csoportunkkal egyiittmiikodve. Az antitest a HDC
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318-325 (VKDKYKLQ) aminosav szekvencidjat tartalmazé epitpja ellen késziilt
(28).

Natrium dodecil szulfat - poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-

PAGE) és immunoblot

A miivelethez 15pg fehérjét tettiink mintanként a denaturdlé poliakrilamid
gélre. Egy elozodleg festett fehérje keveréket (SIGMA Co., UK) alkalmaztunk a
molekuldris tdmeg markereként, és 10% folyds gélt és 5% szilard gélt hasznéltunk
110V és 20mA mellett két 6rdn at. A blothoz Hoeffer miiszert alkalmaztunk
Amersham nitrocellul6z Hybond-C Extra membrdnon, Tris-HCI, glicin és metanol
tartalmu transzfer pufferban, 100V fesziiltségen, 200mA aramerdsségen 80 percig. A
membrant szobahdmérsékleten, egy o6rdn keresztil enyhén raztuk gitld oldatban
(PBS, amely 1% zsirmentes tejport és 0.1% Tween 20-at tartalmazott). 40ng/ml
koncentrdcioban 60 percen &4t hasznaltuk a primer antitestet (affinitds purifikalt
antihumdn HDCj3 5325 IgY (csirke); Promega, USA). A masodlagos antitestet pedig
(torma peroxidaz konjugalt anti-csirke IgY (nyul); Promega, USA) 0.5 pg/ml
koncentracioban alkalmaztuk 30 percen at. Immunreaktiv csikokat jelenitettiink meg

ECL (Amersham, Anglia) Western blot protokol alkalmazasaval.

MTT assay

A sejtproliferacié tanulmédnyozasira kolorimetrids MTT  mddszert
haszndltunk, amelyben a vizoldékony tetrazélium sét (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-
difeniltetraz6lium bromid; MTT) oldhatatlan lila formazannd alakitottuk &t
dehidrogendz enzimek éaltal (94). Korabbi kisérletekben igazoltuk, hogy az MTT
assay eredményei 6sszhangban vannak a [*H]timidin inkorpordciéval. A tenyésztési
periddusok végén 20 pul MTT-t (Smg/ml, Sigma, USA) adtunk a kultirdkhoz. Tovabbi
3 6rés inkubdcid utdn a szupernatdnsokat kiszelektdltuk és a kicsapodott részt 100 pl
dimetil szulfoxid-ban (DMSO) oldottuk. Az abszorpciét 540 és 620 nm-en olvastuk

le.

15



Anyagok és Médszerek

A H2 hisztamin receptorok meghatarozasa HT168 melanoma

sejteken

A H2 receptorkotd kapacitdst 3nM-os [3H]ti0tidin (DuPont, 81.1Ci/mmol)
jelenlétében mértiik 500 pl assay volumenben, amint azt masutt k6zolték (51). A nem
specifikus kotodést SmM hisztamin HCI-al (Sigma) hatdroztuk meg. A sejteket hideg
sooldatban mostuk, majd 60 percig 25 °C-on inkubdltuk. A reakciét vakum alatti,
Whatman GF/B iivegszal filtereken at tortént gyors filtracidval allitottuk le, melyeket
0.3%-0s polietilénaminban eldaztattunk, majd 10 ml jéghideg médiummal
oblitettiink. A filtereken visszamaradt radioaktivitdst folyadék szcintillacio
szamlaléval mértik 3 ml OptiPhase HiSafe koktélban (Wallac). A Scatchard
analizisbdl nyert adatok atlag értékeinek grafikai megjelenitése LIGAND szoftver

programmal tortént.

A H2 hisztamin receptor mRNS meghatarozasa reverz transzKkripcio

polimeraz lancreakci6 révén

A reverz transzkripci6 kivitelezésére a Pharmacia Ataq Gene Controller féle
Perkin Elmer reverz transzkriptdzt hasznaltuk. A reakcidés elegy (20 pl) a
kovetkezéket tartalmazta: 4 pl 25 mM Mg®, 2 ul 10x-es puffer, 2 pl 10 mM
deoxinukleotid (ANTP), 0.25 pul RN4az inhibitor (5 U), 1 pl oligo-deoxitimidin primer,
0.5 pl ragesald leukémia virus (Mu-LV) reverz transzkriptdz (25 U) és 0.25 pl dietil
pirokarbonat (DEPC)-desztillalt viz, mely 10 pl-enként Osszesen 1.5 pug RNS-t
tartalmazott. Az RNS mintdkkal (1.5 pg) reverz transzkripciot végeztiink 42 °C -on
30 percig, majd 99 °C-on 5 percig.

A polimerdz lancreakci6 (PCR) felerésitésére a reakcids elegy a
kovetkezOkbdl allt: 1x-es puffer, 1 mM MgCl,, 0.1 mM dNTP, 2.25 U Taq polimeraz,
25 pmol szenz és antiszenz primerek, templatok (10 pl) és végsé volumenében 50 pl-
re kiegészitett desztillalt viz. A primereket a GIBCO szintetizdlta. A PCR reakciok
megvaldsitdsa sordn a H2 receptorok felerdsitésére a kovetkezd eljardsokat
hasznéltuk: 94 °C-os hdmérséklet 2 percig, 94 °C 30 masodpercig 30 cikluson ét, 58
°C 1 percig és 72 °C 1 percig, majd 72 °C 7 percig. A H2 receptorokra vonatkozé
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oligonukleotid primerek (53) a kovetkezdk voltak: a szenz primer: 5°-TCG TGT CCT
TGG CTA TCA C, az antiszenz primer: 5’-CCT TGC TGG TCT CGT TCC T.

A kapott PCR termékeket szepardltuk 2%-os, 0.01% etidium bromidot
tartalmazé agardz gélen. A mintdkat 100 V-on 45 percig futtattuk. A PCR termék

mérete 330 bp volt, 6sszhangban a H2 receptor mRNS-el.

In vivo kisérletek

A Kisérleti allatok

Az immundeficiens C.B-17 scid/scid egér populacié a Fox Chase Cancer
Center, Philadelphia, Pennsylvania, USA laboratériumabdl szdrmazik. Az
allatkisérleteket a hazai és nemzetkozi etikai szabdlyozdsoknak megfeleléen
végeztilk. A tipikus SCID tulajdonsdgokat a szérum IgM mérésével ellendriztiik (az
adatokat nem kozoljiik). 6-8 hetes egereket hasznaltunk. El6kisérleteink soran az
allatokat (sszesen 24 egeret) 5x10° M1 illetve HT168 melanoma sejttel oltottuk 200
pl PBS volumenben, subdermalisan a hasfal bdrébe. A sejtek injekcidzdsa
technikailag nem kiillonb6zott a rutinszerlien alkalmazott intracutan injekcios
technikatol. Tovabbi kisérleteink sordn HT168 melanoma sejteket hasznéltunk.
Osszesen 81 egérrel végeztiik a kisérleteket (6sszesen 36 kontroll, 6sszesen 45 kezelt
egér). Az egereket 7-12 f6s csoportokba osztottuk, mely csoportok az oltast kovetd
naptdl a kovetkezd anyagokat kaptdk az ivoviziikben, a dézist dlland6 szinten tartva:
(i) DPPE (4mg/kg/map/egér), (ii) DPPE (4mg/kg/nap/egér) cimetidinnel
(50mg/kg/map/egér) kombindlva, (iii) DPPE (4mg/kg/nap/egér) ranitidinnel
(50mg/kg/map/egér) kombindlva, (iv) cimetidin (50mg/kg/nap/egér), (v) ranitidin
(50mg/kg/map/egér). Az egyes kezelt csoportoknak sajat kontroll csoportjuk volt,
melyek az oltast kdvetden tiszta vizet kaptak. A ranitidin, cimetidin, DPPE dézisat
elokisérletek soran hatdroztuk meg, a kordbbi irodalmi adatokat figyelembe véve (56,
58, 59, 81). A kezeléseket folyamatosan alkalmaztuk az egész kisérlet alatt. Ot
naponta cseréltiik az ivovizet, az egyes allatketrecekben levé kezelt csoportok

vizének Osszedllitdsdndl figyelembe vettiik kordbbi megfigyeléseinket, mely alapjan
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atlagosan Sml vizet fogyaszt egy egér naponta, valamint a ketrecben levd egerek
szdmat, testsilydt. Monitoroztuk az egerek étel- és vizfelvételét, testsilyat, igy

alland6 koriilményeket biztositottunk a kisérletek soran.

A tumornovekedés mérése

Az egyes subdermalisan novekvl® tumorok méretét caliper (tolémérce)
segitségével mértiik hetente az oltast kovetden 6-9 héten keresztiil. A tumorvolument
a kovetkezd képlet segitségével hatdroztuk meg: tumortérfogat = hossz x szélesség x
magassag (81, 93). Ezt kdvetden kiszdmoltuk az egyes csoportokhoz tartozé atlagos

tumortérfogatot.

Hisztopatologiai feldolgozas

A melanoma sejtek beaddsat kovetd 6 - 9. héten, amikor a tumorok elérték a 2
cm’ méretet, a kontroll és minden egyes kezelt csoportbél néhdny egeret szovettani
feldolgozas céljabol cervicalis dislocatiét alkalmazva elpusztitottunk, és a tumorokat
a kornyezd egérbor vékony sdvjival egyiitt kimetszettik. A szovettani mintdkat
paraffinba 4agyaztuk és 5 upm-es metszeteket készitettiink, majd megfestettiik
hematoxilin-eozinnal. Ezzel egyidében fagyasztott metszeteket is készitettiink. A
tumorokat vizsgaltuk a differencidltsagi fok, a mag és citoplazma ardnya, a sejtmag
pleiomorfizmusa, a tumor széli ndvekedésének infiltrativ volta, valamint a melanin
pigment jelenléte szerint. Tovabba a deparaffinalt szoveti metszeteket inkubaltuk 1%-
os marha szérumban (BS) és 1%-os saponin/PBS-ben, festettilk fluoreszcein
izotiocianattal (FITC) jelolt patkdny anti-egér interferon-y (IFN-y) IgG1 antitestekkel
(1:1000, Pharmingen) vagy phycoeritrinnel (PE)-jelolt patkdny anti-egér CDI11b
IgG2b antitestekkel, melyek detektdljak az infiltrdlé rdgcsdlé makrofdgokat (1:500,
Pharmingen). Kovetkezd 1épésként mostuk, valamint konfokdlis mikroszképpal
vizsgéltuk (Bio-Rad, MRC 1024, krypton-argon lézerrel felszerelve). Kontrollként

hasonldan jeldlt izotipusos antitesteket hasznéltunk.
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Statisztikai analizis

Student féle t-tesztet, ANOVA variancia analizist, Holm-Sidak, Fisher és
Logrank tesztet hasznaltunk a kiilonboz6 kezelések soran kialakult eltérések
mérésére. Az eredményeket mean (4tlag) + SEM (standard error mean = hiba) -ként
adtuk meg. Az eredmények kozti kiillonbségeket szignifikdnsnak tartottuk ha P < 0.05

volt.
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V. EREDMENYEK

In vitro Kisérletek

Hisztamin antagonistak (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatasa human

melanoma sejtek (HT168 és M1) in vitro proliferacigjara

A hisztamin antagonistdknak a HT168 és M1 human melanoma sejtvonal in
vitro proliferdcidjara kifejtett hatdsat az 1. dbra mutatja. A proliferaciot az Anyagok
és modszerek fejezetben leirtak szerinti MTT assay segitségével mértiik.

HT168 sejtek esetén a cimetidin DPPE-vel kombindlva (5. oszlop)
szignifikdnsan csokkentette (37% gatlds) a sejtek proliferdcidjat (P<0.01), a ranitidin
DPPE-vel kombindlva (7. oszlop) mérsékeltebb (16%), de szignifikdns csokkenést
eredményezett (P<0.05). A ranitidin 6nmagaban adva (6. oszlop) illetve a cimetidin
onmagéban alkalmazva (4. oszlop) nem szignifikdnsan kismértékben csokkentette a
melanoma sejtek proliferaciéjat. A DPPE 6nmagaban (2., 3. oszlop) nem gatolta a
sejtproliferaciot.

M1 sejtek esetén a H2 hisztamin receptor antagonistik DPPE jelenlétében
szignifikansan csokkentették a proliferaciot (P<0.05): a cimetidin DPPE-vel
kombindlva (5. oszlop) 27%, a ranitidin DPPE-vel kombindlva (7. oszlop) 23%
gatlast okozott. Az M1 sejteknél a DPPE 6nmagéaban adva (2., 3. oszlop) szignifikans
mértéklt proliferacié gatlast okozott (1 pM koncentricioban 21%, 10 puM
koncentraciéban 26% gatlast). HT168 sejtek esetében ilyen hatdst nem észleltiink. A
cimetidin (4. oszlop), valamint a ranitidin (6. oszlop) 6nmagédban nem szignifikansan

csokkentette az M1 sejtek proliferacigjat.
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1. abra In vitro funkciondlis vizsgdlatok human M1 és HT168 melanoma sejtekben.

A H2 hisztamin receptor antagonistdk €s a DPPE hatdsa human melanoma sejtvonalak in vitro
proliferdciéjara. 1. oszlop, kontroll; 2. oszlop, DPPE 10°° M; 3. oszlop, DPPE 10° M; 4. oszlop,
cimetidin 10”° M; 5. oszlop, cimetidin 10° M + DPPE 10 M; 6. oszlop, ranitidin 10° M; 7. oszlop,
ranitidin 10° M + DPPE 10 M. A prolifericit az Anyagok és médszerek fejezetben leirtak szerinti
MTT assay segitségével mértiik. A feltiintetett eredmények megaddsa a kovetkezOk szerint tortént:

mean + SEM; n=csoportonként 3, **P<0.01, *P<0.05.
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A H2 receptor mRNS jelenlétének és aktivitasanak vizsgalata

melanoma sejtekben

A H2 receptor mRNS jelenlétét és aktivitisit HT168 melanoma sejtekben
vizsgéltuk. A H2 receptorkotd kapacitdst [*H]tiotidin jelenlétében mértiik, a nem
specifikus kotodést a hisztamin felesleggel hataroztuk meg. A maximadlis specifikus
kotddés (Bmax) €s az equilibrium disszocidciés allando (Ky) értékek (0.98 £ 0.2 x 10°
hely/sejt és 18.08 £ 6.77 nM), melyek Scatchard plot analizisb6l szarmaznak tisztan
mutatjdk a HT168 sejteken levo aktiv H2 receptorok jelenlétét (2. dbra). Hasonlo

eredményeket kaptunk M1 sejtek vonatkozdsdban is (az adatokat nem tiintettiik fel).

1400

1200 +

1000 +

800 +

600 +

400 +

0 50 100
3H-tiotidin kétés (pM)

200 +

0 f f f . .
0 10 20 30 40 50 60

Szabad (nM)

2. abra In vitro H2 receptorkotédési vizsgdlatok humdn HT 168 melanoma sejtekben.

A Scatchard plot analizissel torténé H2 receptorkotés jellemzése humdn melanoma HT168
sejtvonalban. A H2 receptorkotési kapacitdst [*H]tiotidin jelenlétében mértiik; a nem specifikus
kot6dést a hisztamin felesleggel hataroztuk meg. A Bmax (0.98 + 0.2x10° hely/sejt) valamint a Kd
(18.08 £ 6.77 nM) értékeket megadtuk.
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Eredmények

Igazoltuk a H2 hisztamin receptor mRNS jelenlétét HT168 melanoma
sejtekben az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerinti reverz transzkripcid
polimeraz lancreakcié (PCR) révén (3. dbra). A PCR termék mérete 330 bp volt,
Osszhangban a H2 receptor mRNS-el.

3. abra: H2 hisztamin receptor mRNS jelenlétének igazoldsa HT168 sejtekben. A nyil a 330 bp-t
mutatja, ami megfelel a felerdsitett H2 receptor cDNS fragmentum méretének. 1.sav M1; 2.sdv

HT168; 3.sav H2 receptor cDNS klén.
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In vivo kisérletek

HT168 és M1 melanoma sejtek in vivo novekedésének

nyomonkovetése SCID egerekben

A HT168 és M1 sejtek okozta in vivo tumorndvekedést SCID egerekben a 4.
abra mutatja. A HT168 sejtekkel oltott egerek 75%-dban, az M1 sejtekkel oltott
egerek 91%-aban fejlodott ki tumor. Az atlagos tumortérfogat és az in vivo
tumorndvekedési potencidl nagyobb volt az M1 sejtekkel oltott egerek esetén, mint a
HT168 sejtekkel oltott egereknél. A 7. hetet kivéve (P = 0.015) a kiilonbség nem volt
statisztikailag szignifikdns (P > 0.05) (t teszt). Tovabbi vizsgélataink sordn az
alacsonyabb tumorndvekedési potencidlt mutat6 HT168 melanoma sejtvonalat

hasznaltuk.

Atlagos tumortérfogat (cm®)

1 2 3 4 5 6 7 8
Az oltas utan eltelt id6 (hetek)

4. abra A HT168 és az M1 human melanoma sejtek novekedése SCID egérben.
HT168 sejtekkel oltott SCID egerekben (®; n=12), illetve M1 sejtekkel oltott SCID egerekben
(0; n=12) mért novekedési jellemzok (tumortérfogat). Az eredményeket atlag tumortérfogatban (mean

+ SEM) adjuk meg az 5x10° tumorsejt oltds utdni kiilonbdzé idépontokban. *P < 0.05.
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SCID egérben ndvekvé HT168 melanomérdl késziilt felvétel lathatd az 5.

abran. A SCID egerekbe oltott humidn HT168 melanoma sejtek novekedését az

Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint kovettiikk nyomon (6. dbra).

5. abra SCID egérben novekvé HT 168 melanoma

melanoma sejtszuszpenzié beoltasa,
a kezelt csoportnak az ivovizben

antihisztaminok adasa tumormérés hisztopatologiai feldolgozas
az oltas masnapjatol hetenkeént,
atulélés
nyomonkovetése
0 nap hetenként 6-9. héten

6. abra SCID egérbe oltott human melanoma sejtek novekedésének nyomonkovetése
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A Kkiilonbozo antihisztamin agensek (cimetidin, ranitidin, DPPE)
valamint ezek kombinacidinak hatasa SCID egerekbe oltott HT168
melanoma sejtek novekedésére

A cimetidin és DPPE egyiittes alkalmazasa in vivo nagymértékben

csokkenti a melanoma novekedését SCID egerekben

A ranitidinnel, cimetidinnel és DPPE-vel 6nmagdban vagy ezek kiilénboz6
kombinécidival kezelt egerek tumorndvekedését dsszehasonlitottuk a kontroll egerek
tumorndvekedésével.

Mig a cimetidin, 6nmagdban adva a 3. héttdl novelte a tumorvolument, addig
DPPE-vel kombindlva a tumortémeg fejlédése nagymértékben csokkent a kontroll
csoporthoz képest (1. tdblazat).

A cimetidinnel, DPPE-vel kombindltan illetve 6nélldan kezelt egerek, tovabba
a nem kezelt, kontroll egerek 4tlag tumortérfogat adatait (mean £ SEM) mutatja az 1.
tablazat. A HT168 melanoma sejtekkel oltott SCID egerekkel végzett kiilonbdzo
kezelések soran kapott 4tlagos tumortérfogatokat az Anyagok és moddszerek
fejezetben leirtak szerint kaptuk meg. Az eredmények igazoljdk a cimetidin és DPPE
kombindlt kezelés hatdsossiagit. A tumorsejtek oltasat kovetd 3. héttdl a cimetidin-
DPPE kombinéciét kapott csoportban a tumorok ndvekedése kisebb mértékl volt a
kontroll csoporthoz viszonyitva, a 4. héttdl ezen egerekben szignifikdnsan csokkent a
tumorndvekedés a kontroll csoporthoz képest (t-teszt, P < 0.05). Ezen csoportban a
tumortérfogatok szignifikdnsan kisebbnek bizonyultak a kontroll csoporthoz képest a
teljes vizsgalati idotartamot figyelembe véve, ANOVA, illetve Holm-Sidak tesztet

hasznalva.
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HETEK | KONTROLL | CIMETIDIN DPPE DPPE+CIMETIDIN

1 0.004 +0.001 0+0 0.014 +0.004 0+0

2 0.016 + 0.007 0.006 £ 0.002 | 0.092 +0.042 0+0

3 0.154 £0.041 0.270 £0.102 | 0.763 +£0.138 0.057 £0.041

4 0.543 £0.139 1.173 £0.398 | 1.429 £ 0.302 0.078 + 0.051 *

5 0.679 +0.136 2311+1.082 | 1.714 +0.620 0.110 = 0.068 *

6 0.820 £ 0.205 3.458 £1.353 | 1.988 £0.812 0.175 + 0.124 *

7 0.986 +0.188 + + 0.244 + 0.152 *

8 1.978 £0.382 + + 0.367 = 0.092 *

9 3.454 £ 0.755 + + 0.511 + 0.386 *

1. tablazat A cimetidin és DPPE (N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCI) kezelés hatdsa a
HT168 melanoma sejttel oltott SCID egerek tumorndvekedésére. Az eredményeket dtlag
tumortérfogatban (mean = SEM) (cm®) tiintetjiik fel.

A hetek a tumor injektalds utdni idétartomanyt jelolik. *P < 0.05 (félkovér betiivel)=szignifikdns érték
a megfeleldé kontroll csoporthoz viszonyitva. ANOVA vagy Student t-tesztet hasznaltunk. n=8-36
csoportonként, az eredmények (mean + SEM) megfelelnek az dtlag tumortérfogatnak (cm®) az 5x10°

tumorsejt oltdst kovetd novekedés kiillonbozd periddusaiban. + nincs €16 dllat az adott csoportban.
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A HT168 melanoma sejtekkel oltott SCID egerekkel végzett kiilonbozd
kezelések hatdsat a melanoma nodvekedésére, a mért dtlagos tumortérfogatokat a 7.

dbra mutatja.

Atlagos tumortérfogat (cm?)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Az oltas utan eltelt id6 (hetek)

7. abra A HT168 melanoma sejtvonal novekedése SCID egérben. Kiilonboz6 antihisztamin
agensekkel végzett kezelések hatdsa a tumorndvekedésre a HT168 melanoma sejttel oltott SCID
egerekben, Osszehasonlitva a kontroll csoporttal. Az eredményeket atlag tumortérfogatban (mean +
SEM) mutatjuk a tumoroltdst kovetd kiilonbozé idépontokban. A szaggatott vonal a kontroll csoport
eredményeit jeloli. *P < 0.05. m, kontroll (n=36); ®, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); e, cimetidin
(50mg/kg/map) DPPE-vel kombindlva (4mg/kg/nap) (n=12) - 4 hét utdn P < 0.05; o, ranitidin
(50mg/kg/nap) DPPE mellett (4mg/kg/nap) (n=7); A, cimetidin (50mg/kg/nap) (n=9); A, ranitidin
(50mg/kg/nap) (n=9).
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A ranitidin és DPPE egyiitt adva, valamint a DPPE 6nmagédban alkalmazva
nem mutatott gatl6 hatdst a HT168 sejtek novekedésére SCID egerekben (t teszt).

A 4. héttdl a cimetidin és DPPE kombindciét kapott csoportban a
tumortérfogat szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz viszonyitva (P < 0.05)
(7.4bra) (t teszt).

A ranitidin 6nmagédban adva a 2. tdbldzat szerint a 3. és 4. héten szignifikdnsan
csokkentette az egerekben a melanoma novekedését a kontroll csoporthoz képest (t
teszt). A cimetidin és DPPE kombinaci6hoz viszonyitva a ranitidin gyengébb és
kevésbé tartdés gatlast eredményezett a tumornovekedésben. A 6. héten pedig a
kontroll csoporthoz képest nagyobb tumorndvekedést okozott a ranitidin.

A csak cimetidint, csak DPPE-t, illetve a ranitidin-DPPE kombinéaciét kapott
csoportban a tumortérfogatok nagyobbak voltak a kontroll csoporthoz képest, a
kiilonbség csak a cimetidint kapott csoportban volt szignifikdns (ANOVA, Holm-
Sidak teszt).

HETEK | KONTROLL | RANITIDIN DPPE DPPE+RANITIDIN

1 0.004 +0.001 0+0 0.014 +0.004 0+0

2 0.016 £0.007 | 0.004 £0.002 | 0.092 +0.042 0+0

3 0.154 £0.041 | 0.032 £0.017 * | 0.763 +0.138 0.173 £ 0.049

4 0.543+0.139 | 0.163 £0.071 * | 1.429 +0.302 0.635+£0.123

5 0.679+0.136 | 0.416+0.181 | 1.714 £0.620 0.912 £0.135

6 0.820 +0.205 1.025 £0.511 | 1.988 +£0.812 1.758 £0.312

7 0.986 +0.188 + + 2.889 +0.999

8 1.978 + 0.382 + + +

9 3.454 £ 0.755 + + +

2. tablazat A ranitidin és DPPE (N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl) kezelés hatdsa a
HT168 melanoma sejttel oltott SCID egerek tumorndvekedésére. Az eredményeket dtlag
tumortérfogatban (mean + SEM) (cm®) tiintetjiik fel.

A hetek a tumor injektdlds utani idétartomanyt jelolik. *P<0.05 (félkovér betiivel)=szignifikdns érték
a megfelelé kontroll csoporthoz viszonyitva. ANOVA vagy Student t-tesztet hasznaltunk. n=7-36
csoportonként, az eredmények (mean + SEM) megfelelnek az dtlag tumortérfogatnak (ecm®) az 5x10°

tumorsejt oltdst kovetd novekedés kiillonbozd periddusaiban. + nincs €16 dllat az adott csoportban.
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H2 receptor antagonistak (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatasa a

tumor kialakulasi potencialra SCID egerekben

A kisérlet sordn a kontroll csoportba tartozé egerek 83%-dban fejlédott ki
tumor, a DPPE és cimetidinnel kombindltan kezelt csoportban viszont csak az egerek
33%-4ban taldltunk tumort. Ez a kiilonbség szignifikdnsnak bizonyult Fisher tesztet
hasznélva. A ranitidinnel 6nmagédban kezelt egerek 55%-dban nétt tumor. A DPPE-t,
illetve cimetidint ©nmagdban kapott egerek, valamint a DPPE és ranitidin

kombinécidval egyiittesen kezelt egerek 100%-4ban tapasztaltunk tumorndvekedést.

Megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik meg antihisztamin dgensek hatdsira a
melanoma tumorsejtekbdl a tumorok kifejlédésének potencidlja az id6 fliggvényében
(8. abra). Eredményeinket ugy kaptuk, hogy meghatdroztuk az adott csoportba tartozé
(azaz az adott dgenssel kezelt, vagy kontroll csoportba tartoz6) tumorral rendelkezd
egerek ardnydt az azonos csoportban, ugyanazon id6pontban él6 Osszes egér
szamahoz viszonyitva.

A kontroll csoportban mér az elsé héten néttek tumorok. A cimetidinnel és
DPPE-vel kombinéltan kezelt csoportban a kontrollhoz képest késébb, a 3. héttdl
indult meg a tumorndvekedés. A cimetidin és DPPE-vel egyiittesen kezelt egerekben
alacsonyabb volt a tumor kifejlédési potencidl a kontroll csoporthoz képest.

A DPPE-t onmagiban kapott egerek mindegyikében mar az 1. héten
tumorndvekedést tapasztaltunk, és a 6. hétig (amig €16 egér volt ebben a csoportban)
100 %-o0s maradt a tumoros egerek ardnya.

A cimetidinnel onmagaban kezelt csoportban a 2. héten jelentkeztek tumorok,
és a 3. héttdl az 6sszes egérben novekedett tumor.

A ranitidint Onmagdban alkalmazva, a 2. héttdl tapasztaltunk
tumornovekedést. A 3. héttdl ez a csoport alacsonyabb mértékii tumor kialakul4si
potencidlt mutatott, mint a kontroll csoport; viszont a cimetidin és DPPE-t
kombindltan kapott csoporthoz képest ez a tumornovekedési potencidl magasabb volt.

A DPPE és ranitidin kombinaciéval kezelt csoportban a tumorok kifejlodése a
3. héttdl kezdddott ugyan, de gyors mértékii volt, a 4. héttdl az Osszes ebbe a

csoportba tartozo €16 egér tumorral rendelkezett.
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8. abra Hisztamin antagonistdk hatdsa a SCID egerekben ndvekvé HT 168 melanoma tumor
kialakulési potencidljara.

A hetek a tumor injektdlds utdni iddtartomanyt jelolik. Az eredmények az adott csoportba tartozo,
tumorral rendelkez6 allatok szdmédnak és az azonos csoportba tartozé €16 édllatok szdmdanak ardnyai,
ugyanazon idGpontban vizsgalva. m, kontroll (n=36); ¢, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); e, cimetidin
(50mg/kg/map) DPPE-vel kombindlva (4mg/kg/nap) (n=12); o, ranitidin (50mg/kg/nap) DPPE mellett
(4mg/kg/nap) (n=7); A, cimetidin (50mg/kg/nap) (n=9); A, ranitidin (50mg/kg/nap) (n=9).
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Eredmények

A cimetidin és DPPE kombindcidval kezelt csoportban, a 3. hétt6l a tumort
hordoz6 egerek ardnya jelentdsen alacsonyabb a kontroll csoporthoz képest.

A 3. héten a kontroll csoportba tartoz6 egerek 54.3%-aban fejlédott ki tumor,
a cimetidin és DPPE kombinaciét kapott csoportban viszont csak az egerek 16.7%-
dban nétt tumor. A ranitidinnel 6nmagdban kezelt egerek, ugyanezen a héten, a
kontroll csoporthoz képest kisebb ardnyban (44.4%) hordoztak tumort. Ez a
kiilonbség azonban a cimetidin és DPPE kombindciét kapott csoporthoz képest nem
volt jelentés. A cimetidinnel, illetve DPPE-vel onmagaban kezelt csoportokban
mindegyik egér tumoros volt a 3. héten, a DPPE és ranitidinnel kombinaltan kezelt
egerek 85.7%-a hordozott tumort.

A 6. héten a kontroll csoportba tartoz6 egerek 79.3%-aban fejlédott ki tumor,
a DPPE-t cimetidinnel kombindlva kezelt csoportban viszont az egerek 36.4%-4ban
taldltunk tumort. A ranitidinnel dnmagédban kezelt egerek 50%-4ban nétt tumor. A
DPPE illetve cimetidinnel 6nmagédban kezelt, valamint a DPPE é&s ranitidin
kombinéciot kapott egerek mindegyikében tumorndvekedést taldltunk ugyanekkor.

Az atlagos tumortérfogat mellett tehdt a tumorndvekedési potencidl is
alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint egyiittesen kapott egerek esetében a kontroll

és mas kezelt csoportokhoz képest.
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A  cimetidinnel, ranitidinnel, DPPE-vel, valamint ezek
kombinacidival kezelt SCID egerek és a kontroll csoport tilélésének

nyomonkovetése

A kiilonb6zd antihisztamin 4gensekkel kezelt SCID egerek tulélését
nyomonkovetve, az el6zéekkel Osszhangban levé eredményt kaptunk, azaz a
cimetidin és DPPE-vel kombindltan kezelt egerek tilélése meghaladta a kontroll és
mds kezelt csoportok tdlélését (9. dbra). A kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikdns a kontroll csoporthoz képest Logrank tesztet alkalmazva. Statisztikailag
varhat6 szignifikdns kiilonbség kimutatdsdhoz jéval nagyobb egérszdm lenne
sziikséges, ami technikailag nem volt megoldhaté. Eredményeinket dgy kaptuk, hogy
meghatdroztuk az adott csoportba tartozé €l egerek (azaz az adott dgenssel kezelt,
vagy kontroll csoportba tartozé egerek) ardnydt az azonos csoportbeli kiinduldsi

egérszamhoz viszonyitva.
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9. abra HT168 human melanoma sejttel oltott SCID egerek tulélési mutatéi kiilonbozd kezelések utdn.
m, kontroll (n=36); ¢, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); e, cimetidin (50mg/kg/nap) DPPE-vel kombindlva
(4mg/kg/nap) (n=12); o, ranitidin (50mg/kg/nap) DPPE mellett (4mg/kg/map) (n=7); A, cimetidin
(50mg/kg/nap) (n=9); A, ranitidin (50mg/kg/nap) (n=9). A ranitidinnel és a cimetidinnel kezelt

csoport tulélését jelold vonalak egybeesnek.
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A 6. héten a cimetidin és DPPE kombindcio6t kapott egerek 91.6%-a élt, ami
felilmulta a tobbi csoport tdlélését. A kontroll csoportba tartozd egerek tilélése
ugyanis 86.2% volt. A cimetidint, ranitidint 6nmagdban kapott egerek 88.8%-a élt,
DPPE-t 6nmagaban kapott egerek 83.3%-a. A DPPE és ranitidin kombinacidval
kezelt csoport tilélése 66.6% volt.

A 9. héten a cimetidin és DPPE-vel kombinaltan kezelt csoport tiilélése 66.6%
volt. Ezen a héten a kontroll csoport 51.7%-a élt. A DPPE-vel, ranitidinnel illetve
cimetidinnel 6nmagédban kezelt egerek tilélését a 6. hétig, a DPPE és ranitidinnel
kombindltan kezelt egerek talélését pedig a 7. hétig kovethettilk nyomon, mivel egy
résziik spontdn elhaldlozott, mésik résziiknél pedig a tumortérfogat ekkorra elérte a 2

cm’ -t, ezért szovettani feldolgozasra keriiltek.
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A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expresszigjanak

Western blot analizissel torténo osszehasonlitasa

A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expresszidjat Western
blot analizissel hasonlitottuk 6ssze (10. dbra). Az antihisztaminok jelenlétét vagy
hidnyat figyelmen kiviil hagyva, a HT168 sejtek HDC expresszidja nagyobb mértékii
volt in vivo koriilmények kozott, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében (10. dbra,
fels6 rész). A kiillonboz6 in vivo kezelések nem befolyasoltdk a HDC fehérje
mennyiségét a szoveti kivonatokban (10. dbra, alsé rész). A ranitidinnel kezelt egerek
esetében enyhe eltolddast talaltunk a HDC sdv helyzetében (4. és 7. vonal), melynek

oka nem ismert.
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10. abra A HT 168 melanoma sejtekben mért HDC expresszio

A HT168 sejtekben in vitro mért HDC expresszié6 Western blot analizise (1. sdv) valamint az in vivo
értékek (2., 3. sav) (felsé rész), majd az in vivo értékek kezelés utdn (4. siv, DPPE + ranitidin; 5. sdv,
DPPE + cimetidin; 6.sdv, cimetidin; 7. sdv, ranitidin) (als6é rész). A nyilak a HDC sdv 55 kDa-jat

jelslik.
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A kifejlodott tumorok szovettani szerkezetének, immun-

reaktivitasanak, a tumort infiltralé sejteknek a vizsgalata

Szovettani analizis igazolta a humdn melanoma kifejlédését SCID egerekben,
valamint a metasztdzisok hidnyat. A HT168-al oltott, majd cimetidin és DPPE-vel
egyiittesen kezelt egerek szoveti mintdinak (11. dbra D, E, F) hisztoldgiai
feldolgozdsa és immunreaktivitds vizsgdlata azt mutatta, hogy ez a kombinalt kezelés
megnoveli az [FN-y-t termeld egér makrofagok infiltracigjat, a csak HT168-al oltott
kontroll allatokban (tumoros kontroll egerek 11. dbra A, B, C) kifejlédétt tumorokhoz
képest. Hasonlé tendenciat lattunk, de kevesebb sejt infiltrdlta a tumort, amikor a

természetes 016 sejteket (NK) vizsgaltuk (az adatokat nem mutatjuk).
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11. abra HT168 human melanoma sejttel oltott SCID egerekben kifejlédott tumorok hisztoldgidja és
immunreaktivitds vizsgalata.

A HT168-al oltott egerek szovettani képe kezelés nélkiil (A - C), valamint a cimetidinnel és DPPE-vel
kezelt egerekben (D - F): normdl szovettan (haematoxilin eozin; C €s F), makrofagok kimutatdsa

(CD11b; A és D), valamint INF-y kimutatdsa (B és E). A nagyitas 1:40.
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Kovetkeztetések

VI. EREDMENYEK OSSZEFOGLALVA

Eredményeinket 6sszefoglalva az aldbbiakat kaptuk :

1. Mind HT168, mind M1 melanoma sejtek esetén, in vitro, a cimetidin a tamoxifen
szarmazék N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCI-al (DPPE-vel) kombinalva
szignifikansan csokkentette a tumorsejtek proliferaciojat. A ranitidin pedig
onmagéaban mérsékeltebb csokkenést eredményezett.

2. HT168 sejtekben igazoltuk a H2 receptor mRNS jelenlétét, kimutattuk az ezen
sejteken levé H2 receptorok aktivitasat.

3. In vivo kisérleteink sordn az dtlagos tumortérfogat nagyobb, az in vivo
tumornovekedés gyorsabb volt az M1 sejtekkel oltott egerek esetén, mint a HT168
sejtekkel oltott egereknél.

4. Vizsgélataink szerint a H2 receptor antagonista cimetidin a DPPE-vel kombinéltan
alkalmazva, in vivo nagymértékben csokkenti a HT168 melanoma névekedését SCID
egerekben.

5. Az antihisztamin dgenseknek a melanoma tumorok kialakuldsdra kifejtett hatdsat
vizsgélva azt taldltuk, hogy a tumorndvekedési potencidl is alacsonyabb volt a DPPE-
t és cimetidint egyiittesen kapott egerek esetében a kontrollhoz és a tobbi kezelt
csoporthoz képest.

6. A cimetidinnel és DPPE-vel kombindltan kezelt egerek tdlélése szignifikdnsan
meghaladta a kontroll és a tobbi kezelt csoport tilélését.

7. Western blot analizis alapjan a HT168 sejtek HDC expresszi6ja nagyobb mértékii
volt in vivo koriilmények kozott, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében, a
kiilonbozo in vivo kezelések azonban nem befolyésoltdk a HDC fehérje mennyiségét
a szoveti kivonatokban.

8. A cimetidin és DPPE-vel egyiittesen kezelt egerekben kifejlodott tumorok
szovettani feldolgozdsa és az immunreaktivitds vizsgdlata igazolta, hogy ez a kezelés
megnoveli az IFN-y-t termel6 egér makrofagok infiltracidjat, és kisebb mértékben a
természetes Ol6 sejtek (NK sejtek) felhalmozdddsat a kezelt allatokban novekvo

tumorokban, szemben a kontroll csoporttal.
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VII. MEGBESZELES

Autonom hisztamin metabolizmus melanomaban

A hisztamin szinte minden eddig vizsgélt 0szt6d6 sejtben kimutathatd, szerepe
van a sejtosztddds szabdlyozdsaban (29), igy a tumorndvekedés folyamatdban is. A
hisztidin dekarboxildz (HDC) a hisztamin termeléséért egyediil felel6s enzim,
specifikus markerként szolgdl a hisztamin bioszintézisében. A HDC proteint, és
enzimatikus aktivitdsit, azaz a hisztamin produkciét koédolé mRNS szintje
megnovekszik kiilonb6zé humdn, valamint mas emlésok tumoraiban, példaul
colorectalis, glia, prostata, ovarium tumorokban (95).

A malignus melanoma sejtek €s melanomas szovetek (igy a primer, mint a
metasztatikus) a melanocitdkkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak
HDC-t (28). A magas enzimszint kovetkeztében a melanomds szovetekben és
sejtvonalakban igen magas a hisztamin koncentricidja. Ez is aldtaimasztja a hisztamin
kiemelt szerepét a melanoma sejtek proliferdcidjaban (45). A HDC transzlacidt gatlo,
HDC specifikus antiszenz oligonukleotidok alkalmazdsa mellett Falus és
munkacsoportja melanoma sejtek proliferdciéjdnak csokkenését tapasztalta (46).
Genetikailag moédositott, kiilonb6z6 mennyiségli HDC-t termeld egér melanoma
sejtek in vivo novekedését vizsgalva Hegyesi és munkatarsai megéllapitottdk, hogy a
hisztamintermelés emelkedésével egyiitt kifejezetten nétt a tumorok mérete, és nott a
metasztatikus potencidl is (41). Kimutattdk, hogy humidn melanoma sejtekben az
exogén adott hisztamin egy protoonkogén szintézisét stimuldlja, és ez a hatds H2
receptorokon keresztiil valésul meg (47).

A melanoma sejtek egyardnt képesek a hisztamin felszabaditdsdra, valamint
kornyezetiikbol torténd felvételére. Mivel a melanoma sejtek enzimatikusan aktiv
HDC proteint expresszalnak, képesek endogén mddon hisztamin szintetizaldsara. Az
endogén termelddott hisztamin autokrin novekedési faktorként szabdlyozza a
proliferaciét korai stidiumi melanomaban, mig a hizésejtek vagy mas kornyezo
sejtek 4ltal termelt hisztamin a betegség elOrehaladott, metasztatikus fazisdban a

novekedés parakrin szabalyozasdban jatszik szerepet (96). A termelddott hisztamin az
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extracelluldris térbe keriilve a célsejtek plazmamembranjdban taldlhaté H1, H2 és H3

hisztamin receptorokhoz kapcsoldédik (32).

A hisztaminnak hisztamin receptorokon Kkeresztiil megvalésul6

direkt hatasa melanomaban

A HI és H2 hisztamin receptorok nemcsak az exogén, mas sejtek altal termelt,
hanem a melanoma sejtek 4dltal szintetizdlt és felszabaditott hisztamint is képesek
megkdtni. A melanoma sejtek kozotti kiilonbség, amely a hisztamin termeld és
lebont6 kapacitasukban jelentkezik, magyarazza az egyes melanoma sejt tipusok
kiilonboz6 érzékenységét az exogén hisztaminra (45).

Az endogén mdédon termel6dott hisztamin hatdsa a melanoma sejt novekedés
szabdlyozdsara attdl fiigg, hogy H1 vagy H2 receptorok vannak-e tdlsilyban a
célsejtek felszinén. Az aktudlis receptor ardnytdl fiiggden, a hisztamin a melanoma
sejtekben a H1 hisztamin receptorokon 4t csokkenti a sejtproliferaciot, mig a H2
receptorokon &t eldsegiti a novekedést (45, 95). H2 receptor antagonista jelenlétében
a hisztamin elnyomja a melanoma sejtek novekedését, egyrészt H1 receptorokon 4t,
mdsrészt azdltal, hogy a H2 receptorokhoz nem marad szabad hozzaférés.

Falus és munkacsoportja HDC deficiens egerekkel folytatott vizsgélataik
soran azt tapasztaltdk, hogy a hisztamin tartds hidnya ezen egerek szamos szévetében
a H2 receptorok szovetspecifikus down reguldcidjat okozza. Exogén adott hisztamin
megsziinteti ezt a valtozast a H2 receptor expresszidban. Ez az eredmény azt jelzi,
hogy a H2 receptor expresszio a hisztamin kontrollja alatt 4ll egerekben (97).

A hisztamin H2 receptorokhoz valé kapcsoloddsat gatolhatjuk a hisztamin
antagonista cimetidin vagy ranitidin altal. A termelddott hisztamin egy része a sejtben
marad, és az intracelluldris citokrém P450 sejtalkotéhoz kotédik (iHR), mely a
mikroszémakban és a magrészben taldlhaté (35, 52, 53). Ezt a kotédést hatékonyan

gétolhatjuk a tamoxifen szdrmazék DPPE-vel (53, 54, 55).
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A DPPE, cimetidin, ranitidin szerepe a tumorproliferaciéban

A tamoxifen szdrmazék DPPE kordbban leirt antihisztamin hatdsa azon
alapszik, hogy a DPPE befolydsolja a hisztamin citokrom P450 molekuldkhoz val6
kotédését (53). A DPPE hatdsa a legtobb esetben dsszhangban van a HDC gitlé a-
FMH hatdsaval, amely a hisztamin de novo termelddésének blokkoldsdval gitolja a
majtumorok és a colorectalis carcinomdk mind in vivo mind in vitro proliferacidjat
(58, 59). Ugyanakkor mds forrdsok szerint a DPPE 6nmagdban stimuldlja az in vivo
tumorndvekedést emlétumoros patkdnyokban és leukémids egerekben (53, 60). Ugy
talaltdk, hogy a DPPE gitolja a limfoid leukémids betegek magas HDC tartalmu
limfocitdinak in vitro novekedését (62). Megdllapitottdk, hogy a DPPE a kronikus
myeloid leukémids sejtek novekedését gatolja (43). Emlordkban és prostatardkban a
DPPE kemoterdpidval alkalmazva megvédi a szervezetet a citotoxikus hatdsoktdl (65,
66). Falus és munkacsoportja szerint a DPPE jelentés sejtosztoédas gatlast okoz
melanoma sejtekben (27). Kombindltan alkalmazva a DPPE a cimetidin hatdsossagat

fokozza. Ennek a hatdsnak a mechanizmusa még nem ismert.

A cimetidin szdmos tumor ndvekedését gatolja, mind in vitro mind in vivo
(69, 70). Gatolja a neoplasztikus glia tumor in vitro novekedését (75). Csokkenti
immunszupprimalt egerekbe iiltetett huméan bronchus carcinoma (74), nude egerekbe
oltott humén ovarium carcinoma (76) novekedését. A cimetidin szignifikansan
csokkentette melanomadval transzplantélt egerekben a tumorndvekedést (50). Klinikai
I. fazisa vizsgélatok igazoltdk a cimetidin terdpia létjogosultsdgidt melanomds
betegek esetében (87, 92).

A cimetidinnel ellentétben a ranitidin, egy madsik hatdsos hisztamin H?2
antagonista nem gatolja sem a humén colon tumorsejtek proliferacidjat, sem ezen
sejtek in vivo novekedését (81).

Bar mind a ranitidin, mind a cimetidin H2 receptor antagonista, eltérd
szerkezettel birnak, és a receptorokhoz kiilonb6z6 kotddési affinitdssal rendelkeznek

(98). Ez is szerepet jatszhat a munkank sordn tapasztalt hatasbeli kiilonbségiikben.
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Antihisztaminok hatasa a melanoma sejtek in vitro és in vivo

novekedésére

In vitro kisérletek sordn igazoltuk, hogy a melanoma sejtek H2 receptorokat
expresszdlnak, ezt kordbbi eredmények is aldtdmasztjdk (27, 28). Megallapitottuk,
hogy a hisztamin receptorok blokkoldsa cimetidinnel és DPPE-vel kombindltan
végzett kezelés sordn gitolja a melanoma in vitro novekedését, mind HT168, mind
M1 sejtek esetében. Ezzel osszhangban vannak in vivo eredményeink, melyek azt
mutatjdk, hogy a H2 hisztamin receptor blokkolé cimetidin kombindltan alkalmazva
az intracellularis P450 sejtalkotérész egyik ligandjiaval, a DPPE-vel, hatékonyan
csokkenti a SCID egérbe transzplantilt HT168 humian melanoma in vivo
novekedését. Az atlagos tumortérfogat mellett, a melanoma tumorsejtekbdl a tumorok
kifejlédésének potencidlja is alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint egyiittesen
kapott egerek esetében. A DPPE és cimetidin kombindlt kezelés noveli tovabba az
immundeficiens egerek tdlélését, habar nincsen nyilvdnvalé korreldcié a tumor
novekedés/méret €s az dllatok tilélése kozott.

A ranitidin onmagdban adva, a cimetidin és DPPE kombindciéhoz képest
kevésbé csokkenti a SCID egerekbe oltott HT168 melanoma sejtek novekedését.

In vivo kisérleteink sordn megéllapitottuk, hogy a HT 168 melanoma sejtek
alacsonyabb tumornovekedési potencidlt mutatnak, mint az M1 sejtek, amint ezt
korabbi adatok is aldtdmasztjadk (93). A HT 168 sejtekkel oltott egerek hosszabb

tulélése miatt haszndltuk ezen sejtvonalat tovabbi kisérleteink soran.

A hisztamin és a lokalis immunvalasz, a hisztamin indirekt hatasa

melanomaban

Immunhisztokémiai vizsgalataink szerint a cimetidin és DPPE-vel végzett
kombinélt kezelés sordn tapasztalt sejtproliferdcié csokkenés Osszefiigg az INF-y-t
termeld egér makrofdgok massziv tumor infiltradcidjaval és kisebb mértékben az NK
sejtek felhalmozdddsdval a tumoros szovetekben. Az IFN-y megemelkedett
koncentrécidja pedig a sejtproliferdcié gatlasdval jar, a természetes 610 sejtek direkt

stimulécidja révén (99, 100).
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A hisztoldgiai vizsgdlat eredménye azt jelzi, hogy a hisztamin melanoma
novekedésre kifejtett direkt hatdsa mellett, amely a hisztamin receptorok tipusatdl és

egyensulyatol fiigg, a hisztamin lokdlisan befolydsolja a kdrnyezé immunsejteket.

Az IFN-y megemelkedett mennyisége a sejtproliferacio gatlasat eredményezi

melanomaban

Eredményeink szerint mind a ranitidin onmagdban adva, mind a cimetidin
DPPE-vel kombinéltan alkalmazva csokkenti a tumornovekedést egerekben in vivo,
bar killonboz6 intenzitassal. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a ranitidin
kevésbé csokkenti a SCID egérbe oltott melanoma novekedését. Ezt az adatot
magyarazhatjdk Falus munkacsoportjanak azok az eredményei is, miszerint a
ranitidinnel ellentétben a cimetidin jelentésen megnoveli a humdn limfocitdk IFN-y
produkcidjat (99) egy lehetséges hisztamin-fiiggetlen ttvonalon, valdsziniileg
citokrom P450 sejtalkotérész dltal. Ugyanakkor az IFN-y megemelkedett
koncentrécidja a sejtproliferacio gatlasat eredményezi a természetes 616 sejtek direkt
stimulacigja altal. Az NK sejtek és az IFN-y megnovelik az immunvalaszt, amely
csokkenti a tumornovekedést (100). Mindez indokolhatja azt is, miért volt a cimetidin
hatékony, a ranitidin viszont kevésbé a HT168 human melanoma sejtekkel végzett
kisérleteink sordn. Hermodsson és munkacsoportja szerint a megemelkedett hisztamin
szint amellett, hogy el6segiti a tumorsejtek proliferaciéjat, immunszuppressziv
hatdssal is rendelkezik, amely elGsegiti a tumorsejtek novekedését, azaltal, hogy
kikapcsolja a természetes 010 sejtek aktivitdsat (85). A cimetidin csokkentheti a
sejtproliferacidt az NK sejtekre kifejtett hisztamin medidlt gatld hatés felfiiggesztése
révén (92). A DPPE kombindltan adva a cimetidinnel, annak hatdsossiagit noveli,

ennek a hatdsnak a mechanizmusa azonban még nem ismert.

A humén rekombindns IFN-y és IFN-a hatékonyan haszndlt anyag a malignus
betegségek immunterdpidjaban, beleértve a magas rizik6ji melanomdat is. Ezen
citokinek haszndt tobb in vitro és in vivo kisérleti és klinikai terdpids adat
aldtdmasztja, bar antitumor aktivitdsuk pontos mechanizmusa még nem ismert (101,
102). Az interferonok mint ndvekedés gitlé faktorok jatszanak szerepet, és a

proliferdciés génekre hatva szdmos sejt termindlis differencidléddsat indukdljak
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(101). Ezen citokinek potencidlis immunszabédlyoz6 hatdsdhoz tartozik az a
képességiik, hogy novelik a tumor antigén prezenticiét az MHC 1 és II molekuldk
felszini expresszidjanak fokozdsa 4ltal. Az interferonok tovabba hatékony aktivétorai

az NK sejtek antitumor tevékenységének (102).

Az IFN-y és az NK sejtek tumorproliferdciéban betdltott jelentOségét,
valamint expresszidjuk cimetidin altali fokozodasat timasztjak ald az alabbi irodalmi
adatok:

Az antitumor hatidsi IFN-y alacsony expresszidjat a cimetidin megndvelte
Balb/c egerekbe oltott colon carcinoma sejtek esetében (103).

A cimetidin megnovelte az NK és LAK sejtek (limfokin-aktivalt 616 sejtek)
aktivitasat in vivo BALB/c egerekbe oltott colon adenocarcinomaban (104), tovabba
fokozta az NK sejtek aktivitdsat ovarium tumoros (77), prostata tumoros (105) és
melanomds (106) betegekben. A ranitidin nem befolyésolta az NK sejtfunkciot Swiss
albino egerekbe oltott limfomds és melanomads sejtekben (107).

Flodgren és munkatarsa szerint a cimetidin melanomds betegekben gétolhatja
a sejtproliferaciot NK sejtek stimuldldsa révén (106). Tovabbd a cimetidin és a
ranitidin is jelentdsen csokkenti egerekbe oltott melanoma novekedését NK sejtek

aktivitdsdnak fokozasa altal Hellstrand és munkatarsai megfigyelése szerint (85).

Maias szerzOk egyéb mechanizmust tartottak fontosnak a hisztamin
antagonistdk hatdsmechanizmusaban:

Egyesek szerint a cimetidin (108), és a ranitidin is (109) gatolja a szuppresszor
T limfocitak aktivitasat. Flodgren és munkatarsai szerint a cimetidin fokozza az IFN-
o tumorellenes hatdsat metasztatikus melanomads betegekben, a szuppresszor T sejtek
gatlasa altal (110). Masok azt allitjak, hogy a cimetidin és a ranitidin fokozhatja a

helper T sejtek IL-2 termelését (111).

Dinarello és munkatarsai szerint a TNF-a gén expresszidjat €s szintézisét a
hisztamin csokkenti H2 receptorok 4ltal; a H2 receptor antagonistik pedig a
hisztamin altal csokkentett TNF-a szintézist ndvelik meg (112).

Duda Erné és munkacsoportjdval kordbban folytatott munkdnk sordn

megéllapitottuk, hogy membrankotott TNF-a prekurzor formdjat termeld humén
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cervix carcinoma (HeLa) sejtekkel transzplantalt SCID egerekben a tumorndvekedés
szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz képest (113). A TNF-a transzformalt
sejtekkel tenyésztett makrofigok megnovekedett fagocitdzist €s citokin termelést
mutattak; jelezve, hogy az aktivalt makrofagok a tumorellenes vdlasz medidtorai
lehetnek.

Falus és munkatarsai az ut6bbi idében kifejlesztett HDC deficiens egerekben
igazoltdk, hogy ezen dllatok magas TNF-a szinttel rendelkeznek. A HDC deficiens
egerekben a hisztamin a H2 receptorokon keresztiil gitolja a tumorellenes hatasu
citokinek, igy az IFN-y vagy a TNF-a produkciéjat a tumoros szovetekben (114). Ez
is mutatja az antihisztaminok IFN-y, TNF-o mennyiséget fokozé hatdsanak
jelentdségét a tumoros sejtproliferacié csokkentésében. Tovabba felveti a hisztamin

antagonistdk TNF rendszeren keresztiili hatismechanizmusat.

A hisztamin és az IFN-y kozott kolcsonos gatlo hatas tapasztalhato

Mivel a SCID egerek sériilt T sejt rendszerrel birnak, az antihisztaminoknak a
melanoma sejtekre kifejtett direkt gatlé hatdsa mellett, mely H2 receptorokon
keresztiil valésul meg, az egyik lehetséges magyardzat az eredményeinkre, hogy a
cimetidin és a DPPE helyileg aktivalhatja az INF-y-t termel6 egér makrofagokat (és
az NK sejteket), és ezen sejtek megvaltoztatjadk a HT 168 sejtek altali tumorképzddést.
Ezt az Osszetett kolcsonhatast tovabb bonyolitja, hogy Hegyesi és munkatirsainak
megallapitasa szerint az [FN-y elnyomja a HDC mRNS és protein expressziét human
HT168 melanoma sejtekben in vitro (115), habar munkank sordn a HDC in vitro és in
vivo expresszidjat osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a hisztamin antagonistdk
nem befolydsoltik jelentésen a HDC expresszidt, amely alacsonyabb volt in vitro,
mint in vivo koriilmények kozott.

Kordbban bebizonyitottdk a hisztamin gatlé hatdsit az IFN-y gén
expresszidjara, ugyanakkor kolcsonds gatld hatds tapasztalhaté a hisztamin és az IFN-
vy kozott. Falus és munkatdrsai kimutattdk, hogy mind az IFN-a, mind az IFN-y
csokkentette a HDC mRNS és protein expressziot, kiilonbozd kinetikdval. Az IFN-y
erds proliferdcié gitlast okozott humdn HT168 melanoma sejteken, mig az IFN-a

mérsékeltebb hatast mutatott (115).
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Ujabb irodalmi adatok szerint a hisztamin T helper 2 (Th2) tipusi eltolédast
okoz: amellett, hogy csokkenti az IFN-y termelddését, gatolja az IL-12 expresszidjat,
ugyanakkor noveli az IL-10, az IL-6 produkciéjat (95, 116). Az interferonok pedig a
HDC expressziot elnyomva és csokkentve a lokdlis hisztamin koncentricidt, gatoljak
a lokalis hisztamin hatdst, ezaltal indirekt médon megnovelik a T helper 1 (Thl)

citokinek szintézisét (115).

Falus és munkacsoportjanak megallapitasa szerint valdszind, hogy 1étezik egy
egymast gatld kolcsonhatds melanomdban az endogén hisztamin és a lokélis
immunrendszer sejtei kozott (117). Az IFN-y-tdl eltéréen, legalabbis az elérehaladott
stddiumd melanomdban, stimuldlé kolcsonhatds mutatkozik az interleukin-6 (IL-6) és
a hisztamin kozott. A primer melanoma sejtekben az IL-6 gatolja a sejtndvekedést,
mig metasztatizdld6 melanomdban eldsegiti a proliferdciét. A hisztamin 4ltal
indukélhat6 (118) interleukin-6 dgy tlnik, hogy szerepet jatszik a kés6i stddiumu
melanomdban mint egy autokrin tdimogat6 faktor (119), és ez arra utal, hogy egy igen
Osszetett rendszer mikodik kdzre a melanoma ndvekedés in situ szabdlyozdsiban

(120).

A hisztamin kétarca hatasa melanomaban, az antihisztaminok kettos

tamadaspontja

A hisztamin autokrin (endogén) €s parakrin (exogén) médon befolyasolja a
melanoma sejtek proliferaciéjat. Ebben a kordabban vazolt bonyolult szabalyozasban a
hisztamin egyik célpontja a melanoma sejtek felszinén levé H1 és H2 hisztamin
receptorok. Mivel a HDC erdsen expresszdlddik melanoma sejtekben és szovetekben,
a melanoma novekedésének H2 hisztamin receptorok 4ltali autokrin fokozdéddsa
feltételezhetd (45). Eredményeink azt mutatjdk, hogy a HT168 melanoma sejtvonal
H2 receptorokat expresszdl, és ezek blokkoldsa cimetidin-DPPE kombinécidval,
gétolja a melanoma novekedését.

A HI1 és H2 receptorok szdma és elérhetdsége, valamint lokélis egyensulyuk
fontos tényezOk, melyek meghatarozzak, hogy a hisztamin eldsegiti vagy elnyomja a

melanoma novekedését. A hisztamin a receptor tipusitdl fiiggden kétféleképpen

46



Megbeszélés

hathat, vagy noveli, vagy csokkenti a melanoma ndvekedését (45, 95). A kiilonbdzd
antihisztaminok eltolhatjdk ezt a helyi egyenstilyt, és ezzel befolyésoljak a hisztamin
hatékonysdgit a melanoma novekedésére. Ez a tény a melanoma kezelésében a
hisztamin receptor antagonistiknak egy lehetséges 1j szerepet adhat.

A hisztamin masik célpontja a lokalis bevandorlé immunsejtek, melyekre
hatva befolydsolja az immunvélaszt, tobbek kozott azaltal, hogy Th2 eltolédast okoz,
amely el6segiti a tumor tilélését (95). Ujabban leirtak, hogy a Thl vélaszok
elsésorban a H1 receptorokon, mig a Th2 vélaszok a H2 receptorokon dominalnak

(121).

Eredményeink arra utalnak tehdt, hogy a melanoma novekedés
szabalyozdsaban egyidejlileg két kiilonb6z6 mechanizmus jatszhat szerepet:

Az egyik mechanizmus a hisztamin receptorokon keresztiil valésul meg. A H2
receptor antagonistdk (cimetidin, ranitidin) egyrészt kozvetleniil gatoljdk a melanoma
sejtek proliferdcidjat, azdltal, hogy a hisztamin szdmdara nem marad szabad hozzaférés
a H2 receptorokhoz, ezzel kikapcsoljdk a hisztamin H2 receptorokon 4t megvaldsul6
tumorproliferaciét fokoz6 hatdsat; mdasrészt az emiatt tdlsilyba keriildé HI1
receptorokon at a hisztamin csokkenti a tumorndvekedést (45, 95). Az endogén tdton
termel6dott hisztaminnak a sejtben maradé része a mikroszémakban és a magrészben
talalhaté intracellularis citokrém P450 sejtalkotéhoz (iHR) kotédik, ezt a kotodést
gatolja a DPPE (53).

A madsik mechanizmusban a H2 receptor antagonistdk &ltal aktivizdlddik a

lokélis immunvélasz, amelyet az interferon-gamma produkcio jellemez.

A hisztamin jelentés mennyiségli el6forduldsa melanoma sejtekben és
szovetekben tovdbbi vizsgdlatokra 0sztondz a mar meglevé ¢és specidlisan
megtervezett Uj antihisztaminok terdpids effektivitasat illetden. A kutatasok Uj
irdnyvonaldt mutatja az utébbi id6ében hozzéaférhetd HDC deficiens rdgcsdlé modell
(114), amely tovabbi lehetdséget teremt, hogy tanulmanyozzuk a huméan medicindban

hasznélt antihisztaminok hisztamin receptor fiiggd és fiiggetlen hatdsat.
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Munkank gyakorlati jelentosége

A melanomés betegek szdmdnak az utébbi években tapasztalt jelentOs
novekedése sok kutatécsoportot arra késztet, hogy a melanoma sejtek proliferaciojat
in vitro és in vivo moddszerekkel tanulmdnyozzdk, a tumorsejtek novekedését
csokkentd anyagokat, gydgyszereket taldljanak. Mindez aldtdmasztja munkdnk

jelentoségét.

Kisérleteink sordn a SCID egerek a melanoma sejtek beoltdsidt kovetden
masnaptol kaptdk az antihisztamin anyagokat. A cimetidin és DPPE kombindlt
kezelés hatékonyan csokkentette az egerekbe transzplantilt humin melanoma
sejtekbol kifejlodé tumorok méretét, a tumorok kifejlédésének potencidljat, tovabba
megnovelte ezen egerek talélését. Ezek az eredmények felvetik annak lehetdségét,
hogy a cimetidin é&s DPPE kombinicié mar a tumor megjelenése el6tt rendszeresen

alkalmazva profilaktikus lehet a tumor kifejlodésére.

A SCID éllatmodell alkalmazédsa azért hasznos, mivel lehetséget teremt
embereken etikai megfontoldsbdl nem végezhetd kisérletek kivitelezésére. A SCID
egerekben létrehozott humdn orthotopikus melanoma modell alkalmas a tumor
progresszidjdnak in vivo tanulmdnyozdsdra. Segitségével szdmos, a melanoma
malignummal kapcsolatos kérdés reprodukdlhaté moddon vizsgdlhaté in vivo
kortilmények kozott. A SCID egérmodell segitségével lehetdség nyilik a melanoma

terdpidjaban a késdbbiekben felhasznéldsra keriilhetd anyagok tanulmédnyozdsara.
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VIIL. OSSZEFOGLALAS

A melanoma malignum gyakorisidga a vildgon mindenhol folyamatosan
emelkedik, ezért fontos a tumor novekedésének modellezése allatkisérletek
segitségével, és a terapidban alkalmazhat6 hatdsos gyogyszerek kifejlesztése.

Mivel a melanoma sejtek és szovetek viszonylag nagy mennyiségben
tartalmaznak hisztamint és a hisztamin szintézisért felelds hisztidin dekarboxildz
enzimet, valamint hisztamin receptorokat expresszdlnak, specifikus antihisztamin
hatdst anyagokkal vizsgdlhaté a hisztamin szerepe melanoma sejtekben in vitro, és
silyos kombindlt immunhidnyban szenvedé (SCID) egerekben in vivo. Igy
tanulmanyozhatjuk az antihisztaminoknak a melanoma proliferdcidjara kifejtett
hatdsat.

Korébbi in vitro eredményeink azt sugalljdk, hogy a hisztamin H2 és iHR
receptorokon keresztiil eldsegiti a melanoma sejtek novekedését. Munkdnk sordn
tanulmanyoztuk, hogy kiilénb6z6 antihisztamin dgensek, igy a cimetidin, a ranitidin,
az  N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl =~ (DPPE) valamint ezek
kombinéciéi hogyan befolydsoljdk a human melanoma HT168 vonal névekedését in
vitro, illetve immundeficiens SCID egerekbe oltva in vivo.

Vizsgalataink szerint, az in vitro eredményeinkkel Osszhangban, human
melanoma sejtekkel xenotranszplantdlt immunodeficiens egerekben az in vivo
tumorproliferacié csokkent a H2 receptor antagonista cimetidin 4ltal, ha
kombindciéban alkalmaztuk a DPPE-vel. Feltételezhetjilk, hogy vannak olyan
tényez0k, melyek befolyasoljdk az immundeficiens egerekbe transzplantdlt HT168
sejtek novekedését, és hogy a cimetidin és DPPE egyiittesen adva jelent6sen hatnak
ezen tényezOkre. Az antihisztaminok ezen kombinicidja megndveli a huméan
melanomdval oltott egerek tulélését is. A cimetidin és DPPE kombindcidhoz
viszonyitva a ranitidin gyengébb és kevésbé tartés, nem szignifikdns gatlast
eredményezett a tumorndvekedésben.

Ezeket a folyamatokat a tumort infiltrdlé interferon-gammat termeld egér
makrofdgok megnovekedett mennyisége kiséri. Két kiilonb6z6 mechanizmus jéatszhat
szerepet egyidejiileg a tumorndvekedés csokkentésében: a H2 receptor antagonistak
kozvetleniil gétoljdk a tumorsejt proliferdcidt, illetve aktivizdlodik a lokélis
immunvdlasz, amelyet az interferon-y produkcid jellemez. Eredményeink segithetnek

meghatdrozni az antihisztaminok szerepét a melanoma terapiajaban.
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Summary

IX. SUMMARY

Malignant melanoma is a skin tumour with a very high mortality rate, and the
incidence of this tumour is increasing rapidly throughout the world. Consequently it
stimulates a plethora of in vitro and in vivo research, modelling melanoma growth on
one hand and searching for effective drugs for possible human therapy on the other.

Melanoma cells and tissue but not melanocytes contain significant amounts of
histamine and histidine decarboxylase (HDC), the enzyme responsible for the
synthesis of histamine, and express histamine receptors. The functional significance
of histamine was examined using specific antihistamines in vitro and in vivo in the
human melanoma cell line HT168 and severe combined immunodeficiency (SCID)
mice.

It was shown that the H2 receptor antagonist cimetidine when combined with
N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]-ethanamine-HCl (DPPE), a tamoxifen
derivate, inhibits the proliferation of HT168 cells. Furthermore, it is suggested that
there are factors that inferfere with the growth of HT168 cells xenografted to
immunodeficient mice, and cimetidine and DPPE together may significantly
influence these factors. This combination of antihistamines also increases the survival
of human melanoma-grafted mice. Ranitidine alone evokes a weaker and more
transient inhibition in tumour growth.

These changes are accompanied by enhanced infiltration of interferon-y-
producing mouse macrophages into the tumour tissue. These findings suggest that
two different mechanisms are probably acting concordantly: direct inhibition of
tumour cell proliferation by the H2 receptor antagonists, and activation of the local
immune response characterized by interferon-y production. These findings may help
to elucidate the possibility of a rationally designed antihistamine strategy in

melanoma therapy.
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Cimetidine and a tamoxifen derivate reduce tumour
formation in SCID mice xenotransplanted with a

human melanoma cell line

N. Szincsak, H. Hegyesi, J. Hunyadi, G. Martin,
E. Lazar-Molnar, P. Kovacs, E. Rivera, A. Falus*
and I. Juhasz

Department of Dermatology, Debrecen University,
Debrecen, Hungary (N. Szincsak, J. Hunyadi, |. Juhasz).
Department of Genetics, Cell and Immunobiology,
Semmelweis University, Nagyvarad tér 4, 1089,
Budapest, Hungary. Tel: +36 1 210 2929; Fax: +36 1
303 6968; Email: faland@dgci.sote.hu (H. Hegyesi,

E. Lazar-Molnar, P. Kovécs, A. Falus). Laboratory of
Radioisotopes, Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
University of Buenos Aires, Argentina (G. Martin,

E. Rivera). Molecular Immunology Research Group,
Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Hungary
(A. Falus).

Histamine is produced by many cells expressing histidine
decarboxylase (HDC), the enzyme responsible for the
synthesis of histamine. Since melanoma cells and tissue
contain relatively large amounts of histamine, the func-
tional significance of histamine was examined using speci-
fic antihistamines in vitro and in vivo in the human
melanoma cell line HT168 and severe combined immuno-
deficiency (SCID) mice. It was shown that the H2 receptor
antagonist cimetidine when combined with N, N-diethyl-2-
[4-(phenylmethyl)phenoxy]-ethanamine-HCI (DPPE), a ta-
moxifen derivate, inhibits the proliferation of HT168 cells.
Furthermore, it is suggested that there is a factor(s) that
interferes with the exponential growth of HT168 cells
xenografted to immunodeficient mice, and cimetidine and
DPPE together significantly influence this factor(s). This
combination of antihistamines also increases the survival
of human melanoma-grafted mice. These changes are
accompanied by enhanced infiltration of interferon-y-
producing mouse macrophages into the tumour tissue.
These findings suggest that two different mechanisms are
probably acting concordantly: direct inhibition of tumour
cell proliferation by the H2 receptor antagonists, and
activation of the local immune response characterized by
interferon-y production. These findings may help to eluci-
date the possibility of a rationally designed antihistamine
strategy in melanoma therapy. © 2002 Lippincott Williams &
Wilkins

Keywords: melanoma, histamine, SCID mice, histamine receptor
antagonist, cimetidine, DPPE
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Introduction

Malignant melanoma is a skin tumour with a very
high mortality rate, and the incidence of this tumour,
though reflecting some ethnic differences, is increas-
ing rapidly throughout the world. Consequently it
stimulates a plethora of #n vitro and in vivo
research, modelling melanoma growth on the one
hand and searching for effective drugs for possible
human therapy on the other.

The technique of xenotransplantation of human
tumours, among them melanoma, into immunodefi-
cient mice is widely used'. Human tumours, however,
only show growth similar to their original growth if
they are orthotopically implanted, that is if tumour
tissue samples are inoculated into the same organs
that they had originally been obtained from. In case
of melanoma the organ involved is the epidermis and
dermis of the skin. Due to the extremely thin
epidermis and dermis in mice, however, the closest
way to mimic the human situation is to use subcuta-
neous/subdermal implantation.

Mice suffering from severe combined immuno-
deficiency (SCID) are widely used for allo- and
xenotransplantation of a variety of cells and tissues,
since both T and B cell-mediated immunity have
been damaged due to a congenital autosomal reces-
sive mutation’. These mice have frequently been
used to model tumours of the human haematopoie-
tic systcm"’, human lung cancer, retinoblastoma,
osteosarcoma and melanoma* ™.
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Histamine and r-histidine decarboxylase (HDC),
the only enzyme responsible for the biosynthesis of
histamine, have been detected not only in masto-
cytes, basophilic cells and histaminergic neurons’®,
but also in platelets, lymphocytes, macrophages and
dendritic cells”''. HDC expression is also high in
regenerating liver, in embryonic tissues and in ex-
perimental tumours. Melanoma cell lines and mela-
noma tissue but not melanocytes contain significant
amounts of HDC'?.

Even though the molecular details and tissue
specificity are not as yet clear, an active role for
histamine in cellular proliferation is strongly sup-
A major proportion of endogenously
produced histamine is secreted out of the cells and
influences the neighbouring cells in a paracrine (or
autocrine) manner. The consequences of these
effects can be easily detected by applying histamine
antagonists, which act by blocking binding to
histamine receptors that are connected with in-
ducible G protein-dependent intracellular signalling
pathwaysl(' and are located on cellular plasma
membranes. Similar local blocking effects can be
produced by inhibiting the de novo biosynthesis of
histamine using an irreversible blocker of HDC, a-
fluoromethyl histamine (aFMH)”. In addition, it has
been suggested that a small amount of locally
produced histamine remains within the cell and
binds to intracellular cytochrome P450 moieties
found in the microsome and the nuclear frac-
tion'*'®. This binding could be effectively blocked
by the tamoxifen derivate N,N-diethyl-2-[4-(phenyl-
methyDphenoxy]-ethanamine-HCl (DPPE).

The aim of the present study was to examine the
effect of various antihistamine agents (cimetidine,
ranitidine, DPPE) and their combinations on melano-
ma growth in vitro and in vivo after inoculation of
the human melanoma cell line HT168 into immuno-
deficient (SCID) mice. Our findings suggest that,
consistent with the in vitro findings, the combined
application of cimetidine and DPPE in vivo largely
reduces tumour growth in mice and increases the
survival of the animals.

Materials and methods

Drugs

Cimetidine and ranitidine were purchased from
Tocris Cookson Ltd (London, UK). DPPE was synthe-

sized by Dr Ferenc Hudecz (Department of Organic
Chemistry, Eotvos University, Budapest).
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Melanoma cell lines

We used a primary melanoma HT168 cell line with a
low liver metastatic capacity. Initially we also used
the M1 cell line with a high liver metastatic capacity,
isolated from the liver metastases of the HT168 cell
line. The HT168 tumour line had been generated
previously by subcutaneous in vivo passaging of
A2058 cells in IS CBA/Ca mice. Cell suspensions
from the subcutaneously growing HT168 tumour
were injected into the spleens of IS mice, and then
cells from the liver metastases were cultured as
HT168-M1 (M) cells'’.

Melanoma cell culture

Human melanoma cell lines were cultivated in a 5%
CO, atmosphere in RPMI 1640 medium (GIBCO,
Australia) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS, GIBCO) and 0.16 g/1 gentamicin (Chinoin Co.,
Hungary). Cultures were incubated at 37°C in a
water-saturated atmosphere of 5% CO,/95% air. Cells
were routinely passaged every 3 days. Before treat-
ment, cells were incubated for 24 h after the last
passaging at 37°C in RPMI 1640 medium containing
10% FCS in a 5% CO; humidified incubator, at a
density of 4.5 X 10% cells/ml medium. The medium
was then replaced and the HT168 cells were treated
with DPPE (10~% to 107° M), ranitidine (107> M),
cimetidine (107> M) or combinations of these, as
indicated in the Results section. Cultures were incu-
bated at 37°C in 5% CO, for 48 h. The optimal
concentrations and incubation period were deter-
mined in earlier experiments (data not shown). After
incubation the cells were washed with phosphate
buffered saline (PBS) and then lysed for further
analysis.

Protein extraction and Western blot
analysis

Cultivated cells or snap frozen (liquid nitrogen)
tissue specimens were lysed in lysis buffer for
protein extraction containing 10 mM 1 M Tris-HCI
(tris-hydroxyaminomethane-HCD), pH 8.0, 10 pg/ml
leupeptin, 0.5 mM ethylene glycol bis(2-aminoethyl-
ether) 0.5 M tetra-acetic acid (EGTA), 2% NaE 1%
Triton-X 100, 25 mM phenylmethylsulphonyl fluor-
ide (PMSF) and 2% Na orthovanadate. The nuclear
fraction was separated by centrifugation (10,000 g,
5 min) and the supernatant was used to determine
the expression of HDC by Western immunoblotting.
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Antibodies

Based on computer predictions, the primary poly-
clonal antibody was produced in chicken to a
selected peptide of human HDC protein (Promega,
Madison, Wisconsin, USA) in collaboration with our
group. The antibody was prepared against the
epitopes containing the 318-325 (VKDKYKLQ)
amino acid sequence of HDC'?.

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting

For this 15 pg protein per sample was loaded onto
the denaturing polyacrylamide gel. A prestained
protein mixture (Sigma Co., UK) was used as a
marker of molecular mass, and 10% running gel and
5% stacking gel were used at 110V and 20 mA for
2 h. The blotting was done using a Hoeffer instru-
ment on Amersham nitrocellulose Hybond-C Extra
membrane in transfer buffer (containing Tris-HCI,
glycine and methanol) at 100V and 200 mA for
80 min. The membrane was mildly shaken in a
blocking solution (PBS containing 1% fat-free milk
powder and 0.1% Tween 20) for 1 h at room tem-
perature. The primary antibody (affinity-purified anti-
human HDCsj,5-325 IgY (chicken); Promega, USA)
was used at a concentration of 40 ng/ml for 60 min.
The secondary antibody (horseradish peroxidase-
conjugated anti-chicken IgY (rabbit); Promega, USA)
was used at a concentration of 0.5 pg/ml for 30 min.
Immunoreactive bands were visualized using the ECL
(Amersham, England) Western blotting protocol.

MTT assay

For studying cell proliferation, the colorimetric MTT
method was used, in which a water-soluble tetra-
zolium salt (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide; MTT) is converted into an
insoluble purple formazan by dehydrogenase en-
Zymt:sm. In previous experiments we have confirmed
that results with the MTT assay correspond to those
of [*H]thymidine incorporation. At the end of the
culture periods 20 pl MTT (5 mg/ml, Sigma, USA) was
added to the cultures. After incubation for a further
3 h, the supernatants were discarded and the pre-
cipitates were dissolved in 100 ul dimethyl sulph-
oxide (DMSO). Absorption was read at 540 and 620 nm.

Detection of H2 histamine receptors on
HT168 melanoma cells

H2 receptor binding capacity was measured in the

Histamine-dependent melanoma growth in SCID mice

presence of 3 nM of [*H]tiotidine (DuPont, 81.1 Ci/
mmol) in an assay volume of 500 pl as described
elsewhere'”. Non-specific binding was defined with
5 mM histamine HCI (Sigma). The cells were
washed with cool saline, then incubated for 60 min
at 25°C. The reaction was stopped by rapid
filtration under vacuum over Whatman GF/B glass
fibre filters presoaked in 0.3% polyethyleneimine,
which were then rinsed with 10 ml of ice-cold
medium. Radioactivity retained on the filters was
measured by liquid scintillation counting in 3 ml of
OptiPhase HiSafe cocktail (Wallac). Graphical repre-
sentation of the mean wvalues of the data from
Scatchard analysis was produced by the software
program LIGAND.

Detection of H2 histamine receptor
mRNA by reverse transcription-
polymerase chain reaction

Reverse transcription (RT) was carried out using
Perkin Elmer reverse transcriptase on a Pharmacia
Ataq Gene Controller. The reaction mixture (20 pb
consisted of 4 ul 25 mM Mg?", 2 ul 10X buffer, 2 pl
10 mM deoxynucleotides (dNTPs), 0.25 ul RNase
inhibitor (5 units), 1 pl oligo-deoxythymidine primer,
0.5 Wl murine leukaemia virus (Mu-LV) reverse tran-
scriptase (25 units) and 0.25 pl diethyl pyrocarbo-
nate (DEPC)-distilled water, containing 1.5 ug of
total RNA in 10 pl DEPC-distilled water. RNA samples
(1.5 pg) were reverse transcribed at 42°C for 30 min,
then at 99°C for 5 min.

For polymerase chain reaction (PCR) amplifica-
tion, the reaction mixture consisted of 1X buffer,
1 mM MgCl,, 0.1 mM dNTPs, 2.25 U Taq polymerase,
25 pmol sense and antisense primers, templates
(10 pbD and distilled water in a final volume of 50 pl.
The primers were synthesized by GIBCO. The PCR
reactions were carried out using the following
procedures for amplification of the H2 receptor:
94°C for 2 min, 30 cycles of 94°C for 30 s, 58°C for
1 min and 72°C for 1 min, then 72°C for 7 min. The
oligonucleotide primcrs18 used for the H2 receptor
were 5-TCG TGT CCT TGG CTA TCA C for the
sense primer, and 5-CCT TGC TGG TCT CGT TCC
T for the antisense primer.

The resulting PCR products were separated on 2%
agarose gels containing 0.01% ethidium bromide.
Samples were run under 100 V for 45 min. The size
of the PCR product corresponding to H2 receptor
mRNA was 330 bp.
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In vivo studies

Animals

The immunodeficient CB-17 scid/scid mouse popu-
lation originated from the laboratory of the Fox
Chase Cancer Center, Philadelphia, Pennsylvania,
USA. Typical SCID features were proven by measur-
ing serum IgM in the mice (data not shown). In the
initial experiments animals were injected with
5 X 10® M1 or HT168 melanoma cells in 200 pi PBS,
subdermally into the abdominal skin. In further
experiments we injected the mice with HT168
melanoma cells and divided them into groups (7-12
mice), which were given the following agents in
their drinking water, keeping the doses constant,
from the day after the injection of cells: (i) DPPE
alone (4 mg/kg per day per mouse); (ii) DPPE (4 mg/
kg per day per mouse) in combination with cimeti-
dine (50 mg/kg per day per mouse); (iii) DPPE
(4 mg/kg per day per mouse) in combination with
ranitidine (50 mg/kg per day per mouse); (iv)
cimetidine alone (50 mg/kg per day per mouse); (v)
ranitidine alone (50 mg/kg per day per mouse). The
individual test groups had their own control groups
who were given only plain drinking water from the
day after the injection of cells.

Measurement of tumour growth

The size of individual subdermal growing tumours
was measured weekly by calliper for 6-9 weeks
after injection of the cells, and tumour volume was
calculated using the formula tumour volume =
length X width X height. The mean tumour volume
was then calculated for each group.

Histopathological assessment

The mice were killed 6-9 weeks after the injection of
cells and the tumours together with a thin stripe of
the mouse skin were resected. Tissue samples were
embedded in paraffin and 5 pm sections were stained
with haematoxylin and eosin. At the same time frozen
sections were also prepared. Tumours were exam-
ined with respect to grade of differentiation, propor-
tion of nucleus and cytoplasm, pleiomorphism of cell
nucleus, and presence of melanin. In addition,
deparaffinated tissue sections were incubated in 1%
bovine serum (BS) and 1% saponin/PBS, stained with
either fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled rat
anti-mouse interferon-y (IFNy) IgG1 antibodies
(1:1000, Pharmingen) or phycoerythrin (PE)-labelled
rat anti-mouse CD11b IgG2b antibodies, which detect
infiltrating murine macrophages (1:500, Pharmin-
gen), washed and then examined using a confocal
microscope (Bio-Rad, MRC 1024, equipped with a
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krypton-argon laser). Similarly labelled isotypic anti-
bodies were applied as controls.

Statistical analysis

The Student’s t-test and one-way analysis of variance
(ANOVA) were used to measure differences resulting
from the different treatment regimens in all experi-
ments. Results were expressed as the mean + SEM.
Differences between results were considered to be
significant if P < 0.05.

Results

The effect of histamine antagonists on the in vitro
proliferation of human melanoma cell lines HT168
and M1 is shown in Fig. 1A. In HT168 cells, a
combination of cimetidine and DPPE (column 5)
significantly reduced (37% inhibition) the prolifera-
tion of the cells, and ranitidine and DPPE (column 7)
produced a moderate (16%) but significant reduc-
tion. In M1 cells, H2 histamine receptor antagonists
in the presence of DPPE decreased proliferation
(cimetidine + DPPE, 27%; ranitidine + DPPE, 23%).
Interestingly, in M1 but not in HT168 the inhibition
produced by DPPE alone was significant (21% and
26% at concentrations of 1 and 10 uM, respectively).

The presence of H2 receptor mRNA and activity
in HT168 cells is demonstrated in Fig. 1B. The
maximum specific binding (Bna.x) and equilibrium
dissociation constant (Kg) values (0.98 + 0.2 X
108 sites/cell and 18.08 + 6.77 nM, respectively)
from the Scatchard plot analysis clearly indicate the
presence of active H2 receptors on HT168 cells.
Similar results were obtained with M1 cells (data not
shown).

In vivo tumour growth of HT168 and M1 cells is
presented in Fig. 2A. Tumours appeared in 75% of
the mice injected with the HT168 cell line and in
91% of the mice injected with the M1 cell line. The
mean tumour volume and in vivo tumour growth in
mice injected with the M1 line was higher than that
in mice injected with the HT168 line. Except at
week 7 (P =0.015), the difference was not statisti-
cally significant (P > 0.05). For all further experi-
ments the HT168 melanoma line, which showed
lower tumour growth potential, was used. The mean
tumour volumes in SCID mice after various treat-
ments are given in Fig. 2B. Growth after treatment
with ranitidine, cimetidine and DPPE, alone and in
various combinations, was compared with tumour
growth in controls. While cimetidine alone en-
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Figure 1. In vitro functional and receptor binding studies on human melanoma cell lines. A Effect of H2 histamine receptor
antagonists and DPPE on the proliferation of human melanoma cell lines in vitro. Column 1, control; column 2, DPPE 10 % M; column
3, DPPE 10-5 M: column 4, cimetidine 103 M; column 5, cimetidine 10-5 M + DPPE 10® M; column 6, ranitidine 10 > M; column 7,
ranitidine 10~5 M + DPPE 106 M. Proliferation was measured using the MTT assay as described in Materials and methods. Results
shown are mean + SEM; n = 3 for each group. **P < 0.01, *P < 0.05. B Characterization of H2 receptor binding by Scatchard plot
analysis in human melanoma cell line HT168. H2 receptor binding capacity was measured in the presence of [*H]tiotidine; non-
specific binding was defined with excess of histamine. Bmax (0.98 + 0.2 X 108 sites/cell) and Ky (18.08 + 6.77 nM) values were
determined. Insert: Demonstration of the presence of H2 histamine receptor mRNA in HT168 cells. The arrow indicates 330 bp, the
size of the amplified fragment of H2 receptor cDNA. Lane 1, M1; lane 2, HT168; lane 3, H2 receptor cDNA clone.
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Figure 2. The growth of HT168 and M1 melanoma cell lines in SCID mice. A Growth characteristics (tumour volume) in SCID mice
inoculated with human HT168 (e; n= 12) or M1 (o; n= 12) melanoma cells. Results were expressed as the mean tumour volume
(+ SEM) at various periods after inoculation of 5 X 10° tumour cells. *P < 0.05. B Effects of several treatments on tumour growth in
SCID mice injected with HT168 melanoma cells compared with control group. Results were expressed as the mean tumour volume
(+ SEM) at various times after tumour injection. The broken line denotes the results from the control group. *P < 0.05. m, control
(n=12); &, DPPE (4 mg/kg per day) (n = 8); e, cimetidine (50 mg/kg per day) in combination with DPPE (4 mg/kg per day) (n = 12)
- after 4 weeks P < 0.05; o, ranitidine (50 mg/kg per day) in combination with DPPE (4 mg/kg per day) (n = 7); A, cimetidine (50 mg/
kg per day) (n=9); A, ranitidine (50 mg/kg per day) (n = 9). C Survival characteristics of SCID mice with HT168 human melanoma
cell line after various treatments. For symbols see B. D Western blot analysis of HDC expression in HT168 cells in vitro (lane 1) and
in vivo (lanes 2, 3) (upper panel) and after various in vivo treatments (lane 4, DPPE + ranitidine; lane 5, DPPE + cimetidine; lane 6,

cimetidine; lane 7, ranitidine) (lower panel). Arrows indicate the 55 kDa band of HDC.

hanced the tumour volume after 4 weeks (P > 0.05),
when combined with DPPE a very large reduction in
tumour mass was found. After 6 weeks 83% of the
mice developed tumours in the control group, but
only 33% in the group of mice receiving DPPE in
combination with cimetidine. In addition, both the
mean tumour volume and the tumour growth
potential in mice receiving DPPE and cimetidine
together were lower than in control mice, the
differences being statistically significant (P < 0.05).
Ranitidine and DPPE, alone or in combination, did
not affect the growth of HT168 in SCID mice
P > 0.05).

Very similar conclusions can be drawn if survival
of mice is examined (Fig. 2C). The survival of mice
treated with cimetidine and DPPE significantly ex-
ceeds that of controls and other treatment groups.
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The HDC expression of melanoma cells in vitro and
in vivo was compared (Fig. 2D) by Western blot
analysis. Regardless of the presence or absence of
antihistamines, HDC expression in HT168 cells in-
creases under in vivo conditions compared with that
of in vitro cultivated cells (Fig. 2D, upper panel);
however, the various in vivo treatments did not influ-
ence the amount of HDC protein in the tissue extracts
(Fig. 2D, lower panel). There is a tiny shift in the
position of the HDC band in ranitidine-treated mice
(lanes 4 and 7), but the reason for this is not known.

The histology and immunoreactivity of skin speci-
mens (Fig. 3) taken from SCID mice injected with
HT168 (tumour-bearing control mice, Fig. 3A, B, ©)
and those injected with HT168 and treated with
cimetidine plus DPPE (Fig. 3D, E, F) show that this
combination enhances the infiltration of IFNy-produ-
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D

Figure 3. Histological sections of HT168 xenograft in mice without subsequent treatment (A-C) and in mice treated with cimetidine
and DPPE (D-F): normal histology (haematoxylin and eosin; C and F), detection of macrophages (CD11b; A and D) and detection of

INFy (B and E). Magnification 1:40.

cing macrophages and that their distribution within
the tumour is different in treated and control ani-
mals. A similar tendency, but with much fewer cells,
was found when natural killer (NK) cells were
examined (data not shown).

Discussion
Our data suggest that treatment with the H2

histamine receptor blocker cimetidine in combina-
tion with DPPE, a ligand of intracellular P450
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moieties, effectively reduces the in vivo growth of
xenografted human melanoma and elevates survival
in immunodeficient mice, although there is no
obvious correlation between tumour growth/size
and survival of animals. The changes are associated
with infiltration of INFy-producing macrophages and
(to a much smaller extent) NK cells into tumour
tissue. The previously described effects of DPPE"®
with low anti-oestrogen capacity is based on the
interference of DPPE with the binding of histamine
to P450 molecules. The effect of DPPE corresponds
in most cases to that of the HDC inhibitor aFMH,
which, by blocking de novo histamine production,
inhibits both in vivo and in vitro proliferation of
hepatomas and colorectal carcinomas’'?> . Interest-
ingly, DPPE alone stimulates in vivo tumour growth
(DMBVA-induced breast tumours in Sprague-Dawley
rats, L5178Y leukaemia in DBA/2 mice)'S'Z(’A It was
found that DPPE suppressed the in vitro prolifera-
tion capacity of lymphocytes from chronic lymphoid
leukaemia patients with high HDC levels’. In
combination with chemotherapy, DPPE protected
the body from cytotoxic effects in breast and
prostate cancer

Cimetidine has been shown to inhibit the growth
of several types of tumours, both in vitro and in
vivo in animal models™>. Furthermore, cimetidine
increased the volume doubling time of human
bronchogenic carcinomas xenografted in immuno-
suppressed mice®' and inhibited the growth of lung
cancer as well as human neoplastic glia in vitro 223
Human ovarian carcinoma in nude mice has been
shown to be favourably affected by cimetidine®®.
Promising data from a phase II trial also prove the
strength of cimetidine therapy’z’ > In contrast, raniti-
dine, another potent histamine H2 antagonist, did
not inhibit the proliferation or in vivo tumour
growth of a human colon cancer cell line®. These
data can be explained by results showing that
cimetidine (but not ranitidine) dramatically elevates
the INFy production by human lymphocytes‘)’-" via a
possibly histamine-independent pathway, likely
through cytochrome P450 moieties. This would also
explain why cimetidine but not ranitidine was effec-
tive in our experimental system using HT 168 human
melanoma cells. Others claim that cimetidine may
inhibit cell proliferation by stimulating NK cells®®.

Since SCID mice possess a defective T cell system,
in addition to a direct inhibitory effect on melanoma
cells (suggested by the in vitro findings), one
possible explanation of our findings could be that
cimetidine and DPPE locally activate mouse macro-
phages (and NK cells), and these cells reverse
tumour formation by HT168 cells. This complex
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interaction is further complicated by the fact that
both IFNa and IFNy sugprcss HDC expression in
melanoma cells in vitro™”; however, in the present
system antagonists did not greatly influence the
expression of HDC, which was lower than that in in
vivo conditions. It is possible that there is a mutually
inhibiting interaction between endogenous hista-
mine in melanoma and the cells of the local immune
systemm. In contrast to IFNy, at least in the ad-
vanced stages, histamine-inducible’! interleukin-6
has been shown to act as an autocrine supporting
factor in melanoma“, suggesting that a highly
complex network is involved in the in situ regula-
tion of melanoma growth.

Our data suggest that the melanoma cell line
HT168 expresses H2 receptors and that blocking by
cimetidine combined with DPPE inhibits the growth
of melanoma. Since HDC is strongly expressed in
melanoma cells and tissue, autocrine enhancement
of melanoma growth through H2 histamine receptor
is suggested.
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Melanoma cells and tissues contain considerable amounts of histamine and express histamine
receptors, suggesting the existence of autocrine and paracrine regulation by histamine. Our
previous in vitro results suggested that histamine elevates melanoma cell growth through the H2
receptor. In this work we show that in vivo tumour proliferation in immunodeficient mice
xenotransplanted with a human melanoma cell line is diminished by cimetidine, an H2 receptor
antagonist, if combined with a tamoxifen derivate acting on cytochrome p450 molecules
(DPPE). Ranitidine, another H2 receptor antagonist, has a weaker inhibitory effect, the kinetics
and mechanism of which is probably dissimilar to that of the cimetidine/DPPE mixture.

) 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

KEYWORDS: histamine; melanoma; tumour growth; histamine antagonists.

INTRODUCTION

Xenotransplantation of human tumours into
immunodeficient mice is widely performed (Cornil
et al., 1989). Mice suffering from severe combined
immunodeficiency (SCID) can be used for allo-
and xenotransplantation of a variety of cells and
tissues., because both their T and B cell-mediated
immunity have been damaged due to a congenital
autosomal recessive mutation (Bosma et al., 1991).
The successful implantation of melanoma cells
(Juhasz et al., 1993) and other tumours into SCID
mice has been reported in recent years.

Histamine and L-histidine decarboxylase (HDC)
expression are high in melanoma cell lines and
melanoma biopsies, but not in normal melanocytes
(Haak-Frendscho et al., 2000), thus an active role

*To whom correspondence should be addressed: Tel.: (36)-1-210-2929;
Fax: (36)-1-303-6968: E-mail: faland@dgci.sote.hu

1065-6995/02/S-see front matter

for histamine of autocrine or paracrine origin in
malignant cellular proliferation is strongly sug-
gested (Bolton et al., 2000). Presumably, a small
amount of locally produced histamine remains
within the cell and binds to intracellular cyto-
chrome p450 moieties found in the microsome and
nuclear fraction (Brandes et al., 1991). This binding
can be effectively blocked by a tamoxifen derivate,
DPPE (N,N-diethyl-2-{4-(phenylmethyl)phenoxy}-
ethanamine-HCI).

The aim of the present study was to examine
the effect of antihistamine agents (cimetidine,
ranitidine, DPPE and combinations of them) on
melanoma growth in vivo after inoculation of
the human melanoma cell line HTI168 into
immunodeficient (SCID) mice. Our findings
suggest that ranitidine alone or a combined appli-
cation of cimetidine and DPPE both reduce
tumour growth in mice in vivo, although with
different kinetics.

5 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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Table 1.
Effect of cimetidine and DPPE (N,N-diethyl-2-{4-phenylmethyl)phenoxy}-ethanamine-HCI)
treatment on tumour growth in SCID mice injected with HT168 melanoma cells. Results
(mean = SEM) are expressed as mean tumour volume (cm?).

Weeks Control Cimetidine DPPE DPPE+ Cimetidine
1 0.004 £+ 0.001 0+0 0.014 + 0.004 0+0

2 0.016 &+ 0.007 0.006 £ 0.002 0.092 + 0.042 0+0

3 0.154 +0.041 0.270 +0.102 0.763 +0.138 0.057 +0.041

4 0.543 +£0.139 1.173 £ 0.398 1.429 + 0.302 0.078 + 0.051*

5 0.679 +0.136 2,311 +£1.082 1.714 £ 0.620 0.110 + 0.068*

6 0.820 &+ 0.205 3.458 +1.353 1.988 +0.812 0.175 + 0.124*

Weeks indicate the time scale after tumour injection. *P<0.05 (bold face)=significant inhibition
compared to corresponding control group. Either ANOVA or Student’s 7-test were used. n=12-14 per
group, results (mean + SEM) correspond to the mean tumour volume (¢cm?) at various periods after

5 % 10° tumour cell inoculation.

MATERIALS AND METHODS

Cimetidine and ranitidine were purchased from
Tocris Cookson Ltd (London, U.K.). DPPE was
synthesized by Dr Ferenc Hudecz (Department of
Organic Chemistry, Eotvos University, Budapest).
Animal studies were carried out according to local
and national ethical regulations.

Grafting immunodeficient mice with human
melanoma cell line

Primary melanoma HTI168 cells (5% 10°) with
low liver metastatic capacity (Wistar Institute,
Philadelphia, PA, U.S.A.) were injected intra-
dermally into the abdominal skin of immuno-
deficient C.B-17 scid/scid (SCID) mice (Fox
Chase Cancer Centre, Philadelphia, Pennsylvania,
U.S.A.). The animals were treated with various
antihistamines in their drinking water. Treatments
were ranitidine, cimetidine (50 mg/kg/day/mouse)
or DPPE alone (4 mg/kg/day/mouse), or a combi-
nation of DPPE and ranitidine or cimetidine. The
dosage was selected by preliminary dose-ranging
experiments. The treatments lasted throughout the
whole experiment. The food and water uptake of
the mice was monitored and did not change during
the experiment.

Measurement of the developing tumour

The size of individual subdermal growing tumours
was measured weekly by calliper and tumour vol-
ume was calculated using the formula: tumour
volume (cm?)=length x width x height. Six to nine
weeks after the initial injection the mice were killed

and the tumours, together with a thin strip of skin,
were dissected. Tissue samples were embedded in
paraffin, serial sections were cut (5 pm) and stained
with haematoxylin-eosin.

Statistical analysis

Student’s 7-test and one-way ANOVA analysis was
used to measure the significant differences as a
result of the different treatment regimens in all
experiments.

RESULTS AND DISCUSSION

Mean tumour volume of SCID mice after treat-
ment with cimetidine and DPPE (alone and
together) is shown in Table 1. While cimetidine
alone enhances tumour volume after 4 weeks,
in combination with DPPE a large reduction in
tumour mass is found. Moreover, after 6 weeks
83% of mice developed tumours in the control
group, while this figure is only 33% in the DPPE
plus cimetidine group.

Ranitidine alone evokes a weaker and more
transient inhibition in tumour growth (weeks 3-4),
while the simultaneous application of DPPE with
ranitidine has no inhibitory effect on the growth
of HT168 in SCID mice (Table 2). Very similar
results are found if survival rate of mice is tested
(not shown). This suggests that the effect of
cimetidine (in combination with DPPE) cannot
be restricted to merely an H2 receptor blocker.
Histological analysis proves the growth of
human tumours in SCID mice and the lack of any
metastases.
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Table 2.
Effect of ranitidine and DPPE (N,N-diethyl-2-{4-phenylmethyl)phenoxy}-ethanamine-HCI)
treatment on tumour growth in SCiD mice injected with HT168 melanoma cells. Results
(mean = SEM) are expressed as mean tumour volume (cm®).

Weeks Control Ranitidine DPPE+ Ranitidine
1 0.004 £ 0.001 0+0 0+0

2 0.016 +0.007 0.004 + 0.002 0+0

3 0.154 +0.041 0.032 + 0.017* 0.173 +0.049

4 0.543 +0.139 0.163 + 0.071* 0.635+0.123

5 0.679 +0.136 0.416 +0.181 0.912+£0.135

6 0.820 +0.205 1.025+0.511 1.758 +0.312

Weeks indicate the time scale after tumour injection. *P<0.05 (bold face)=significant inhibition

compared to corresponding control group. n=12—

14 per group, results (mean == SEM) correspond to

the mean tumour volume (cm?) at various periods after 5 x 10° tumour cell inoculation.

Cimetidine has been shown to inhibit the growth
of several types of tumours both in vitro and
in vivo in animal models (Adams et al., 1994). The
fact that ranitidine, another potent H2 receptor
antagonist, is less effective in our system can be
partially explained by a set of earlier results.
Firstly, cimetidine (but not ranitidine) dramatically
elevates IFNy production by human lymphocytes
(Horvath et al., 1999) via a possibly histamine-
independent (non-histamine receptor mediated)
pathway, most likely through cytp450 moieties.

Elevated concentrations of IFNy result in the
inhibition of cell proliferation by direct stimulation
of natural killer cells. The growth-enhancing effect
of DPPE alone resembles other data demonstrating
the in vivo stimulation of tumour growth (Brandes
et al., 1991). In the combination experiments, how-
ever, DPPE reverses the efficacy of cimetidine. The
mechanism of this novel effect is not yet under-
stood. Nevertheless, the in vivo findings presented
in this study correlate with our unpublished data
(not shown) suggesting that the melanoma cell line
HT168 expresses H2 receptors, and their blocking
by cimetidine inhibits the growth of melanomas
in vitro if combined with DPPE.

Since HDC is strongly expressed in melanoma
cells and tissues, the autocrine enhancement of
melanoma growth through the H2 histamine recep-
tor is suggested. The occurrence of a relatively large
amount of histamine in close vicinity to melanoma
cells and tissues affecting melanoma growth has
prompted further therapeutic trials with existing
and specifically designed new antihistamines. The
recently available HDC deficient murine model
(Ohtsu er al., 2001) provides further possibilities for
studying the histamine receptor-dependent and
-independent effects of the antihistamines used in
human medicine.

ACKNOWLEDGEMENTS

These studies were performed with the sup-
port of the following grants: OTKA 031887,
MKM-FKFP1075/97, ETT 05560, 300/2000,
DEOEC Mec 421-2/99 OTE.

REFERENCES

ApaMs WI, LawsoN JA, Morris DL, 1994. Cimetidine in-
hibits in vivo growth of human colon cancer and reverses
histamine stimulated in vitro and in vivo growth. Gut 35:
1632-1636.

BorLtoN E, KING J, Morris D, 2000. H2 antagonists in the
treatment of colon and breast cancer. Seminars in Canc Biol
10: 3-10.

Bosma MJ, CARrROLL AM, 1991. The SCID mouse mutant:
definition, characterization, and potential uses. Annu Rev
Immunol 9: 323-350.

BraNDES LJ, BEECROFT WA, HoGG GR, 1991. Stimulation
of in vivo tumor growth and phorbol ester-induced
inflammation by N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]-
ethanamine HCI, a potent ligand for intracellular histamine
receptors. Biochem Biophys Res Commun 179: 1297-1304.

CORNIL I, MAN S, FERNANDEZ B, KERBEL RS, 1989. Enhanced
tumorigenicity, melanogenesis, and metastases of a human
malignant melanoma after subdermal implantation in nude
mice. J Natl Cancer Inst 81: 938-944.

HAAK-FRENDSCHO M, DaArvas Z, HieGYest H, KARPATI S,
HoFFMANN RL, LAszLO V, BENCSATH M, SzaLAl C, FURESZ
J, TiMAR J, BATA-CSORG Z. SzaBaD G, PIvarcst A,
PALLINGER E, KEMENY L, HORVATH A, DoBOzY A, FALUS A,
2000. Histidine decarboxylase expression in human
melanoma. J Invest Dermatol 115: 345-352.

HorvATH BV, SzarLar C, MANDI Y, LAszLO V, RADVANY Z,
DARrvAs Z, Farus A, 1999. Histamine and histamine-
receptor antagonists modify gene expression and biosyn-
thesis of IFNy in peripheral human blood mononuclear
cells and in CD19-depleted cell subsets. Immunol Lett 70:
95-99.

JunAsz I, ALBELDA SM, ELDER DE, MurpPHY GF, ApACHI K,
HERLYN D, VALYI-NAGY IT, HERLYN M, 1993. Growth and

79



Melléklet

836

invasion of human melanomas in human skin grafted to
immunodeficient mice. Am J Pathol 143: 528-537.

Ontsu H, TANAKA S, TeEruI T, HORI Y, MAKABE-KOBAYASHI
Y, PEJSLER G, TCHOUGOUNOVA E, HELLMAN L, GERTSENSTEIN
M., Hirasawa N, Sakural E, BuzAs E, KovAcs P, CsaBa

Cell Biology International, Vol. 26, No. 9, 2002

Gy, KiTTEL A, OKADA M, HARA M, MAR L, NUMAYAMA-
TsuruTta K, IsHIGAKI-SUZUKI S, OHUCHI K, ICHIKAWA A,
FaLus A, WartaNaBe T, NaGy A, 2001. Mice lacking
histidine decarboxylase exhibit abnormal mast cells. FEBS
Letters 502: 53-57.

80



