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Bevezetés

I. BEVEZETES

A melanoma malignum gyakorisaganak novekedése

A melanoma malignum igen nagy mortalitdsi tumor, gyakorisdga a vildgon
mindenhol folyamatosan emelkedik. A bdr daganatai kozott magas malignitdsa és
elterjedtsége okdn a legjelentsebb, de primeren egyéb szervekben, pl. a retina vagy
a ldgyagyhartya pigmentjéhez asszocidltan, a fels6 Ilégutakban, illetve a
gasztrointesztindlis nyélkahartydn is keletkezhet. Kiilondsen az utébbi két
évtizedben nott a betegség eléforduldsa. A World Health Organization (WHO)
2005-0s adata alapjan évente 132.000 melanomds esetet diagnosztizdlnak
vildgszerte. A melanoma malignum incidencidja, azaz a 100.000 lakosra juté tj
megbetegedés, évente koriilbeliil 3 %-al novekszik vildgszerte, becslések szerint az
incidencia 15 évenként megdupldzédik. Az eurdpai orszdgokat érintd statisztikdk
szerint 100.000 lakosra 4 -15 melanoma esik. A betegség incidencidja
Magyarorszagon 2005-6s WHO adatok alapjan 7/100.000, a betegség okozta
haldlozds 1.6/100.000. A melanoma incidenci4ja az Amerikai Egyesiilt Allamokban
24/100.000. Ausztrdlidban és Dél-Amerikdban a melanoma incidencidja sokkal
magasabb, meghaladja a 40/100.000-t.

Az dltaldban gyors lefolydsi koérkép kordn haldlozdshoz vezethet. A tdlélés
novelésének, a progndzis javitdsdnak feltétele a korai pontos diagndzis mellett a
minél kordbbi és minél hatékonyabb kezelés. A sebészi terdpia mellett az adjuvans
kemo- és immunterdpia is 1ényeges szerephez jut a melanomads betegek kezelésében.
Az utébbi években sok eljards kiprobalasra keriilt, de standard adjuvans terdpia nem
alakult ki. Szintén nincs olyan terdpids eljards, amely profilaktikusan alkalmazva
megndvelné a tilélést a kozepes és magas rizikdji egyéneknél. A jelenleg
leggyakrabban alkalmazott kemoterapids szerek hatdsossdga korlatozott, ezért is
foglalkoznak sokan a melanoma terdpidjdban a késdbbiekben esetleg felhasznilhatd
anyagok, gydgyszerek kutatdsdval. Nagy mortalitdsa miatt tehdt a tumorkutatds
kiemelt teriiletét képezi a melanoma malignum. Szdmos kutatécsoport
tanulmdnyozza a melanoma sejtek novekedését in vitro, valamint in vivo
allatmodellekben, tovdbbd vizsgdljdk a terdpidban alkalmazhaté kiilonb6zo
anyagoknak a tumorsejt proliferacidra kifejtett hatdsat.

Silyos kombinalt immunhianyban (SCID) szenvedé egerek

Ismert, hogy a legtobb tumorsejt immunhidnyos rdgcsalék bodre ald oltva
tumornovekedést eredményez. Széles korben elterjedt eljards az emberi tumorok, igy
példaul a melanoma immundeficiens egerekbe torténd xenotranszplanticidja (Cornil
et al. 1989. J.Natl.Cancer Inst. 81:938-944). Kideriilt, hogy a humdn tumorok az
egérben akkor novekszenek az eredeti tumorokhoz hasonléan, ha azokat
orthotopikusan iiltetik 4t, azaz az dllatnak abba a szervébe juttatjdk be, amely emberi
szervbdl eredetileg szdrmaznak. Ilyen orthotopikus ragcsalé modelleket fejlesztettek
ki szdmos tumor, igy gyomor-, vastagbél-, hasnyalmirigy-, vese-, prostata-, tiidérak
kisérletes vizsgdlatdhoz. Ezen modellek bebizonyitottdk, hogy a szervspecifikus
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mikrokOrnyezet meghatdrozé szerepet jatszik a tumorok novekedésében. A
melanoma vonatkozasdban az orthotop viszonyokat a bor felso rétegei, az epidermis
és dermis jelenti. Az egér vékony hdmja és irhdja miatt a humdn A&llapot
modellezésére subcutan vagy subdermalis, azaz egészen felszines subcutan beiiltetés
hasznalhaté.

A sulyos kombindlt immunhidnyos szindrémdban (severe combined
immunodeficiency = SCID) szenvedd egereket 1983-ban Bosma és munkatdrsai
felfedezték fel, akik a C.B-17 egértorzs szérum immunglobulinszint vizsgélatai
soran ellenanyaghianyos egerekre bukkantak (Bosma et al. 1983. Nature 301:527-
530.). A SCID egerek széles korben alkalmazhaték szamos kiilonféle sejt és szovet
allo- és xenotranszplanticidjara, mivel T és B sejtes immunitdsuk egyarant
kérosodott, egy autoszém recessziv médon 6roklédd genetikai mutdcié révén. Az
egerekben az immunglobulinok és T-sejt receptorok képzéséért felelds, igynevezett
variable diversity joint (VDJ) rekombindz enzim defektusa okozza az immunhidnyt.
A SCID egérmodell jelentdsége, hogy olyan in vivo kisérletek végzésére alkalmas,
melyek embereken etikai megfontolasb6l nem végezheték. A SCID egerek
alkalmazdsdnak  kiemelt teriilete  kiilonb6z6  tumorok transzplanticidja,
nyomonkdovetése kisérleti kortilmények kozott. Ezen egereket gyakran hasznéljdk az
emberi vérképzérendszer tumorainak, a humdn tiidérak, retinoblastoma,
osteosarcoma, hepatocelluldris carcinoma, laphdmrak modellezésére.

SCID egerek alkalmazdsdval lehetdség nyilt egy in vivo humén orthotopikus
melanoma modell kidolgozdsdra (Juhdsz et al. 1993. Am.J.Pathol. 143:528-537.). A
SCID egerek alkalmasabb recipiensek a tumorsejtek novelésére, mint a csupasz
(nude) egerek. Nude egerekben a természetes 06l0 sejtek (NK sejtek) aktivitdsa
szdmottevl, ezért transzplantici esetén az immunszuppresszié fokozdsira az NK
sejtek aktivitdsat csokkentd kezelésre van sziikség. A SCID egerekben viszont az
NK sejt aktivitds igen alacsony, igy tumorkutatdsra megfelelébbek. A DEOEC Bér-
és Nemikortani klinikdn 1994 éta miikodik SCID laboratérium. Az egér koldnia az
Egyesiilt Allamokbél, a philadelphiai Wistar Intézetbé] szdrmazik. Az elmult évek
sordn laboratériumunkban a SCID egereket szdmos tumor modellezésére hasznéltuk.
fgy humén melanoma széveteken, melanoma sejteken kiviil basaliomat, Kaposi
sarcomdt, epidermoid carcinoma sejteket, emld tumorsejteket, cervix carcinoma
sejteket, pajzsmirigy tumort, leukémids sejteket iiltettiink SCID egerekbe. Ezen
kiviil naevus, humdn bdr, hajhagyma sikeres transzplanticidjat végeztiik, tovabba
tanulmanyoztuk a human transzplantélt bérben ejtett sebzések gydgyuldsat.

A SCID egerekkel valé eldzetes tapasztalatok lehetséget adnak xenogén
graftok hosszitdvi in vivo vizsgdlatira. Immundeficiens egerekbe melanoma
sejteket oltva tanulmédnyozhatjuk a kifejlédott tumor novekedését, valamint a tumor
fejlédésének befolydsolhatdsdgat kiilonbozoé anyagok 4ltal.

A hisztamin szerepe a sejtproliferacioban
A melanoma sejtek csakigy, mint szdmos mds sejt, jelentds mennyiségben
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termelnek hisztamint, és a hisztamin szintézisért felelds hisztidin dekarboxildz
(HDC) enzimet (Haak-Frendscho et al. 2000. J.Invest.Dermatol. 115:345-352.). A
hisztamin szdmos élettani és patolégids hatasért felel6s a kiilonbozd sejtekben és
szovetekben, a szervezet egyik legdltaldnosabb szerepli medidtora. Elsésorban
hizésejtekben, bazofil granulocitdkban termelddik, valamint egyes hisztaminerg
neuronokban mutathaté ki. A hisztamin allergids, gyulladdsos reakcidkban jatszott
szerepe mdr régdta ismert, emellett fontos neurotranszmitter, szerepe van a vér-agy
gat fenntartdsaban, a gyomorsav termelésben. Az utébbi idében a hisztaminnak az
immunvalaszban, a benignus és malignus sejtproliferdciéban betoltott funkcidja
keriilt a kutaték érdeklddésének kozéppontjaba. Falus és munkacsoportja
szdmottevéen hozzdjarult a hisztamin szerepének megértéséhez human
melanomdban (Falus 2003. Acta Biol.Hung. 54:27-34.).

A hisztamin a hisztidin dekarboxildz enzim (HDC) jelenlétében, CO,
felszabaduldsa mellett, az L-hisztidin dekarboxildldsdval keletkezik. A HDC az
egyetlen enzim, amely felelds a hisztamin szintéziséért. A hisztamin az
extracelluldris térbe keriilve a célsejtek plazmamembranjdban taldlhaté H1, H2 és
H3 hisztaminreceptorokhoz kapcsolédik, melyek G-proteinekkel kapcsolédva az
extracelluldris jelet sejten beliili jelsorozattd valtoztatjak.

Erdsen emelkedett a hisztamin bioszintézis és a hisztamin tartalom kiilonb6z6
humédn és kisérletes tumorokban, {igy rdgcsdlokban novekvd emldtumorban,
egerekbe transzplantélt melanomdban, humén gasztrointestindlis
adenocarcinomdban, krénikus myeloid leukémidban, humdn emlérdkban.

A malignus melanoma és a melanoma tumorbdl szirmazd sejtvonalak a
melanocitdkkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak HDC-t. Ezt a
megéllapitast igazolta Falus és munkacsoportja in vitro tanulmanyaikban. Western
blot és immunhisztokémiai mddszerek felhaszndlasdval kimutattdk a HDC gén
expressziéjat és a HDC protein jelenlétét humdn melanoma sejtvonalakban (Haak-
Frendscho et al. 2000. J.Invest.Dermatol. 115:345-352). Bebizonyitottdk, hogy a
magas enzimszint kovetkeztében a melanomds szovetekben és sejtvonalakban igen
magas a hisztamin koncentricidja. Megdllapitottdk, hogy a melanoma sejtek kiilsd
stimulus nélkiil is detektdlhaté mennyiségii hisztamint szabaditanak fel, ami felveti
az autoném hisztamin metabolizmus lehetdségét humdn melanomdban (Darvas et
al., 2003. Melanoma Res. 13:239-246.). Kimutattak, hogy nemcsak az exogén
hisztamin, hanem a melanoma sejtek altal termelddd €s felszabaduld, autokrin és
parakrin faktorként szereplé hisztamin is befolydsolja a sejtproliferdciét és
szabdlyozza a szervezet in situ immunvélaszat. Melanoma sejtek proliferdciéjanak
csokkenését tapasztaltdk a HDC transzldciét gatlé, HDC antiszenz oligonukleotidok
alkalmazdsa mellett (Hegyesi et al. 2001. J.Invest.Dermatol. 117:151-153.).
Genetikailag médositott, kiilonbozé mennyiségli HDC-t termeld, C57BL/6 egérben
novekvd egér melanoma sejtek novekedését vizsgdlva megdllapitottdk, hogy a
hisztamintermelés emelkedésével egyiitt kifejezetten nétt a tumorok mérete, és nétt a
metasztatikus potencidl is (Pos et al. 2005.Cancer Res. 65:4458-4466.). Kimutattak,
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hogy huméan melanoma sejtekben az exogén hisztamin egy protoonkogén, az Ets-1
szintézisét stimuldlja, és ez a hatds H2 receptorokon keresztiil valésul meg (Hegyesi
et al. 2005. FEBS Lett. 579:2475-2479.).

A sejtekbdl a hisztamin nagyrésze endogén uton vdlasztédik ki, és ez autokrin
vagy parakrin médon befolydsolja a kornyezd sejteket. Ennek kovetkezményeit
konnyen kimutathatjuk hisztamin antagonistdk alkalmazdsdval, melyek a sejtplazma
membranokon elhelyezkedd H2 hisztamin receptorokhoz torténd kotédés, valamint a
G protein fiiggd intracelluldris jeldtadds blokkoldsa révén miikodnek. Hasonl
lokélis blokkold hatds érhetd el, ha a hisztamin de novo bioszintézisét gatoljuk
irreverzibilis HDC gétléval, az a-fluorometil-hisztidinnel (a-FMH). Feltételezhetéen
a helyileg termelédott hisztamin egy része a sejtben marad. Farmakoldgiai,
biokémiai és hisztoldgiai adatok igazoltdk, hogy az intracelluldris hisztamin a
mikroszomdkban és a magi frakciéban taldlhaté citokrém P450 sejtalkot6hoz
kotddik. Ezt az intracelluldris hisztamin receptorhoz valé kotddést hatékonyan
gétolhatjuk egy anti-Osztrogén hatéanyaghoz, a tamoxifenhez hasonld, N,N-dietil-2-
[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl-al (DPPE-vel). A hisztamin funkciondlis
szerepére utal, hogy a HDC-t gitl6 a-FMH, valamint az intracelluldris kotohelyet
blokkolé DPPE jelent6s sejtosztddds gatlast okoz in vitro melanoma sejtekben
(Falus et al. 1997. Inflamm. Res. 46:Suppl 1:S51-2.).

Az  N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl (DPPE), egy
tamoxifen szarmazék szerepe a tumorproliferacioban

A DPPE erésen kapcsolédik az intracelluldris citokrom P450 sejtalkotéhoz, az
intracellularis hisztamin receptorhoz (iHR), ezdltal antagonizalja az intracelluldris
hisztamin hatdsét, azaz nem H1-, nem H2-, nem H3-receptor antagonista. A DPPE
hatdsa sok esetben megegyezik az o-FMH hatdsdval, mindkettd gédtolja a
méjtumorok és a colorectalis tumorok in vivo és in vitro proliferdcidjat. Mds
kutatdsok szerint azonban a DPPE 6nmagédban serkenti az in vivo tumorndvekedést
emlétumoros patkdnyokban, leukémids egerekben. Kimutattdk, hogy a DPPE
csokkenti a B16 melanoma sejtek in vitro novekedését, valamint egerekbe oltott
leukémia sejtek proliferacigjat. Egyes kutatdsok szerint a DPPE elnyomja a magas
HDC szinttel rendelkezd krénikus limfoid leukémids betegekbdl szdrmazd
limfocitdk in vitro proliferdcids kapacitdsat, mdsok szerint krénikus myeloid
leukémids sejtek novekedését gdtolja (Aichberger at al. 2006. Blood 108:3538-
3547.). A DPPE csokkenti a metasztazisok kialakuldsat colon tumoros nude
egerekben, valamint higyhdlyag tumoros betegekben. Kemoterdpidval kombindlva a
DPPE megvédi a szervezetet a citotoxikus hatdsoktl prostata- és emldrakban
(Brandes et al. 1998. Breast Cancer Res. Treat. 49:61-68.). A DPPE fokozhatja a
metasztatikus emlétumoros betegek kezelése soran alkalmazott doxorubicin hatasét.

In vitro kutatdsok szerint a hisztamin termelddést gatlé o-FMH, valamint a
kotéhely antagonista DPPE jelentds sejtosztédds gdtlast okoz primer és
metasztatikus eredetll melanoma sejtvonalakban (Falus et al. 1997. Inflamm. Res.
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46:Suppl 1:S51-2). Klinikai vizsgdlatok soran megallapitottdk, hogy a DPPE
megndvelheti a melanoma kemoterdpidjaban haszndlt gydgyszerek terdpids
hatékonysdgat olyan betegekben is, akik kordbban nem reagiltak a
citosztatikumokra.

A H2 hisztamin receptor antagonista cimetidin, ranitidin szerepe a
tumorproliferacioban

Szamos kutatécsoport vizsgilta a H2 receptor antagonista cimetidin és ranitidin
tumornovekedésre kifejtett hatdsat. A H2 hisztamin receptor antagonistdk a
hisztamin sejtplazma membrdnokon elhelyezkedé H2 receptorokhoz torténd
kotddését gatoljdk, valamint a G protein fiiggd intracelluldris jeldtaddst blokkoljak.
Kimutattdk, hogy a cimetidin szdmos kiilonbozd tipusd tumor ndvekedését gitolja
mind in vitro, mind in vivo allatmodellekben. A cimetidin csokkentette humdin
gyomorrdk tumorsejtek in vitro novekedését, Balb/c és nude egerekbe transzplantalt
humén colon carcinoma proliferdcidjat gatolta, akadalyozta a nude egerekbe oltott
emberi gyomorrdk sejtek és colorectalis tumorsejtek in vivo novekedését. Mas
szerzO6k szerint fokozta a gasztrointesztindlis tumorokban szenvedd betegek
tulélését. TudOocarcinomds egerekben csokkentette a metasztazisok kifejlodését,
valamint megnydjtotta az dllatok tdlélését. Megnovelte immunszupprimalt egerekbe
iiltetett humdn bronchus carcinomdk térfogat kett6z6dési idejét, gatolta a
neoplasztikus glia tumor in vitro novekedését. Igazolddott, hogy a nude egerekben
kifejlédott human ovarium carcinoma novekedése kedvezden befolydsolhatd
cimetidinnel. Klinikai vizsgdlatok sordn a cimetidin ovarium tumoros betegek
tilélését segitette elo.

A cimetidin hatékonysdgdt az adoptiv kemoterdpidban 4llatmodellek is
igazoltdk. Fokozta a ciklofoszfamid terdpia hatdsét, szignifikdnsan megnovelte a
leukémids egerek tulélését, mig a ranitidin nem befolydsolta ezt. Hatékonyan
alkalmaztdk a cimetidint vesetumoros betegek IFN-a-val végzett kombindlt kezelése
sordn. Mdsok metasztatikus vesetumoros és melanomas betegeknek a cimetidint
kumarinnal kombindltan adva objektiv tumorregressziot talaltak.

Egyes kutatdsok szerint a cimetidinnel ellentétben a ranitidin, egy masik
hatdsos H2 hisztaminreceptor antagonista nem gitolta sem a humdn colon
tumorsejtek proliferdcidjat, sem ezen sejtek in vivo novekedését. Mds szerz6k
kimutattdk, hogy a ranitidin a cimetidinhez hasonléan in vitro cstkkentette ugyan a
humén gyomorrdk sejtek novekedését, de a ranitidin hatdsa nem volt szignifikdns.
H2 agonistdk alkalmazdsa mellett, in vivo Sprague-Dawley patkdnyokban kifejlédott
emlécarcinomdban  szignifikdns tumorsejtproliferdcié novekedést mutattak ki,
amelyet a H2 antagonista ranitidin csokkentett. Jurkat T limfocita sejtek novekedését
nem befolyasolta a ranitidin.

Szamos szerz6 igazolta, hogy a hisztamin stimuldlt melanoma sejt novekedés
gdtolhaté mind cimetidinnel, mind ranitidinnel in vitro (Reynolds et al. 1996.
Melanoma Res. 6:95-99.), ugyandgy, mint ahogyan in vivo, egerekben novekvd
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melanomdban (Hellstrand et al. 1990. J.Immunol. 145:4365-4370.). A cimetidin
szignifikdnsan csokkentette B16BL6 melanomaval transzplantdlt egerekben a
tumornovekedést (Tomita et al. 2005. Inflammopharmacol. 13:281-289.). A
cimetidint hatékonyan kiprébdltdk multiplex melanomédban szenvedd lovak
kezelésében is. Klinikai II. fazisd vizsgdlatokbdl szdrmazé biztatd adatok szintén
aldtdmasztottdk a cimetidin terdpia létjogosultsdgat human metasztatikus melanoma
kezelésében. Melanomds betegek tiinetmentes tulélésének jelentds novekedésérdl
szamoltak be, amikor a cimetidint komplex terdpidban alkalmaztik specifikus
allogén melanoma ellenes vakcindval. A cimetidinhez hasonl6an a ranitidin egyarant
aktfv immunterdpids dgens lehet a human melanomas betegek kezelésében (Smith et
al. 1987. Arch.Intern.Med. 147:1815-1816.). II. fazisu vizsgédlatokban bizonyitottak,
hogy a ranitidin az indometacinnal kombindltan, IL-2 alkalmazdsa nélkiil is,
antitumor aktivitast mutatott elérehaladott melanomdban (Mertens et al. 1993.
Clin.Oncol.R.Coll.Radiol. 5:107-113.). Bizonyitottdk a cimetidin, ranitidin és IL-2
egyiittes  alkalmazdsdnak  hatdsossdgdt melanomds betegek terdpidjdban
(Evangelista-Dean et al. 2004. Cancer Biother. Radiopharm. 19:754-757.).

Il. CELKITUZESEK

AbbOl a célbdl, hogy minél jobban megértsiik a hisztamin antagonistdk melanoma
malignumra kifejtett hatdsat, munkank sordn az aldbbiakat kivantuk vizsgdlni.

In vitro kisérletek:

1. Tanulmanyozni akartuk a melanoma sejtek in vitro proliferaciéjat kiilonb6zo
hisztamin antagonistdk alkalmazasa mellett. A HT168 és M1 humin melanoma
sejtek in vitro novekedését kivantuk vizsgdlni. Hisztamin antagonistaként cimetidint,
ranitidint, tovabbd a tamoxifen sziarmazék, N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-
etanamin-HCI-t (DPPE-t) akartunk haszndlni. A sejtproliferaci6t MTT assay
segitségével kivantuk mérni.

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

In vivo kisérletek:

3. Melanoma sejtek (HT168 ¢és M1) novekedését szandékoztunk
nyomonkdvetni in vivo, silyos kombindlt immunhidnyos (SCID) egerekben.

4. Kiilonbozd antihisztamin dgensek hatdsat akartuk vizsgdlni humén
melanoma sejtekben (HT168) in vivo. Hisztamin antagonistaként cimetidint,
ranitidint, és DPPE-t, valamint ezek kombindcidit kivantuk alkalmazni.
Tanulmdnyozni akartuk, hogy hogyan befolydsoljdk a hisztamin antagonistdk a
melanoma sejtek novekedését in vivo, immundeficiens SCID egerekbe oltva. A
kiilonboz6  kezelések soran kapott datlagos tumortérfogatokat  kivantuk
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Osszehasonlitani.

5. Vizsgélni kivantuk tovabba azt, hogy antihisztamin dgensek hatdsiara hogyan
valtozik meg a tumorsejtekbdl kialakulé tumorok kifejlédésének potencidlja.

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

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

8. A kifejlodott tumorok szovettani szerkezetét, immunreaktivitisat, a tumort
infiltral6 sejteket akartuk vizsgdlni.

lll. ANYAGOK ES MODSZEREK

Gyogyszerek: A cimetidint és a ranitidint a Tocris Cookson Ltd (London,
UK)-t6l szereztik be. A DPPE-t az Eotvos Lérand Tudomdnyegyetem, Szerves
Kémia Intézete (Budapest) szintetizalta szimunkra.

Melanoma sejtvonalak: A kisérletek sordn primer melanoma eredetti HT168
jelli, a mdjtraktusba alacsony frekvencidval metasztatizdl6 humédn melanoma
setjvonalat hasznaltunk. Eldkisérleteink sordn haszndltuk még az el6z6 sejtvonal
majmetasztazisaibol izolalt HT168-M1 jeli, magas metasztdzis potencidju
sejtvonalat.

Melanoma sejttenyészet: A humdn melanoma sejtvonalat 5% CO,
jelenlétében RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik, amelyet 10%-os magzati borji
szérummal (FCS) valamint 0.16 g/l gentamycinnel egészitettiink ki. A kultdrat
37°C-on vizzel telitett 5% CO, / 95% levegd jelenlétében inkubdltuk. A sejteket a
szokdsos médon hdrom naponta passzéltuk. Kezelés el6tt, az utolsé passzdzs utdn 24
ordn keresztiil a sejteket inkubdltuk 37°C-on 10% FCS tartalmid RPMI 1640-es
kozegben, 5%-0s CO,-ot tartalmazé, nagy nedvességtartalmi inkubétorban, 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~ M),
valamint ezek kombindcidival. A kultirdkat 37°C—on, 5% CO, jelenlétében 48 6ran
at inkubdltuk. Inkubdcié utdn a sejteket foszféttal pufferolt sé6 (PBS) oldatban
mostuk, majd tovabbi vizsgalatok céljabol lizatumot készitettiink.

Protein kivonas és Western blot analizis: A molekuldrbiolégiai vizsgédlatok
Dr. Falus Andrds akadémikus egyetemi tandr laboratériumdban a Semmelweis
Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézetében, a DEOEC Bor-és
Nemikértani Klinika és a SE Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézete kozott
megvaldsult kollabordcié keretében jottek létre. A kitenyésztett sejteket vagy a
folyékony nitrogénben gyorsfagyasztott szovetmintdkat a protein kivonds céljabol
lizis pufferban mostuk. A magfrakciét centrifugdlassal kiilonitettik el, és a
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szupernatanst hasznaltuk a HDC expresszidjanak meghatdrozdsdhoz Western
immunoblot médszerrel.

Antitestek: A primer poliklondlis antitestet csirkében allitottak eld, a human
HDC 318-325 (VKDKYKLQ) aminosav szekvencidjat tartalmazé epitpja ellen
(Promega, Madison, Wisconsin, USA), kutat6 csoportunkkal egylittmiikodve.

Natrium dodecil szulfat - poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) és
immunoblot: A miivelethez 15pg fehérjét tettiink mintdnként a denaturdléd
poliakrilamid gélre. A blothoz Hoeffer miiszert alkalmaztunk Amersham
nitrocellulé6z Hybond-C Extra membranon, transzfer pufferban, 100V fesziiltségen,
200mA dramerdsségen 80 percig. 40ng/ml koncentraciéban 60 percen at hasznaltuk
a primer antitestet (affinitas purifikalt antihuman HDC; 5 3,5 IgY (csirke); Promega,
USA). A mdésodlagos antitestet pedig (torma peroxiddz konjugélt anti-csirke IgY
(nydl); Promega, USA) 0.5 pg/ml koncentriciéban alkalmaztuk 30 percen Ait.
Immunreaktiv csikokat jelenitettink meg ECL (Amersham, Anglia) Western blot
protokol alkalmazdsaval.

MTT assay: A sejtproliferacié tanulmanyozasédra kolorimetrids MTT médszert
hasznaltunk, amelyben a vizoldékony tetrazélium sét (MTT) oldhatatlan lila
formazdnnd alakitottuk 4t dehidrogendz enzimek dltal. A szupernatdnsokat
kiszelektaltuk és a kicsapddott részt dimetil szulfoxid-ban (DMSO) oldottuk. Az
abszorpcidt 540 és 620 nm-en olvastuk le. Kordbbi kisérletekben igazoltuk, hogy az
MTT assay eredményei Gsszhangban vannak a [*H]timidin inkorporaciéval.

A H2 hisztamin receptorok meghatarozasa HT168 melanoma sejteken: A
H2 receptorkotd kapacitist 3nM-os [*H]tiotidin jelenlétében mértik. A nem
specifikus kotddést SmM hisztamin HCl-al hatdroztuk meg. A reakciét vdkum alatti,
Whatman GF/B iivegszél filtereken 4t tortént gyors filtraciéval allitottuk le. A
filtereken visszamaradt radioaktivitdst folyadék szcintillacié szamldléval mértiik 3
ml OptiPhase HiSafe koktélban.

A H2 hisztamin receptor mRNS meghatarozasa reverz transzkripcié
polimeraz lancreakcié révén: A reverz transzkripcid kivitelezésére a Pharmacia
Ataq Gene Controller féle Perkin Elmer reverz transzkriptdzt hasznédltuk. Az RNS
mintdkkal (1.5 pg) reverz transzkripcidt végeztiink 42 °C -on 30 percig, majd 99 °C-
on 5 percig. A polimerdz lancreakcié (PCR) felerdsitésére a reakcids elegy a
kovetkezokbol allt: 1x-es puffer, 1 mM MgCl,, 0.1 mM dNTP, 2.25 U Taq
polimerdz, 25 pmol szenz és antiszenz primerek, templatok (10 pl) és végso
volumenében 50 pl-re kiegészitett desztilldlt viz. A H2 receptorokra vonatkozé
oligonukleotid primerek a kovetkez6k 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
agar6z gélen. A mintdkat 100 V-on 45 percig futtattuk. A PCR termék mérete 330
bp volt, 6sszhangban a H2 receptor mRNS-el.

A Kkisérleti allatok: Az immundeficiens C.B-17 scid/scid egér populacié a Fox
Chase Cancer Center, Philadelphia, Pennsylvania, USA laboratériumébdl szarmazik.
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A tipikus SCID tulajdonsdgokat a szérum IgM mérésével ellendriztiik. 6-8 hetes
egereket haszndltunk. Elékisérleteink sordn az allatokat (5sszesen 24 egeret) 5x10°
M1 illetve HT168 melanoma sejttel oltottuk 200 pl PBS volumenben, subdermalisan
a hasfal bérébe. Tovabbi kisérleteink sordn HT168 melanoma sejteket haszndltunk.
Osszesen 81 egérrel végeztik a kisérleteket (Osszesen 36 kontroll, Gsszesen 45
kezelt egér). Az egereket 7-12 f6s csoportokba osztottuk, mely csoportok az oltdst
kovetd naptdl a kdvetkezd anyagokat kaptdk az ivoviziikben, a ddzist dllandé szinten
tartva: (i) DPPE (4mg/kg/nap/egér), (ii) DPPE (4mg/kg/nap/egér) cimetidinnel
(50mg/kg/map/egér) kombinalva, (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 oltdst kdvetden tiszta vizet kaptak.

A tumorniévekedés mérése: Az egyes subdermalisan novekvd tumorok
méretét caliper (tolomérce) segitségével mértiik hetente az oltdst kovetden 6-9 héten
keresztiil. A tumorvolument a kovetkezd képlet segitségével hatdroztuk meg:
tumortérfogat = hossz x szélesség x magassag. Ezt kovetden kiszdmoltuk az egyes
csoportokhoz tartoz6 atlagos tumortérfogatot.

Hisztopatoldgiai feldolgozas: A melanoma sejtek beaddsat kovet6 6 - 9. héten,
amikor a tumorok elérték a 2 cm® méretet, a kontroll és minden egyes kezelt
csoportbdl néhdny egeret szovettani feldolgozds céljabdl cervicalis dislocatiét
alkalmazva elpusztitottunk, és a tumorokat a kornyezd egérbdr vékony sdvjdval
egyiitt kimetszettik. A szovettani mintdkat paraffinba dgyaztuk és 5 pm-es
metszeteket készitettiink, majd megfestettiik hematoxilin-eozinnal. Ezzel egyid6ben
fagyasztott metszeteket is készitettiink. A tumorokat vizsgaltuk a differencidltsdgi
fok, a mag és citoplazma ardnya, a sejtmag pleiomorfizmusa, a tumor szEli
novekedésének infiltrativ volta, valamint a melanin pigment jelenléte szerint.
Tovabba a deparaffindlt szoveti metszeteket inkubdltuk 1%-os marha szérumban
(BS) és 1%-o0s saponin/PBS-ben, festettiik fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelolt
patkdny anti-egér interferon-y (IFN-y) IgGl antitestekkel (1:1000, Pharmingen)
vagy phycoeritrinnel (PE)-jelolt patkdny anti-egér CD11b IgG2b antitestekkel,
melyek detektdljdk az infiltrdld rdgcsdlé makrofagokat (1:500, Pharmingen).
Kovetkezd 1épésként mostuk, valamint konfokdlis mikroszkdppal vizsgaltuk (Bio-
Rad, MRC 1024, krypton-argon lézerrel felszerelve). Kontrollként hasonléan jelolt
izotipusos antitesteket hasznéltunk.

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 (dtlag) + SEM (standard error mean =
hiba) -ként adtuk meg. Az eredmények kozti kiilonbségeket szignifikdnsnak
tartottuk ha P < 0.05 volt.



Eredmények

IV. EREDMENYEK

In vitro kisérletek
Hisztamin antagonistak (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatasa human
melanoma sejtek (HT168 és M1) in vitro proliferacigjara

Hisztamin antagonistdknak a HT168 és M1 human melanoma sejtvonal in vitro
proliferaciéjara kifejtett hatdsat vizsgaltuk. A proliferdciét az anyagok és médszerek
fejezetben lefrtak szerinti MTT assay segitségével mértiik.

HT168 sejtek esetén a cimetidin DPPE-vel kombindlva szignifikdnsan
csokkentette (37% gatlds) a sejtek proliferdcigjat (P<0.01), a ranitidin DPPE-vel
kombindlva mérsékeltebb (16%), de szignifikdns csokkenést eredményezett
(P<0.05). A ranitidin dnmagdban adva illetve a cimetidin dnmagdban alkalmazva
nem szignifikdnsan kismértékben csokkentette a melanoma sejtek proliferaciéjat. A
DPPE 6nmagdban nem gétolta a sejtproliferaciot.

M1 sejtek esetén a H2 hisztamin receptor antagonistdk DPPE jelenlétében
szignifikdnsan csokkentették a proliferaciét (P<0.05): a cimetidin DPPE-vel
kombindlva 27%, a ranitidin DPPE-vel kombindlva 23% gétlast okozott. Az M1
sejteknél a DPPE 6nmagédban adva szignifikdns mértékii proliferdcié gatldst okozott
(1 uM koncentracidban 21%, 10 uM koncentracidban 26% gatlast). HT168 sejtek
esetében ilyen hatdst nem észleltiink. A cimetidin, valamint a ranitidin 6nmagéban
nem szignifikdnsan csokkentette az M1 sejtek proliferaciéjat.

A H2 receptor mRNS jelenlétének és aktivitasanak vizsgalata
melanoma sejtekben

A H2 receptor mRNS jelenlétét és aktivitdsit HT168 melanoma sejtekben
vizsgiltuk. A H2 receptorkotd kapacitdst [*H]tiotidin jelenlétében mértiik, a nem
specifikus kotédést a hisztamin felesleggel hatdroztuk meg. A maximalis specifikus
kotédés (B, €s az equilibrium disszociacios dllandé (Ky) értékek (0.98 +£ 0.2 x 10°
hely/sejt és 18.08 = 6.77 nM), melyek Scatchard plot analizisb6l szdrmaznak tisztdn
mutattdk a HT168 sejteken levé aktiv H2 receptorok jelenlétét. Hasonld
eredményeket kaptunk M1 sejtek vonatkozdsdban is.

Igazoltuk a H2 hisztamin receptor mRNS jelenlétét HT168 melanoma sejtekben
az anyagok és moédszerek fejezetben leirtak szerinti reverz transzkripcié polimerdz
lancreakcié (PCR) révén. A PCR termék mérete 330 bp volt, 6sszhangban a H2
receptor mRNS-el.

In vivo kisérletek
HT168 és M1 melanoma sejtek in vivo névekedésének nyomonkivetése
SCID egerekben

Vizsgéltuk a HT168 és M1 sejtek okozta in vivo tumorndvekedést SCID
egerekben. A HT168 sejtekkel oltott egerek 75%-aban, az M1 sejtekkel oltott egerek
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91%-aban fejlodott ki tumor. Az dtlagos tumortérfogat €s az in vivo
tumornovekedési 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). Tovédbbi vizsgdlataink sordn az
alacsonyabb tumorndvekedési potencidlt mutat6 HT168 melanoma sejtvonalat
hasznaltuk.

A SCID egerekbe oltott humdn HT168 melanoma sejtek novekedését az
anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint kovettiik nyomon.

A Kkiilonb6zé 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 6nmagédban vagy ezek kiilonb6zd
kombindcidival kezelt egerek tumornovekedését 6sszehasonlitottuk a kontroll egerek
tumornovekedésével.

Mig a cimetidin, 6nmagaban adva a 3. héttél novelte a tumorvolument, addig
DPPE-vel kombindlva a tumortomeg fejlédése nagymértékben csokkent a kontroll
csoporthoz képest.

A HT168 melanoma sejtekkel oltott SCID egerekkel végzett kiilonb6zo
kezelések sordn kapott dtlagos tumortérfogatokat az Anyagok és moddszerek
fejezetben leirtak szerint kaptuk meg. Az eredmények igazoljdk a cimetidin és DPPE
kombindlt kezelés hatdsossdgat. A tumorsejtek oltdsat kovetd 3. héttdl a cimetidin-
DPPE kombinaciét kapott csoportban a tumorok novekedése kisebb mértékii 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 vizsgdlati idOtartamot figyelembe véve, ANOVA, illetve Holm-Sidak tesztet
haszndlva.

A ranitidin és DPPE egyiitt adva, valamint a DPPE 6nmagédban alkalmazva
nem mutatott gatlé hatdst a HT168 sejtek novekedésére SCID egerekben (t teszt).

A ranitidin 6nmagaban adva a 3. és 4. héten szignifikdnsan csokkentette az
egerekben a melanoma novekedését a kontroll csoporthoz képest (t teszt). A
cimetidin és DPPE kombinédci6hoz viszonyitva a ranitidin gyengébb és kevésbé
tartés gatldst 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 kombindciét kapott
csoportban a tumortérfogatok nagyobbak voltak a kontroll csoporthoz képest, a
kiilonbség csak a cimetidint kapott csoportban volt szignifikdins (ANOV A, Holm-
Sidak teszt).
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H2 receptor antagonistak (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatasa a
tumor Kialakulasi potencialra SCID egerekben

A kisérlet sordan a kontroll csoportba tartozé egerek 83%-dban fejlodott ki
tumor, a DPPE és cimetidinnel kombindltan kezelt csoportban viszont csak az
egerek 33%-aban taldltunk tumort. Ez a kiilonbség szignifikansnak bizonyult Fisher
tesztet haszndlva. A ranitidinnel dnmagaban kezelt egerek 55%-dban ndtt tumor. A
DPPE-t, illetve cimetidint 6nmagédban kapott egerek, valamint a DPPE és ranitidin
kombindcidval egyiittesen kezelt egerek 100%-dban tapasztaltunk tumornovekedést.

Megvizsgéltuk, hogy hogyan véltozik meg antihisztamin dgensek hatdsdra a
melanoma tumorsejtekbdl a tumorok kifejlédésének potencidlja az idd
fiiggvényében. Eredményeinket tigy kaptuk, hogy meghataroztuk az adott csoportba
tartozé (azaz az adott dgenssel kezelt, vagy kontroll csoportba tartoz6) tumorral
rendelkezd egerek ardnyat az azonos csoportban, ugyanazon idépontban él6 6sszes
egér szamdhoz viszonyitva.

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

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

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

A ranitidint 6nmagdban alkalmazva, a 2. héttdl tapasztaltunk tumorndvekedést.
A 3. héttdl ez a csoport alacsonyabb mértékili tumor kialakuldsi potencidlt mutatott,
mint a kontroll csoport; viszont a cimetidin és DPPE-t kombindltan kapott
csoporthoz képest ez a tumorndvekedési potencidl magasabb volt.

A DPPE és ranitidin kombindcidval kezelt csoportban a tumorok kifejlddése a
3. héttél kezdédott ugyan, de gyors mértékl volt, a 4. héttdl az Osszes ebbe a
csoportba tartozé €16 egér tumorral rendelkezett.

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

A 3. héten a kontroll csoportba tartozé egerek 54.3%-dban fejloédott ki tumor, a
cimetidin és DPPE kombinéciét kapott csoportban viszont csak az egerek 16.7%-
dban nétt tumor. A ranitidinnel dnmagédban kezelt egerek, ugyanezen a héten, a
kontroll csoporthoz képest kisebb ardnyban (44.4%) hordoztak tumort. Ez a
kiilonbség azonban a cimetidin és DPPE kombinécidt kapott csoporthoz képest nem
volt jelentds. A cimetidinnel, illetve DPPE-vel 6nmagaban kezelt csoportokban
mindegyik egér tumoros volt a 3. héten, a DPPE és ranitidinnel kombindltan kezelt
egerek 85.7%-a hordozott tumort.
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A 6. héten a kontroll csoportba tartozé egerek 79.3%-aban fejlédott ki tumor, a
DPPE-t cimetidinnel kombindlva kezelt csoportban viszont az egerek 36.4%-dban
taldltunk tumort. A ranitidinnel 6nmagéban kezelt egerek 50%-dban ndtt tumor. A
DPPE illetve cimetidinnel O6nmagaban kezelt, valamint a DPPE és ranitidin
kombindcidt kapott egerek mindegyikében tumorndvekedést taldltunk ugyanekkor.

Az datlagos tumortérfogat mellett tehdt a tumorndvekedési potencidl is
alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint egyiittesen kapott egerek esetében a
kontroll és més kezelt csoportokhoz képest.

A cimetidinnel, ranitidinnel, DPPE-vel, valamint ezek kombinaciéival
kezelt SCID egerek és a kontroll csoport tilélésének nyomonkovetése

A kiilonbozé antihisztamin 4dgensekkel kezelt SCID egerek tulélését
nyomonkdovetve, az el6zdekkel Osszhangban levé eredményt kaptunk, azaz a
cimetidin és DPPE-vel kombindltan kezelt egerek tilélése meghaladta a kontroll és
maés kezelt csoportok tilélését. A kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikdns a
kontroll csoporthoz képest Logrank tesztet alkalmazva. Eredményeinket tigy kaptuk,
hogy meghatdroztuk az adott csoportba tartozé él6 egerek (azaz az adott dgenssel
kezelt, vagy kontroll csoportba tartozé egerek) ardnyit az azonos csoportbeli
kiinduldsi egérszdmhoz viszonyitva.

A 6. héten a cimetidin és DPPE kombinaciét kapott egerek 91.6%-a élt, ami
felillmulta a tobbi csoport tilélését. A kontroll csoportba tartozé egerek tulélése
ugyanis 86.2% volt. A cimetidint, ranitidint 6nmagéban kapott egerek 88.8%-a élt,
DPPE-t 6nmagédban kapott egerek 83.3%-a. A DPPE és ranitidin kombindcidval
kezelt csoport tilélése 66.6% volt.

A 9. héten a cimetidin és DPPE-vel kombindltan kezelt csoport tilélése 66.6%
volt. Ezen a héten a kontroll csoport 51.7%-a élt. A DPPE-vel, ranitidinnel illetve
cimetidinnel dnmagdban kezelt egerek tulélését a 6. hétig, a DPPE és ranitidinnel
kombindltan kezelt egerek tdlélését pedig a 7. hétig kovethettiik nyomon, mivel egy
résziik spontdn elhaldlozott, mdsik résziiknél pedig a tumortérfogat ekkorra elérte a 2
cm’-t, ezért szdvettani feldolgozdsra keriiltek.

A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expresszidjanak
Western blot analizissel torténé osszehasonlitasa

A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expresszidjat Western blot
analizissel hasonlitottuk 6ssze. Az antihisztaminok jelenlétét vagy hidnyat figyelmen
kiviil hagyva, a HT168 sejtek HDC expresszidja nagyobb mértékli volt in vivo
koriilmények kozott, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében. A kiilonbozd in vivo
kezelések nem befolydsoltdk a HDC fehérje mennyiségét a szoveti kivonatokban. A
ranitidinnel kezelt egerek esetében enyhe eltoléddst taldltunk a HDC sav
helyzetében, melynek oka nem ismert.
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A Kkifejlodott  tumorok  szovettani  szerkezetének, immun-
reaktivitasanak, a tumort infiltralo sejteknek a vizsgalata

Szovettani analizis igazolta a humadn melanoma kifejlédését SCID egerekben,
valamint a metasztazisok hidnyat. A HT168-al oltott, majd cimetidin és DPPE-vel
egyiittesen kezelt egerek szoveti mintdinak hisztolégiai feldolgozdsa és
immunreaktivitds vizsgdlata azt mutatta, hogy ez a kombinalt kezelés megnoveli az
IFN-y-t termeld egér makrofdgok infiltrdcidjat, a csak HT168-al oltott kontroll
allatokban kifejlédott tumorokhoz képest. Hasonld tendencidt lattunk, de kevesebb
sejt infiltrdlta a tumort, amikor a természetes 616 sejteket (NK) vizsgaltuk.

V. MEGBESZELES

Autoném hisztamin metabolizmus melanomaban

A hisztamin szinte minden eddig vizsgalt 0szt6d6 sejtben kimutathato, szerepe
van a sejtosztdédds szabdlyozdsdban, igy a tumornovekedés folyamatdban is. A
hisztidin dekarboxildz (HDC) a hisztamin termeléséért egyediil felelds enzim,
specifikus markerként szolgdl a hisztamin bioszintézisében. A HDC proteint, és
enzimatikus aktivitdsdt, azaz a hisztamin produkciét kédoldé mRNS szintje
megnovekszik kiilonb6z6 humdn, valamint mds emldsok tumoraiban, példdul
colorectalis, glia, prostata, ovarium tumorokban.

A malignus melanoma sejtek és melanomds szovetek (ligy a primer, mint a
metasztatikus) a melanocitdkkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak
HDC-t. A magas enzimszint kovetkeztében a melanomds szovetekben és
sejtvonalakban igen magas a hisztamin koncentricidja. Ez is aldtimasztja a
hisztamin kiemelt szerepét a melanoma sejtek proliferaciéjdban. A HDC transzlaciot
gitlo, HDC specifikus antiszenz oligonukleotidok alkalmazdsa mellett Falus és
munkacsoportja melanoma sejtek proliferdcidjanak csokkenését tapasztalta (Hegyesi
et al. 2001. J.Invest.Dermatol. 117:151-153.). Genetikailag moédositott, kiillonbozd
mennyiségii HDC-t termeld egér melanoma sejtek in vivo novekedését vizsgilva
megallapitottdk, hogy a hisztamintermelés emelkedésével egyiitt kifejezetten nétt a
tumorok mérete, és nétt a metasztatikus potencidl is (Pos et al. 2005.Cancer Res.
65:4458-4466.). Kimutattdk, hogy human melanoma sejtekben az exogén adott
hisztamin egy protoonkogén szintézisét stimulalja, és ez a hatds H2 receptorokon
keresztiil valésul meg.

A melanoma sejtek egyardnt képesek a hisztamin felszabaditdsara, valamint
kornyezetiikbdl torténd felvételére. Mivel a melanoma sejtek enzimatikusan aktiv
HDC proteint expresszalnak, képesek endogén mdédon hisztamin szintetizdldsara. Az
endogén termelddott hisztamin autokrin novekedési faktorként szabdlyozza a
proliferaciét korai stddiumd melanomdban, mig a hizésejtek vagy mads kornyezo
sejtek altal termelt hisztamin a betegség eldrehaladott, metasztatikus fazisdban a
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novekedés parakrin szabédlyozdsaban jatszik szerepet (Lazdr-Molnar et al. 2001.
Inflamm.Res. 50 S102-103.). A termelddott hisztamin az extracellularis térbe
keriilve a célsejtek plazmamembranjaban taldlhat6 HI1, H2 és H3 hisztamin
receptorokhoz kapcsolddik.

A hisztaminnak hisztamin receptorokon keresztiil megvalésulé direkt
hatasa melanomaban

A H1 és H2 hisztamin receptorok nemcsak az exogén, mdas sejtek dltal termelt,
hanem a melanoma sejtek 4ltal szintetizdlt és felszabaditott hisztamint is képesek
megkotni. A melanoma sejtek kozotti kiilonbség, amely a hisztamin termeld és
lebont6 kapacitdsukban jelentkezik, magyardzza az egyes melanoma sejt tipusok
kiilonboz6 érzékenységét az exogén hisztaminra (Darvas et al. 2003. Melanoma
Res.13:239-246.).

Az endogén médon termelédott hisztamin hatdsa a melanoma sejt ndvekedés
szabdlyozdsara attdl fiigg, hogy H1 vagy H2 receptorok vannak-e tilsilyban a
célsejtek felszinén. Az aktudlis receptor ardnytdl fiiggden, a hisztamin a melanoma
sejtekben a H1 hisztamin receptorokon at csokkenti a sejtproliferdciét, mig a H2
receptorokon 4t eldsegiti a novekedést (Falus et al. 2001. Trends Immunol. 22:648-
652.). H2 receptor antagonista jelenlétében a hisztamin elnyomja a melanoma sejtek
novekedését, egyrészt HI1 receptorokon &t, masrészt azaltal, hogy a H2
receptorokhoz nem marad szabad hozzaférés.

Falus és munkacsoportja HDC deficiens egerekkel folytatott vizsgalataik sordn
azt tapasztaltak, hogy a hisztamin tart6s hidnya ezen egerek szdmos szovetében a H2
receptorok szovetspecifikus down reguldcidjat okozza. Exogén adott hisztamin
megsziinteti ezt a valtozdst a H2 receptor expressziéban. Ez az eredmény azt jelzi,
hogy a H2 receptor expresszid a hisztamin kontrollja alatt 41l egerekben (Fitzsimons
et al. 2001. FEBS Lett. 508:245-248.).

A hisztamin H2 receptorokhoz valé kapcsoléddsat gatolhatjuk a hisztamin
antagonista cimetidin vagy ranitidin altal. A termel6dott hisztamin egy része a
sejtben marad, és az intracelluldris citokrém P450 sejtalkotéhoz kotédik (iHR), mely
a mikroszomékban és a magrészben taldlhat6. Ezt a kotddést hatékonyan gatolhatjuk
a tamoxifen szdrmazék DPPE-vel.

A DPPE, cimetidin, ranitidin szerepe a tumorproliferaciéban

A tamoxifen szdrmazék DPPE kordbban leirt antihisztamin hatdsa azon
alapszik, hogy a DPPE befolydsolja a hisztamin citokrém P450 molekuldkhoz valé
kotddését (Brandes et al. 1991. Biochem.Biophys.Res.Commun. 179:1297-1304.). A
DPPE hatdsa a legtobb esetben 6sszhangban van a HDC gétlé a-FMH hatédsaval,
amely a hisztamin de novo termelédésének blokkoldsaval gitolja a majtumorok és a
colorectalis carcinomdk mind in vivo mind in vitro proliferaciéjat. Ugyanakkor més
forrasok szerint a DPPE oOnmagédban stimuldlja az in vivo tumorndvekedést
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emlStumoros patkdnyokban és leukémids egerekben. Ugy talaltik, hogy a DPPE
gatolja a limfoid leukémids betegek magas HDC tartalmi limfocitdinak in vitro
novekedését. Megallapitottdk, hogy a DPPE a krénikus myeloid leukémids sejtek
novekedését gdtolja. Emlérdkban és prostatardkban a DPPE kemoterdpidval
alkalmazva megvédi a szervezetet a citotoxikus hatdsoktdl. Falus és munkacsoportja
szerint a DPPE jelentds sejtosztédds gétlast okoz melanoma sejtekben (Falus et al.
1997. Inflamm.Res. 46:Suppl 1:S51-52.). Kombindltan alkalmazva a DPPE a
cimetidin hatasossdgat fokozza. Ennek a hatdsnak a mechanizmusa még nem ismert.

A cimetidin szdmos tumor novekedését gatolja, mind in vitro mind in vivo.
Gétolja a neoplasztikus glia tumor in vitro novekedését. Csokkenti
immunszupprimalt egerekbe iiltetett human bronchus carcinoma, nude egerekbe
oltott humédn ovarium carcinoma novekedését. A cimetidin szignifikdnsan
csokkentette melanomadval transzplantdlt egerekben a tumorndvekedést (Tomita et
al. 2005. Inflammopharmacol. 13:281-289.). Klinikai II. fazisd vizsgédlatok igazoltdk
a cimetidin terdpia létjogosultsdgdt melanomds betegek esetében (Evangelista-Dean
et al. 2004. Cancer Biother.Radiopharm.19:754-757.).

A cimetidinnel ellentétben a ranitidin, egy masik hatdsos hisztamin H2
antagonista nem gatolja sem a humdan colon tumorsejtek proliferacidjit, sem ezen
sejtek in vivo novekedését (Lawson et al. 1996. Br.J.Cancer 73:872-876.).

B4r mind a ranitidin, mind a cimetidin H2 receptor antagonista, eltérd
szerkezettel birnak, és a receptorokhoz kiilonbozd kotddési affinitdssal
rendelkeznek. Ez is szerepet jdtszhat a munkdnk sordn tapasztalt hatdsbeli
kiilonbségiikben.

Antihisztaminok hatasa a melanoma sejtek in vitro és in vivo
novekedésére

In vitro kisérletek sordn igazoltuk, hogy a melanoma sejtek H2 receptorokat
expresszdlnak, ezt korabbi eredmények is alatdmasztjadk (Haak-Frendscho 2000.
J.Invest.Dermatol. 115:345-352.). Megallapitottuk, hogy a hisztamin receptorok
blokkolédsa cimetidinnel és DPPE-vel kombinaltan 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 ligandjaval, a DPPE-vel, hatékonyan csokkenti a SCID
egérbe transzplantdlt HT168 humdn melanoma in vivo novekedését. Az atlagos
tumortérfogat mellett, a melanoma tumorsejtekbdl a tumorok kifejlddésének
potencidlja is alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint egyiittesen kapott egerek
esetében. A DPPE és cimetidin kombinalt kezelés noveli tovdbba az immundeficiens
egerek tulélését, habdr nincsen nyilvanvalé korreldcié a tumor novekedés/méret és
az allatok tdlélése kozott.

A ranitidin 6nmagdban adva, a cimetidin és DPPE kombindciéhoz képest
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kevésbé csokkenti a SCID egerekbe oltott HT168 melanoma sejtek novekedését.

In vivo kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a HT 168 melanoma sejtek
alacsonyabb tumornovekedési potencidlt mutatnak, mint az M1 sejtek, amint ezt
kordbbi adatok is aldtdmasztjdk (Laddnyi et al. 1990. Int.J.Cancer 46:456-461.). A
HT 168 sejtekkel oltott egerek hosszabb tilélése miatt haszndltuk ezen sejtvonalat
tovédbbi kisérleteink sordn.

A hisztamin és a lokalis immunvalasz, a hisztamin indirekt hatasa
melanomaban

Immunhisztokémiai vizsgdlataink szerint a cimetidin és DPPE-vel végzett
kombindlt kezelés sordn tapasztalt sejtproliferdcié csokkenés Osszefiigg az INF-y-t
termel6 egér makrofdgok massziv tumor infiltracidjaval és kisebb mértékben az NK
sejtek felhalmozdoddsdval a tumoros szovetekben. Az IFN-y megemelkedett
koncentracidja pedig a sejtproliferacié gatlasaval jar, a természetes 616 sejtek direkt
stimulaciéja révén (Takeda et al. 2001. Cell Immunol. 214:194-200.).

A hisztolégiai vizsgdlat eredménye azt jelzi, hogy a hisztamin melanoma
novekedésre kifejtett direkt hatdsa mellett, amely a hisztamin receptorok tipusatdl és
egyenstilyatol fligg, a hisztamin lokdlisan befolydsolja a kdrnyezé immunsejteket.

Az IFN-y megemelkedett mennyisége a sejtproliferdcio gdtldsdt
eredményezi melanomdban

Eredményeink szerint mind a ranitidin 6nmagdban adva, mind a cimetidin
DPPE-vel kombindltan alkalmazva csokkenti a tumorndvekedést egerekben in vivo,
bar kiilonb6zd intenzitdssal. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a ranitidin
kevésbé csokkenti a SCID egérbe oltott melanoma novekedését. Ezt az adatot
magyarazhatjdk Falus munkacsoportjdnak azok az eredményei is, miszerint a
ranitidinnel ellentétben a cimetidin jelentdsen megnoveli a human limfocitak IFN-y
produkcidjat egy lehetséges hisztamin-fiiggetlen ttvonalon, valdsziniileg citokrom
P450 sejtalkotérész dltal. Ugyanakkor az IFN-y megemelkedett koncentricidja a
sejtproliferdcié gétldsat eredményezi a természetes 016 sejtek direkt stimuldcidja
altal. Az NK sejtek és az IFN-y megnovelik az immunvélaszt, amely csokkenti a
tumornovekedést. Mindez indokolhatja azt is, miért volt a cimetidin hatékony, a
ranitidin viszont kevésbé a HT168 human melanoma sejtekkel végzett kisérleteink
sordn. Egyesek szerint a megemelkedett hisztamin szint amellett, hogy elésegiti a
tumorsejtek proliferaciéjat, immunszuppressziv hatdssal is rendelkezik, amely
elésegiti a tumorsejtek novekedését, azaltal, hogy kikapcsolja a természetes 616
sejtek aktivitdsat. A cimetidin csokkentheti a sejtproliferdciét az NK sejtekre
kifejtett hisztamin medidlt gatlé hatds felfiiggesztése révén (Evangelista-Dean et al.
2004. Cancer Biother.Radiopharm.19:754-757.). A DPPE kombindltan adva a
cimetidinnel, annak hatdsossdgat noveli, ennek a hatdsnak a mechanizmusa azonban
még nem ismert.
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A human rekombindns IFN-y és IFN-a hatékonyan haszndlt anyag a malignus
betegségek immunterdpidjdban, beleértve a magas rizikdji melanomat is. Ezen
citokinek hasznit tobb in vitro és in vivo kisérleti és klinikai terdpids adat
aldtdmasztja, bar antitumor aktivitdsuk pontos mechanizmusa még nem ismert. Az
interferonok mint novekedés gatl faktorok jatszanak szerepet, és a proliferdcids
génekre hatva szdmos sejt termindlis differencidloddsat indukdljak. Ezen citokinek
potencidlis immunszabdlyoz6 hatdsdhoz tartozik az a képességiik, hogy novelik a
tumor antigén prezentdciét az MHC I és II molekuldk felszini expresszidjanak
fokozésa dltal. Az interferonok tovabba hatékony aktivatorai az NK sejtek antitumor
tevékenységének.

Az IFN-y és NK sejtek tumorproliferaciéban betoltott jelentoségét, valamint
expresszidjuk cimetidin dltali fokozéddsat tdmasztjak ald az alabbi irodalmi adatok:

Az antitumor hatdsi IFN-y alacsony expresszidjat a cimetidin megnovelte
Balb/c egerekbe oltott colon carcinoma sejtek esetében.

A cimetidin megnovelte az NK és LAK sejtek (limfokin-aktivélt 616 sejtek)
aktivitdsat in vivo BALB/c egerekbe oltott colon adenocarcinoméban, tovdbba
fokozta az NK sejtek aktivitdsat ovarium tumoros, prostata tumoros és melanomas
betegekben. A ranitidin nem befolyasolta az NK sejtfunkciét Swiss albino egerekbe
oltott limfomds és melanomads sejtekben.

Egyesek szerint a cimetidin melanomds betegekben gdtolhatja a
sejtproliferdciot NK sejtek stimuldldsa révén (Flodgren et al. 1985. Cancer
Immunol.Immunother. 19:28-34.). Tovdbbd a cimetidin és a ranitidin is jelentdsen
csokkenti egerekbe oltott melanoma novekedését NK sejtek aktivitdsdnak fokozdsa
altal (Hellstrand et al. 1990. J.Immunol. 145:4365-4370.).

Mis szerzok egyéb mechanizmust tartottak fontosnak a hisztamin antagonistdk
hatdsmechanizmusaban:

Egyesek szerint a cimetidin, és a ranitidin is gatolja a szuppresszor T limfocitdk
aktivitasat. Mas kutatdsok szerint a cimetidin fokozza az IFN-a tumorellenes hatasat
metasztatikus melanomds betegekben, a szuppresszor T sejtek gétldsa dltal. Mdsok
azt 4llitjdk, hogy a cimetidin és a ranitidin fokozhatja a helper T sejtek IL-2
termelését.

Egyes kutatdsok szerint a TNF-a gén expresszidjat és szintézisét a hisztamin
csokkenti H2 receptorok dltal; a H2 receptor antagonistdk pedig a hisztamin &ltal
csokkentett TNF-a szintézist novelik meg (Vannier et al. 1991. J.Exp.Med. 174:281-
284.).

Duda Emd és munkacsoportjdval kordbban folytatott munkdnk sordn
megéllapitottuk, hogy membrankotdtt TNF-o prekurzor formdjat termelé human
cervix carcinoma (HeLa) sejtekkel transzplantdlt SCID egerekben a tumornovekedés
szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz képest (Nagy T et al. 2003. Cancer
Lett. 196:49-56.). A TNF-a transzformdlt sejtekkel tenyésztett makrofdgok
megndvekedett fagocitdzist és citokin termelést mutattak; jelezve, hogy az aktivalt
makrofdgok a tumorellenes vilasz medidtorai lehetnek.
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Falus és munkatarsai az utébbi idében kifejlesztett HDC deficiens egerekben
igazoltdk, hogy ezen allatok magas TNF-a szinttel rendelkeznek. A HDC deficiens
egerekben a hisztamin a H2 receptorokon keresztiil gitolja a tumorellenes hatdsu
citokinek, igy az IFN-y vagy a TNF-a produkcigjat a tumoros szovetekben (Ohtsu et
al. 2001.FEBS Lett. 502:53-57.). Ez is mutatja az antihisztaminok IFN-y, TNF-a
mennyiséget fokozé hatdsdnak jelentdségét a tumoros  sejtproliferdcié
csokkentésében. Tovdbba felveti a hisztamin antagonistdk TNF rendszeren
keresztiili hatdsmechanizmusat.

A hisztamin és az IFN-y kozott kolcsonos gdtlo hatds tapasztalhato

Mivel a SCID egerek sériilt T sejt rendszerrel birnak, az antihisztaminoknak a
melanoma sejtekre kifejtett direkt gatlé hatdsa mellett, mely H2 receptorokon
keresztill valosul meg, az egyik lehetséges magyarazat az eredményeinkre, hogy a
cimetidin és a DPPE helyileg aktivalhatja az INF-y-t termeld egér makrofagokat (és
az NK sejteket), és ezen sejtek megvaltoztatjdk a HTI168 sejtek altali
tumorképzddést. Ezt az Osszetett kolcsonhatdst tovdbb bonyolitja, hogy az IFN-y
elnyomja a HDC mRNS és protein expressziét humdn HT168 melanoma sejtekben
in vitro (Heninger at el. 2000..Inflamm.Res. 49:393-397.), habar munkdnk sordn a
HDC in vitro és in vivo expresszidjdt Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a
hisztamin antagonistdk nem befolyasoltdk jelentésen a HDC expressziét, amely
alacsonyabb volt in vitro, mint in vivo koriilmények kozott.

Kordbban bebizonyitottdk a hisztamin gatlé hatdsat az IFN-y gén
expresszidjara, ugyanakkor kolcsonds gatld hatds tapasztalhaté a hisztamin és az
IFN-y kozott. Falus és munkatdrsai kimutattdk, hogy mind az IFN-a, mind az IFN-y
csokkentette a HDC mRNS és protein expresszidt, kiilonbozd kinetikdval. Az IFN-y
erds proliferdcié gatlast okozott human HT168 melanoma sejteken, mig az IFN-a
mérsékeltebb hatdst mutatott.

Ujabb irodalmi adatok szerint a hisztamin T helper 2 (Th2) tipusii eltolédast
okoz: amellett, hogy csokkenti az IFN-y termelddését, gitolja az IL-12 expresszidjat,
ugyanakkor noveli az IL-10, az IL-6 produkcidjit. Az interferonok pedig a HDC
expressziot elnyomva €s csokkentve a lokalis hisztamin koncentraciét, gatoljdk a
lokdlis hisztamin hatdst, ezdltal indirekt médon megnovelik a T helper 1 (Thl)
citokinek szintézisét.

Falus és munkacsoportjdnak megdllapitdsa szerint valészinii, hogy 1étezik egy
egymdst gitld kolcsonhatds melanomdban az endogén hisztamin és a lokalis
immunrendszer sejtei kozott (Horvath et al. 2000. Inflamm.Res. 49:27-28.). Az
IFN-y-t6l eltérden, legaldbbis az eldrehaladott stidiumi melanomaban, stimuldld
kolcsonhatds mutatkozik az interleukin-6 (IL-6) és a hisztamin kozott. A primer
melanoma sejtekben az IL-6 gitolja a sejtndvekedést, mig metasztatizald
melanomdban eldsegiti a proliferdciét. A hisztamin dltal indukdlhaté interleukin-6
ugy tinik, hogy szerepet jatszik a kés6i stddiumid melanomdban mint egy autokrin
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tamogaté faktor, és ez arra utal, hogy egy igen Osszetett rendszer miikodik kozre a
melanoma novekedés in situ szabalyozdsidban (Lazar-Molnar et al. 2002.
Eur.J.Clin.Invest. 32:743-749.).

A hisztamin kétarcd hatiasa melanomaban, az antihisztaminok kettés
tamadaspontja

A hisztamin autokrin (endogén) és parakrin (exogén) médon befolydsolja a
melanoma sejtek proliferdciéjat. Ebben a kordbban vazolt bonyolult szabdlyozdsban
a hisztamin egyik célpontja a melanoma sejtek felszinén levé H1 és H2 hisztamin
receptorok. Mivel a HDC erfsen expresszdlodik melanoma sejtekben és
szovetekben, a melanoma novekedésének H2 hisztamin receptorok 4ltali autokrin
fokozédésa feltételezhetd. Eredményeink azt mutatjak, hogy a HT168 melanoma
sejtvonal H2 receptorokat expresszal, és ezek blokkoldsa cimetidin-DPPE
kombinacidval, gitolja a melanoma novekedését.

A HI1 és H2 receptorok szdma és elérhet6sége, valamint lokalis egyensilyuk
fontos tényezok, melyek meghatdrozzak, hogy a hisztamin eldsegiti vagy elnyomja a
melanoma novekedését. A hisztamin a receptor tipusitdl fliggen kétféleképpen
hathat, vagy noveli, vagy csokkenti a melanoma novekedését. A kiilonbozd
antihisztaminok eltolhatjak ezt a helyi egyensulyt, és ezzel befolydsoljak a hisztamin
hatékonysdgat a melanoma ndvekedésére. Ez a tény a melanoma kezelésében a
hisztamin receptor antagonistdknak egy lehetséges uj szerepet adhat.

A hisztamin masik célpontja a lokélis bevandorlé immunsejtek, melyekre
hatva befolydsolja az immunvaélaszt, tobbek kozott azaltal, hogy Th2 eltolédast
okoz, amely el8segiti a tumor tilélését. Ujabban leirtak, hogy a Thl vilaszok
elsésorban a H1 receptorokon, mig a Th2 valaszok a H2 receptorokon domindlnak
(Jutel et al. 2001. Nature 413:420-425.).

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 gitoljdk a
melanoma sejtek proliferaciéjat, azaltal, hogy a hisztamin szdmara nem marad
szabad hozzéiférés a H2 receptorokhoz, ezzel kikapcsoljdk a hisztamin H2
receptorokon at megvaldsulé tumorproliferaciot fokozé hatdsat; masrészt az emiatt
tulsulyba keriil6 H1 receptorokon 4t a hisztamin csokkenti a tumorndvekedést. Az
endogén tdton termelddott hisztaminnak a sejtben maradd része a mikroszémékban
és a magrészben taldlhatd intracelluldris citokrém P450 sejtalkotéhoz (iHR) kotédik,
ezt a kotddést gatolja a DPPE.

A masik mechanizmusban a H2 receptor antagonistak 4ltal aktivizdlédik a
lokdlis immunvdlasz, amelyet az interferon-gamma produkci6 jellemez.

A hisztamin jelentds mennyiségli el6forduldsa melanoma sejtekben és
szovetekben tovdbbi vizsgdlatokra Osztondz a mdr meglevé és specidlisan
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megtervezett dj antihisztaminok terdpids effektivitdsat illetéen. A kutatdsok uj
irdnyvonaladt mutatja az utébbi idében hozzéférhetd HDC deficiens ragcsdlé modell,
amely tovabbi lehet6séget teremt, hogy tanulmdnyozzuk a humdn medicindban
haszndlt antihisztaminok hisztamin receptor fliggd és fiiggetlen hatdsat.

Munkank gyakorlati jelentésége

A melanomds betegek szdmdnak az utébbi években tapasztalt jelentOs
novekedése sok kutatdcsoportot arra késztet, hogy a melanoma sejtek proliferdcidjat
in vitro és in vivo modszerekkel tanulmdnyozzdk, a tumorsejtek novekedését
csokkentd anyagokat, gydgyszereket taldljanak. Mindez aldtdmasztja munkank
jelentdségét.

Kisérleteink sordn a SCID egerek a melanoma sejtek beoltdsat kovetden
masnapt6l kaptdk az antihisztamin anyagokat. A cimetidin és DPPE kombindlt
kezelés hatékonyan csokkentette az egerekbe transzplantdlt humdn melanoma
sejtekbdl kifejlddd tumorok méretét, a tumorok kifejlddésének potencidljat, tovdbba
megnovelte ezen egerek tilélését. Ezek az eredmények felvetik annak lehetdségét,
hogy a cimetidin és DPPE kombindcié mdr a tumor megjelenése elétt rendszeresen
alkalmazva profilaktikus lehet a tumor kifejlddésére.

A SCID éllatmodell alkalmazdsa azért hasznos, mivel lehetdséget teremt
embereken etikai megfontoldsbol nem végezhetd kisérletek kivitelezésére. A SCID
egerekben létrehozott humén orthotopikus melanoma modell alkalmas a tumor
progresszidjdnak in vivo tanulmédnyozdsdra. Segitségével szdmos, a melanoma
malignummal kapcsolatos kérdés reprodukdlhaté médon vizsgdlhaté in vivo
koriilmények kozott. A SCID egérmodell segitségével lehetdség nyilik a melanoma
terdpidjaban a kés6bbiekben felhasznaldsra keriilhetd anyagok tanulmdnyozasara.

VI. 5SSZEFOGLALAS

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-HCl-al (DPPE-vel)
kombindlva szignifikdnsan csokkentette a tumorsejtek proliferdcidjat. A ranitidin
pedig 6nmagdban 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 atlagos 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
kombindltan alkalmazva, in vivo nagymértékben csokkenti a HT168 melanoma
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novekedését SCID egerekben.

5. Az antihisztamin dgenseknek a melanoma tumorok kialakuldsara kifejtett hatasat
vizsgdlva azt taldltuk, hogy a tumornovekedési 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 expresszidja nagyobb mértéki
volt in vivo koriilmények kozott, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében, a
kiilonboz6 in vivo kezelések azonban nem befolydsoltdk a HDC fehérje mennyiségét
a szoveti kivonatokban.

8. A cimetidin és DPPE-vel egyiittesen kezelt egerekben kifejlédott tumorok
szovettani feldolgozdsa és az immunreaktivitds vizsgdlata igazolta, hogy ez a kezelés
megnoveli az IFN-y-t termeld egér makrofdgok infiltraciéjat, és kisebb mértékben a
természetes 016 sejtek (NK sejtek) felhalmozdddsat a kezelt dllatokban novekvo
tumorokban, szemben a kontroll csoporttal.
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