Razlika u imunofenotipskim i funkcionalnim karakteristikama limfocita limfnih ¢vorova
strazara obolelih od melanoma koZe u prvom i drugom stadijumu bolesti

Uvod

Melanom je najagresivniji tumor koze, koji nastaje malignom transformacijom pigmentnih

¢elija melanocita. Poznato je da je on takozvani imunogenian tumor jer ima veliku ucestalost
mutacija i samim tim je dobar izvor molekula koji mogu da aktiviraju ¢elije imunskog odgovora i
to pre svega urodenoubilacke celije (NK ¢elije) i CD8+ citotoksi¢ne T limfocite (CTL) (1). Ove
¢elije imaju ulogu da eliminiSu ¢elije melanoma kako razli¢itim mehanizmima citotoksi¢nosti,
tako 1 imunoregulatornom aktivno$¢u odnosno produkcijom brojnih citokina, pre svega
interferona-gama (IFN-y). Ipak, ¢elije melanoma mogu da izbegnu imunski nadzor kroz brojne
mehanizme inhibicije komponenti imunskog odgovora (1).
Tretman primarnog lokalizovanog melanoma koze podrazumeva hirurSko lecenje u vidu Sirokog
uklanjanja samog tumora uz proveru statusa regionalnih limfnih ¢vorova odstranjenjem limfnog
&vora strazara (LCS). LCS su prvi limfni évorovi koji se susre¢u sa éelijama tumora koje pocinju
da se §ire u organizmu. U rutinskoj klini¢koj praksi, biopsija LCS je vazna za precizno odredivanje
stadijuma melanoma 1 prognoze bolesti (2-4). Takode, ova procedura daje mogucnost da se
proudava rani imunski odgovor u LCS na antigene primarnog tumora. Ovakva analiza od velike je
vaznosti jer nam moze pruziti nova saznanja o mogucnostima stimulacije imunskog odgovora
pacijenta u borbi protiv ¢elija melanoma u ranoj fazi bolesti (5, 6). Medutim, pokazano je da
imunske ¢elije u LCS pacijenata obolelih od melanoma imaju izmenjene funkcije (7). Celije
melanoma oslobadaju brojne inhibitorne faktore, kao Sto su transformiSuéi faktor rasta beta,
intereukin-6, vaskularni endotelni faktor rasta, indolamin 2,3-dioksigenaza. Ovi faktori imaju
sposobnost da dovode do diferencijacije, proliferacije i aktiviracije brojnih supresorskih ¢elija
imuniteta kao $to su: mijeloidne supresorske ¢elije, regulatorni T limfociti, makrofagi pridruzeni
tumoru, koji igraju vaznu ulogu u rastu tumora i metastaziranju tako Sto inhibiraju aktivnost CD4+
pomo¢nickih T ¢elija, CTL, NK ¢elija u borbi protiv tumora. Ovi faktori takode menjaju funkcije
dendritskih éelija unutar LCS, to dovodi do poremeéaja procesa prezentacije antigena tumora i
funkcije T limfocita. Ovi procesi promovisu stvaranje supresornog mikrookruzenja u LCS pre
pojave metastaze u njemu i na taj nacin favorizuju Sirenje tumora (7, 8). Iz tog razloga, godinama
unazad ispituje se efikasnost razli¢itih oblika imunske terapije kod pacijenata obolelih od
melanoma (9). Terapijska primena inhibitora takozvanih kontrolnih ta¢aka imunskog odgovora,
odnosno monoklonskih antitela koja blokiraju inhibitorne molekule, pre svega citotoksi¢ni T-
limfocitima-pridruzen protein 4 (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen-4, CTLA-4),
receptor programirane c¢elijske smrti 1 (engl. Programmed Death 1 receptor, PD-1), ligand
receptora programirane Celijske smrti 1 (engl. Programmed Death Ligand 1, PD-L1), gen 3
aktivacije limfocita (engl. Lymphocyte-Activation Gene 3, LAG-3), dala je znaCajne rezultate u
terapiji pacijenata obolelih od metastatskog melanoma koze, kao 1 kod pacijenata sa metastazama
u limfnim ¢vorovima u III stadijumu bolesti u vidu adjuvantne terapije (9). Ovi inhibitorni
molekuli su znacajni regulatori funkcije T limfocita. Pod uticajem hroni¢ne stimulacije antigenima
tumora i imunosupresornih faktora prisutnih u mikrosredini tumora povecano su ispoljeni na T
limfocitima i1 dovode do smanjenja njihove funkcije. Iz tog razloga terapijskom blokadom ovih
molekula aktivira se imunski odgovor pacijenata (9, 10).



Na osnovu novijih velikih studija koje su ispitivale efekat terapije inhibitorima kontrolnih ta¢aka
imunskog odgovora i kod bolesnika kod kojih nije detektovana metastaza u LCS, ali zbog debljine
melanoma imaju visok rizik za relaps (IIB 1 IIC stadijum), Americka asocijacija za hranu i lekove
je kod ovih pacijenata odobrila primenu monoklonskih antitela koja blokiraju PD-1 inhibitorni
molekul, Pembrolizumab ili Nivolumab kao adjuvantnu terapiju (11). Medutim, kod ove grupe
pacijenata velika je potreba za iscrpnim istrazivanjima koja bi pomogla u Sto preciznijem odabiru
pacijenata kod kojih bi ova terapija dala najbolji klinicki odgovor, a s obzirom na njene
potencijalne neZeljene efekte i rezistenciju (12, 13). Takode, bilo bi potrebno kod ovih pacijenata
detaljno ispitati, pored PD-1, znacaj i drugih inhibitornih molekula, pre svega LAG-3 i T-Celijskog
receptora 3 koji sadrzi imunoglobulin i mucin (engl. T cell immunoglobulin and mucin domain
containing-3, TIM-3), ¢ija blokada bi potencijalno mogla imati veliki terapijski znacaj.

Radna hipoteza

U tkivu LCS bolesnika u IT klini¢kom stadijumu melanoma koZe smanjena je zastupljenost
1 funkcija ukupnih CD3+ T limfocita, kao 1 zastupljenost citotoksicnih CD3+CD8+ T ¢elija, a
takode je povecana ekspresija PD-1, LAG-3, TIM-3 molekula na ukupnim CD3+ T limfocitima u
odnosu na pacijente u I klinickom stadijumu.

Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti 1 uporediti zastupljenost ukupnih CD3+ T limfocita 1 njihovih subpopulacija
(CD3+CD4+ pomo¢nicki, CD3+CD8+ citotoksi¢ni, CD25+Foxp3+CD4+ regulatorni T
limfociti), kao i CD3-CD56+ NK éelija, u tkivu LCS pacijenata obolelih od melanoma
koze u Ii II klini¢kom stadijumu.

2. Odrediti i uporediti funkciju ukupnih CD3+ T limfocita u tkivu LCS pacijenata obolelih
od melanoma koze u I i II klinickom stadijumu, merenjem ekspresije sintetisanog IFN-y u
njima.

3. Odrediti i uporediti ekspresiju PD-1, LAG-3 i TIM-3 molekula na povrsini ukupnih CD3+
T limfocita u tkiva LCS pacijenata obolelih od melanoma koZe u I i IT klini¢kom stadijumu.

4. Odrediti 1 uporediti povezanost procenta CD3+CD8+ i CD3+PD-1+ T limfocita u tkivu
LCS pacijenata obolelih od melanoma koze u I i I klini¢kom stadijumu sa patohistologkim
karakteristikama primarnog tumora (histoloski tip, debljina tumora (Breslow)).

Materijal i metode
Pacijenti

U ovoj retrospektivno-prospektivnoj studiji koristiée se uzorci tkiva LCS 60 pacijenata sa
koznim, lokalizovanim melanomom, koji ¢e biti podvrgnuti biopsiji LCS u Institutu za onkologiju
i radiologiju Srbije (IORS). Planirani period istrazivanja je 18 meseci, od aprila 2024. godine do
oktobra 2025.

LCS se u dijagnostici rutinski analiziraju na prisustvo ¢elija melanoma u njima kod
pacijenata koji imaju melanome debljine po Breslou >0,8mm ili tanje ali sa prisutnom ulceracijom



(stadijum T1b 1 visi prema TNM Kklasifikaciji tumora), a nemaju klinicki i dijagnosticki uocene
znakove patoloske limfadenopatije i/ili metastatskih promena (2-4,14).

Ukljucujuéi kriterijumi:

- postavljena dijagnoza melanoma koze (pT1b 1 visi stadijumi), bez limfadenopatije 1/ili
metastatskih promena,

- starost pacijenta preko 18 godina,

- bilo koja rasa, pol ili etnicko poreklo pacijenta.

Iskljucujuéi kriterijumi:

- starost pacijenta ispod 18 godina,

- prisustvo infektivnih oboljenja, autoimunskih bolesti, akutne ili hroni¢ne inflamacije
drugog porekla i/ili maligniteta krvi i koStane srzi.

Informisani pismeni pristanak ¢e biti trazen od svakog pacijenata na osnovu protokola koji
je odobrio Eticki odbor IORS-a (br.14/2024/1081). Radi hirurske intervencije koja ima za cilj
proveru LCS, preoperativno na dan operacije, intradermalno u regiju oziljka od uklonjenog
melanoma, bi¢e ubrizgan marker, radioaktivni izotop (Tc99m), a neposredno preoperativno i drugi
marker, vitalna boja (metilen plava), na isti nacin. U toku hirurSke intervencije ¢e iz regionalnog
limfnog bazena biti odstranjen limfni nodus koji je primio jedan ili oba markera, ¢ime se smatra
da je on LCS. LCS su ili pozitivni ili negativni na ¢elije melanoma na osnovu patohistoloke
analize serijskih preseka bojenjem hematoksilinom i eozinom (H&E) i imunohistohemijskim
bojenjem. U slucaju pozitivnog LCS, pacijenti se svrstavaju u III stadijum bolesti, a u slu¢aju
negativnog LCS u I ili II stadijum u zavisnosti od debljine primarnog melanoma i prisutne
ulceracije. Nasumiéni deo LCS (1 mm najveée debljine preseka) od svakog pacijenta, dobijen sveZ
od strane patologa u toku ili odmah nakon operacije, ¢e biti prebacen u kriovajle i krioprezerviran
na -150°C radi skladiStenja i1 kasnije obrade. Za potrebe ovog istrazivanja iskljucivo ¢e se
analizirati LCS negativni na ¢elije melanoma (klini¢ki stadijum I i IT). Analiza imunofenotipskih
i funkcionalnih karakteristika limfocita iz dobijenog uzorka LCS vrgi¢e se u Odseku laboratorije
za imunologiju Sluzbe za nau¢noistrazivacku i obrazovnu delatnost IORS.

Eksperimentalne metode
Izolacija mononuklearnih éelija (MNC) iz tkiva LCS obolelih od melanoma koZe

Tkivo LCS ée biti u RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Nemacka) hranljivoj podlozi za ¢elijsku
kulturu mehanicki isitnjeno, a zatim potiskivanjem kroz mrezicu bice dobijena jednocelijska
suspenzija. Iz dobijene suspenzije éelija biée izolovane MNC nakon 30 minuta centrifugiranja na
1600 obrtaja u minutu (rpm) na gustinskom gradijentu Histopaque (Sigma-Aldrich). Dobijeni talog
MNC ¢e zatim 2 puta biti ispiran u po 2 ml hranljive podloge centrifugiranjem na 1600 rpm u
trajanju od 10 minuta.



Proto¢na citometrija

Procentualna zastupljenost ukupnih T limfocita i njihovih razli¢itih subpopulacija, kao 1
procenat NK ¢elija i inhibitornih receptora, PD-1, LAG-3, TIM-3, na povrsini ukupnih T ¢elija u
populaciji limfocita u sveZe izolovanim MNC poreklom iz LCS obolelih od melanoma kozZe
odrediva¢e se metodom direktne trokolorne imunofluorescencije na proto¢nom citometru,
FACSCalibur, (Becton Dickinson, San Jose, SAD) koriS¢enjem monoklonskih antitela obelezenih
fluorescentnim bojama. Uzorci za analizu ¢e biti pripremani po metodi Jacson-a i saradnika (15).
Naime, 5 x 10° sveZe izolovanih MNC u suspenziji od 100 pL (koncentracija 5 x 10° ¢elija/ml) ée
biti inkubirano 30 minuta na 4°C sa 10ul odgovaraju¢e kombinacije monoklonskih antitela i nakon
toga ispirano dva puta centrufugiranjem na 1600 rpm u hladnom rastvoru fosfatnog pufera
(CellWASH) (Becton Dickinson) i za analizu na proto¢nom citometru resuspendovano u 1%
paraformaldehidu (CellFIX) (Becton Dickinson).

Limfociti ¢e se detektovati u suspenziji MNC prema svojoj veli¢ini i granularnosti u
CellQuest programu pri ¢emu ¢e biti sakupljano oko 20000 dogadaja (¢elija po uzorku), a stepen
nespecifiéne imunofluorescencije odredivace se koriS¢enjem izotipski identi¢nih, irelevantnih,
kontrolnih monoklonskih antitela i oduzimati od fluorescencije uzorka. U radu ¢e biti koriS¢ene
slede¢e kombinacije monoklonskih antitela koja su obelezena fluorescentnim bojama:
CDSFITC/CD4PE/CD3APC, CDS6FITC/PD-1PE/CD3APC, LAG-3FITC/TIM-3PE/CD3APC,
CD25FITC/Foxp3PE/CD4PerCP (Becton Dickinson). Ukupni T limfociti ¢e biti detektovani 1
analizirani kao CD3+ limfociti, pomo¢nicki T limfociti kao CD3+CD4+, citotoksi¢ni T limfociti
kao CD3+CD8+, a NK ¢elije kao CD3-CD56+ limfociti. Ekspresija PD-1, LAG-3 1 TIM-3
molekula ¢e biti odredivana na povrsini ukupnih CD3+ T limfocita.

Za analizu procenta regulatornih T (Treg) limfocita unutar populacije limfocita LCS
metodom protoéne citometrije, bi¢e pripreman uzorak od 1x10° MNC izolovanih iz LCS bolesnika
sa melanomom koje ¢e biti resuspendovane u 100ul hranljive podloge. Spoljasnji antigeni koji
odreduju imunofenotip Treg ¢elija bice obelezeni sa po 10 pl monklonskih antitela konjugovanih
fluorescentnim bojama, CD25FITC i CD4PerCP (Becton Dickinson) i inkubirani 30 minuta na
4°C. Nakon toga uzorci ¢e biti po dva puta ispirani centrufugiranjem na 1600 rpm u hladnom
rastvoru fosfatnog pufera. Posle bojenja spoljasnjih antigena, prema standardnom postupku za
premeabilizaciju, talog MNC ée biti izlagan dejstvu komercijalnog BD FACS rastvora 2 za
permeabilizaciju ¢elija koji sadrzi deterdZent saponin (Perm 2) (BD Biosciences) i nakon toga za
oblezavanje unutarcelijskog Foxp3 svakom uzorku ¢e biti dodavano po 10 ul anti-Foxp3 PE
monoklonskog antitela (Becton Dickinson). Nakon dva ispiranja u hladnom rastvoru fosfatnog
pufera, za analizu na proto¢nom citometru uzorci ¢e biti rastvoreni u 1% paraformaldehidu. U
populaciji limfocita LCS procenat Treg ée biti anliziran kao procenat CD4+CD25+ T éelija koje
sadrze FoxP3.

Odredivanje IFN-y u T limfocitima

Za odredivanje prisustva sintetisanog IFN-y u CD3+ T c¢elijama koristice se metoda
protoéne citometrije. Bi¢e pripremljen uzorak od 5x10° MNC izolovanih iz LCS bolesnika sa
melanomom koje ée biti resuspendovane u 500ul medijuma. Ovako pripremljene MNC ée se
kultivisati na temperaturi od 37°C u polistirenskim epruvetama za proto¢nu citometriju sa 50 ng/
ml forbol-12-miristat-13-acetata (PMA) (Sigma-Aldrich) i 500 ng/ml jonomicina (Sigma-Aldrich)
koji imaju ulogu da stimulisu sintezu IFN-y. Nakon 1 sat inkubacije sa PMA 1ijonomicinom dodace
se 10 g/ml brefeldina A (Sigma-Aldrich) da bi se sprecio transport sintetisanih proteina iz ¢elija u



spoljasnju sredinu. Nakon dodatnih 3 sata (ukupno 4 sata tretmana), MNC ¢ée biti dodato 10 pl
monoklonskog antitela konjugovanog sa fluorescentnom bojom, CD3FITC (Becton Dickinson)
koje vezuje spoljasnji antigen koji odreduje imunofenotip ukupnih T limfocita i obelezene MNC
¢e biti inkubirane 30 minuta na 4°C. Nakon toga uzorci ¢e biti po dva puta ispirani
centrufugiranjem na 1600 rpm u hladnom rastvoru fosfatnog pufera. Nakon bojenja spoljasnjeg
antigena prema standardnom postupku za premeabilizaciju, talog MNC ¢ée biti izlagan dejstvu
Perm 2 rastvora i nakon toga za oblezavanje unutarcelijskog IFN-y svakom uzorku c¢e biti
dodavano po 10 pl anti-IFN-yPE monoklonskog antitela (Becton Dickinson). Nakon dva ispiranja
u hladnom rastvoru fosfatnog pufera, uzorci ¢e biti rastvoreni u 1% paraformaldehidu. U populaciji
limfocita LCS, odredivaée se procenat CD3+ T ¢elija koje sadrze IFN-y.

Statisticka analiza

U ovom istrazivanju potrebna veli¢ina uzorka za detekciju velicine efekta od 0.41 u analizi

varijanse sa dve grupe za numericke varijable: procenat CD3+ T limfocita, procenat CD3+CD8+
citotoksi¢nih T limfocita, procenat CD3+PD-1+ Celija, za nivo statisticke znacajnosti od 0.05 i
statisticku snagu od 0.8 iznosi 50. Veli¢ina efekta dobijena je na osnovu pretpostavljenih odnosa
vrednosti objasnjene i rezidualne varijanse od 0.15 prema 0.9. IzraCunavanje veliine uzorke
uradeno je pomocu programa G-power 3.1.6.
Dobijeni rezultati ¢e se analizirati primenom parametarskog T testa za nezavisne uzorke, Unpaired
T test, 1 neparametarskog testa, Mann-Whitney exact test of unpaired data koris¢enjem GraphPad
Prism programa. Korelacije izmedu podataka odredivace se Spearman rangovnom korelacijom.
Razlike izmedu uporedivanih grupa bice statisticki znacajne odnosno postojace korelacija ukoliko
¢e izracunata p vrednost biti manja ili jednaka 0,05.

Procena kandidata o potencijalnom nau¢nom doprinosu

U literaturi je malo podataka o imunofenotipskim i funkcionalnim karakteristikama celija
imunskog odgovora u jo§ uvek intaktnom, nemetastatskom LCS bolesnika sa koznim,
lokalizovanim melanomom. Iz tog razloga bi ovo istrazivanje trebalo da da sasvim nove podatke
vezane za potencijalnu razliku u procentu i funkciji T limfocita, kao i ekspresiji inhibitornih
molekula, kontolnih tacaka imunskog odgovora, PD-1, LAG-3, TIM-3 na njihovoj povrSini
izmedu bolesnika u klinickom stadijumu II sa loSijom prognozom i vecom moguénoscu
metastaziranja u odnosu na pacijente u klinickom stadijumu I. Iako je nekoliko godina unazad
odobrena primena monoklonskih antitela koja blokiraju PD-1 molekul u visokorizi¢nim
podgrupama pacijenata u II stadijumu bolesti (IIB/C), u vidu adjuvantne terapije, ostaje otvoreno
pitanje da li su svi ovi pacijenti kandidati za leCenje ovom terapijom, s obzirom na njene
potencijalne nezeljene efekte i mogucu rezistenciju. Rezultati ovog istrazivanja mogli bi da
doprinesu preciznijem odabiru pacijenata kod kojih bi ova terapija dala najbolji klini¢ki odgovor,
a takode bi rezultati koji se odnose na ispoljavanje ne samo PD-1, ve¢ i manje analiziranih LAG-
3 i TIM-3 inhibitornih molekula na povriini limfocita LCS mogli da pokazu njihov znaéaj u
smanjenju funkcije T limfocita, kao i potencijalno veliki znacaj njihove terapijske blokade kod
pacijenata sa visokim rizikom metastaziranja u II stadijumu bolesti.
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