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Absztrakt

A melanéma tumor mikrokornyezetében a Melandma-Asszocialt Fibroblasztok (MAF-ok)
meghatarozo tagjai a tumor stromanak. Képesek tamogatni a daganatsejtek ndvekedését
és befolyasolni az anti-tumor immunvalaszokat, beleértve egyes limfocita populaciok
gatlasat is. Fenotipikus és funkcionalis hasonlésagaik miatt, melyeken osztoznak a
mesenchymalis stromasejtekkel (MSC-k) vizsgalataim els6, altalanos célkitlizése az volt,
hogy megallapitsam, hogy a MAF-ok, hasonléan mint az MSC-k, képesek-e a makrofag
sejtek funkcidinak modulalasara. A MAF-okat sebészi uton eltavolitott melanéma bér
szovetekbdl kerlltek izolalasra. Kutatocsoportunk korabbi eredményeit kovetéen, melyek
bemutattak a MAF-ok és a makrofagok kozotti szoros kapcsolatot a tumor stromaban,
tovabbi vizsgalatokat végeztem a MAF-ok makrofagok mukodésére kifejtett hatasaban.
Human periférias vérbél monocita sejteket izolaltam és azokat in vitro médon M1 (pro-
inflammatdrikus) és M2 (anti-inflammatdrikus) makrofagokka differencialtattam.
Sikeresen beallitottam egy in vitro kokultdra esszét MAF-okkal és az elébb emlitett primer

M1 és M2 makrofagokkal, valamint kimutattam az immunszuppressziv hatasu IL-10

crer

Mivel a jelenlegi y& T-sejteket alkalmazoé szolid tumorokat célzé kezelések vegyes
eredményeket mutatnak, vizsgalataim masodik altalanos célkitlizése az volt, hogy
hogy az aktivalt y6 T-sejtek képesek-e elpusztitani a MAF-okat. Ezen kérdés
megvalaszolasahoz kialakitottam egy in vitro kisérleti rendszert, frissen izolalt V62 tipusu
y6 T-sejtekkel és melanéma betegekbdél szarmazé MAF-ok kokulturajaval. Kimutattam,
hogy a zoledronsav hozzaadasa a y6 T-sejtekhez sziikséges a MAF-ok apoptozisanak
indukalasahoz. Tovabba vizsgaltam a y6 T-sejtek citotoxicitasat molekularis szinten is, és
kimutattam, hogy a stimulalé hatasu anti-BTN3A1 antitest 20.1 klénjanak hasznalata
esetén fokozott apoptdzis érhetd el MAF-okban. Ezzel szemben a gatlé hatasu anti-TCR
v6, vagy az anti-BTN2A1 antitestek hasznalatakor csokkent a MAF-okon mért apoptdzis. A
kisérleti eredményeim azt mutatjak, hogy a yé T-sejtek altal zoledronsav segitségével
indukalt MAF apoptdzis a y6 TCR és a BTN2A1, valamint a BTN3A1 molekulakon keresztil
valosul meg. Mivel a zoledronsav alkalmazasa biztonsagos és jol toleralhatd a betegek
szamara, eredmenyeim kiindulé adatokkal szolgalhatnak a jovébeli klinikai kutatasok

szamara a melanéma kezelési stratégiaira vonatkozoéan.



Abstract

Within the melanoma tumor microenvironment, Melanoma-Associated Fibroblasts (MAFs)
are integral components of the stroma, creating a protective network for cancer cells and
influencing anti-tumor immune responses, including the suppression of lymphocyte
populations. Due to their phenotypical and functional similarities to Mesenchymal
Stromal Cells (MSCs), we first wondered whether MAFs, such as MSCs, possess the capacity
to modulate macrophage functions. MAFs were isolated from surgically resected
melanoma skin tissue and subsequently biobanked. Our research group unveiled the
intimate interaction between MAFs and macrophages within the tumor stroma, prompting
further investigation on the influence of MAFs on primary macrophage function.
Monocytes were isolated from human peripheral blood and differentiated into M1
(proinflammatory) and M2 (anti-inflammatory) macrophages in vitro. | successfully set up
an in vitro co-culture assay employing MAFs and M1 and M2 macrophages and
demonstrated the secretion of the anti-inflammatory cytokine, IL-10, by MAF-educated

macrophages.

Given the mixed responses observed in current anti-cancer therapies employing y& T cells
in solid tumors, my second research aim was to better understand y6 T cell biology in
melanoma by investigating the potential of activated y6 T cells to eliminate MAFs. To
answer this question, | set up an in vitro platform using freshly isolated V62-type y6 T cells
and cultured MAFs, that were biobanked from our melanoma patients. My research
demonstrated that the addition of zoledronic acid to y6 T cells was essential for inducing
apoptosis in MAFs. Moreover, the cytotoxicity of y6 T cells against MAFs was explored at
the molecular level, revealing increased apoptosis when utilizing the stimulatory clone
20.1 of the anti-BTN3A1 antibody but reduced cytotoxicity when anti-TCR y6 or anti-
BTN2A1 antibodies were employed. Based on my experiments, | concluded that zoledronic
acid activated y6 T cell induced apoptosis in MAFs operates through y6 TCR, BTN2A1 and
BTN3A1 axis. As the administration of zoledronic acid is known to be safe and tolerable
in patients, my results offer valuable data for future clinical studies on melanoma

treatment strategies.



1. Bevezetés

A rosszindulatu daganatképzddésben szerepet jatszé folyamatok tanulmanyozasa és
terapias célpont keresése kezdetben magan a transzformalt sejten belil lezajlo genetikai,
molekularis biologiai és metabolikus eseményekre iranyult. A daganatsejtek osztdodasahoz
és a tumorok novekedéséhez azonban szamos stromasejt és immunsejt Osszetett
interakcioja szukséges a tumor mikrokornyezetén belul. Ezek kozé a sejtek kozé tartoznak
a tumor-asszocialt fibroblasztok, tumor asszocialt makrofagok, dendritikus sejtek, mieloid
sejtek, endothél sejtek, pericitak és daganat 6ssejtek egyarant. A legnagyobb mortalitassal

bird bérrak tipus a melanoma, melynek esetszama évrél évre novekszik.

Melanémaban a melandéma-asszocialt fibroblasztok (MAF) altal termelt strukturfehérjék
térbeli tamaszto szerkezetet és protektiv haldzatot biztositanak a melandma sejteknek. A
MAF-ok eredetét tekintve szamos lehetséges prekurzorra lehet gondolni, mint a tumor
kérnyezetben rezidens fibroblasztokra, csontveléi eredetli mesenchymalis stromasejtekre,
hematopoetikus 6ssejtekre, endothél sejtekre, vagy pedig helyi epitheliadlis sejtekre.
Kutatécsoportunk korabbi eredményi alapjan a MAF-ok olyan funkcionalis
hasonldésagokban osztoznak a mesenchymalis stromasejtekkel, mint a citotoxikus T-
limfocitak aktivitasanak gatlasa. Tovabba elemeztik a MAF-ok differencialddasi
potencialjat, immunszuppressziv  hatasukat, valamint kolokalizacidjukat mas
immunsejtekkel a tumor kérnyezetben. Egyéni kutatdmunkamat erre épitve vizsgaltam a
MAF-ok immunmodulalé hatasat primer, human monocita eredeti makrofagokon.
Tovabba a MAF-ok citotoxikus CD8" T-sejt aktivitasra kifejtett gatld hatas kimutatasat
kovetéen, 6nalldé munkam arra iranyult, hogy milyen egyéb immunsejtek felhasznalasaval
lehetne elérni citotoxikus hatast MAF-okban. Ehhez egy nem-konvencionalis, y& T-sejt
receptorral rendelkezé T-sejt alpopulaciot vizsgaltam. A y& T-sejtek a konvencionalis af
T-sejtekkel szemben nem peptid természetl antigéneket ismernek fel a célsejtek
sejtfelszini f6 hisztokompatibilitasi kompexeihez (MHC) kotve, hanem antigén
felismerésik MHC filiggetlen modon torténik. Jelenleg a y6 T-sejteket alkalmazoé
tumorellenes terapias eljarasok valtozé eredmenyekkel birnak. Ebbél kifolyélag

e re

helyezve a y6 T-sejtek és a MAF-ok kdlcsonhatasat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Melanéma

A melanéma egy olyan rosszindulatd bdérdaganat, amelyben a tumorsejtek tulzott
proliferativ aktivitassal rendelkezé, illetve genetikailag megvaltozott, ham részben
elhelyezkedé pigment termeld melanocitakbol keletkeznek [1]. Kialakulasahoz tobbféle
0sszetett folyamat vezet, amelyekben kornyezeti faktorok és az egyéni genetikai hattér is
szerepet jatszhatnak [2]. A melanoma daganatok 90%-a bér eredetli, azonban
eléfordulnak szemben (uvealis melanoma), nyalkahartya felileteken, illetve ismeretlen
hatterU primer tumorként is jelentkezhetnek [3]. Kiilonb6z6 rizikofaktorok hozzajarulnak
a kialakulasahoz, mint a nem (férfiakban gyakoribb), a kor, a csaladon beluli eléfordulas,
a vilagos bértdnus, tobbszoros napégés az egyén élete soran, beltéri barnulas (szolarium

hasznalat), illetve a diszplasztikus, vagy nagyszamu anyajegy jelenléte [4].

A b6ér melanoma korai stadiumban valo észrevételet és mutéti beavatkozasat kovetden jol
kezelhet6, azonban az el6rehaladott tumor stadiumok rosszabb progndzissal jarnak. A
kilonféle bérdaganatok kozil a melanéma kevesebb, mint 3-5% gyakorisaggal
jelentkezik, ugyanakkor rendkivil agressziv daganattipus. A 20%-o0s mortalitasi arany
mellett a bérdaganatokhoz kdthetd halalozasok 80%-ért felelés [5], [6]. Ennek oka a
heterogén tumor szerkezet, a tumort célzo terapiaknak vald ellenallas, illetve a gyors attét
képzé képesség tovabbi szovetekre kiterjedve [7]. Az elsédleges terapias lehetéség a
sebészeti eltavolitas, azonban a mutétet kdvetéen a rezidualis tumorsejtek a tumor Gjboli
kialakulasat és attéteket okozhatnak. Egyéb terapias lehet6ségek kozé tartozik a
radioterapia, kemoterapia, immunterapia, illetve célzott terapia az eltavolitott tumorban

azonositott genetikai eltérések (szomatikus mutaciok) alapjan. [8].

A melandma progresszioja harom f6 fazisra oszthatd: 1) radialis novekedési fazis (Radial
Growth Phase, RPG) alatt kizarolag a bér epidermisz rétegében vannak jelen a tumorsejtek
2) RPG-korlatozott, mikroinvaziv fazis, amikor a melanoma sejtek elérik a felszini
papillaris dermisz réteget 3) a vertikalis novekedési fazis (Vertical Growth Phase, VGP) az
a mitogén stadiuma a melanémanak, amikor attétek képzédésével nyirokcsomokba és mas

szOvetekbe is eljutnak a malignus sejtek [9], [10].



A két leggyakrabban eléforduld szomatikus mutacié melanémaban a BRAF, illetve az
NRAS (neuroblasztoma RAS viralis onkogén) gének mutacioi. A leggyakoribb BRAF
mutacio egy valin glutaminsav aminosavcserét eredményezé pontmutacié (V600E) a BRAF
gén 15-6s exonjaban, mely a sejt proliferaciojaért, tuléléséért és differenciaciojaert
felelés MAP kinaz kaszkadban (MEK/ERK jelpalya) egy mutans szerin-treonin kinazt
eredményez [11]. A folyamatosan aktiv szignal transzdukcios jelpalya igy hozzajarul a
tumor novekedéshez és a terjeszkedést biztositd metabolikus hattér megteremtéséhez. A
Ras gének mutacidi a daganatos betegségek 16-25%-ban megtalalhatéak [12]. Az NRAS a
Ras proto-onkogén fehérjék koze tartozik, tovabbi két hasonlé rokon fehérjevel (KRAS,
HRAS) egyitt [12]. A Ras fehérjék jelatviteli funkcioikat tekintve kis GTP/GDP koté
fehérjékhez sorolhatdk, melyek mintegy molekularis kapcsold szintén a MAP kinaz
jelpalya részet képezik. Mutans valtozataik hasonléan a mutans BRAF fehérjéhez
kozvetetten hozzajarulnak a tumor novekedéshez. A familiaris malignus melandma
kialakulasaban a hasnyalmirigyrakhoz is asszocialhaté ciklin dependens kinaz inhibitor 2a
(CDKN2a) gén mutacidi jatszanak szerepet [13]. A gén mutacioit a familiaris melanéma
betegek 20-40%-aban azonositottak [14]. Tovabbi gének, amelyek mutacioi alacsony
gyakorisaggal kovetkeznek be és a familiaris melanomas betegek korulbelil 10%-aban

talalhatoak meg, a CDK4, BAP1, TERT, POT1, ACD, TERF2IP, és az MITF [14].

2.2. A melanéoma tumor mikrokornyezet

Régodta ismert, hogy a tumor mikrokornyezet aktiv résztvevéje a tumorigenezisnek. A
szolid tumorokra jellemzé moédon a tumor stromat a (melanocita) tumorsejtek mellett
egyeéb sejtes alkotdelemek épitik fel: tumor-asszocialt fibroblasztok (Cancer Associated
Fibroblast: CAF), keratinocitak, adipocitak és immunsejtek [15]. A tumor Osszetétele
nagymértékben befolyasolja a kezelésre adott valaszt, illetve a betegség lefolyasat. A
melanoma sejtek autokrin mddon bazikus fibroblaszt nodvekedesi faktort (bFGF)
valasztanak ki, elésegitve a sajat proliferaciojukat és tulélésiket, valamint parakrin

jelatviteli modokon hatnak a stromaban elhelyezkedd fibroblaszt sejtekre is. Hatasuk a

A tumorsejtek mellett elhelyezked6 stromasejtek hozzajarulhatnak a tumor
novekedéshez, érhaldézat képzéshez (angiogenezis), illetve a tumor invaziv

tulajdonsaganak kialakitasahoz kilonbozé parakrin jelatviteli palyakon keresztil [17].
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Matrix metalloproteinaz (MMP) szekréciojuk lehetdvé teszi a bazalis membran attorését

es az extracellularis matrix (ECM) lebontasat, elésegitve igy a tavoli attétek képzését [18].

A tumor mikrokdrnyezet sejtes elemei mellett hangsulyos szerepet tolt be az
extracellularis matrix is. Kilonbozé (féként fibroblaszt sejtek) altal termelt fibrézus
fehérjék alkotjak, mint a kollagén, elasztin, glikozamino-glikanok (pl: hialuronsav),
proteoglikanok (pl.: szindekan, heparan-szulfat) és egyeb szerkezeti gluko-konjugatumok
(pL.: fibronektin, laminin, tenascin, vibronektin, oszteonektin, oszteopontin) [19]. Tovabba
az ECM molekulak kozil az intracellularis jelatvitelben fontos szerepet toltenek be az

integrinek is [19].

A tumor kornyezetében szamos immunsejt megtalalhato, beleértve a T-és; B-limfocitakat,
természetes 6l6sejteket (Natural Killer - NK sejt), dendritikus sejteket, makrofagokat és az
éretlen allapotu, mieloid eredetl szuppresszor sejteket (Myeloid Derived Suppressor Cell

- MDSC).

A melandma tumorsejtek képesek modulalni az adaptiv immunvalaszokat, valamint az
immunsejtekkel valé 0sszetett kommunikacidjuk alapjan elmondhato, hogy egy rendkiviil

immunogén tumor tipus.

Az elsé FDA és EMEA altal elfogadott immun-regulaciéos mechanizmusokat célzé immun
ellenérzépont-gatldo (Immune Checkpoint Inhibitor, ICl) antitesteket késéi stadiumu
melandmara fejlesztették ki. Ezek kozé tartozik a citotoxikus T-limfocita asszocicalt 4-es
antigént célzé Ipilimumab (Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4: anti-CTLA-4)
és a programozott sejthalal fehérjét targetalé Nivolumab (anti-PD1 ) [20], melyeket az

FDA 2011-ben és 2014-ben fogadott el.
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1. abra: A melandéma tumor mikrokdrnyezete

A heterogén tumor Gsszetétel, magas mutacios rata es az anti-tumor immunvalaszokhoz
valé adaptacioja miatt a melandma tovabbi innovativ terapias repertoart igényel. Az ICl
terapiak sikerességét és a visszaesés mentes felépllést azonban szamos faktor
befolyasolja, tobbek kozott a TME immunsejt 6sszetétele. A tumor tipustol fliggéen az
atlagos objektiv valaszadasi arany (Objective Response Rate, ORR) az anti-CTLA4
esetében 14%, mig az anti-PD1monoklonalis antitestek esetében 33% [21]. Az ICI-k
mellett tovabba az anti-tumor hatasu vakcinak és kiméra antigén receptort tartalmazoé T-

sejt (CAR-T) terapiak is igéretes kutatasi és fejlesztési eredményeket mutatnak.

2.2.1. Tumor asszocialt makrofagok (TAM-ok)

A természetes (velesziiletett) immunitashoz sorolt csontvel6i eredeti monocita
prekurzorokbol differencialédott makrofagok a velesziletett és szerzett immunitas
kialakitasaban is részt vesznek [22]. Immunfunkcidik kozil hangsulyos a fagocita
aktivitasuk, antigén prezentald képességuk és a mikrobialis fert6zésekkel szembeni
citokinek, valamint komplement komponens szekrécidjuk [23]. Tovabba hozzajarulnak a
szOveti regeneraciohoz, az érképzédéshez és az immunmodulaciéhoz [24], [25]. Emellett
fontos kiemelni, hogy a kiildnbozé biologiai aktivitasuk eltérd tulajdonsagu is lehet, mint

ahogy a makrofag sejtek egyes populacioi lehetnek immun folyamatokat serkentd, illetve



immuntolerancia kialakulasahoz hozzajarulé is [22]. Ezek az ellentétes szerepek lehet6ve

teszik, hogy a szoveti lebontd és javito folyamatokban is egyarant részt vegyenek [26].

A makrofagok szamos szervben, illetve szovetben jelen vannak igy elhelyezkedésuk és
funkcidik alapjan is csoportosithatoak. Ilyenek példaul a kozponti idegrendszer mikroglia
sejtjei, a tidé alveolaris makrofagjai, a csontrendszer oszteoklasztjai, vagy a maj Kuppfer
sejtjei  [27]-[31]. Képesek kulonbdzé molekularis szignalokra megvaltoztatni a
funkciojukat, tehat plaszticitas jellemzé rajuk. [32]. A szoveti kornyezettél és molekularis
szignaloktol fuggben két fé differencialodasi allapotot kiilonbdztetiink meg a makrofag
sejtek esetében: klasszikusan aktivalt, pro-inflammatérikus M1 és alternativ mddon
aktivalt, anti-inflammatodrikus tulajdonsagokkal rendelkezé M2 makrofagok (fontos
kiemelni, hogy M2 makrofagokon belul tobbféle altipus kulonitheté el)
M1 Klasszikus M2a Alternativ
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2. abra: Klasszikus és alternativ Uton differencialédott makrofag sejtek molekularis szignaljai
Ricketts et. al alapjan [33]



A tumort infiltrald leukocitak egy jelent6s részét teszik ki a TAM-ok, kapcsolodva a
daganat asszocialt gyulladasi folyamatokhoz [34]. Részt vehetnek a metasztazis
képzésben, a tumorsejtek és endothél sejtek interakciojat koveté extravazacidban, igy
hozzajarulva a tumor novekedéséhez [35]. A tumor mikrokdrnyezetében lévé TAM

populaciok folyamatos M1 és M2 immunfenotipusok kozotti atmenetben vannak.

Az M1 immunfenotipus-szerid TAM-ok polarizaciojahoz olyan citokinek jarulnak hozza,
mint az IFN-y, IL-1B, TNF-a és GM-CSF. Az M1 makrofagok a malignusan transzformalt
sejteket fagocitdzissal, citotoxikus aktivitasukkal és gyulladasi citokinek szekretalasaval

célozzak meg [36].

Ezzel szemben az M2 immunfenotipus-szeri makrofagok Th-2 tipusu citokinek altal
aktivalodnak, mint az IL-4, IL-13, IL-10 és M-CSF, és a tumor novekedést segitik eld
immunszuppressziv hatasukkal. Ez féként TME atrendezédéssel, novekedést és
erképzddeést elbsegitd faktorok, vagy pedig proteazok kivalasztasaval valosul meg [23]
[37], [38]. Azonban az M1/M2 polarizacié a TAM-ok esetében nem képez éles fenotipikus
és funkcionalis hatart, hanem a tumor kornyezetében a sejtek dinamikusan valtoznak,
illetve fenotipikusan és aranyaikban is kiilonb6zéek az egyes tumorokon belil és tumorok

kozott is.

2.2.2. Tumort infiltralé limfocitak (TIL-ek)

Az emberi szervezet immunsejtjei folyamatosan ellenérzik és eliminaljak a malignusan
transzformalt sejteket, azonban a daganatsejtek egyik alapvet6 tulajdonsaga, hogy
képesek elkeriilni az immunrendszer védekezémechanizmusait. Ismert, hogy a tumor
mikrokornyezetben a tumorsejteket célzo6 immunsejtek mellett jelen vannak olyan
immunsejtek is, melyek a tumorsejtek atprogramozd hatasa miatt melyek elésegitik a
tumor novekedését. A TIL-ek pro-, és anti-tumor hatasa kozotti egyensuly nagymeértékben
fiugg a tumor mikrokornyezetet6l, igy jelenleg egy aktiv és kiemelt fontossagu

immunoldgiai kutatasi teriilet a TIL-ek bioldgiaja.

A melandbma tumor szovetben jelen [év6é limfocita populaciék oOsszetétele a
hisztopatoldgiai meghatarozas mellett pre-klinikai és klinikai kutatasokban is vizsgalt
[39], [40]. Jelenleg a standard vizsgalati eljaras a biopszia, vagy az eltavolitott tumor

szovettani vizsgalataban a TIL-ek jelenlétének meghatarozasa. Ezen kivil egyre inkabb



hangsulyosabba valik a limfocitak kvalitativ immunoldgiai és molekularis bioldgiai
tulajdonsagaira iranyuld biomarkerek keresése [41], [42]. A TIL-ek jelenlétet
melandmaban Clark és munkatarsa mutattak ki 1969-ben [43], és jellemzéen harom
kategoriaba soroltak éket: 1) hianyzo (absent) ha nincsenek jelen a tumorban [44] 2) nem-
intenziv (non-brisk) TIL-ek azok a T-sejtek, amelyek fokalisan vannak jelen a tumorban, de
nem talalhatdak meg végig az invaziv tumor alapon 3) intenziv (brisk) TIL-ek, melyek
fellelhetéek a tumor invaziv szerkezetében egészen a tumor vertikalis novekedési

részének alapjan is [44], [45].

A TIL-ek lokalizacidjat tekintve megkulonboztetiink intratumoralis, stromalis és
peritumoralis infiltraciot [41] [46]. A T-sejtek alpopulacidit nézve a CD8" T-sejtek jelenléte
pozitiv, mig a FOXP3* Treg sejtek a tumorban altalaban negativ prognozissal korrelalnak
[39] [47]. A CD8" citotoxikus T-sejtek az anti-tumor hatasukat perforin és granzim
[49]. Emellett a CD8* T-sejtek hatasmechanizmusahoz a tumor mikrokdrnyezetben
Bottcher és Sousa kutatasai alapjan az egyes tipusu konvencionalis dendritikus sejtek
(cDC1) hozzajarulasa is elengedhetetlen [50]. Melandmas paciensekbél szarmazo
nyirokcsomé attétek analizisét kovetéen azok a CD8* T-sejtek, melyek kifejezik a CXCR3
és CCR9 kemokin receptorokat, a C-tipuso lektint, vagy az NKG2D receptort pozitivabb
progndzissal jartak [51]. A TIL-ek kozott szintén egy fontos minéségi kiilonbség, hogy
egyes CD39" T-sejtek aktivan részt vesznek az tumor célba vételében (pl.: felismerik a
tumor antigéneket) mig egyes sejtek olyan molekulakat, gatlé receptorokat expresszalnak,
mint a PD-1, vagy a TIGIT (T cell Immunoreceptor with IgG and ITIM domains), melyeket

korabban a funkcionalisan kimerult T-sejtek jellegzetességeként irtak le [52], [53]

A CD8* citotoxikus T-sejtek mellett CD4* Th (Thelper) sejtek is részt vesznek az anti-tumor
immunvalaszban [54]. Szintén képesek az IFN-y szekréciora, valamint masodlagos
nyirokszervekben hozzajarulnak a CD8" T és B sejtek modulalasahoz [54], [55]
Transzkripcios faktoraik és citokin termelésiik alapjan kiilonbozé differencialodasi
iranyokat irtak le a CD4* T-sejtekben, melyek koziil a leggyakoribb a Th1, Th2, Th17, TFH
és FOXP3* Treg irany [54]. A Th1l sejtek anti-tumor hatasukat a korabban emlitett IFN-y
termelés mellett az NK sejtek és M1 tipusu makrofagok toborzasan keresztul fejtik ki, mig
a Treg sejtek gatolhatjak a tumoron bellli mas T-sejt populacidk funkcidit, igy

hozzajarulva az immunszuppressziv hatashoz [39] [56].
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A Treg sejtek immunszuppressziv hatasa eltér6 modokon valosul meg:
immunszuppressziv citokineken keresztul (IL-10, IL-35, TGF-B), direkt citotoxikus hatassal
(perforin, granzim), az antigén prezentalas direkt szabalyozasan (CTLA-4), vagy pedig az
effektor T-sejtek eldli IL-2 megvonason keresztiil (ez féként a magas IL-2 receptor a
alegység expresszioval torténik, mely az effektor T-sejtek IL-2 szint csokkenéséhez vezet

[57]-[59].

A T-sejtek mellett B-sejtek és plazmasejtek is jelen vannak a tumort infiltralo limfocitak
kdzott, és részt vesznek az anti-tumor immunvalaszban. Onmagukban ritkan fordulnak
elé, inkabb kozeli asszociacidoban allnak T-sejtekkel, mieloid sejtekkel és mas
immunsejtekkel [60]. Az anti-tumor immunvalaszban kimerult CD4* és CD8" T-sejteken
példaul gyakori a B-sejteket toborzé CXCL13 kemokin ligand, ami arra utal, hogy a tumor
kornyezetébe vonzzak a B sejteket, hogy antigén prezentacidjukkal, antitest
termelésiikkel, vagy pedig citokin szekréciojukkal hozzajaruljanak az anti-neoplasztikus

immun hatashoz [61], [62].

Melandmaban a tumor stroman beldl jelent6s B-sejt populacid talalhato. Az egészséges
bér szovethez képes a CD22* B-sejtek nagyobb mértékben talalhatéak meg, valamint
tovabbi CD20" és CD22* populaciok fedezhet6ek fel az attétekben [63], [64]. Az anti-tumor
immunvalaszhoz melanéma antigének elleni antitest termeléssel jarulnak hozza, tovabba

pro-inflammatorikus citokinek, mint a TNF-a, IL-2, vagy az IFN-y szekréciojaval [65], [66].

2.2.3. Melandéma asszocialt fibroblasztok (MAF-ok)

A human bér fibroblaszt sejtek a bér papillaris és retikularis dermisz rétegében
elhelyezkedd kotészoveti sejtek, melyek fizioldgias korlilmények kozott az epidermalis
regeneraciéban, sebgyodgyulasban és ECM fenntartasaban vesznek részt [67]-[69].
Tobbséglik mezoderma eredetl primitiv mesenchymabol szarmazik a gasztrulaciot
kovetden, mig egy kisebb résziik az ektodermahoz tartozo6 duclécbdl fejlédik ki [70], [71].
Egészséges, sériilésmentes bérszovet esetén a dermalis fibroblasztok nyugvé (quiescent)
allapotban vannak jelen (kivételt képeznek a hajciklus soran aktiv dermalis papilla

fibroblasztjai) [72].



A MAF-ok olyan tumort tamogatd stromalis sejtek a tumor mikrokornyezetében, melyek
az extracellularis matrix atalakitasaval, novekedési faktorok termelésével és az
érképz6dés befolyasolasaval jarulnak hozza a tumor tuléléséhez és az attétek
képz6déséhez [65]. Az aktiv és a nyugvo allapotu fibroblasztok egyarant megtalalhatoak
a tumor stromaban. A két populacid elkilonitésében egyedi sejtfelszini, illetve szekrécids

markerek segitenek.

Az aktiv fibroblasztokat magas alfa simaizom aktin (a-SMA), vérlemezke-eredet(
novekedési faktor receptor alfa/béta (PDGFRa/6) és fibroblaszt aktivacios fehérje (FAP)
expressziojuk kilonbozteti meg a nyugvo dermalis fibroblasztoktol [73], [74]. Az a-SMA
expresszid mellett, kontraktilis stressz-szalakat és ED-A splice-varians fibronektint is
termelnek [75]. Emellett emelkedett expresszié figyelhetd meg a fibroblaszt-specifikus
fehérje-1 (FSP-1), oszteonektin, dezmin, podoplanin (PDPN), neuralis-glialis antigén 2
(NG2), CD90/THY-1 és mesenchymalis vimentin fehérjék szintjében is [76], [77]. Bizonyos
markerek jelenléte, mint a FAP* CD90" és a-SMA™ fibroblaszt populaciok predikcids
markerként szolgalhatnak egyes terapiak hatékonysaganak elérejelzésére, mint példaul
az anti-PD1 monoterapiara melanomaban [78]. Nemcsak immunterapiaban, hanem BRAF

gatlo szerekre adott rezisztenciahoz is hozzajarulnak elérehaladott melandmaban [79].
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3. abra: Melandma-asszocialt fibroblasztok konfokalis mikroszkopos felvétele CD90/THY-1,
Alexa488 és sejtmagi DAPI jeloléssel

Altalanosan a CAF-ok aktivacidjaban részben inflammatérikus modulatorok jatszanak
szerepet, mint az IL-1 az NFkB jelpalyan keresztul, vagy az IL-6 a STAT transzkripcids
faktoron keresztil [80], [81]. Tovabba szerepe lehet az aktivacioban a TGF-B Smad2
jelatviteli utvonalanak, az extracellularis matrixnak, a CAF sejt DNS szerkezetében torténé
epigenetikai valtozasoknak [82], vagy a tumorsejtek altal szekretalt exoszémaknak is,
melyek Uj receptorok, vagy mikro-RNS-ek (miRNS) és hirvivé RNS-ek (mRNS) felvételére
0sztonzik a CAF-okat [83],[84]. Az exoszdmalis aktivacios ut, melyben a melanoma sejtek
altal szekretalt pigmentalt vezikulumok (melanoszémak) eljutnak az epidermalis réteg
normal fibroblaszt sejtjeihez mar bizonyitott, hogy megtorténik a melanéma dermiszbe
vald attorése el6tt [85]. Ezzel egyutt a parakrin medidtorok 6sszehangolt mikodésével
egyltt kialakul a tumor mikrokornyezet, melyben a fibroblasztok CAF-okka

programozdédnak at.
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Emellett a TGF-B és mas TGF csaladba tartozé molekulak, mint az Aktivin-A nem csak a
CAF aktivaciora hatnak, hanem kiemelt szerepuk van a makrofagok polarizacidjaban is

[86], mely szintén a tumor novekedését segiti eld.

Melandmaban a MAF-ok jelenléte a tumor stromaban noveli az attétképzddés kockazatat
az ECM atalakitasan keresztul, valamint terapias készitményekre adott rezisztencian at
[87]. Emellett novekvd szamu tudomanyos bizonyiték tamasztja ala, hogy a MAF-ok
immunszuppressziv hatasanak szerepe van a tumor és stromaban elhelyezkedd

immunsejtek kdzotti rendszerben [88], [89].

2.3. Gamma delta T-sejtek

A human y& T-sejtek a periférias vér limfocitainak az 1-5%-at teszik ki [90]. Altalanosan
két f6 csoportra oszthatoak a T-sejt receptoruk 6 lanca alapjan (fontos megemliteni, hogy
ezen kivul kisebb szamban tovabbi csoportok is el6fordulnak): V&1 és V62 T-sejtekre [91].
A periférias vérben a leggyakoribb y& T-sejt receptor (TCR) egy variabilis (V) Vy9 és egy
V62 lancbdl all (Vy9Vé2, rovidebben V82) [92]. A V62 lancot hordozo sejtek a ver y6 T-
sejtjeinek 50-95%-at teszik ki, mely arany egyénenként nagymértékd valtozatossagot
mutat [93]. A masik leggyakoribb alpopulacié a V&1 és Vy2/3/4/5/8 lanccal rendelkez6 yé
T-sejtek, melyek féként a gasztrointesztinalis rendszer epithelialis részein, a bér dermisz
rétegében, vesében, valamint majban fordulnak elé, és az epithelialis szoveti integritasért

felelések [94].

A y6 T-sejtek hidat képeznek a velesziletett és adaptivimmunrendszer kdzott. Hasonldan
az adaptiv immunitas limfocitaihoz képesek a T-sejt receptoruk klonalis szelekcidjara, mig
a velesziiletett immunrendszer sejtjeihez hasonldéan nincs szlikséglk antigén prezentald
sejtekre az effektor funkciojuk betoltéséhez [95]. Tovabba osztoznak a veleszuletett
immunitas sejtjeinek receptoraiban, mint a természetes olésejtek receptorai: NKG2D,
NKp30 és/vagy NKp44, melyek kozvetlen modon aktivaljak a sejtek citotoxikus funkcidit,
vagy bizonyos toll-like receptorok (TLR), melyek kostimulacids jelként szolgalnak [96]-
[99].

A konvencionalis af T-sejtekkel szemben az antigén felismeré képességuk nem a fé
hisztokompatibilitasi komplexhez (MHC, emberi szervezetben: HLA-Human Leukocita

Antigén) kotott peptidekre, hanem foszfo-antigénekre iranyul. igy MHC fiiggetlen médon
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is képesek felismerni antigéneket [95]. Foszfo-antigének (P-Ag), mint a bakterialis
hidroximetil-butil-pirofoszfat (HDMAPP/HMBPP), vagy a human az izopentenil-pirofoszfat
(IPP) olyan molekularis jelatviteli palyakon keletkeznek, mint a bakterialis nem-mevalonat
utvonal (1-dezoxi-D-xiluléz 5-foszfat, vagy mas néven MEP: 2-C-metil-D-eritrit 4-foszfat),
vagy a human mevalonat jelpalya [100]-[102]. A mevalonat, vagy HMG-KoA-reduktaz
jelpalya eukaridtakban, ésbaktériumokban és néhany bakterialis torzsben is jelen lévé
anyagcsere utvonal, mely az acetil-koenzim A-bdl indul ki és IPP vagy dimetil-allil-
pirofoszfat termékeket eredményez [103]. A modern orvostudomanyban ezt a jelatviteli
utvonalat célozzak meg a koleszterin szint csokkentésére iranyulo statinok. Azok a sejtek,
melyekben metabolikus zavar alakul ki (féként daganatsejtek) akkumulaljak a mevalonat
utvonal anyagcsere termékeit, mint az IPP, amelynek kotédését a target sejt butirofilin
3A1 (BTN3A1) molekulajahoz képesek érzékelni a y& T-sejtek. Ez az aktivacio
megvaldsithatd exogén természetes, vagy szintetikus foszfo-antigénekkel, valamint a
mevalonat Utvonal farnezil-pirofoszfat-szintaz (FPPS) enzimét gatolé N-tartalmu

aminobiszfoszfonatokkal is [104]-[107].
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4. abra: A vy T-sejtek és tumor sejtek molekularis interakcioi Park és Lee alapjan [108]
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2.4. MAF-ok immun-modulald hatasa

A MAF-ok funkcionalis hasonlésaga a csontveldi stromasejtekkel adta azt a kezdeti
hipotézist, hogy a MAF-ok is képesek immunmodulalé hatast kifejteni az immunsejtekre.
A kisérleti adatok arra utalnak, hogy a tumor mikrokdrnyezetben lévé immunsejtek
gatlasaval és modulalasaval (CD8+ T-sejtek, NK sejtek,) a MAF-ok hozzajarulhatnak a
melandma tumor novekedéséhez és attét képzéséhez [109], [110]. Emellett olyan
kemokineket is szekretalnak (mint a monocita kemotaktikus fehérje 1: MCP-1/CCL-2 és a
stromalis sejt-eredet(i faktor 1: SDF-1), melyek a tumor kérnyezetébe vonzzak a
monocitakat [111]. A TME-ben ismert mas daganatok esetén, hogy a CAF-ok direkt
interakcid soran késztetik a monocitakat illetve makrofagokat tumort tamogatd,

immunszuppressziv fenotipus kialakitasara [112], [113].

A makrofagok atprogramozasa anti-inflammatérikus (M2) fenotipussa ismert
mesenchymalis &ssejtek (MSC-k) esetében [114]-[116]. Az M2 iranyu polarizacio
indukalasa a ciklooxigenaz-2 (COX-2) jelpalyan keresztil valésul meg [116]: Az MSC-k és
MAF-ok esetében is az exogén gyulladasi folyamatok toll-szer(i receptor (TLR) interakcion
keresztul elinditjak a nuklearis faktor kappa B (NFkB) fehérje expressziojat, amely
emelkedett COX-2 szintet eredményez. Az emelkedett COX-2 enzimszint tobb
prosztaglandin E2 (PGE2) szintézishez vezet. A kibocsatott PGE2 a makrofag sejtek PGE2
receptoraival lép kapcsolatba, igy novelve az anti-inflammatorikus IL-10 citokin
termelését, és ezzel parhuzamosan lecsokken a pro-inflammatérikus TNF-a termelés
[116], [117]. Habar a MAF-makrofag interakcioban szerepet jatszé teljes molekularis
repertoar feltérképezése hatalmas kihivas, egyes kulcs molekulak azonositasa
informacidval szolgalhat az anti-tumor immunvalasz kivédésérél. Ebbél kifolydlag az
egyik legpotensebb immunszuppressziv citokin, az IL-10 vizsgalata el6rejelzés lehet a

tumor progressziojarol és a csokkent tulélési esélyekrdl. [118].

Melandmaban a COX-2 expresszidja a tumor vertikalis invazidjaval, az angiogenezissel,
valamint a BRAF gatlok és ICl terapiakra adott rezisztenciaval mutat korrelaciét [119]. A
melandma egyik kulcs immun szabalyoz6 molekulaja az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO)

[119]. Az IDO enzim a kinurenin jelatviteli uton atalakitja a triptofant kinureninné, amely
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képes a citotoxikus CD8" T-sejtek és NK sejtek gatlasara, valamint hozzajarul a regulacids
T-sejtek és MDSC-k toborzasahoz a tumor mikrokornyezetbe [120]. Melandma sejtekben
az IDO noveli a PGE2 expresszidjat [121], igy kozvetetten létrehozva az anti-

inflammatoérikus kornyezetet.

2.4 A zoledronsav hatasmechanizmusa

A zoledronsav egy harmadik generacidés nitrogén tartalmd biszfoszfonat gyogyszer,
amelyet az amerikai Elelmiszer-, és Gyégyszerellenérzé Hivatal (US FDA: United States
Food and Drug Administration) 2007-ben fogadott el. A biszfoszfonatok kozel 50 éve
vannak jelen a gydgyszerpiacon, melyeket klinikai alkalmazasban kalcium reszorpciot
gatlé tulajdonsaguk miatt kilonb6z6 csontrendszert érintd jo-, és rosszindulatu
elvaltozasokban alkalmaznak [122], [123]. Az indikacidk kozé tartoznak bévebben a poszt-
menopauzalis oszteoporozis, a glukokortikoid-indukalt oszteoporozis, Paget kér, malignus

hiperkalcémia, myeloma multiplex, és primer tumorok csontattétei [124]-[128]

A nitrogén tartalmu biszfoszfonatok, mint a zoledronsav nagyobb affinitassal képesek
kotédni a csont szoveti allomanyanak asvanyi anyag részéhez (példaul a Ca?*-hoz), mint
az Uj csont rész kialakulasanal szerepet jatszd inorganikus pirofoszfat (PPi), igy képesek
az aktiv csont atrendezddés alatt allé szoveti részekhez kotédni. A zoledronsav ezutan az
oszteoklasztok lebontd folyamatai soran valik szabadda. Az oszteoklasztokon beldl a
mevalonat jelpalya farnezil-pirofoszfat szintaz (FPPS) enzim aktivitasat gatolja [129]. A
jelpalya blokkolasaval nem valosulnak meg azok a fehérje poszttranszlacios modositasok,
melyek az oszteoklasztok tuléléséhez szlikségesek [129], igy azok apoptodzisahoz vezet.
Fontos kiemelni, hogy az oszteoblasztok aktivitasara nincs hatassal a zoledronsav. igy a
csontképz6dési egyensulyi folyamatokat tekintve a metabolikus irany a csontképz6dés

felé tolodik el.

A FPPS enzim blokkolasaval a N-tartalmu biszfoszfonatok, (mint a zoledronsav) képesek
bizonyos sejttipusokban indukalni a foszfo-antigének akkumulaciojat olyan mértékben,

amely végsé soron a y6 T-sejtek aktivaciéjahoz vezet (lasd 5. abra) [130].
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5. abra: A zoledronsav y6 T-sejteket aktivalé mechanizmusa Miyashita et. al alapjan [131]

A tumorsejtek mellett a periférias vér immunsejtjei (leginkabb a monocitak) is képesek
felvenni a zoledronsavat, és kozvetetten termelni foszfo-antigéneket, hozzajarulva a
periferias y6 T-sejtek aktivalasahoz [132]. Ezt a hatast felhasznalva a biszfoszfonatok
(zoledronsav, pamidronat), és a szintetikus foszfo-antigének (pl.: bromohidrin-pirofoszfat:
BrHPP, vagy 2-metil-butinil-1-pirofoszfat: 2M3B1PP) daganatterapias potencialja egyéb
v6 sejteket aktivalo (pl.:IL-2) citokin kombinacidjaval igéretes eredményeket mutat [133],

[134].
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3. Célkitluzések

A melanomaval kapcsolatos jelenlegi kutatasok jelentds része a tumor sejtekre iranyul.
Ezzel szemben a doktori dolgozatom célja nem a tumorsejtek, hanem a tumor
mikrokornyezet egyéb sejtjeinek tanulmanyozasa, ezen bellil a tumor stromat képezé
MAF-ok es egyes immunsejtpopulaciok kolcsonhatasanak elemzése volt. EL6szor a MAF-
ok és primer makrofagok interakciojat vizsgaltam, a MAF-ok immun-modulald,
immunszuppressziv hatasat tekintve. Ezt kovetéen, a MAF-ok és egy sajatos tumorellenes
hatasi. immunsejt populacidé, a y6 T-sejtek kolcsonhatasat vizsgaltam abbol a
szempontbdl, hogy vajon képesek lehetnek-e a  y6 T-sejtek elpusztitani az
immunszuppresziv MAF-okat. Kutatasomhoz az alabbi részletesebb célkitlizéseket

fogalmaztam meg:

1. A mesenchymalis stromasejtek egyik fé6 ismérve azimmunmodulacié. Mivel a MAF-
ok funkcionalis hasonlésagot mutatnak az MSC-kkel, mint példaul a citotoxikus
CD8* T-sejtek aktivitasanak gatlasa, el6szor arra a kérdésre kerestem a valaszt,
hogy a MAF-ok hogyan befolyasoljak a makrofagok immunfunkcioit. Els6é
célkitlzésem az wvolt, hogy az immunmodulacié vizsgalatahoz primer
monocitakbol M1 és M2 makrofagokat hozzak Llétre egy in vitro differenciacios

esszeé kidolgozasaval.

2. A masodik célkitlizésem soran a monocitakbol differencialtatott M1 és M2
makrofagokat terveztem vizsgalni egy olyan kokultira esszében, amelyben a
makrofagokat a mar korabban izolalt MAF sejtekkel egyutt tartom, és a kokultura
LPS stimulalasat kovetéen az immunszuppressziv hatasu [L-10 citokin

mennyiségét mérem a sejtes feltluszobal.

3. A y6 T-sejtek felhasznalasa igéretes teriilet a sejtterapias kutatasban és
fejlesztésben. Mivel kilonbozé daganattipusokban a tumorsejtek és y6 T-sejtek
interakcidja extenziv mddon vizsgalt, a vizsgalataim a y6 T-sejtek és MAF-ok
interakcidjara iranyultak, abbol a szempontbdl, hogy vajon az immunszuppressziv
hatasi MAF-ok elpusztithatok-e az anti tumor hatasu yé T-sejtekkel. Ehhez a
harmadik kitlzott célom a y6 T-sejtek periférias vérbdl vald felszaporitasa és

izolalasa volt.
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A tovabbiakban a negyedik célom az volt, hogy az izolalt y§ T-sejtek és MAF-ok
segitsegével megallapitsam, hogy lehet-e olyan in vitro feltételeket teremteni,

amelyek mellett képesek a y& T-sejtek a MAF-okban apoptoézist indukalni.

A y6 T-sejtek MHC-fliggetlen antigén felismerd tulajdonsaggal rendelkeznek
Otédik célkitlizésként azt vizsgaltam, hogy a megfeleléen bedllitott apoptdzis
esszénkben a melandma kortorténettel rendelkezé paciensekbél izolalt y& T-
sejtek képesek-e MHC filiggetlen médon az azonos paciensb6l szarmazd MAF-

okban apoptozist indukalni.

Hatodik célkitlizésként azoknak a molekulaknak a felderitését terveztem, amelyek
az in vitro esszékben a y6 T-sejtek altal indukalt MAF apoptdzis mechanizmusaban

szerepet jatszanak.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Szovetmintak és sejtkultura

4.1.1 Primer Melanéma-asszocialt fibroblasztok (MAF) és normal dermalis fibroblasztok

2015 és 2019 kozott kutatocsoportunk Clark szerint IllI-V-es stadiumu melanéma
pacienseket vont be a vizsgalatainkba, melyek a Semmelweis Egyetem Bér-, Nemikdrtani-
, €s Béronkologiai Klinikajan zajlottak. A betegek tajékoztatasat és irasos beleegyezését
kovetéen a kimetszett primer tumorrészek, illetve attétek szovetallomanyanak a
szOvettani vizsgalathoz nem szikséges részét osszegyljtottik és a mintakbol sejteket
izolaltunk az Egeészsegugyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
jovahagyasaval (ETT TUKEB 32/2007, kiegészitve: 32-2/2007 és 32-3/2007). A

tudomanyos kutatasainkat a Helsinki Deklaracio etikai iranyelvei alapjan végeztuk.

A MAF sejtek melanémas betegek primer tumor részébédl, illetve metasztatikus
szovetallomanybdl kerliltek izolalasra. A tumor belsé szoveti részét korilbelil 1 mm?
méretre daraboltam majd 20 mL Dulbecco’s Modified Eagle Mediumban (DMEM) 200
U/mL IV-es tipusu kollagenaz és 0,6 U/mL diszpaz (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) enzimek segitségével disszocialtam (Thermo Scientific) [135]. A MAF sejtek
elkilonitése a tumor sejtektél differencial adhézidval tortént (30 perc elteltével a
fibroblaszt sejtek a sejttenyészt6 flaskak aljan letapadtak, mig a melanoma sejtek a
médiumbdl a felliliszoval egyitt eltavolitasra keriiltek) Az NDF sejtek izolalasa hasonléan

tortént nem melandmas donorok naevus kimetszéseinek ép bér részébol.
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PaciensID  MAF Eredet Nem Kor Primer Melanéma Részletei BRAF  LNM DM REF

Altipus Breslow(mm)  Clark Mi
MAF17 PT N 50 SSM 293 \% 14 pozitiv n/e van Cakir et.al (2021)
MAF22 PT F 74 NM 6,23 v 18 wt van n/e Cakir et.al (2021)
MAF31 ™ N 54 Jemy 1821 V. 4  wt van  van Cakir et. al (2021)
osztalyozhato
MAF32 PT N 61 SSM 0,41 1 0 wt nincs  nincs Hajdara et. al (2023)
MAF41 ™M F 43 SSM 0,95 11 4 pozitiv  van van Cakir et.al (2021)
MAF43 PT F 48 nem 17,50 v 26wt nincs  van Hajdara et.al (2023)
osztalyozhato
MAF45 PT N 90 NM 13,24 \% 46 n/e n/e n/e Cakir et.al (2021)
MAF47 ™M F 67 SSM 6,18 \% 5  pozitiv van van Cakir et.al (2021)
MAF54 PT F 74 NM 13,24 \'4 48  pozitiv n/e van Cakir et.al (2021)
MAFS5 PT F 57 Nem, . 12,30 v 18  pozitv van  van Cakir et. al (2021)
osztalyozhato
MAF56 ™M N 71 SSM 3,40 I\ 12 pozitiv nincs  van Cakir et.al (2021)

1. tablazat: Klinikai patologiai tulajdonsagai a melanoma paciensekbél szarmazé bérmintaknak,
melyekbél a MAF-ok kerliltek izolalasra. CM: cutan melandma, DM:tavoli attét (distant metastasis),
N-nd, LNM: nyirokcsom¢d attét (Lymph Node Metastasis), F-ferfi, MI-mitézis index, n/e- nem
elérheté adat, NM-nodularis melanéma, PT-primer tumor, SSM-felszinen terjedé melandma, wt-

vad tipus

4.1.2. MAF sejtek karakterizalasa

A MAF sejtek extenziv karakterizalasat kutatocsoportunk tagjai végezték [109]. Fontos
volt megallapitani, hogy az in vitro sejtkulturak valéban csak MAF-okat tartalmaznak, és
nem tartalmaznak melandoma sejteket. Ehhez harom sejtfelszini marker aramlasi
citometriai vizsgalata jarult hozza: a melanoma specifikus gp100 és MelanA, illetve a CAF
specifikus FAP. Kisérleteinkhez csak olyan MAF sejtkulturakat hasznaltunk fel, melyek

gp100 és Melan-A pozitivitasa nem haladta meg a 3-4%-ot.

A MAF sejtek csontveléi MSC-hez hasonlé tulajdonsagait vizsgalva a differencialodasi
kapacitasuk (oszteogén és adipogen differencialddasi irany) [117] mellett az MSC-kre
jellemzé sejtfelszini markereket is vizsgaltam. A fluoreszcein-izotiocianat (FITC) konjugalt
CD44, CD73, CD90, CD105 pozitiv és CD31, CD45 negativ markerek analizise aramlasi
citometriaval tortént Cytoflex V5-B5-R3 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) késziiléken és

FlowJo® szoftver segitségével (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).
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A citometriai adatok kiértékelésének kapuzasi stratégiaja a kovetkezéképp valdsult meg:
a f6 populacié meghatarozasa, és a 7AAD festék segitseégével elkulonitett halott sejtek
kizarast kovetéen az élé sejteket elemeztem. Az MSC markerekre pozitiv populaciok

meghatarozasat festetlen kontroll mintakhoz hasonlitva végeztem el.

4.1.3. Primer monocita izolalas

A primer monocitak izolalasat egészséges onkéntesek periférias vérének mononuklearis
sejtjeib6l (PBMC) végeztem. A vénas vért 1:1 aranyban higitottam foszfat pufferelt
séoldottal (PBS). Ezt kovetden a higitott vért 25 milliliteréként 15 mL Ficoll-Paque Plus
tartalmu 50 mL-es Leukosep csovekbe osztottam szét, majd 15 percig centrifugaltam 800
g sebességgel, szobahémérsékleten, illetve a centrifuga fék kikapcsolasa mellett. A
gradiens centrifugalast kovetéen a PBMC felhét (,buffy coat”) 6sszegyujtve a sejteket PBS-
sel mostam, centrifugaltam, majd a monocita izolalashoz szlikséges gyartdi protokollban
leirt 0,05% szarvasmarha szérum albumin (BSA) és 2 mM EDTA tartalmu PBS oldatban

szuszpendaltam.

Az izolalasi lépéseknél a gyartoi protokollt pontosan kovettem [Miltenyi Biotec
katalogusszam: 130-050-201]. Roviden, a heterogén immunsejtekbél allé populaciébol a
monocitakat azok sejtfelszinén talalhaté6 CD14 markerre specifikus magneses
gyongyokhoz kotott CD14 antitesttel magneses LS’ méretl oszlopon izolaltam (Magnes-

Aktivalt Sejtvalogatas’: MACS) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

A magneses szeparacio hatekonysagat CD14-FITC (FITC, Biolegend, San Diego, CA, USA)
jeloléssel és aramlasi citométerrel (BD FACSCalibur™ rendszer, BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) ellenériztem, 6sszevetve a magneses oszlopon atfolyd (CD14 monocitakra
nézve negativ) frakciét az oszlopon maradt, majd elualt (CD14 monocitakra nézve pozitiv)

frakcioval.

21



4.1.4 Monocita sejtek M1/M2 iranyti makrofag differenciacidja és karakterizalasa

A human vérbdl izolalt primer monocita differenciaciét megeléz6en a megfeleld citokin
miliét és koncentraciokat THP-1 human monocita sejtvonalon allitottuk be. Az M0, M1,
illetve M2-szer(i immunfenotipussa vald polarizaciéd alapjaul egy publikalt protokoll

szolgalt [136].

A THP-1 monocitakat 2*10° sejtszamban 96-lyuku sejttenyészté lemezre dltettiik ki, majd
20 ng/mL forbol-12-mirisztil-13-acetat (PMA, Sigma Aldrich) hozzaadasaval 24 éraig
inkubaltuk a sejteket. Ezt kdvetéen 24 draig friss Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1650 médiumban tartottuk éket, majd ujabb 24 6ra mulva elérték a THP-1 sejtek az MO
makrofag fenotipust. A polarizacié elérése érdekében ezutan az MO-THP-1 sejtek 24 6ra
20 ng/mL IFN-y (R&D Systems) és 10 pg/mL bakterialis lipopoliszacharid (LPS, Sigma-
Aldrich) inkubaci6 utan M1-THP1 fenotipussa differencialodtak. Az M2-THP1
polarizaciéhoz az MO-THP-1 sejteket 72 o6ran keresztiil 20 ng/mL IL-4 (Peprotech) és 20
ng/mL IL-13 (Peprotech) citokinekkel kezeltik.

Az M1-szer(i CD38 (BioLegend) [137], [138] és M2-szerti CD209 (BioLegend) [138], [139]
sejtfelszini markerek expressziéjat a THP-1-makrofag sejteken aramlasi citometriaval
hataroztam meg (BD FACSCalibur™ system, BD Biosciences, San Diego, CA, USA). A

citometriai adatok kiértékeléséhez Flowlo ® szoftvert hasznaltam.

.....

kilonboz6 citokin miliében zajlott 10% FBS, 1% Penicillin-Streptomycin, 1% L-glutamin

tartalmud (RPMI) médiumban.

A pro-inflamamtodrikus, M1 iranyl makrofagok polarizacioja kilenc napig tartott 20-20
ng/mL granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor (GM-CSF, Peprotech), IFN-y
(Peprotech), LPS (Sigma-Aldrich) és IL-6 (Peprotech) jelenlétében.

Az anti-inflammatdrikus M2 iranyu differenciacio szintén 20-20 ng/mL makrofag koldnia
stimulalé faktor (M-CSF, Peprotech), IL-4 (Peprotech), IL-6 (Peprotech) és IL-13
(Peprotech) kornyezetben tortént. Mindkét immunfenotipus esetében a differenciacié
kezdetétél szamitott o6todik napon médiumcsere tortént és a citokineket a kezdeti

koncentracidéval megegyezé mddon potoltam.
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A makrofagokon az immunfenotipusukra jellemzé markerek kézul M1-re jellemzé CD11c
(BioLegend) [140], [141], és M2 sejtekre jellemzé CD163 (BioLegend) [142] és CD206
(BioLegend) [143], [144], markereket aramlasi citometriaval ellenériztem Cytoflex V5-B5-
R3 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) készuléken és FlowJo® szoftverrel. Fontos
megemliteni, hogy M1 és M2 immunfenotipusu makrofagokat in vitro koriilmények kozott
nem lehet sejtfelszini markerek alapjan homogén populaciéként elkiloniteni, igy a

felsorolt markerek kilonbdzé aranyban vannak jelen az M1 és M2 sejteken.

4.1.5. Primer y6 T-sejt expanzio és izolalas

A primer y6 T-sejteket egészséges onkéntesek PBMC-jébél izolaltam (PBMC izolalas a
4.1.3. pontban leirt médon). A PBMC-k 3 millié sejt/lyuk kezdeti sejtszaman lettek
kitltetve 6-lyuku sejttenyészté lemezekre, 4 mL RPMI médiumban, kiegészitve 10% FBS-
sel, 1% L-glutaminnal és 1% Penicillin-Streptomycinnel 7 napig. A y& T-sejtek
expanziojahoz 5 uM zoledronsavat (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) és 100 IU/mL
IL-2 (IL-2; Peprotech, Offenbach, Germany) citokint hasznaltam. A negyedik napon a teljes
médiumot lecseréltem és friss RPMI médiummal, zoledronsavval és IL-2 citokinnel

pétoltam a sejtkulturat.

A y& T-sejteket pozitiv szelekcidval anti-human TCR y6 antitesthez kotott mikrogyéngyok
és’'LS’ méretl magneses oszlop (Miltenyi Biotec) segitségével izolaltam. Kovetve a gyartd
altal biztositott protokollt a heterogén PBMC populaciobol az oszlopra kotott, majd elualt
y6 T-sejteket gyljtottem oOssze. A szeparacié tisztasagat yé6 TCR-FITC jel alapjan
ellenériztem a negativ (atfolyd) és pozitiv (elualt) frakciokbol BD FACSCalibur™ aramlasi

citométer segitségével.

A yb T-sejtek expanzidjat és izolalasat melanomas paciensek vérebél a leirt protokollal

megegyez6 mdodon végeztem el.
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4.2. Funkcionalis esszék

4.2.1. IL-10 citokin mérés MAF és primer makrofag kokulturaban

A MAF sejteket 5 x 10* sejtszamban Ultettem ki 96-lyuku sejttenyészté lemezekre, majd
2,5 x 10* differencialt makrofag sejt keriilt a MAF-okhoz 10% FBS, 1% L-glutamin, 1%
penicillin-streptomycin tartamd DMEM médiumban. 24 éra kokulturat kovetéen a citokin
termelés novelése (és mérhetd tartomanyba kerilése) erdekében 1 ug/mL bakterialis LPS-
t adtam a sejtekhez és 18 6ran keresztil inkubaltam. A sejtes lemezeket ezt kdvetéen
400g fordulatszamon 5 percig centrifugaltam, majd a sejtmentes feluluszokat

0sszegyljtottem, és az IL-10 mérés idépontjaig -20 °C-on taroltam.

Az IL-10 citokin szint Enzimmel Kapcsolt Immunszorbens vizsgalattal tortént (ELISA) R&D
Systems IL-10 kit (Quantikine; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) a gyartoi protokollt
kovetve. Az egyes mérési pontokat négy technikai parhuzamos mintaval 405 nm lathato

fény hullamhosszon mértem (630 nm OD korrekcioval).

4.2.2. Apoptazis esszé yé T-sejtekkel és MAF-okkal

A MAF sejteket 2 x 10° sejt/lyuk denzitasban Ultettem ki 6-lyuku sejttenyészt6é lemezekre.
A MAF sejtek felszini adhézidjat kovetéen a y& T-sejteket 1:1 aranyban adtuk a

fibroblasztokhoz.

A kokultdraban az aktivalt y& T-sejtek 1 uM, illetve 2,5 pM zoledronsav és IL-2 citokin
stimulaciot kaptak. Két kilonb6zé kontrolként MAF sejteket egyediil, illetve MAF-y6 T-
sejteket alkalmaztam stimulus hozzaadasa nélkul. A sejteket 6t napig tartottam
kokulturaban médiumcsere nélkul. Az apoptdzis detektalasahoz a zoledronsav optimalis
koncentracidjat és a kokultura optimalis idétartamat el6zetesen hataroztam meg (10.
abra). Emellett vizsgaltam a kivalasztott koncentracié tartomanyban a zoledronsav

hatasat a MAF-ok apoptozisara yé T-sejtek nélkil.

Az apoptotikus populaciokat aramlasi citometriai merésekkel hataroztam meg Cytoflex
V5-B5-R3 késziiléken és FlowJo® szoftver segitségével. A kiértékelés soran a kovetkezd
kapuzasi stratégiat alkalmaztam a fé sejtpopulaciokban CD73* (Miltenyi Biotec) CD45"
(BioLegend) jeloléssel elkiilonitettik a MAF sejteket a CD45* CD73 yé& T-sejtektdl
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Mindkét populacioban a korai (Annexin V', 7AAD") (BioLegend) és kés6i (Annexin V-,
7AAD") apoptotikus populacidkat analizaltam. Az esszéhez nyolc melandmas paciens MAF
sejtjeit és egészséges onkéntesek y6 T-sejtjeit hasznaltam. Az egyes kokultura esszékben
a yd T sejt mindig azonos donortol szarmazott, hogy a MAF-ok koz6tti, kiilonbdzé donorok

altal okozott kulonbségek lathatoak legyenek.

Az apoptdzis esszét az optimalis feltételekkel megismételtem donor-azonos MAF és yé T-
sejtekkel is. Ehhez két korabbi melanéma paciens friss periférias vérébél proliferaltatott

as izolalt y6 T-sejtjeit hasznaltam kokulturaban a korabban izolalt MAF-okkal.

4.2.3. BTN2A1, BTN3A1, MICA és MICB gének expresszidjanak vizsgalata kvantitativ

polimeraz lancreakcié (PCR) médszerrel

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy tumorsejtek, mint a y& T-sejtek célsejtjei kifejezik a
butirofilin fehérjéket [145]-[147]. Ezért a MAF-okban a y& T-sejtek altal indukalt
apoptdzis miatt megvizsgaltam egyes butirofilinek (BTN2A1, BTN3A1), és mas- a y6 T-
sejtek altal felismert egyéb célmolekulak (MICA és MICB) mRNS expresszidjat.
Osszehasonlitasként dermalis fibroblasztokatat és pozitiv kontrollként az SK-MEL-28
melanéma sejtvonalat (B-Raf V600OE mutans és N-Ras vad genotipusu, katalogus szam:

HTB72; American Type Culture Collection, ATCC; Rockville, MD, USA) hasznaltam.

El6szor MAF, NDF sejtekb6l és SKMEL-28 sejtvonalbdl teljes RNS-t izolaltam (5*10°
sejt/minta) RNEasy mini kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével kovetve a gyartoi
protokollt. A cDNS szintézishez 1000 ng RNS-t irtam at M-MLV reverz transzkriptaz
(Promega™, Madison, Wisconsin, USA) enzimet és oligo(dT) primereket alkalmazva. A
génekre specifikus primerek tapadasi hémeérsékletének optimalizalasahoz Bioline
Immomix Red PCR mixet (Meridian Bioscience, London, UK) hasznaltam. A BTN2AL,
BTN3A1, MICA és MICB transzkriptumokat korabban publikalt primerekkel amplifikaltam
[148], [149], [150]. A PCR termékeket 3%-o0s agardz gélen futtattam meg.

Ezt kovetéen a gének expresszids vizsgalatahoz kvantitativ PCR reakciot végeztem Roche
Lightcycler® 480 keésziléken Lightcycler® 480 SYBR Green | Master PCR mixet (Roche,
Basel, Switzerland) alkalmazva. A reakcidhoz 35 ciklust futtattam le 95 °C-os

denaturacios, 62 °C-os tapadasi és 72 °C-os extenzids hémérséklet beallitassal. Emellett
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a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) haztartasi gén expresszidjat is mértem
(GAPDH-ACY). A gPCR kiertékeléshez AACt ertékeket hataroztam meg figyelembe véve a
GAPDH expressziojat az 0sszes vizsgalt target sejtnek, majd 0sszevetve az NDF minta

GAPDH expresszidjaval (ACt-control)

Célzott gén Primer szekvencia (5’-3’)
FWD: AGAGGGGAATGCTAAGAGGTG
BTN3A1
REV: CAAGTATGGTGACCGAAGAAGA
FWD: CACCTCGTAGTGGCAGGAC
BTN2A1
REV: GCTTTGGGTACCACCCTCT
FWD: CCTTGGCCATGAACGTCAGG
MICA
REV: CCTCTGAGGCCTCGCTGCG
FWD: ACCTTGGCTATGAACGTCACA
MICB
REV: CCCTCTGAGACCTCGCTGCA
FWD: TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH

REV: GGCATGGACTGTGGTCATGAG

2. tablazat: A target gének vizsgalatahoz felhasznalt primer par szekvenciak
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4.2.4. BTN2A1 és BTN3A1 fehérjék szerepének vizsgalata a y6 T-sejtek target
felismerésében

A MAF és yé& T-sejtek interakcidjanak tovabbi vizsgalataihoz a sejteket 1:1 aranyban
kitltettem tobblyuku sejtkultura lemezekre A BTN3A1l szerepének bemutatasara egy
stimulald hatast anti-BTN3A1 antitestet alkalmaztam (20.1 klon, eBioBT3.1, Thermo
Fisher Scientific) 1 pyg/mL koncentraciéban vagy énmagaban, vagy 1 uM zoledronsavval

kiegészitve. A 20.1 anti-BTN3A1l antitest klon hozzajarul a BTN3Al fehérje aktiv

c sz

IL-2
[100 1U/mL]

Zoledronsav
[1 uM]
Anti-BTN3A1
(20.1klén) () () ) () (O N o B o R O I O ()
[1 uM]
Anti-BTN2A1
[Sug/mL]
Anti-TCR (B1
kién) () 0 0 () G0 G 60 6B ©
[5 wg/mL]

3. tablazat: Alkalmazott stimulusok és antitestek a MAF-y6 T-sejt kokultura apoptozis esszében. A

tablazat szamozasa 1-10 az 16. abra oszlopdiagramjait jeloli.
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Antitest Gyarto cég

eBioscience™ (Thermo Fisher Scientific,
Egér IgGk1 izotipus kontroll [P3.6.2.8.1]
Waltham, Massachusetts)

Anti-TCRy/6 antitest (Klon B1) Biolegend® (San Diego, CA, USA)
Anti-BTN3A1 monoklonalis antitest eBioscience™ (Thermo Fisher Scientific,
(eBioBT3.1 (20.1)) Waltham, Massachusetts)

Prestige Antibodies®
Anti-BTN2A1 poliklonalis antitest
Merck (Darmstadt, Németorszag)

Nyul IgG izotipus kontroll Southern Biotech (Birmingham, AL, USA)

4. tablazat: A MAF- y& T kokultura apoptdzis esszében alkalmazott antitestek forrasai

4.2.5. BTN3A1 expresszio sejtfelszini vizsgalata NDF, MAF és SK-MEL-28 sejtekben

A BTN3A1 fehérje szint(i expressziojat sejtfelszini jeloléssel vizsgaltam NDF, MAF és SK-
MEL-28 sejtekben aramlasi citometria segitségevel, Cytoflex V5-B5-R3 (Beckman Coulter)

késziilék és Flow)o® szoftver segitségével.

A sejteket PE- konjugalt anti-BTN3A1 (CD277) antitesttel (Miltenyi Biotec) jeloltik. A
citometriai adatok kiértékelése soran a kapuzasi stratégia soran a fé fibroblaszt, vagy
melandma sejt populacio meghatarozasat kovetéen BTN3A1 pozitiv sejteket jeloletlen
kontroll mintakhoz hasonlitottam. Minden sejttipusnak sajat jeloletlen kontroll minta
megfeleldje volt.

4.2.6. Aramlasi citometriai apoptozis esszé normal dermalis fibroblasztokban (NDF) és
SK-MEL-28 sejtvonalban

Az NDF sejtek (n=3) és SK-MEL-28 melandma sejteket 12-lyuku sejtkultura lemezekre
ultettem ki 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin és 1% L-glutamin tartalmd RPMI
médiumba. Felszini adhézidt kovetden a yé T-sejtek 100 IU/mL IL-2 mellett és 1-2,5 uM
zoledronsav mellett adtam hozza a fibroblaszt és melanéma sejtekhez. Az apoptotikus

populacidkat aramlasi citometriai modszerrel analizaltam, olyan mdédon, ahogy 4.2.2.
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fejezetben irtam le. Az SK-MEL-28 és NDF sejtek apoptotikus populacidit a CD73* és CD45-

populacion belul kvantifikaltam.

4.3, Statisztikai analizis

Az adatsorokon a Graphpad Prism 7.0 szoftverrel statisztikai egyutas ANOVA vizsgalatot
végeztem kiegészitve a Dunnett-féle ,post-hoc” teszttel. Az 4.2.6. fejezetben leirt NDF és
SK-MEL-28 apoptotikus populaciok kozti korrelaciot kétutas ANOVA vizsgalattal és Tukey-
féle post-hoc teszttel analizaltam. Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a <0.05 alatti
P-értékeket fogadtam el. Az apoptdzis esszé optimalizalasi kisérleteinél a zoledronsav
dozis-valasz 0sszefiiggés vizsgalatahoz az apoptotikus populacidk szazalékos értékein

Speerman-féle rang korrelacios tesztet végeztem.
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5. Eredmények

5.1 A MAF-ok expresszaljak a tradicionalisan elfogadott MSC markereket

Feltételezve a MAF-ok és MSC-k kozotti funkcionalis hasonldésagokat, megvizsgaltam a

sejtfelszini expresszidjat az alabbi Nemzetkozi Sejt-, és Génterapia Tarsasag

(International Society for Cell and Gene Therapy, ISCT) altal definialt MSC markereknek
(6. abra). A CD44, CD73, CD90 és CD105 markerek 90% feletti pozitivitast mutattak, mig a
CD31 vérlemezke-endothél sejtadhézios molekula (PECAM-1) markerre és a CD45 pan-

leukocita markerre nézve az expresszio 1% alatt volt.

y CD44 CD73 CD%0
i [ (7S FITC-Av 900 = FITC-A- FITC-Ae s00 - FITC-A= FITC-A+
0,049 1000 0075 99,9 0,025 100,0
800 =
600 — 600 =
€00 - =
NE 3 w- 8 o
3 w0 - A
= — — =
‘;o.’ — | 200 = [ \ 200 |
0 : LN 0 LY 0
Bt st et Bats yop Ty T Ve
0 104 I\76 |0u \07 0 0 ID5 0 10 0 04 |05 |0o |07
FITC
CD31
FITC-A- FITC-A+ FITC-A+
1.0k 1.0k 0,087 10k 0049
800 800 800
= H ] 600
g 600 HEC 3
N
3 400 4001
& —
3 200 2004
0 S Ty ey ey o vy
FITC 0 10 10° 10® 1o 10° 10’
6. abra: MSC markerek expresszidja MAF sejteken. A hisztogramon a sejtfelszini antigén

expresszidjat mutatjak zold szinnel a kék hisztogrammal abrazolt (jeloletlen) kontroll mintahoz

viszonyitva (n=3)
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5.2 Primer monocitak in vitro makrofag iranyu differenciacioja

A primer monocita sejtek CD14 marker alapu kivalogatasa 96% feletti tisztasagu volt (7.
abra a rész). A kilenc nap alatt differencialtatott M1 makrofagok morfologia alapjan kerek
sejttesttel, valamint hosszabb, vékonyabb citoplazmikus nydlvanyokkal rendelkeztek.
Ezzel szemben az M2 makrofagok morfologiaja révidebb, vastagabb citoplazmikus

nyulvanyokat mutatott (7. abra b rész).

Sejtfelszini markereket tekintve az M1 specifikus CD11c marker 85% felett jelen volt az
altalam M1 iranyba differencialtatott makrofagokon, azonban az M2 makrofagok is 50%
feletti pozitivitast mutattak ra (7. abra c rész). Az M2 specifikus CD163 marker 70% feletti
pozitivitassal rendelkeztek, mig a szintén M2 specifikus CD206 marker 90% felett volt
jelen az M2 iranyba differencialtatott makrofagokon (7. abra c rész). Az M2 makrofagokra
jellemzé markerek esetén is igaz az, hogy kisebb mértekben, de jelen voltak az M1
iranyban differencialtatott makrofagokon is. Ez az eredmény arra utal, hogy az M1-M2
immunfenotipus makrofagoknal nem kulonitheté el két homogén csoportra. M1-M2
kevert immunfenotipusu csoportok alakulnak ki, amelyek funkcionalis tulajdonsagait

feltehetéen az adott citokin koérnyezet hatarozza meg.

Ugyanigy a THP-1-makrofag sejtek esetén is hasonldt tapasztaltam sejtfelszini marker
expresszioja terén: az M1-specifikus marker 35%-ban volt jelen az M1-THP-1, mig 2%
koral az M2-THP-1 sejteken is (7. abra d rész). Az M2-specifikus CD209 50% feletti
pozitivitast mutatott M2-THP-1 sejteken, de 30%-ban az M1-THP-1 sejteken is jelen volt

(7. abra d rész).
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7. abra: In vitro differencialt M1 és M2 immunfenotipusi makrofagok karakterizalasa (a) CD14-
pozitiv (bal oldal) és -negativ (jobb oldal) PBMC frakcidk magneses szeparaciot kovetéen. (b)
Monocitakbdl szarmazo M1 (bal oldal) és M2 (jobb oldal) makrofagok morfolégiaja, méretskala=20
pm. (c) CD163, CD206, CD11c sejtfelszini markerek expresszidja MO, M1 és M2 immunfenotipus-
szer(i makrofag sejteken (d) CD38 és CD209 sejtfelszini markerek expressziéja PMA nélkuli, PMA-
indukalt, M1-szer(i THP-1 és M2-szeri THP-1 sejteken.

32



5.3 A MAF-ok novelik a primer makrofag sejtek IL-10 citokin termelését

MAF, M1 és M2 makrofagok IL-10 termelése

L

1000+

*%

800+ —

600+

4004

IL-10 [pg/mL]

2004

MAF M1

8. abra: M1 és M2 immunfenotipusu differencialt makrofagok és MAF-ok IL-10 szekrécidja (n=3). A

hibasavok az A hibasavok atlag értékeket és * a standard hibat (SD) mutatjak. *** p < 0.001

A human periférias vérbél szarmazé monocitak inflammatérikus M1 és M2
immunfenotipus iranyukat a morfoldgia és sejtfelszini markerek expresszidja mellett IL-

10 citokin szekrécidjuk alapjan is meg tudtam kulonboztetni.

Az MSC-k és MAF-ok kozotti hasonlésagokat feltételezve megvizsgaltam, hogy hogyan
hatnak a MAF-ok a makrofagok IL-10 szekrécidjara. A kérdés vizsgalatahoz egy olyan
kokultdra rendszert hoztam létre, amelyben a MAF-okat és a makrofagokat LPS-sel

stimulaltam majd a sejtkultdra feltluszébol mértem az IL-10 koncentracidjat.

A valaszado sejtek ebben a modellben lehetnek primer eredetl differencialt makrofagok,
vagy immortalizalt sejtvonalak (mint a THP-1 monocita sejtvonalbol differencialtatot
makrofag szerl sejtek) [152]. Tovabba a kokultura rendszer felliluszojabdl egyéb
gyulladasi folyamatokban szerepet jatszé citokinekeket is meg lehet mérni. A sejtvonalak
konnyen tenyészthetéek és robosztus valaszt adnak, ezért példaul olyan sz(rési
rendszerre is alkalmasak lehetnek, melyekben tobb kilonb6zé donorbdl szarmazéd

stromasejtek immunszuppressziv potencialjat kell meghatarozni. A sejtvonalak
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alkalmazasaval szemben viszont a primer M1 illetve M2 makrofagok alkalmazasa a

rendszerben nagyobb klinikai relevanciaval bir.

Az immunszuppressziv tulajdonsaggal rendelkez6 M2 makrofagok szignifikansan
magasabb IL-10 termelést mutattak az M1 makrofag sejtekhez képest. A MAF-ok
6nmagukban nem termelnek IL-10-et, ezért a tovabbiakban azt vizsgaltam, hogy milyen
maodon képesek modositani a makrofagok tulajdonsagait az immunszuppressziv hatasu IL-

10 termelés elésegitésén keresztiil.

a M1 primer b M2 primer
makrofag sejtek makrofag sejtek
250%1 200%1
* *
200%1
150%-
20 &
< >
8 150% &
2 . S 400l ]
= r =
> 2
E 100%- ; E
g &
50%:
50%
0% : % .
M1 M1+ MAF M2 M2 + MAF

9. dbra: A MAF-ok IL-10 citokin szekréciora kifejtett hatasa egészséges donorokbdl szarmazé
makrofag sejteken. A relativ IL-10 koncentraci6 MAF/M1 (a) és MAF/M2 (b) differencialt primer
makrofag-MAF kokultdrakban makrofag monokultirahoz képest (n=3). A hibasavok atlag értékeket

és * az atlag standard hibajat (SEM) mutatjak. * p < 0.05

A MAF-ok jelenléte szignifikans novekedést eredményezett a makrofagok IL-10
szekrécidjaban beleértve a polarizalt THP-1 sejteket és primer monocitakbél
differencialtatott M1 és M2 tipust makrofagokat is. Ezen eredmények alapjan igazoltam,
hogy a MAF-ok mas immunsejtek mellett a makrofagokat is befolyasoljak, ugy, hogy azok

immunszuppressziv hatasu IL-10 termelését megndvelik.
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5.4. A periférias vér yé T-sejtjeinek szama novelheté in vitro zoledronsav
stimulacioé hatasara

A periférias vér y6 T-sejtjeinek alacsony szazalékos aranya miatt (1-5%) [153] az in vitro
kisérleteimhez zoledronsav hozzaadasaval noveltem az aranyukat egy korabban publikalt
protokoll alapjan [154]. A proliferacié lathatd jeleként az aktiv T-sejtekre jellemzé
aggregatumok (10. abra a rész) jelentek meg a sejtkultiraban. A stimulus hozzaadasat
kovetdé hetedik napon a PBMC kulturakat magnesesen szeparaltam, és a szeparacios
folyamat ket frakcidjat aramlasi citometriaval ellenériztem. A magneses oszlop altal
megkotott, majd elualt frakci6 homogén y& T-sejteket tartalmazott (a sejtpopulacio

tisztasaga 99% koril volt) minden elvalasztasi lépésnél a kisérleteim soran (10. abra b

a

FITC+ 800 ={ FITC- FITC+
2,54 018 998

rész).

400

&
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10. abra: Zoledronsav és IL-2 medialt PBMC proliferaciéo és magneses y6 T-sejt szeparacié (a) A
nem-stimulalt (bal oldal) és zoledronsav-IL-2 stimulalt PBMC sejtek morfoldgiaja 7 napos
stimulaciot kdvetéen. Méretskala=20 um. (b) Reprezentativ aramlasi citometriai hisztogramok a yé
TCR-negativ (bal oldal) és -pozitiv (jobb oldal) frakcioknak magneses szeparaciét kdvetéen. Kék
szin: jeldletlen kontroll minta, zold szin: y6 TCR-FITC jelolt sejtek. A szeparacios tisztasaga a

sejteknek (n=4) 99.2 £ 0.43 % felett volt.
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5.5. Aramlasi citometriai apoptézis esszék y6 T-sejt és MAF kokultirakban

Jelenleg a CAF-okat célzo terapias kutatasok és fejlesztések specifikusan ezeken a
sejteken kifejez6d6 molekulakra iranyulnak, mint a FAP, vagy azon specifikus jelatviteli
utvonalak gatlasara, melyek a CAF aktivaciohoz jarulnak hozza [155]. Ezek kozé tartozik a
TGF-B, PDGF, vagy a Hedgehog jelpalya molekularis mechanizmusainak targetalasa [84],
[89], [156] .

Tovabba jelenleg aktivan kutatott terlilet a kilonb6zé ICI-k kombinalasa CAF-okat
megcélzo terapias szerekkel, vagy sejtterapias alkalmazasban esetleg CAR-T-sejtek

alkalmazasa CAF specifikus antitestekkel felruhazva.

A sejtterapias eszkoztarbdl kiemelkedé szereppel birnak a yé T-sejtek. Ezek a T-sejtek az
egyedi MHC-fliggetlen mddon torténd antigén felismerd képességukkel lehetéveé teszik
az allogén sejtterapiat. Ezenfeliil a citotoxikus hatasuk specifikusan malignus, vagy
fertézott sejtekre terjed ki. Korulbelul otezer tumor molekularis profilozasabol kiderdlt,
hogy a y6 T-sejtek jelenléte hozzajarul a jobb progndzishoz és a hosszabb tuléléshez

[157].

Magukon ayd T sejtes terapias készitményeken kivul in vivo is lehetséges ezeket a sejteket
aktivalni és proliferaciéra birni. Szamos kutatas iranyul az aktivaciojukban szerepet jatszo
butirofilin molekulakat stimulald hatasu antitest fejlesztésére [158]-[160]. Korabban
megfigyelték, hogy bizonyos pacienseknél intravénas zoledronsav adminisztraciot
kovetéen a sajat y& T-sejtjeik aktivaldodtak [155]. Azonban a jelenlegi klinikai
kutatasokban a y6 T-sejtek szolid tumorokkal szembeni hatasa vegyes eredménnyel
szolgalt. Az altalam kidolgozott apoptdzis esszé egy masfajta megkozelitésben

tumorsejtek helyett MAF-okat tartalmazott.
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11. adbra: Az aramlasi citometriai apoptdzis esszé optimalizalasa y6 T cell-MAF kokulturakban. A
v6 T cell-MAF kokulturak ZA altali stimulacidjat kovetéen a korai (Annexin V*, 7AAD") és késéi
(Annexin V¥, 7AAD") apoptotikus populaciokat meértik. (a) Koncentracié figgdé hatasa a
zoledronsavnak a MAF-ok apoptozisara kiilonb6zé napokon mérve (4-7 nap) y& T-sejtekkel vald
kokulturaban. (b) Az aramlasi citometriai analizis kapuzasi stratégidja: a fé sejtpopulaciok
meghatarozasa a sejtek oldal iranyd szérasa (SSC-side scatter) alapjan, majd a két populacié
elkilonitése CD73* és CD45* sejtfelszini markerek alapjan. Végul az Annexin V* és 7AAD pozitiv
sejtek aranyanak meghatarozasa a CD73* és a CD45" populaciokon belil (kék szin: jeldletlen

kontroll, piros szin: jelolt minta)
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stimulus 6nmagaban képesseé teszi-e a y6 T-sejteket, hogy citotoxikus hatast fejtsenek ki

a MAF-okra.

Eredményeim azt mutattak, hogy a stimulus nélkili y6 T sejt-MAF kokultdraban
megegyez8ek voltak az apoptotikus populaciok az egyedili MAF monokulturakkal (11.
abra a rész), és tovabbi zoledronsav stimulusra van szikség a citotoxikus hatasuk

noveléséhez.

Ez részben azzal is magyarazhatd, hogy a y6 T-sejtek hosszabb in vitro kulturajaban
tartasahoz hasonléan, mint mas T-limfocita populacidk esetében sziikségesek a specifikus
exogeén stimulusok. Ezek kdzé tartoznak tobbek kozott T-sejt receptor 6sszekapcsolodasra

haté anyagok, mint a zoledronsav az akkumulalt IPP molekulakon keresztil.

Ezutan 0Osszehasonlitottam a korai és késéi apoptotikus populaciokat (szazalékos
értékiket). A MAF monokultura, a stimulus nélkdli y6 T sejt-MAF kokultdra és a 0,1 uM
zoledronsavval stimulalt y& T sejt-MAF kokultura alacsony és szignifikans kiilonbség
nélkili elterést mutatott korai és késéi apoptotikus populaciékban (11. dbra a rész). A
populaciokat, mig a késéi apoptotikus populaciék 20% alatt maradtak (11. dbra arész). A
korai és késéi apoptotikus populaciok az 6todik napon telitédést mutattak, igy a tovabbi

aramlasi citometriai apoptdzis esszét 6t napos kokulturakban végeztem.

Egy kontroll kisérletben vizsgaltam a zoledronsav hatasat a MAF sejtekre annak
erdekében, hogy megbizonyosodjunk, hogy a megndvekedett apoptozis kizardélag a y6 T-

sejteknek koszonhetd és ehhez nem jarul hozza 6nmagaban a zoledronsav.

Ot napos monokultiraban aramlasi citometriai méréssel 0,1-5 pM zoledronsav
koncentracié nem okozott szignifikans kiilonbséget a zoledronsav nélkili kontrollhoz

képest (12. dbra b rész).

A kontroll kisérletet emellett elvégeztem a sejtek életképességét mérd kolorimetrian
alapuld sejtszamlalé CCK-8 (Cell Counting Kit-8) kittel is. Ez esetben sem mutattak
szignifikans eltérést a zoledronsavval kezelt kondiciok a nem-kezelt kontroll MAF-okhoz
képest, az OD értékek minden minta esetén hasonlé nagysaguak voltak (12. abra b rész).

Az OD értékekben torténé valtozas a kontrollhoz képesti negativ, vagy pozitiv iranyban

38



aranyosan a sejtszam csokkenésével, vagy noévekedésével korrelalt volna. igy
megallapitottam, hogy ot nap alatt a kiultetett sejtek a zoledronsavval kezelt és

kezeletlen lyukakban is hasonld mértékben proliferaltak.
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12. abra: A zoledronsav hatara a MAF-ok életképességére (a) CCK-8 meéressel meghatarozott
Optikai Denzitas (OD) értékek a zoledronsavval kezelt (0-5 uM) MAF-okon (n=3). Kontroll.
(zoledronsavval nem kezelt MAF-ok b) Korai apoptotikus (Annexin V+, 7AAD-) és (c) késéi
apoptotikus (Annexin V*, 7AAD*) MAF populaciok [CD73*, CD457] (n=3) (d) Reprezentativ denzitas

plotjai a zoledronsav kezelt MAF-oknak. Kontrol: zoledronsavval nem kezelt MAF-ok. A hibasavok

az atlagokat = standard hibat (SD) jelolik.
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Az optimalizalt 6t napos y& T sejt-MAF kokultira apoptézis esszét ezt kovetben
elvégeztem kilonbdzé donorokbdl szarmazé MAF sejtekkel (13. abra). A y6 T-sejtek ez
esetben egyetlen egészséges donortol szarmaztak, annak érdekben, hogy a MAF-ok
apoptdzisa kozotti kulonbséget ne befolyasolja a y6 T-sejtek donorok kozotti eltérése.
Egy-egy idépontban elvégzett esszében mindig csak egy donor y6 T sejtjeit hasznaltam

fel, hogy csak a kokultura MAF tagjai adhassanak donor kulonbségeket.

A zoledronsav stimulusbdl a kisérleti kondiciékban az 1 uM és 2,5 uM koncentracidkat
hagytuk meg. A korai apoptotikus populacidk atlagosan 65 % felett voltak 1 puM, és kozel
80%-ot értek el 2,5 uM zoledronsav mellett (13. dbra a rész) A késéi apoptotikus
populaciok 10% korul voltak (13. abra b rész) A MAF-ok mellett vizsgaltam a y6 T-sejtek
apoptozisat is korai és késéi apoptotikus populaciok elemzésével, melyek koziil mindegyik
10% alatt volt (13. abra c és d rész). A zoledronsavval stimulalt kultirakban szignifikansan

tobb korai apoptotikus y6 T-sejtet detektaltam a nem-stimulalt kontrollhoz képest.
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13. abra: Aramlasi citometriai apoptozis esszé y& T-sejt-MAF kokultdrakban optimalizalt

kondicidkkal (5 nap kokultura 1 uM és 2.5 uM zoledronsav stimulus mellett) (a) A korai apoptotikus
(Annexin V*, 7AAD") és (b) késéi apoptotikus (Annexin V*, 7AAD*) MAF [CD73*; CD457] szazalékos

ertékei n=10. Kontrol: MAF monokultura y& T-sejtek nélkil. (c) A korai apoptotikus (Annexin V¥,

7AAD") és kés6i apoptotikus (Annexin V*, 7AAD") y6 T-sejt populaciok [CD45*; CD737] szazalékos

értékei 5 nap MAF-okkal vald kokulturat kovetéen. Kontrol: kokultura stimulus nélkdli y6 T-

sejtekkel. (e) Reprezentativ apoptotikus fibroblasztokat abrazolé aramlasi citometriai dot plotok (f)

Reprezentativ apoptotikus y& T-sejteket abrazolé aramlasi citometriai dot plotok. A hibasavok az

atlagokat = SD értékeket jelolik.. " p < 0.05 ** p < 0.01 and *** p < 0.001.
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5.5.1. A yé T-sejtek altal indukalt apoptézis MAF-okban MHC-fiiggetlen médon valdsul
meg

A yé T-sejtek MHC-fliggetlen ligand felismerési tulajdonsaga miatt potencialis eszkozei
lehetnek az autoldog és allogén sejtterapiaknak. Az allogen y& T-sejt terapia lehetéve
tenné, hogy egészséges donorokbodl szarmazo, funkcionalis sejteket lehessen kiilonbozé
betegségekben szenved$ pacienseknek ex vivo felszaporitani. Egy masik elényds
tulajdonsaguk, hogy a paciensek felszabadulnanak attél a tehertél, hogy a daganatterapiat
kovetd esetleges sejtterapia kezdeteként az adott vizsgalati helyen nagyobb mennyiségu
vért adjanak. Hanem ugynevezett ,off-the-shelf” (mindig rendelkezésre allé) mddon a

terapia kezdetekor mar az elkésziilt terapias készitményt kapnak meg a helyszinen.

Ezért kisérleteim nagy részében egészségesekbdl szarmazo yd T-sejteket hasznaltam.
Azonban az autolog y6 T sejtes terapia, illetve a zoledronsav terapia lehetéségét is szem
elétt tartva, fontosnak tartottam megvizsgalni a melanéma paciensekbél szarmazo yé T-
sejtek citotoxikus hatasat. Korabban izolalt és biobankunkban szereplé két donortol
szarmazd MAF sejteket hasznaltam az a y& T-MAF kokultura apoptdzis esszé
megismétlésére. A donorok esetében vénas vérbél izolaltam PBMC-ket és a korabban
(Anyagok és Mddszerek 4.1.5. fejezet) leirt mddon zoledronsav segitésével expandaltam,

majd szeparaltuk a y6 T-sejteket.

A stimulus nélkil a yé T-sejtek nem indukaltak apoptdzist MAF-okban, azonban 1 és 2,5
UM zoledronsav és IL-2 stimulust kovetéen szignifikansan magasabb korai apoptotikus
populaciok voltak detektalhatéak (14. abra a rész). Ezzel a kisérleti beallitassal
demonstraltam, hogy a y6 T-sejtek citotoxikus hatasa érvényesiil MHC azonos target sejt

esetén, tehat MHC fiiggetlen modon is.

A melanoma paciensektdl szarmazd y6 T-sejt-MAF kokultiraban a y& T-sejtek nagyobb
mértékben apoptotizaltak az egészséges onkentesek y6 T-sejtjei képest a MAF
kokultarakban. A proliferaltatott PBMC-bél valé y6 T-sejt izolalas soran tapasztaltam,
hogy kevesebb szamu y& T-sejt volt kinyerhetd. Mivel a y6 T-sejtek expanzios kapacitasa
nagymertékben fligg a donorok egyéni tulajdonsagaitol, a kisszamu melandmas yé T-sejt
donor miatt ezt a megfigyelést egyelére nem tudtam tovabbi vizsgalatokkal megerdsiteni

[154], [161].
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Annexin V-APC

14. abra: y6 T-sejt és MAF interakcié melandmas paciensekbdl szarmazo sejtekkel. Az abra kisérleti
beallitasaban a biobankolt MAF sejteket paciensekbél szarmazod frissen izolalt y& T-sejtekkel
parositottuk az apoptozis esszében. (a) Korai (Annexin V*; 7AAD") és (b) késéi apoptotikus MAF
(Annexin V* 7AAD") [CD73*, CD457] populaciok. (c) Korai (Annexin V*; 7AAD") és (d) késéi (Annexin
apoptotikus y6 T-sejt [CD45*, CD737] populaciok. (e) Reprezentativ apoptotikus
fibroblasztokat abrazold aramlasi citometriai dot plotok (f) Reprezentativ apoptotikus y6 T-sejteket
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5.6 A MAF-ok és NDF-ek expresszaljak az MHC I. osztalyu polipeptidhez kotheto
szekvencia A és B, BTN2A1 és BTN3A1 molekulakat

A yb T-sejtek MAF-okra kifejtett citotoxikus hatas molekularis hatterének vizsgalatahoz a
y6 T-sejt f6 receptorainak (y6 TCR, NKG2D) cél molekulait mRNS szinten MAF-okban

reverz transzkripcié és kvantitativ PCR segitségével elemeztem (15. abra).

Negativ kontrollként NDF sejteket, mig pozitiv kontrollként az SK-MEL-28 sejtvonalat
valasztottam ki. A y§ TCR BTN2A1 és BTN3A1 célpontjait, valamint az NKG2D receptor
kapcsolddasi MICA és MICB molekulait a MAF-ok és NDF-ek is expresszaltak (15. abra).

A relativ BTN3A1 mRNS ndvekedés szintén megfigyelhet6 volt két donor esetében (15.
abra a rész). A BTN2A1 molekula esetében szintén két donor esetében szignifikansan
magasabb volt a relativ mRNS szint az SK-MEL-28 sejtvonalhoz képest (15. abra b rész).
A MICA és MICB expressziés mintazatban nem lattam kiemelked6 MAF-okat. A MICA
esetében csupan egy kiemelkedé donor volt, mig a MICB expresszié hasonlé mértéki volt

az 0sszes sejttipusban, egy kiemelkedé MAF donort kivéve (15. abra c és d rész).
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15. dbra: y6 TCR target molekulak mRNS expresszioja MAF-okban. Relativ mRNS expresszioja a (a)
BTN3A1, (b) BTN2A1, (c) MICA és (d) MICB molekulaknak a haztartasi glicerinaldehid-3 foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH) expressziohoz és viszonyitva, és az NDF sejtekkel kalibralva. Pozitiv
kontrolként SK-MEL-28 sejtvonalat alkalmaztunk. (e) A target molekulak RT-PCR termékeinek gél
elektroforézis fotdja (sorrendben: GAPDH, BTN3A1, MICB, MICA és BTN2A1) Savok: M1: méret
marker: 1 kB HyperLadder™; L1-L2: MAF, L3: NDF, L4: SK-MEL-28 pozitiv kontrol, NC-non-templat
kontrol, M2: méret marker: 100-2000 bp Easy Ladder. A hibasavok az atlag értékeket jelolik = SD. *
p <0.05* p <0.01 and *** p < 0.001.
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5.6.1. Aramlasi citometriai apoptézis esszé normal dermalis fibroblasztokban (NDF) és
SK-MEL-28 sejtvonalban

A génexpresszid mRNS szintjén vizsgalt molekulak kozil a BTN3A1 y6 TCR targetet
fehérje szinten is szerettem volna vizsgalni, illetve felderiteni, hogy milyen mértékben
befolyasolja az apoptotikus populacidkat olyan sejtes kokulturakban, ahol a BTN3A1l

fehérje szintje alacsony, és ahol magas.

Fehérje szinten az SK-MEL-28 melandma sejtek expresszaltak a BTN3A1 molekulat a
legnagyobb mértékben, az analizalt populacié tobb, mint 50%-os pozitivitast mutatott a
jeloletlen SK-MEL-28 kontrollhoz képest (16. abra a rész). Ezt kovetéen a MAF-okban
atlagosan 10% feletti pozitivitast mutattak a jeloletlen MAF kontroll mintahoz képest (16.
abra a rész). gy mindkét sejttipusban szignifikansan magasabb BTN3A1 expresszi6 volt
detektalhaté az NDF sejtekhez képest, ahol alig volt detektalhatd a BTN3A1 sejtfelszini

jelenléte.

Az aramlasi citometriai BTN3A1 sejtfelszini mérések alapjan az NDF sejteket nagyon
alacsony, mig az SK-MEL-28 melandoma sejtvonalat magas BTN3Al expresszioju
kategoriaba soroltam. Megismételtem az 6t napos aramlasi citometriai apoptdzis esszét
(Anyagok és modszerek 4.2.2.) y6 T-sejtekkel és SK-MEL-28, vagy NDF sejtekkel, ahol a

kokulutara kondicidi megegyeztek a korabbi kondiciokkal.

NDF sejtek esetében a stimulus nélkili y6 T-sejtek nem okoztak szignifikans novekedést
a korai apoptotikus (Annexin V*, 7AAD") populacidékban (16. abra e rész). Tovabba az 1 es
2,5 uM zoledronsav és 100 IU/mL IL-2 nem indukalt nagyobb mérték( apoptdzist az NDF

sejtek esetében, mint a y6 T sejtek zoledronsav kezelés nélkil.

A MAF-okkal végzett apoptdzis esszékkel szemben az SK-MEL-28- y& T kokulturaban a
stimulus-nélkuli y6 T-sejt-SK-MEL-28 kisérleti beallitasnal szignifikansan magasabb volt
a korai apoptotikus populacié az egyedili SK-MEL-28 kontrollhoz képest (16. dbra e rész).
Emellett az 1 és 2,5 uM zoledronsav nem novelte a korai apoptotikus populacidkat SK-
MEL-28 sejtek esetében, hanem hasonlé mddon 80% apoptotikus sejtet eredményezett. A
MAF- y6 T-sejt kokultdraban (13. abra és 14. abra) nem tapasztaltam azt, hogy a

zoledronsav hozzaadasa elhanyagolhato lenne, igy azt a kovetkeztetést vontam le, hogy
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a magas BTN3A1 expresszioju sejtek esetében a y6 T-sejtek potens citotoxikus hatassal

rendelkeznek.
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16. abra: BTN3A1 expresszio és y& T-sejt indukalt apoptdzis fibroblasztokban és SK-MEL-28
sejtekben. (a) Reprezentativ hisztogramjai a BTN3A1 expresszionak NDF (n=3), MAF (n=3) és SK-
MEL-28 sejteken. (b) BTN3Al expresszié fibroblasztokon és SK-MEL-28 sejtvonalon. (c) Korai
(Annexin V*; 7AAD") és késéi (Annexin V*; 7AAD") apoptotikus SK-MEL-28 populacidk reprezentativ
denzitas plotjai. (d) Korai (Annexin V*; 7AAD’) és késéi (Annexin V*; 7AAD") apoptotikus NDF
populaciék (n=3) reprezentativ denzitas plotjai. (e) Korai (Annexin V*; 7AAD") és késéi (Annexin V*;
7AAD") apoptotikus NDF és SK-MEL-28 populaciok [CD73*, CD457] szazalékos értékei 5 nap
kokultdra utan zoledronsav stimulalt y6 T-sejtekkel. A hibasavok az atlag értékeket jelolik = SD .*

p <0.05* p<0.01and *** p <0.001.

Mivel ezekre a sejtekre nem volt szignifikans hatassal a y6 T-sejtek citotoxikus aktivitasa,
ezzel szemben a magasabb expresszidju melandma sejtvonalra (SK-MEL-28) viszont igen
megerdsitette azt, hogy a y6TCR-BTN2A1-BTN3A1l tengely a f6 faktor az apoptotikus

folyamatokban.

48



Az, hogy az apoptozis gatlasa anti-TCRyS6 és anti-BTN2A1 antitestekkel csak részleges
csokkenést eredmeéenyezett azt mutatja, hogy mas molekulaknak is (pl: NKG2D-

MICA/MICB/ULBP kapcsolat) szerepe lehet ebben az interakcidban.

5.6.2. A yé T-sejtek altal indukalt MAF apoptozisban szerepe van a yé TCR-butirofilin
tengelynek

A y6 T-sejt és MAF interakcid részletesebb, molekularis szintl megismeréséhez modositva

megismételtem az eredeti apoptozis esszéket.

Feltételezéseim alapjan a MAF-ok apoptézisahoz hozzajarulnak azok a molekulak,
melyeket korabban a y& T-sejtek és tumorsejtek interakciojaban azonositottak [162],
[163]. A zoledronsav hozzajarul az IPP felhalmozédashoz MAF-okban, majd az IPP kotédik
a BTN3A1 molekula intracellularis részéhez. Ez konformacidvaltozast eléidézve lehetévé
teszi, hogy kapcsolodjon az intracellularis B30.2 doménejeiken keresztiill a BTN2A1
molekulahoz. Az aktiv konformacié igy kézremuikodik abban, hogy a y6 T-sejt Vy9 lanca (a
CDR2 és CDR3 régiok kozott) kotédni tudjon a BTN2Al-hez, aktivalva igy a y& T-sejt
citotoxikus funkciojat, képessé téve a y6 T-sejteket a MAF-ok apoptdzisanak indukalasara.
Fontos megjegyezni, hogy a BTN3A1 koté partnerét a y& T-sejten nem ismerjuk, de egy
feltételezett ligand a CDR3, amely 0sszekapcsolja a BTN3Al-et és a y6 TCR-t.

Ehhez a stimulus nélkili és az 1-2,5 pM zoledronsavval stimulalt y& T-sejt-MAF kondiciok
mellett bevezettem olyan kisérleti beallitasokat is, ahol a kokultura butirofilineket
és/vagy y6 TCR-t célzd antitesteket is tartalmazott. Egy stimulald hatasu (y& T-sejt
citotoxikus hatast ndveld) anti-BTN3A1 (20.1 klén) antitestet [164]-[166], alkalmaztam 1
ug/mL koncentracioban zoledronsav nélkil és zoledronsav mellett, arra a kérdésre

keresve a valaszt, hogy képes-e ndvelni a korai apoptotikus populaciot MAF-okban.

A nem-stimulalt y& T-sejt-MAF kontrollhoz képest az anti-BTN3A1 és az anti-BTN3A1 +
zoledronsav is szignifikansan novelte a korai apoptotikus MAF populaciot (17. abra).
Hozza kell tenni, hogy az anti-BTN3Al és zoledronsav egyuttes kombinaciéja nem
eredményezett szignifikans kiilonbséget az egyediili zoledronsav stimulus kondiciéhoz

képest. A MAF-ok és y& T-sejtek kozotti direkt interakcié bemutatasara 5-5 pg/mL anti-
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BTN2A1 és anti-TCR y6 (B1 klon) antitestet alkalmaztam [167] és az 1 uM zoledronsavval
stimulalt kondiciohoz hasonlitottam, hogy milyen meértékben befolyasolja a MAF-ok

apoptozisat.

Kisérletes munkamban korlatozo tényezé volt, hogy gatld anti-BTN3A1 antitest nem volt
szamomra elérhetd, vagy ezen fehérje géncsendesitését MAF-okban nem valdsitottam
meg. Ehelyett a molekularis mechanizmus igazolasara olyan alacsony BTN3A1l

« s

lettek izolalva, hanem egészséges bérszovetbél (Eredmények 5.6.1 fejezet)

A kisérletes eredményeim azt mutattak, hogy az anti-BTN2A1 antitesttel pre-inkubalt, az
anti-TCR y6 antitesttel és az anti-BTN2A1 + anti-TCR y6 antitestekkel pre-inkubalt

kokulturakban szignifikansan csokkent a MAF-ok korai apoptézisa (17. abra).

Az apoptdzis essze tovabba az alkalmazott antitesteknek megfeleld izotipus kontroll
antitesteket is tartalmazott. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a y& TCR -butirofilin

interakcio szerepet jatszik a yd T-sejtek MAF-okra kifejtett citotoxikus hatasaban.
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Korai apoptotikus (Annexin V*; 7AAD’) MAF-ok
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17. abra: y& T-sejt és MAF interakcid vizsgalata kiilonb6zé y& TCR target molekulak célzé antitestek
jelenléte mellett: BTN2A1 gatlas anti-BTN2A1 antitesttel, y6 T-sejt receptor blokkolas anti- y& TCR
(B1 klon) antitesttel, BTN3A1 stimulacié CD277/BTN3A1 monoklonalis antitesttel (20.1 klon) egér
IgGk1 izotipus kontroll és nyul IgG izotipus kotroll mellett. A hibasavok az atlag értékeket mutatjak

£SD.*p<0.05""p<0.001

A megvaltozott apoptotikus populaciok alapjan igy igazolhaté a feltevésem, hogy
zoledronsav hozzajarul az IPP felhalmozodashoz MAF-okban, majd az IPP kotédik a
BTN3A1 molekula intracellularis részéhez. Ez konformaciovaltozast eléidézve lehetévé
teszi, hogy kapcsolddjon az intracellularis B30.2 doménejeiken keresztlil a BTN2A1
molekulahoz. Az aktiv konformacid igy kozremukodik abban, hogy a y6 T-sejt Vy9 lanca (a
CDR2 és CDR3 régiok kozott) kotédni tudjon a BTN2A1-hez, aktivalva igy a y6 T-sejt
citotoxikus funkciojat, képessé téve a y6 T-sejteket a MAF-ok apoptdzisanak indukalasara.
Fontos megjegyezni, hogy a BTN3A1 kot6é partnerét a y& T-sejten nem ismerjuk, de egy
feltételezett ligand a CDR3, amely 0sszekapcsolja a BTN3Al-et és a y6 TCR-t.
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6. Osszefoglalo és kitekintés

A melandéma tumor mikrokornyezetében a MAF-oknak kitlintetett szerepe van a tumor
novekedésének és az intratumoralis immun mechanizmusok befolyasolasaban, valamint
a helyi attétképzédesben [168]. Mivel ismert, hogy a MAF-ok képesek gatolni a tumorba
bejut6 CD8 T-sejteket és NK-sejteket, a kutatasaim soran egy masik immunsejt
populacioval a makrofagokkal valé kolcsonhatasukat vizsgaltam. A klasszikus M1-M2
makrofag polarizacid régéta ismert jelenség [169]. A tumor mikrokdrnyezetében azonban
a két fenotipus homogén populacidja ritkan figyelhet6 meg. Ehelyett a makrofagok
heterogén populacidinak keveréke talalhaté meg, folyamatos atmenetben az M1 és M2
allapotok kozott. A két makrofag tipus citokin termelésének és egyiittes
immunszuppressziv hatasanak vizsgalata kihivast jelent, azonban egyes citokinek szintje
utalhat a tumor azon tulajdonsagara, hogy milyen mértékben befolyasolja az anti-tumor
immunvalaszt. Az IL-10 kiemelkedé jelent6séggel bir az immunszuppressziv citokinek
kézul [170]. Kilonb6zd daganatokban a TAM-ok IL-10 citokin termelése korrelal a
betegség kedvezétlen prognoézisaval és az alacsony tulélési arannyal [171], [172].
Mindemellett a tumoron beluli IL-10 szekrécié kapcsolatban all a primer melanoma attét
képzé képességével [118], [171]. Tekintettel a MAF-ok és MSC-k immunszuppressziv
hasonlosagaira, vizsgalataim soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy, hogyan

befolyasoljak a MAF-ok a makrofagok IL-10 szekrécigjat.

Kutatasi célom tovabba annak a kérdésnek a megvalaszolasara iranyult, hogy a mar tébb,
mint tizenot éve gyogyszerként elfogadott, és egyébként a yd T-sejtek ex vivo
proliferaltatasara is hasznalt zoledronsav alkalmazhatd-e in vitro modellben y& T-sejtek
aktivalasara, és a MAF-ok eliminalasara. Kisérleteim soran a MAF-ok apoptozisa y6 T-
sejteken keresztul kimutathatd volt, tovabba MAF-ok esetében is azonositottuk azokat a
butirofilin molekulakat, melyek korabban a y6 T-sejtek és tumorsejtek interakciéjaban

mutattak be.

Ugy vélem, hogy a kutatdsaim adatai hozzajarulnak a melanéma TME részletesebb
megismeréséhez, illetve tovabbi kutatasok kezdeményezéhez mind a MAF
immunszuppressziv hatasanak vizsgalata terén, mind a y& T-sejtek terapias
felhasznalasanak terlletén. Emellett ezeknek a stratégiaknak a tovabbfejlesztése igéretes

eredményekkel szolgalhat az agressziv szolid tumorok gydgyitasaban.
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