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Absztrakt 

A melanóma tumor mikrokörnyezetében a Melanóma-Asszociált Fibroblasztok (MAF-ok) 

meghatározó tagjai a tumor stromának. Képesek támogatni a daganatsejtek növekedését 

és befolyásolni az anti-tumor immunválaszokat, beleértve egyes limfocita populációk 

gátlását is. Fenotipikus és funkcionális hasonlóságaik miatt, melyeken osztoznak a 

mesenchymális stromasejtekkel (MSC-k) vizsgálataim első, általános célkitűzése az volt, 

hogy megállapítsam, hogy a MAF-ok, hasonlóan mint az MSC-k, képesek-e a makrofág 

sejtek funkcióinak modulálására. A MAF-okat sebészi úton eltávolított melanóma bőr 

szövetekből kerültek izolálásra. Kutatócsoportunk korábbi eredményeit követően, melyek 

bemutatták a MAF-ok és a makrofágok közötti szoros kapcsolatot a tumor stromában, 

további vizsgálatokat végeztem a MAF-ok makrofágok működésére kifejtett hatásában. 

Humán perifériás vérből monocita sejteket izoláltam és azokat in vitro módon M1 (pro-

inflammatórikus) és M2 (anti-inflammatórikus) makrofágokká differenciáltattam. 

Sikeresen beállítottam egy in vitro kokultúra esszét MAF-okkal és az előbb említett primer 

M1 és M2 makrofágokkal, valamint kimutattam az immunszuppresszív hatású IL-10 

citokin szekrécióját. 

Mivel a jelenlegi γδ T-sejteket alkalmazó szolid tumorokat célzó kezelések vegyes 

eredményeket mutatnak, vizsgálataim második általános célkitűzése az volt, hogy 

mélyebb betekintést nyújtsak a γδ T-sejtek biológiájába melanómában, és megvizsgáljam, 

hogy az aktivált γδ T-sejtek képesek-e elpusztítani a MAF-okat. Ezen kérdés 

megválaszolásához kialakítottam egy in vitro kísérleti rendszert, frissen izolált Vδ2 típusú 

γδ T-sejtekkel és melanóma betegekből származó MAF-ok kokultúrájával. Kimutattam, 

hogy a zoledronsav hozzáadása a γδ T-sejtekhez szükséges a MAF-ok apoptózisának 

indukálásához. Továbbá vizsgáltam a γδ T-sejtek citotoxicitását molekuláris szinten is, és 

kimutattam, hogy a stimuláló hatású anti-BTN3A1 antitest 20.1 klónjának használata 

esetén fokozott apoptózis érhető el MAF-okban. Ezzel szemben a gátló hatású anti-TCR 

γδ, vagy az anti-BTN2A1 antitestek használatakor csökkent a MAF-okon mért apoptózis. A 

kísérleti eredményeim azt mutatják, hogy  a γδ T-sejtek által zoledronsav segítségével 

indukált MAF apoptózis a γδ TCR és a BTN2A1, valamint a BTN3A1 molekulákon keresztül 

valósul meg. Mivel a zoledronsav alkalmazása biztonságos és jól tolerálható a betegek 

számára, eredményeim kiinduló adatokkal szolgálhatnak a jövőbeli klinikai kutatások 

számára a melanóma kezelési stratégiáira vonatkozóan. 



 
 

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. I 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 γδ T cells 

in solid tumors, my second research aim was to better understand γδ T cell biology in 

melanoma by investigating the potential of activated γδ T cells to eliminate MAFs. To 

answer this question, I set up an in vitro platform using freshly isolated Vδ2-type γδ T cells 

and cultured MAFs, that were biobanked from our melanoma patients. My research 

demonstrated that the addition of zoledronic acid to γδ T cells was essential for inducing 

apoptosis in MAFs. Moreover, the cytotoxicity of γδ 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 γδ or anti-

BTN2A1 antibodies were employed. Based on my experiments, I concluded that zoledronic 

acid activated γδ T cell induced apoptosis in MAFs operates through γδ 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. 
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1. Bevezetés 
 

A rosszindulatú daganatképződésben szerepet játszó folyamatok tanulmányozása és 

terápiás célpont keresése kezdetben magán a transzformált sejten belül lezajló genetikai, 

molekuláris biológiai és metabolikus eseményekre irányult. A daganatsejtek osztódásához 

és a tumorok növekedéséhez azonban számos stromasejt és immunsejt összetett 

interakciója szükséges a tumor mikrokörnyezetén belül. Ezek közé a sejtek közé tartoznak 

a tumor-asszociált fibroblasztok, tumor asszociált makrofágok, dendritikus sejtek, mieloid  

sejtek, endothél sejtek, periciták és daganat őssejtek egyaránt. A legnagyobb mortalitással 

bíró bőrrák típus a melanóma, melynek esetszáma évről évre növekszik.  

Melanómában a melanóma-asszociált fibroblasztok (MAF) által termelt struktúrfehérjék 

térbeli támasztó szerkezetet és protektív hálózatot biztosítanak a melanóma sejteknek.  A 

MAF-ok eredetét tekintve számos lehetséges prekurzorra lehet gondolni, mint a tumor 

környezetben rezidens fibroblasztokra, csontvelői eredetű mesenchymális stromasejtekre, 

hematopoetikus őssejtekre, endothél sejtekre, vagy pedig helyi epitheliális sejtekre. 

Kutatócsoportunk korábbi eredményi alapján a MAF-ok olyan funkcionális 

hasonlóságokban osztoznak a mesenchymális stromasejtekkel, mint a citotoxikus T-

limfociták aktivitásának gátlása. Továbbá elemeztük a MAF-ok differenciálódási 

potenciálját, immunszuppresszív hatásukat, valamint kolokalizációjukat más 

immunsejtekkel a tumor környezetben. Egyéni kutatómunkámat erre építve vizsgáltam a 

MAF-ok immunmoduláló hatását primer, humán monocita eredetű makrofágokon. 

Továbbá a MAF-ok citotoxikus CD8+ T-sejt aktivitásra kifejtett gátló hatás kimutatását 

követően, önálló munkám arra irányult, hogy milyen egyéb immunsejtek felhasználásával 

lehetne elérni citotoxikus hatást MAF-okban. Ehhez egy nem-konvencionális, γδ T-sejt 

receptorral rendelkező T-sejt alpopulációt vizsgáltam. A γδ T-sejtek a konvencionális αβ 

T-sejtekkel szemben nem peptid természetű antigéneket ismernek fel a célsejtek 

sejtfelszíni fő hisztokompatibilitási kompexeihez (MHC) kötve, hanem antigén 

felismerésük MHC független módon történik.  Jelenleg a γδ T-sejteket alkalmazó 

tumorellenes terápiás eljárások változó eredményekkel bírnak. Ebből kifolyólag 

kutatásom során γδ T-sejtek biológiájának megértése volt a cél melanómában, fókuszba 

helyezve a γδ T-sejtek és a MAF-ok kölcsönhatását.  
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2. Irodalmi áttekintés 
 

2.1. Melanóma 
 

A melanóma egy olyan rosszindulatú bőrdaganat, amelyben a tumorsejtek túlzott 

proliferatív aktivitással rendelkező, illetve genetikailag megváltozott, hám részben 

elhelyezkedő pigment termelő melanocitákból keletkeznek [1]. Kialakulásához többféle 

összetett folyamat vezet, amelyekben környezeti faktorok és az egyéni genetikai háttér is 

szerepet játszhatnak [2]. A melanóma daganatok 90%-a bőr eredetű, azonban 

előfordulnak szemben (uveális melanóma), nyálkahártya felületeken, illetve ismeretlen 

hátterű primer tumorként is jelentkezhetnek [3]. Különböző rizikófaktorok hozzájárulnak 

a kialakulásához, mint a nem (férfiakban gyakoribb), a kor, a családon belüli előfordulás, 

a világos bőrtónus, többszörös napégés az egyén élete során, beltéri barnulás (szolárium 

használat), illetve a diszplasztikus, vagy nagyszámú anyajegy jelenléte [4].  

A bőr melanóma korai stádiumban való észrevételét és műtéti beavatkozását követően jól 

kezelhető, azonban az előrehaladott tumor stádiumok rosszabb prognózissal járnak. A 

különféle bőrdaganatok közül a melanóma kevesebb, mint 3-5% gyakorisággal 

jelentkezik, ugyanakkor rendkívül agresszív daganattípus. A 20%-os mortalitási arány 

mellett a bőrdaganatokhoz köthető halálozások 80%-ért felelős [5], [6]. Ennek oka a 

heterogén tumor szerkezet, a tumort célzó terápiáknak való ellenállás, illetve a gyors áttét 

képző képesség további szövetekre kiterjedve [7]. Az elsődleges terápiás lehetőség a 

sebészeti eltávolítás, azonban a műtétet követően a reziduális tumorsejtek a tumor újbóli 

kialakulását és áttéteket okozhatnak. Egyéb terápiás lehetőségek közé tartozik a 

radioterápia, kemoterápia, immunterápia, illetve célzott terápia az eltávolított tumorban 

azonosított genetikai eltérések (szomatikus mutációk) alapján. [8].  

A melanóma progressziója három fő fázisra osztható: 1) radiális növekedési fázis (Radial 

Growth Phase, RPG) alatt kizárólag a bőr epidermisz rétegében vannak jelen a tumorsejtek 

2) RPG-korlátozott, mikroinvazív fázis, amikor a melanóma sejtek elérik a felszíni 

papilláris dermisz réteget 3) a vertikális növekedési fázis (Vertical Growth Phase, VGP)  az 

a mitogén stádiuma a melanómának, amikor áttétek képződésével nyirokcsomókba és más 

szövetekbe is eljutnak a malignus sejtek [9], [10]. 
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A két leggyakrabban előforduló szomatikus mutáció melanómában a BRAF, illetve az 

NRAS (neuroblasztóma RAS virális onkogén) gének mutációi. A leggyakoribb BRAF 

mutáció egy valin glutaminsav aminosavcserét eredményező pontmutáció (V600E) a BRAF 

gén 15-ös exonjában, mely a sejt proliferációjáért, túléléséért és differenciációjáért 

felelős MAP kináz kaszkádban (MEK/ERK jelpálya) egy mutáns szerin-treonin kinázt 

eredményez [11]. A folyamatosan aktív szignál transzdukciós jelpálya így hozzájárul a 

tumor növekedéshez és a terjeszkedést biztosító metabolikus háttér megteremtéséhez. A 

Ras gének mutációi a daganatos betegségek 16-25%-ban megtalálhatóak [12]. Az NRAS a 

Ras proto-onkogén fehérjék közé tartozik, további két hasonló rokon fehérjével (KRAS, 

HRAS) együtt [12]. A Ras fehérjék jelátviteli funkcióikat tekintve  kis GTP/GDP kötő 

fehérjékhez sorolhatók, melyek mintegy molekuláris kapcsoló szintén a MAP kináz 

jelpálya részét képezik. Mutáns változataik hasonlóan a mutáns BRAF fehérjéhez 

közvetetten hozzájárulnak a tumor növekedéshez. A familiáris malignus melanóma 

kialakulásában a hasnyálmirigyrákhoz is asszociálható ciklin dependens kináz inhibítor 2a 

(CDKN2a) gén mutációi játszanak szerepet [13]. A gén mutációit a familiáris melanóma 

betegek 20-40%-ában azonosították [14]. További gének, amelyek mutációi alacsony 

gyakorisággal következnek be és a familiáris melanómás betegek körülbelül 10%-ában 

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

2.2. A melanóma tumor mikrokörnyezet 
 

Régóta ismert, hogy a tumor mikrokörnyezet aktív résztvevője a tumorigenezisnek. A 

szolid tumorokra jellemző módon a tumor stromát a (melanocita) tumorsejtek mellett 

egyéb sejtes alkotóelemek építik fel: tumor-asszociált fibroblasztok (Cancer Associated 

Fibroblast: CAF), keratinociták, adipociták és immunsejtek [15]. A tumor összetétele 

nagymértékben befolyásolja a kezelésre adott választ, illetve a betegség lefolyását.  A 

melanóma sejtek autokrin módon bázikus fibroblaszt növekedési faktort (bFGF) 

választanak ki, elősegítve a saját proliferációjukat és túlélésüket, valamint parakrin 

jelátviteli módokon hatnak a stromában elhelyezkedő fibroblaszt sejtekre is. Hatásuk a 

bFGF mellett, főként TGF-β és PDGF faktorok szekréciójával valósul meg [16]. 

 A tumorsejtek mellett elhelyezkedő stromasejtek hozzájárulhatnak a tumor 

növekedéshez, érhálózat képzéshez (angiogenezis), illetve a tumor invazív 

tulajdonságának kialakításához különböző parakrin jelátviteli pályákon keresztül [17]. 
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Mátrix metalloproteináz (MMP) szekréciójuk lehetővé teszi a bazális membrán áttörését 

és az extracelluláris mátrix (ECM) lebontását, elősegítve így a távoli áttétek képzését [18]. 

A tumor mikrokörnyezet sejtes elemei mellett hangsúlyos szerepet tölt be az 

extracelluláris mátrix is. Különböző (főként fibroblaszt sejtek) által termelt fibrózus 

fehérjék alkotják, mint a kollagén, elasztin, glükozamino-glikánok (pl: hialuronsav), 

proteoglikánok (pl.: szindekán, heparán-szulfát) és egyéb szerkezeti glüko-konjugátumok 

(pl.: fibronektin, laminin, tenascin, vibronektin, oszteonektin, oszteopontin) [19]. Továbbá 

az ECM molekulák közül az intracelluláris jelátvitelben fontos szerepet töltenek be az 

integrinek is [19].  

A tumor környezetében számos immunsejt megtalálható, beleértve a T-és; B-limfocitákat, 

természetes ölősejteket (Natural Killer - NK sejt), dendritikus sejteket, makrofágokat és az 

éretlen állapotú, mieloid eredetű szuppresszor sejteket (Myeloid Derived Suppressor Cell  

- MDSC).   

A melanóma tumorsejtek képesek modulálni az adaptív immunválaszokat, valamint az 

immunsejtekkel való összetett kommunikációjuk alapján elmondható, hogy egy rendkívül 

immunogén tumor típus. 

Az első FDA és EMEA által elfogadott immun-regulációs mechanizmusokat célzó immun 

ellenőrzőpont-gátló (Immune Checkpoint Inhibitor, ICI) antitesteket késői stádiumú 

melanómára fejlesztették ki. Ezek közé tartozik a citotoxikus T-limfocita asszocicált 4-es 

antigént célzó Ipilimumab (Cytotoxic T-lymphocyte associated  antigen-4: anti-CTLA-4) 

és a programozott sejthalál fehérjét targetáló  Nivolumab (anti-PD1 ) [20], melyeket az 

FDA 2011-ben és 2014-ben fogadott el. 
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A heterogén tumor összetétel, magas mutációs ráta és az anti-tumor immunválaszokhoz 

való adaptációja miatt a melanóma további innovatív terápiás repertoárt igényel. Az ICI 

terápiák sikerességét és a visszaesés mentes felépülést azonban számos faktor 

befolyásolja, többek között a TME immunsejt összetétele. A tumor típustól függően az 

átlagos objektív válaszadási arány (Objective Response Rate, ORR) az anti-CTLA4 

esetében 14%, míg az anti-PD1monoklonális antitestek esetében 33% [21]. Az ICI-k 

mellett továbbá az anti-tumor hatású vakcinák és kiméra antigén receptort tartalmazó T-

sejt (CAR-T) terápiák is ígéretes kutatási és fejlesztési eredményeket mutatnak. 

2.2.1. Tumor asszociált makrofágok (TAM-ok)  
 

A természetes (veleszületett) immunitáshoz sorolt csontvelői eredetű monocita 

prekurzorokból differenciálódott makrofágok a veleszületett és szerzett immunitás 

kialakításában is részt vesznek [22]. Immunfunkcióik közül hangsúlyos a fagocita 

aktivitásuk, antigén prezentáló képességük és a mikrobiális fertőzésekkel szembeni 

citokinek, valamint komplement komponens szekréciójuk [23]. Továbbá hozzájárulnak a 

szöveti regenerációhoz, az érképződéshez és az immunmodulációhoz [24], [25]. Emellett 

fontos kiemelni, hogy a különböző biológiai aktivitásuk eltérő tulajdonságú is lehet, mint 

ahogy a makrofág sejtek egyes populációi lehetnek immun folyamatokat serkentő, illetve 

1. ábra: A melanóma tumor mikrokörnyezete 
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immuntolerancia kialakulásához hozzájáruló is [22]. Ezek az ellentétes szerepek lehetővé 

teszik, hogy a szöveti lebontó és javító folyamatokban is egyaránt részt vegyenek [26]. 

A makrofágok számos szervben, illetve szövetben jelen vannak így elhelyezkedésük és 

funkcióik alapján is csoportosíthatóak. Ilyenek például a központi idegrendszer mikroglia 

sejtjei, a tüdő alveoláris makrofágjai, a csontrendszer oszteoklasztjai, vagy a máj Kuppfer 

sejtjei [27]–[31]. Képesek különböző molekuláris szignálokra megváltoztatni a 

funkciójukat, tehát plaszticitás jellemző rájuk. [32]. A szöveti környezettől és molekuláris 

szignáloktól függően két fő differenciálódási állapotot különböztetünk meg a makrofág 

sejtek esetében: klasszikusan aktivált, pro-inflammatórikus M1 és alternatív módon 

aktivált, anti-inflammatórikus tulajdonságokkal rendelkező M2 makrofágok (fontos 

kiemelni, hogy M2 makrofágokon belül többféle altípus különíthető el)  

 

2. ábra: Klasszikus és alternatív úton differenciálódott makrofág sejtek molekuláris szignáljai 
Ricketts et. al alapján [33] 

 

 

 



7 
 

A tumort infiltráló leukociták egy jelentős részét teszik ki a TAM-ok, kapcsolódva a 

daganat asszociált gyulladási folyamatokhoz [34]. Részt vehetnek a metasztázis 

képzésben, a tumorsejtek és endothél sejtek interakcióját követő extravazációban, így 

hozzájárulva a tumor növekedéséhez [35]. A tumor mikrokörnyezetében lévő TAM 

populációk folyamatos M1 és M2 immunfenotípusok közötti átmenetben vannak.  

Az M1 immunfenotípus-szerű TAM-ok polarizációjához olyan citokinek járulnak hozzá, 

mint az IFN-γ, IL-1β, TNF-α és GM-CSF. Az M1 makrofágok a malignusan transzformált 

sejteket fagocitózissal, citotoxikus aktivitásukkal és gyulladási citokinek szekretálásával 

célozzák meg  [36].   

Ezzel szemben az M2 immunfenotípus-szerű makrofágok Th-2 típusú citokinek által 

aktiválódnak, mint az IL-4, IL-13, IL-10 és M-CSF, és a tumor növekedést segítik elő 

immunszuppresszív hatásukkal. Ez főként TME átrendeződéssel, növekedést és 

érképződést elősegítő faktorok, vagy pedig proteázok  kiválasztásával valósul meg [23] 

[37], [38]. Azonban az M1/M2 polarizáció a TAM-ok esetében nem képez éles fenotipikus 

és funkcionális határt, hanem a tumor környezetében a sejtek dinamikusan változnak, 

illetve fenotipikusan és arányaikban is különbözőek az egyes tumorokon belül és tumorok 

között is.  

2.2.2. Tumort infiltráló limfociták (TIL-ek) 
 

Az emberi szervezet immunsejtjei folyamatosan ellenőrzik és eliminálják a malignusan 

transzformált sejteket, azonban a daganatsejtek egyik alapvető tulajdonsága, hogy 

képesek elkerülni az immunrendszer védekezőmechanizmusait. Ismert, hogy a tumor 

mikrokörnyezetben a tumorsejteket célzó immunsejtek mellett jelen vannak olyan 

immunsejtek is, melyek a tumorsejtek átprogramozó hatása miatt melyek elősegítik a 

tumor növekedését. A TIL-ek  pro-, és anti-tumor hatása közötti egyensúly nagymértékben 

függ a tumor mikrokörnyezetétől, így jelenleg egy aktív és kiemelt fontosságú 

immunológiai kutatási terület a TIL-ek biológiája.  

A melanóma tumor szövetben jelen lévő limfocita populációk összetétele a 

hisztopatológiai meghatározás mellett pre-klinikai és klinikai kutatásokban is vizsgált 

[39], [40]. Jelenleg a standard vizsgálati eljárás a biopszia, vagy az eltávolított tumor 

szövettani vizsgálatában a TIL-ek jelenlétének meghatározása. Ezen kívül  egyre inkább 
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hangsúlyosabbá válik a limfociták kvalitatív immunológiai és molekulár is biológiai 

tulajdonságaira irányuló biomarkerek keresése [41], [42]. A TIL-ek jelenlétét 

melanómában Clark és munkatársa mutatták ki 1969-ben [43], és jellemzően három 

kategóriába sorolták őket: 1) hiányzó (absent) ha nincsenek jelen a tumorban [44] 2) nem-

intenzív (non-brisk) TIL-ek azok a T-sejtek, amelyek fokálisan vannak jelen a tumorban, de 

nem találhatóak meg végig az invazív tumor alapon 3) intenzív (brisk) TIL-ek, melyek 

fellelhetőek a tumor invazív szerkezetében egészen a tumor vertikális növekedési 

részének alapján is [44], [45]. 

A TIL-ek lokalizációját tekintve megkülönböztetünk intratumorális, stromális és 

peritumorális infiltrációt [41] [46]. A T-sejtek alpopulációit nézve a CD8+ T-sejtek jelenléte 

pozitív, míg a FOXP3+ Treg sejtek a tumorban általában negatív prognózissal korrelálnak 

[39] [47]. A CD8+ citotoxikus T-sejtek az anti-tumor hatásukat perforin és granzim 

granulumok exocitózisával, illetve TNF-α és IFN-γ citokinek szekréciójával fejtik ki [48], 

[49]. Emellett a CD8+ T-sejtek hatásmechanizmusához a tumor mikrokörnyezetben 

Böttcher és Sousa kutatásai alapján az egyes típusú konvencionális dendritikus sejtek 

(cDC1) hozzájárulása is elengedhetetlen [50]. Melanómás páciensekből származó 

nyirokcsomó áttétek analízisét követően azok a CD8+ T-sejtek, melyek kifejezik a CXCR3  

és CCR9 kemokin receptorokat, a C-típusó lektint, vagy az NKG2D receptort pozitívabb 

prognózissal jártak [51]. A TIL-ek között szintén egy fontos minőségi különbség, hogy 

egyes CD39+ T-sejtek aktívan részt vesznek az tumor célba vételében (pl.: felismerik a 

tumor antigéneket) míg egyes sejtek olyan molekulákat, gátló receptorokat expresszálnak, 

mint a PD-1, vagy a TIGIT (T cell Immunoreceptor with IgG and ITIM domains), melyeket 

korábban a funkcionálisan kimerült T-sejtek jellegzetességeként írtak le [52], [53]  

A CD8+ citotoxikus T-sejtek mellett CD4+ Th (Thelper) sejtek is részt vesznek az anti-tumor 

immunválaszban [54]. Szintén képesek az IFN-γ szekrécióra, valamint másodlagos 

nyirokszervekben hozzájárulnak a CD8+ T és B sejtek modulálásához [54], [55] 

Transzkripciós faktoraik és citokin termelésük alapján különböző differenciálódási 

irányokat írtak le a CD4+ T-sejtekben, melyek közül a leggyakoribb a Th1, Th2, Th17, TFH 

és FOXP3+ Treg irány [54]. A Th1 sejtek anti-tumor hatásukat a korábban említett IFN-γ 

termelés mellett az NK sejtek és M1 típusú makrofágok toborzásán keresztül fejtik ki, míg 

a Treg sejtek gátolhatják a tumoron belüli más T-sejt populációk funkcióit, így 

hozzájárulva az immunszuppresszív hatáshoz [39] [56]. 
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A Treg sejtek immunszuppresszív hatása eltérő módokon valósul  meg: 

immunszuppresszív citokineken keresztül (IL-10, IL-35, TGF-β), direkt citotoxikus hatással 

(perforin, granzim), az antigén prezentálás direkt szabályozásán (CTLA-4), vagy pedig az 

effektor T-sejtek előli IL-2 megvonáson keresztül (ez főként a magas IL-2 receptor α 

alegység expresszióval történik, mely az effektor T-sejtek IL-2 szint csökkenéséhez vezet 

[57]–[59]. 

A T-sejtek mellett B-sejtek és plazmasejtek is jelen vannak a tumort infiltráló limfociták 

között, és részt vesznek az anti-tumor immunválaszban. Önmagukban ritkán fordulnak 

elő, inkább közeli asszociációban állnak T-sejtekkel, mieloid sejtekkel és más 

immunsejtekkel [60]. Az anti-tumor immunválaszban kimerült CD4+ és CD8+ T-sejteken 

például gyakori a B-sejteket toborzó CXCL13 kemokin ligand, ami arra utal, hogy a tumor 

környezetébe vonzzák a B sejteket, hogy antigén prezentációjukkal, antitest 

termelésükkel, vagy pedig citokin szekréciójukkal hozzájáruljanak az anti-neoplasztikus 

immun hatáshoz [61], [62].  

Melanómában a tumor stromán belül jelentős B-sejt populáció található. Az egészséges 

bőr szövethez képes a CD22+ B-sejtek nagyobb mértékben találhatóak meg, valamint 

további CD20+ és CD22+ populációk fedezhetőek fel az áttétekben [63], [64]. Az anti-tumor 

immunválaszhoz melanóma antigének elleni  antitest termeléssel járulnak hozzá, továbbá 

pro-inflammatórikus citokinek, mint a TNF-α, IL-2, vagy az IFN-γ szekréciójával [65], [66]. 

 

2.2.3. Melanóma asszociált fibroblasztok (MAF-ok) 
 

A humán bőr fibroblaszt sejtek a bőr papilláris és retikuláris dermisz rétegében 

elhelyezkedő kötőszöveti sejtek, melyek fiziológiás körülmények között az epidermális 

regenerációban, sebgyógyulásban és ECM fenntartásában vesznek részt [67]–[69]. 

Többségük mezoderma eredetű primitív mesenchymából származik a gasztrulációt 

követően, míg egy kisebb részük  az ektodermához tartozó dúclécből fejlődik ki [70], [71]. 

Egészséges, sérülésmentes bőrszövet esetén a dermális fibroblasztok nyugvó (quiescent) 

állapotban vannak jelen (kivételt képeznek a hajciklus során aktív dermális papilla 

fibroblasztjai) [72].  
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A MAF-ok olyan tumort támogató strómális sejtek a tumor mikrokörnyezetében, melyek 

az extracelluláris mátrix átalakításával, növekedési faktorok termelésével és az 

érképződés befolyásolásával járulnak hozzá a tumor túléléséhez és az áttétek 

képződéséhez [65]. Az aktív és a nyugvó állapotú fibroblasztok egyaránt megtalálhatóak 

a tumor stromában. A két populáció elkülönítésében egyedi sejtfelszíni, illetve szekréciós 

markerek segítenek.  

Az aktív fibroblasztokat magas alfa simaizom aktin (α-SMA), vérlemezke-eredetű 

növekedési faktor receptor alfa/béta (PDGFRα/δ) és fibroblaszt aktivációs fehérje (FAP) 

expressziójuk különbözteti meg a nyugvó dermális fibroblasztoktól [73], [74]. Az α-SMA 

expresszió mellett, kontraktilis stressz-szálakat és ED-A splice-variáns fibronektint is 

termelnek [75]. Emellett emelkedett expresszió figyelhető meg a fibroblaszt-specifikus 

fehérje-1 (FSP-1), oszteonektin, dezmin, podoplanin (PDPN), neurális-gliális antigén 2 

(NG2), CD90/THY-1 és mesenchymális vimentin fehérjék szintjében is [76], [77]. Bizonyos 

markerek jelenléte, mint a FAP+ CD90+ és α-SMA+ fibroblaszt populációk predikciós 

markerként szolgálhatnak egyes terápiák hatékonyságának előrejelzésére, mint például 

az anti-PD1 monoterápiára melanómában [78]. Nemcsak immunterápiában, hanem BRAF 

gátló szerekre adott rezisztenciához is hozzájárulnak előrehaladott melanómában [79]. 
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3. ábra: Melanóma-asszociált fibroblasztok konfokális mikroszkópos felvétele CD90/THY-1, 
Alexa488 és sejtmagi DAPI jelöléssel  

 

Általánosan a CAF-ok aktivációjában részben inflammatórikus modulátorok játszanak 

szerepet, mint az IL-1 az NFκB jelpályán keresztül, vagy az IL-6 a STAT transzkripciós 

faktoron keresztül [80], [81]. Továbbá szerepe lehet az aktivációban a TGF-β Smad2 

jelátviteli útvonalának, az extracelluláris mátrixnak, a CAF sejt DNS szerkezetében történő 

epigenetikai változásoknak [82], vagy a tumorsejtek által szekretált exoszómáknak is, 

melyek új receptorok, vagy mikro-RNS-ek (miRNS) és hírvivő RNS-ek (mRNS) felvételére 

ösztönzik a CAF-okat [83],[84]. Az exoszómális aktivációs út, melyben a melanóma sejtek 

által szekretált pigmentált vezikulumok (melanoszómák) eljutnak az epidermális réteg 

normál fibroblaszt sejtjeihez már bizonyított, hogy megtörténik a melanóma dermiszbe 

való áttörése előtt [85]. Ezzel együtt a parakrin mediátorok összehangolt működésével 

együtt kialakul a tumor mikrokörnyezet, melyben a fibroblasztok CAF-okká 

programozódnak át.  
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Emellett a TGF-β és más TGF családba tartozó molekulák, mint az Aktivin-A nem csak a 

CAF aktivációra hatnak, hanem kiemelt szerepük van a makrofágok polarizációjában is  

[86], mely szintén a tumor növekedését segíti elő.  

Melanómában a MAF-ok jelenléte a tumor stromában növeli az áttétképződés kockázatát 

az ECM átalakításán keresztül, valamint terápiás készítményekre adott rezisztencián át 

[87]. Emellett növekvő számú tudományos bizonyíték támasztja alá, hogy a MAF-ok 

immunszuppresszív hatásának szerepe van a tumor és stromában elhelyezkedő 

immunsejtek közötti rendszerben [88], [89].  

2.3. Gamma delta T-sejtek 
 

A humán γδ T-sejtek a perifériás vér limfocitáinak az 1-5%-át teszik ki [90]. Általánosan 

két fő csoportra oszthatóak a T-sejt receptoruk δ lánca alapján (fontos megemlíteni, hogy 

ezen kívül kisebb számban további csoportok is előfordulnak): Vδ1 és Vδ2 T-sejtekre [91]. 

A perifériás vérben a leggyakoribb γδ T-sejt receptor (TCR) egy variábilis (V) Vγ9 és egy 

Vδ2 láncból áll (Vγ9Vδ2, rövidebben Vδ2) [92]. A Vδ2 láncot hordozó sejtek a vér γδ T-

sejtjeinek 50-95%-át teszik ki, mely arány egyénenként nagymértékű változatosságot 

mutat [93]. A másik leggyakoribb alpopuláció a Vδ1 és Vγ2/3/4/5/8 lánccal rendelkező γδ 

T-sejtek, melyek főként a gasztrointesztinális rendszer epitheliális részein, a bőr dermisz 

rétegében, vesében, valamint májban fordulnak elő, és az epitheliális szöveti integritásért 

felelősek [94].  

A γδ T-sejtek hidat képeznek a veleszületett és adaptív immunrendszer között. Hasonlóan 

az adaptív immunitás limfocitáihoz képesek a T-sejt receptoruk klonális szelekciójára, míg 

a veleszületett immunrendszer sejtjeihez hasonlóan nincs szükségük antigén prezentáló 

sejtekre az effektor funkciójuk betöltéséhez [95]. Továbbá osztoznak a veleszületett 

immunitás sejtjeinek receptoraiban, mint a természetes ölősejtek receptorai: NKG2D, 

NKp30 és/vagy NKp44, melyek közvetlen módon aktiválják a sejtek citotoxikus funkcióit, 

vagy bizonyos toll-like receptorok (TLR), melyek kostimulációs jelként szolgálnak [96]–

[99]. 

A konvencionális αβ T-sejtekkel szemben az antigén felismerő képességük nem a fő 

hisztokompatibilitási komplexhez (MHC, emberi szervezetben: HLA-Humán Leukocita 

Antigén) kötött peptidekre, hanem foszfo-antigénekre irányul. Így MHC független módon 
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is képesek felismerni antigéneket [95]. Foszfo-antigének (P-Ag), mint a bakteriális 

hidroximetil-butil-pirofoszfát (HDMAPP/HMBPP), vagy a humán az izopentenil-pirofoszfát 

(IPP) olyan molekuláris jelátviteli pályákon keletkeznek, mint a bakteriális nem-mevalonát 

útvonal (1-dezoxi-D-xilulóz 5-foszfát, vagy más néven MEP: 2-C-metil-D-eritrit 4-foszfát), 

vagy a humán mevalonát jelpálya [100]–[102]. A mevalonát, vagy HMG-KoA-reduktáz 

jelpálya eukariótákban, ősbaktériumokban és néhány bakteriális törzsben is jelen lévő 

anyagcsere útvonal, mely az acetil-koenzim A-ból indul ki és IPP vagy dimetil-allil-

pirofoszfát termékeket eredményez [103]. A modern orvostudományban ezt a jelátviteli 

útvonalat célozzák meg a koleszterin szint csökkentésére irányuló statinok. Azok a sejtek, 

melyekben metabolikus zavar alakul ki (főként daganatsejtek) akkumulálják a mevalonát 

útvonal anyagcsere termékeit, mint az IPP, amelynek kötődését a target sejt butirofilin 

3A1 (BTN3A1) molekulájához képesek érzékelni a γδ T-sejtek. Ez az aktiváció 

megvalósítható exogén természetes, vagy szintetikus foszfo-antigénekkel, valamint a 

mevalonát útvonal farnezil-pirofoszfát-szintáz (FPPS) enzimét gátoló N-tartalmú 

aminobiszfoszfonátokkal is [104]–[107]. 

  

 

4. ábra: A γδ T-sejtek és tumor sejtek molekuláris interakciói Park és Lee alapján [108] 
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2.4. MAF-ok immun-moduláló hatása 
 

A MAF-ok funkcionális hasonlósága a csontvelői stromasejtekkel adta azt a kezdeti 

hipotézist, hogy a MAF-ok is képesek immunmoduláló hatást kifejteni az immunsejtekre. 

A kísérleti adatok arra utalnak, hogy a tumor mikrokörnyezetben lévő immunsejtek 

gátlásával és modulálásával (CD8+ T-sejtek, NK sejtek,) a MAF-ok hozzájárulhatnak a 

melanóma tumor növekedéséhez és áttét képzéséhez [109], [110]. Emellett olyan 

kemokineket is szekretálnak (mint a monocita kemotaktikus fehérje 1: MCP-1/CCL-2 és a 

stromális sejt-eredetű faktor 1: SDF-1), melyek a tumor környezetébe vonzzák a 

monocitákat [111]. A TME-ben ismert más daganatok esetén, hogy a CAF-ok direkt 

interakció során késztetik a monocitákat illetve makrofágokat tumort támogató, 

immunszuppresszív fenotípus kialakítására [112], [113]. 

A makrofágok átprogramozása anti-inflammatórikus (M2) fenotípussá ismert 

mesenchymális őssejtek (MSC-k) esetében [114]–[116]. Az M2 irányú polarizáció 

indukálása a ciklooxigenáz-2 (COX-2) jelpályán keresztül valósul meg [116]: Az MSC-k és 

MAF-ok esetében is az exogén gyulladási folyamatok toll-szerű receptor (TLR) interakción 

keresztül elindítják a nukleáris faktor kappa B (NFκB) fehérje expresszióját, amely 

emelkedett COX-2 szintet eredményez. Az emelkedett COX-2 enzimszint több 

prosztaglandin E2 (PGE2) szintézishez vezet. A kibocsátott PGE2 a makrofág sejtek PGE2 

receptoraival lép kapcsolatba, így növelve az anti-inflammatórikus IL-10 citokin 

termelését, és ezzel párhuzamosan lecsökken a pro-inflammatórikus TNF-α termelés 

[116], [117]. Habár a MAF-makrofág interakcióban szerepet játszó teljes molekuláris 

repertoár feltérképezése hatalmas kihívás, egyes kulcs molekulák azonosítása 

információval szolgálhat az anti-tumor immunválasz kivédéséről. Ebből kifolyólag az 

egyik legpotensebb immunszuppresszív citokin, az IL-10 vizsgálata előrejelzés lehet a 

tumor progressziójáról és a csökkent túlélési esélyekről. [118]. 

Melanómában a COX-2 expressziója a tumor vertikális inváziójával, az angiogenezissel, 

valamint a BRAF gátlók és ICI terápiákra adott rezisztenciával mutat korrelációt [119]. A 

melanóma egyik kulcs immun szabályozó molekulája az indolamin-2,3-dioxigenáz (IDO) 

[119]. Az IDO enzim a kinurenin jelátviteli úton átalakítja a triptofánt kinureninné, amely 
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képes a citotoxikus CD8+ T-sejtek és NK sejtek gátlására, valamint hozzájárul a regulációs 

T-sejtek és MDSC-k toborzásához a tumor mikrokörnyezetbe [120]. Melanóma sejtekben 

az IDO növeli a PGE2 expresszióját [121], így közvetetten létrehozva az anti-

inflammatórikus környezetet.  

 

2.4 A zoledronsav hatásmechanizmusa 
 

A zoledronsav egy harmadik generációs nitrogén tartalmú biszfoszfonát gyógyszer, 

amelyet az amerikai Élelmiszer-, és Gyógyszerellenőrző Hivatal (US FDA: United States 

Food and Drug Administration) 2007-ben fogadott el. A biszfoszfonátok közel 50 éve 

vannak jelen a gyógyszerpiacon, melyeket klinikai alkalmazásban kalcium reszorpciót 

gátló tulajdonságuk miatt különböző csontrendszert érintő jó-, és rosszindulatú 

elváltozásokban alkalmaznak [122], [123]. Az indikációk közé tartoznak bővebben a poszt-

menopauzális oszteoporózis, a glükokortikoid-indukált oszteoporózis, Paget kór, malignus 

hiperkalcémia, myeloma multiplex, és primer tumorok csontáttétei  [124]–[128] 

A nitrogén tartalmú biszfoszfonátok, mint a zoledronsav nagyobb affinitással képesek 

kötődni a csont szöveti állományának ásványi anyag részéhez (például a Ca2+-hoz), mint 

az új csont rész kialakulásánál szerepet játszó inorganikus pirofoszfát (PPi), így képesek 

az aktív csont átrendeződés alatt álló szöveti részekhez kötődni. A zoledronsav ezután az 

oszteoklasztok lebontó folyamatai során válik szabaddá. Az oszteoklasztokon belül a 

mevalonát jelpálya farnezil-pirofoszfát szintáz (FPPS) enzim aktivitását gátolja [129]. A 

jelpálya blokkolásával nem valósulnak meg azok a fehérje poszttranszlációs módosítások, 

melyek az oszteoklasztok túléléséhez szükségesek [129], így azok apoptózisához vezet. 

Fontos kiemelni, hogy az oszteoblasztok aktivitására nincs hatással a zoledronsav. Így a 

csontképződési egyensúlyi folyamatokat tekintve a metabolikus irány a csontképződés 

felé tolódik el.  

A FPPS enzim blokkolásával a N-tartalmú biszfoszfonátok, (mint a zoledronsav) képesek 

bizonyos sejttípusokban indukálni a foszfo-antigének akkumulációját olyan mértékben, 

amely végső soron a γδ T-sejtek aktivációjához vezet (lásd 5. ábra) [130].  



16 
 

 

5. ábra: A zoledronsav γδ T-sejteket aktiváló mechanizmusa Miyashita et. al alapján  [131] 

 

A tumorsejtek mellett a perifériás vér immunsejtjei (leginkább a monociták) is képesek 

felvenni a zoledronsavat, és közvetetten termelni foszfo-antigéneket, hozzájárulva a 

perifériás γδ T-sejtek aktiválásához [132].  Ezt a hatást felhasználva a biszfoszfonátok 

(zoledronsav, pamidronát), és a szintetikus foszfo-antigének (pl.: bromohidrin-pirofoszfát: 

BrHPP, vagy 2-metil-butinil-1-pirofoszfát: 2M3B1PP) daganatterápiás potenciálja egyéb  

γδ sejteket aktiváló (pl.:IL-2) citokin kombinációjával ígéretes eredményeket mutat [133], 

[134]. 
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3. Célkitűzések 
 

A melanómával kapcsolatos jelenlegi kutatások jelentős része a tumor sejtekre irányul. 

Ezzel szemben a doktori dolgozatom célja nem a tumorsejtek, hanem a tumor 

mikrokörnyezet egyéb sejtjeinek tanulmányozása, ezen belül a tumor stromát képező 

MAF-ok és egyes immunsejtpopulációk kölcsönhatásának elemzése volt. Először a MAF-

ok és primer makrofágok interakcióját vizsgáltam, a MAF-ok immun-moduláló, 

immunszuppresszív hatását tekintve. Ezt követően, a MAF-ok és  egy sajátos tumorellenes 

hatású immunsejt populáció, a γδ T-sejtek kölcsönhatását vizsgáltam abból a 

szempontból, hogy vajon képesek lehetnek-e a  γδ T-sejtek elpusztítani az 

immunszuppreszív MAF-okat. Kutatásomhoz az alábbi részletesebb célkitűzéseket 

fogalmaztam meg: 

1. A mesenchymális stromasejtek egyik fő ismérve az immunmoduláció. Mivel a MAF-

ok funkcionális hasonlóságot mutatnak az MSC-kkel, mint például a citotoxikus 

CD8+ T-sejtek aktivitásának gátlása, először arra a kérdésre kerestem a választ, 

hogy a MAF-ok hogyan befolyásolják a makrofágok immunfunkcióit. Első 

célkitűzésem az volt, hogy az immunmoduláció vizsgálatához primer 

monocitákból M1 és M2 makrofágokat hozzak  létre egy in vitro differenciációs 

esszé kidolgozásával.  

2. A második célkitűzésem során a monocitákból differenciáltatott M1 és M2 

makrofágokat terveztem vizsgálni egy olyan kokultúra esszében, amelyben a 

makrofágokat a már korábban izolált MAF sejtekkel együtt tartom, és a kokultúra 

LPS stimulálását követően az immunszuppresszív hatású IL-10 citokin 

mennyiségét mérem a sejtes felülúszóból.  

3. A γδ T-sejtek felhasználása ígéretes terület a sejtterápiás kutatásban és 

fejlesztésben. Mivel különböző daganattípusokban a tumorsejtek és γδ T-sejtek 

interakciója extenzív módon vizsgált, a vizsgálataim a γδ T-sejtek és MAF-ok 

interakciójára irányultak, abból a szempontból, hogy vajon az immunszuppresszív 

hatású MAF-ok elpusztíthatók-e az anti tumor hatású γδ T-sejtekkel. Ehhez a 

harmadik kitűzött célom a γδ T-sejtek perifériás vérből való felszaporítása és 

izolálása volt.  
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4. A továbbiakban a negyedik célom az volt, hogy az izolált γδ T-sejtek és MAF-ok 

segítségével megállapítsam, hogy lehet-e olyan in vitro feltételeket teremteni, 

amelyek mellett képesek a γδ T-sejtek a MAF-okban apoptózist indukálni.  

5. A γδ T-sejtek MHC-független antigén felismerő tulajdonsággal rendelkeznek 

Ötödik célkitűzésként azt vizsgáltam, hogy a megfelelően beállított apoptózis 

esszénkben a melanóma kórtörténettel rendelkező páciensekből izolált γδ T-

sejtek képesek-e MHC független módon az azonos páciensből származó MAF-

okban apoptózist indukálni.  

6. Hatodik célkitűzésként azoknak a molekuláknak a felderítését terveztem, amelyek 

az in vitro esszékben a γδ T-sejtek által indukált MAF apoptózis mechanizmusában 

szerepet játszanak.  
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4. Anyagok és módszerek 
 

4.1 Szövetminták és sejtkultúra 
 

4.1.1 Primer Melanóma-asszociált fibroblasztok (MAF) és normál dermális fibroblasztok  
 

2015 és 2019 között kutatócsoportunk Clark szerint III-V-es stádiumú melanóma 

pácienseket vont be a vizsgálatainkba, melyek a Semmelweis Egyetem Bőr-, Nemikórtani-

, és Bőronkológiai Klinikáján zajlottak. A betegek tájékoztatását és írásos beleegyezését 

követően a kimetszett primer tumorrészek, illetve áttétek szövetállományának a 

szövettani vizsgálathoz nem szükséges részét összegyűjtöttük és a mintákból sejteket 

izoláltunk az Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottság 

jóváhagyásával (ETT TUKEB 32/2007, kiegészítve: 32-2/2007 és 32-3/2007). A 

tudományos kutatásainkat a Helsinki Deklaráció etikai irányelvei alapján végeztük. 

A MAF sejtek melanómás betegek primer tumor részéből, illetve metasztatikus 

szövetállományból kerültek izolálásra. A tumor belső szöveti részét körülbelül 1 mm3 

méretre daraboltam majd 20 mL Dulbecco’s Modified Eagle Mediumban (DMEM) 200 

U/mL IV-es típusú kollagenáz és 0,6 U/mL diszpáz  (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) enzimek segítségével disszociáltam (Thermo Scientific) [135]. A MAF sejtek 

elkülönítése a tumor sejtektől differenciál adhézióval történt (30 perc elteltével a 

fibroblaszt sejtek a sejttenyésztő flaskák alján letapadtak, míg a melanóma sejtek a 

médiumból a felülúszóval együtt eltávolításra kerültek) Az NDF sejtek izolálása hasonlóan 

történt nem melanómás donorok naevus kimetszéseinek ép bőr részéből.  
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1. táblázat: Klinikai patológiai tulajdonságai a melanóma páciensekből származó bőrmintáknak, 

melyekből a MAF-ok kerültek izolálásra. CM: cutan melanóma, DM: távoli áttét (distant metastasis), 

N-nő, LNM: nyirokcsomó áttét (Lymph Node Metastasis), F-férfi, MI-mitózis index, n/e- nem 

elérhető adat, NM-noduláris melanóma, PT-primer tumor, SSM-felszínen terjedő melanóma, wt-

vad típus 

 

4.1.2. MAF sejtek karakterizálása 
 

A MAF sejtek extenzív karakterizálását kutatócsoportunk tagjai végezték [109]. Fontos 

volt megállapítani, hogy az in vitro sejtkultúrák valóban csak MAF-okat tartalmaznak, és 

nem tartalmaznak melanóma sejteket. Ehhez három sejtfelszíni marker áramlási 

citometriai vizsgálata járult hozzá: a melanóma specifikus gp100 és MelanA, illetve a CAF 

specifikus FAP. Kísérleteinkhez csak olyan MAF sejtkultúrákat használtunk fel, melyek 

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

A MAF sejtek csontvelői MSC-hez hasonló tulajdonságait vizsgálva a differenciálódási 

kapacitásuk (oszteogén és adipogén differenciálódási irány) [117] mellett az MSC-kre 

jellemző sejtfelszíni markereket is vizsgáltam. A fluoreszcein-izotiocianát (FITC) konjugált  

CD44, CD73, CD90, CD105 pozitív és CD31, CD45  negatív markerek analízise áramlási 

citometriával történt Cytoflex V5-B5-R3 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) készüléken és 

FlowJo® szoftver segítségével (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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A citometriai adatok kiértékelésének kapuzási stratégiája a következőképp valósult meg: 

a fő populáció meghatározása, és a 7AAD festék segítségével elkülönített halott sejtek  

kizárást követően az élő sejteket elemeztem. Az MSC markerekre pozitív populációk 

meghatározását festetlen kontroll mintákhoz hasonlítva végeztem el.  

4.1.3. Primer monocita izolálás  
 

A primer monociták izolálását egészséges önkéntesek perifériás vérének mononukleáris 

sejtjeiből (PBMC) végeztem. A vénás vért 1:1 arányban hígítottam foszfát pufferelt 

sóoldottal (PBS). Ezt követően a hígított vért 25 milliliteréként 15 mL Ficoll-Paque Plus 

tartalmú 50 mL-es Leukosep csövekbe osztottam szét, majd 15 percig centrifugáltam 800 

g sebességgel, szobahőmérsékleten, illetve a centrifuga fék kikapcsolása mellett. A 

grádiens centrifugálást követően a PBMC felhőt („buffy coat”) összegyűjtve a sejteket PBS-

sel mostam, centrifugáltam, majd a monocita izoláláshoz szükséges gyártói protokollban 

leírt 0,05% szarvasmarha szérum albumin (BSA) és 2 mM EDTA tartalmú PBS oldatban 

szuszpendáltam.  

Az izolálási lépéseknél a gyártói protokollt pontosan követtem [Miltenyi Biotec 

katalógusszám: 130-050-201]. Röviden, a heterogén immunsejtekből álló populációból a 

monocitákat azok sejtfelszínén található CD14 markerre specifikus mágneses 

gyöngyökhöz kötött CD14 antitesttel mágneses ’LS’ méretű oszlopon izoláltam (’Mágnes-

Aktivált Sejtválogatás’: MACS) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).  

A mágneses szeparáció hatékonyságát CD14-FITC (FITC, Biolegend, San Diego, CA, USA) 

jelöléssel és áramlási citométerrel (BD FACSCalibur™ rendszer, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA) ellenőriztem, összevetve a mágneses oszlopon átfolyó (CD14 monocitákra 

nézve negatív) frakciót az oszlopon maradt, majd eluált (CD14 monocitákra nézve pozitív) 

frakcióval.  

 

 

 

 



22 
 

4.1.4 Monocita sejtek M1/M2 irányú makrofág differenciációja és karakterizálása 
 

A humán vérből izolált primer monocita differenciációt megelőzően a megfelelő citokin 

miliőt és koncentrációkat THP-1 humán monocita sejtvonalon állítottuk be. Az M0, M1, 

illetve M2-szerű immunfenotípussá való polarizáció alapjául egy publikált protokoll 

szolgált [136].  

A THP-1 monocitákat 2*105 sejtszámban 96-lyukú sejttenyésztő lemezre ültettük ki, majd 

20 ng/mL forbol-12-mirisztil-13-acetát (PMA, Sigma Aldrich) hozzáadásával 24 óráig 

inkubáltuk a sejteket.  Ezt követően 24 óráig friss  Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1650 médiumban tartottuk őket, majd újabb 24 óra múlva elérték a THP-1 sejtek az M0 

makrofág fenotípust. A polarizáció elérése érdekében  ezután az M0-THP-1 sejtek 24 óra 

20 ng/mL IFN-γ (R&D Systems) és 10 pg/mL bakteriális lipopoliszacharid (LPS, Sigma-

Aldrich) inkubáció után M1-THP1 fenotípussá differenciálódtak. Az M2-THP1 

polarizációhoz az M0-THP-1 sejteket 72 órán keresztül 20 ng/mL IL-4 (Peprotech) és 20 

ng/mL IL-13 (Peprotech) citokinekkel kezeltük.  

Az M1-szerű CD38 (BioLegend) [137], [138] és M2-szerű CD209 (BioLegend) [138], [139] 

sejtfelszíni markerek expresszióját  a THP-1-makrofág sejteken áramlási citometriával 

határoztam meg (BD FACSCalibur™ system, BD Biosciences, San Diego, CA, USA). A 

citometriai adatok kiértékeléséhez FlowJo® szoftvert használtam. 

A friss PBMC-ből izolált primer monocita sejtek M1 és M2 irányú differenciációja 

különböző citokin miliőben zajlott 10% FBS, 1% Penicillin-Streptomycin, 1% L-glutamin 

tartalmú (RPMI) médiumban.   

A pro-inflamamtórikus, M1 irányú makrofágok polarizációja kilenc napig tartott 20-20 

ng/mL granulocita-makrofág kolónia stimuláló faktor (GM-CSF, Peprotech), IFN-γ 

(Peprotech), LPS (Sigma-Aldrich) és IL-6 (Peprotech) jelenlétében.  

Az anti-inflammatórikus M2 irányú differenciáció szintén 20-20 ng/mL makrofág kolónia 

stimuláló faktor (M-CSF, Peprotech), IL-4 (Peprotech), IL-6 (Peprotech) és IL-13 

(Peprotech) környezetben történt. Mindkét immunfenotípus esetében a differenciáció 

kezdetétől számított ötödik napon médiumcsere történt és a citokineket a kezdeti 

koncentrációval megegyező módon pótoltam.  
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A makrofágokon az immunfenotípusukra jellemző markerek közül M1-re jellemző CD11c 

(BioLegend) [140], [141], és M2 sejtekre jellemző CD163 (BioLegend) [142] és CD206 

(BioLegend) [143], [144], markereket áramlási citometriával ellenőriztem Cytoflex V5-B5-

R3 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) készüléken és FlowJo® szoftverrel. Fontos 

megemlíteni, hogy M1 és M2 immunfenotípusú makrofágokat in vitro körülmények között 

nem lehet sejtfelszíni markerek alapján homogén populációként elkülöníteni, így a 

felsorolt markerek különböző arányban vannak jelen az M1 és M2 sejteken.  

4.1.5. Primer γδ T-sejt expanzió és izolálás 
 

A primer γδ T-sejteket egészséges önkéntesek PBMC-jéből izoláltam (PBMC izolálás a 

4.1.3. pontban leírt módon). A PBMC-k 3 millió sejt/lyuk kezdeti sejtszáman lettek 

kiültetve 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre, 4 mL RPMI médiumban, kiegészítve 10% FBS-

sel, 1% L-glutaminnal és 1% Penicillin-Streptomycinnel 7 napig. A γδ T-sejtek 

expanziójához 5 µM zoledronsavat (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) és 100 IU/mL 

IL-2 (IL-2; Peprotech, Offenbach, Germany) citokint használtam. A negyedik napon a teljes 

médiumot lecseréltem és friss RPMI médiummal, zoledronsavval és IL-2 citokinnel 

pótoltam a sejtkultúrát.  

A γδ T-sejteket pozitív szelekcióval anti-humán TCR γδ antitesthez kötött mikrogyöngyök 

és ’LS’ méretű mágneses oszlop (Miltenyi Biotec) segítségével izoláltam. Követve a gyártó 

által biztosított protokollt a heterogén PBMC populációból az oszlopra kötött, majd eluált 

γδ T-sejteket gyűjtöttem össze. A szeparáció tisztaságát γδ TCR-FITC jel alapján 

ellenőriztem a negatív (átfolyó) és pozitív (eluált) frakciókból BD FACSCalibur™ áramlási 

citométer segítségével.  

A γδ T-sejtek expanzióját és izolálását melanómás páciensek véréből a leírt protokollal 

megegyező módon végeztem el.  
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4.2. Funkcionális esszék 
 

4.2.1. IL-10 citokin mérés MAF és primer makrofág kokultúrában 
 

A MAF sejteket 5 x 104 sejtszámban ültettem ki 96-lyukú sejttenyésztő lemezekre, majd 

2,5 x 104 differenciált makrofág sejt került a MAF-okhoz 10% FBS, 1% L-glutamin, 1% 

penicillin-streptomycin tartamú DMEM médiumban. 24 óra kokultúrát követően a citokin 

termelés növelése (és mérhető tartományba kerülése) érdekében 1 µg/mL bakteriális LPS-

t adtam a sejtekhez és 18 órán keresztül inkubáltam. A sejtes lemezeket ezt követően 

400g fordulatszámon 5 percig centrifugáltam, majd a sejtmentes felülúszókat 

összegyűjtöttem, és az IL-10 mérés időpontjáig -20 °C-on tároltam.  

Az IL-10 citokin szint Enzimmel Kapcsolt Immunszorbens vizsgálattal történt (ELISA) R&D 

Systems IL-10 kit (Quantikine; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) a gyártói protokollt 

követve. Az egyes mérési pontokat négy technikai párhuzamos mintával 405 nm látható 

fény hullámhosszon mértem (630 nm OD korrekcióval).  

4.2.2. Apoptózis esszé γδ T-sejtekkel és MAF-okkal 

 
A MAF sejteket 2 x 105 sejt/lyuk denzitásban ültettem ki 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre. 

A MAF sejtek felszíni adhézióját követően a γδ T-sejteket 1:1 arányban adtuk a 

fibroblasztokhoz.  

A kokultúrában az aktivált γδ T-sejtek 1 µM, illetve 2,5 µM zoledronsav és IL-2 citokin 

stimulációt kaptak. Két különböző kontrolként MAF sejteket egyedül, illetve MAF-γδ T-

sejteket alkalmaztam stimulus hozzáadása nélkül. A sejteket öt napig tartottam 

kokultúrában médiumcsere nélkül. Az apoptózis detektálásához a zoledronsav optimális 

koncentrációját és a kokultúra optimális időtartamát előzetesen határoztam meg (10. 

ábra). Emellett vizsgáltam a kiválasztott koncentráció tartományban a zoledronsav 

hatását a MAF-ok apoptózisára γδ T-sejtek nélkül.   

Az apoptotikus populációkat áramlási citometriai mérésekkel határoztam meg Cytoflex 

V5-B5-R3 készüléken és FlowJo® szoftver segítségével. A kiértékelés során a következő 

kapuzási stratégiát alkalmaztam a fő sejtpopulációkban CD73+ (Miltenyi Biotec) CD45- 

(BioLegend) jelöléssel elkülönítettük a MAF sejteket a CD45+ CD73- γδ T-sejtektől. 
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Mindkét populációban a korai (Annexin V+, 7AAD-) (BioLegend) és késői (Annexin V+, 

7AAD+) apoptotikus populációkat analizáltam. Az esszéhez nyolc melanómás páciens MAF 

sejtjeit és egészséges önkéntesek γδ T-sejtjeit használtam. Az egyes kokultúra esszékben 

a γδ T sejt mindig azonos donortól származott, hogy a MAF-ok közötti, különböző donorok 

által okozott különbségek láthatóak legyenek.  

Az apoptózis esszét az optimális feltételekkel megismételtem donor-azonos MAF és γδ T-

sejtekkel is. Ehhez két korábbi melanóma páciens friss perifériás véréből proliferáltatott 

ás izolált γδ T-sejtjeit használtam kokultúrában a korábban izolált MAF-okkal.  

 

4.2.3. BTN2A1, BTN3A1, MICA és MICB gének expressziójának vizsgálata kvantitatív 

polimeráz láncreakció (PCR) módszerrel 

Irodalmi adatok alapján ismert, hogy tumorsejtek , mint a γδ T-sejtek célsejtjei kifejezik a 

butirofilin fehérjéket [145]–[147]. Ezért a MAF-okban a γδ T-sejtek által indukált 

apoptózis miatt megvizsgáltam egyes butirofilinek (BTN2A1, BTN3A1), és más- a γδ T-

sejtek által felismert egyéb célmolekulák (MICA és MICB) mRNS expresszióját.  

Összehasonlításként dermális fibroblasztokatat és pozitív kontrollként az SK-MEL-28 

melanóma sejtvonalat (B-Raf V600E mutáns és N-Ras vad genotípusú, katalógus szám: 

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

Először MAF, NDF sejtekből és SKMEL-28 sejtvonalból teljes RNS-t izoláltam (5*105 

sejt/minta) RNEasy mini kit (Qiagen, Hilden, Németország) segítségével követve a gyártói 

protokollt. A cDNS szintézishez 1000 ng RNS-t írtam át M-MLV reverz transzkriptáz 

(Promega™, Madison, Wisconsin, USA) enzimet és oligo(dT) primereket alkalmazva. A 

génekre specifikus primerek tapadási hőmérsékletének optimalizálásához  Bioline 

Immomix Red PCR mixet (Meridian Bioscience, London, UK) használtam. A BTN2A1, 

BTN3A1, MICA és MICB transzkriptumokat korábban publikált primerekkel amplifikáltam 

[148], [149], [150]. A PCR termékeket 3%-os agaróz gélen futtattam meg.  

Ezt követően a gének expressziós vizsgálatához kvantitatív PCR reakciót végeztem Roche 

Lightcycler® 480 készüléken Lightcycler® 480 SYBR Green I Master PCR mixet (Roche, 

Basel, Switzerland) alkalmazva. A reakcióhoz 35 ciklust futtattam le 95 °C-os 

denaturációs, 62 °C-os tapadási és 72 °C-os extenziós hőmérséklet beállítással. Emellett 
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a glicerinaldehid-3-foszfát-dehidrogenáz (GAPDH) háztartási gén expresszióját is mértem 

(GAPDH-ΔCt). A qPCR kiértékeléshez ΔΔCt értékeket határoztam meg figyelembe véve a 

GAPDH expresszióját az összes vizsgált target sejtnek , majd összevetve az NDF minta 

GAPDH expressziójával (ΔCt-control) 

 

Célzott gén Primer szekvencia (5’-3’) 

BTN3A1 
FWD: AGAGGGGAATGCTAAGAGGTG 

REV: CAAGTATGGTGACCGAAGAAGA 

BTN2A1 
FWD: CACCTCGTAGTGGCAGGAC 

REV: GCTTTGGGTACCACCCTCT 

MICA 
FWD: CCTTGGCCATGAACGTCAGG 

REV: CCTCTGAGGCCTCGCTGCG 

MICB 
FWD: ACCTTGGCTATGAACGTCACA 

REV: CCCTCTGAGACCTCGCTGCA 

GAPDH 
FWD: TGCACCACCAACTGCTTAGC 

REV: GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

 

2. táblázat: A target gének vizsgálatához felhasznált primer pár szekvenciák 
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4.2.4. BTN2A1 és BTN3A1 fehérjék szerepének vizsgálata a γδ T-sejtek target 
felismerésében 
 

A MAF és γδ T-sejtek interakciójának további vizsgálataihoz a sejteket 1:1 arányban 

kiültettem többlyukú sejtkultúra lemezekre A BTN3A1 szerepének bemutatására egy 

stimuláló hatású anti-BTN3A1 antitestet alkalmaztam (20.1 klón, eBioBT3.1, Thermo 

Fisher Scientific) 1 µg/mL koncentrációban vagy önmagában, vagy 1 µM zoledronsavval 

kiegészítve. A 20.1 anti-BTN3A1 antitest klón hozzájárul a BTN3A1 fehérje aktív 

konformációjának kialakításához, így növelve a γδ T-sejtek citotoxikus hatását [151]. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

IL-2 

[100 IU/mL] 
(-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Zoledronsav 

[1 µM] 
(-) (-) (+) (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+) 

Anti-BTN3A1  

(20.1 klón) 

[1 µM] 

(-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) (-) (-) (-) 

Anti-BTN2A1 

[5µg/mL] 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) (+) 

Anti-TCR (B1 

klón) 

[5 µg/mL] 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) 

 

3. táblázat: Alkalmazott stimulusok és antitestek a MAF-γδ T-sejt kokultúra apoptózis esszében. A 

táblázat számozása 1-10 az 16. ábra oszlopdiagramjait jelöli. 
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Antitest Gyártó cég 

Egér IgGκ1 izotípus kontroll [P3.6.2.8.1] 
eBioscience™ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts) 

Anti-TCRγ/δ antitest (Klón B1) Biolegend® (San Diego, CA, USA) 

Anti-BTN3A1 monoklonális antitest 

(eBioBT3.1 (20.1)) 

eBioscience™ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts) 

Anti-BTN2A1 poliklonális antitest 
Prestige Antibodies® 

Merck (Darmstadt, Németország) 

Nyúl IgG izotípus kontroll Southern Biotech (Birmingham, AL, USA) 

 

4. táblázat: A MAF- γδ T kokultúra apoptózis esszében alkalmazott antitestek forrásai  

 

4.2.5. BTN3A1 expresszió sejtfelszíni vizsgálata NDF, MAF és SK-MEL-28 sejtekben 
 

A BTN3A1 fehérje szintű expresszióját sejtfelszíni jelöléssel vizsgáltam NDF, MAF és SK-

MEL-28 sejtekben áramlási citometria segítségével, Cytoflex V5-B5-R3 (Beckman Coulter) 

készülék és FlowJo® szoftver segítségével.  

A sejteket PE- konjugált anti-BTN3A1 (CD277) antitesttel (Miltenyi Biotec) jelöltük. A 

citometriai adatok kiértékelése során a kapuzási stratégia során a fő fibroblaszt, vagy 

melanóma sejt populáció meghatározását követően BTN3A1 pozitív sejteket jelöletlen 

kontroll mintákhoz hasonlítottam. Minden sejttípusnak saját jelöletlen kontroll minta 

megfelelője volt. 

4.2.6. Áramlási citometriai apoptózis esszé normál dermális fibroblasztokban (NDF) és 
SK-MEL-28 sejtvonalban 
 

Az NDF sejtek (n=3) és SK-MEL-28 melanóma sejteket 12-lyukú sejtkultúra lemezekre 

ültettem ki 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin és 1% L-glutamin tartalmú RPMI 

médiumba. Felszíni adhéziót követően a γδ T-sejtek 100 IU/mL IL-2 mellett és 1-2,5 µM 

zoledronsav mellett adtam hozzá a fibroblaszt és melanóma sejtekhez. Az apoptotikus 

populációkat áramlási citometriai módszerrel analizáltam, olyan módon, ahogy 4.2.2. 
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fejezetben írtam le. Az SK-MEL-28 és NDF sejtek apoptotikus populációit a CD73+ és CD45- 

populáción belül kvantifikáltam.  

 

4.3. Statisztikai analízis 
 

Az adatsorokon a Graphpad Prism 7.0 szoftverrel statisztikai egyutas ANOVA vizsgálatot 

végeztem kiegészítve a Dunnett-féle „post-hoc” teszttel. Az 4.2.6. fejezetben leírt NDF és 

SK-MEL-28 apoptotikus populációk közti korrelációt kétutas ANOVA vizsgálattal és Tukey-

féle post-hoc teszttel analizáltam. Statisztikailag szignifikáns különbségnek a <0.05 alatti 

P-értékeket fogadtam el. Az apoptózis esszé optimalizálási kísérleteinél a zoledronsav 

dózis-válasz összefüggés vizsgálatához az apoptotikus populációk százalékos értékein 

Speerman-féle rang korrelációs tesztet végeztem. 
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5. Eredmények 
 

5.1 A MAF-ok expresszálják a tradicionálisan elfogadott MSC markereket 
 

Feltételezve a MAF-ok és MSC-k közötti funkcionális hasonlóságokat, megvizsgáltam a 

sejtfelszíni expresszióját az alábbi Nemzetközi Sejt-, és Génterápia Társaság 

(International Society for Cell and Gene Therapy, ISCT) által definiált MSC markereknek 

(6. ábra). A CD44, CD73, CD90 és CD105 markerek 90% feletti pozitivitást mutattak, míg a 

CD31 vérlemezke-endothél sejtadhéziós molekula (PECAM-1) markerre és a CD45 pán-

leukocita markerre nézve az expresszió 1% alatt volt.  

 

6. ábra: MSC  markerek expressziója MAF sejteken. A hisztogramon a sejtfelszíni antigén 

expresszióját mutatják zöld színnel a kék hisztogrammal ábrázolt (jelöletlen) kontroll mintához 

viszonyítva (n=3) 
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5.2 Primer monociták in vitro makrofág irányú differenciációja  
 

A primer monocita sejtek CD14 marker alapú kiválogatása 96% feletti tisztaságú volt (7. 

ábra a rész). A kilenc nap alatt differenciáltatott M1 makrofágok morfológia alapján kerek 

sejttesttel, valamint hosszabb, vékonyabb citoplazmikus nyúlványokkal rendelkeztek . 

Ezzel szemben az M2 makrofágok morfológiája rövidebb, vastagabb citoplazmikus 

nyúlványokat mutatott (7. ábra b rész).  

Sejtfelszíni markereket tekintve az M1 specifikus CD11c marker 85% felett jelen volt az 

általam M1 irányba differenciáltatott makrofágokon, azonban az M2 makrofágok is 50% 

feletti pozitivitást mutattak rá (7. ábra c rész). Az M2 specifikus CD163 marker 70% feletti 

pozitivitással rendelkeztek, míg a szintén M2 specifikus CD206 marker 90% felett volt 

jelen az M2 irányba differenciáltatott makrofágokon (7. ábra c rész). Az M2 makrofágokra 

jellemző markerek esetén is igaz az, hogy kisebb mértékben, de jelen voltak az M1 

irányban differenciáltatott makrofágokon is. Ez az eredmény arra utal, hogy az M1-M2 

immunfenotípus makrofágoknál nem különíthető el két homogén csoportra. M1-M2 

kevert immunfenotípusú csoportok alakulnak ki, amelyek funkcionális tulajdonságait 

feltehetően az adott citokin környezet határozza meg.  

Ugyanígy a THP-1-makrofág sejtek esetén is hasonlót tapasztaltam sejtfelszíni marker 

expressziója terén: az M1-specifikus marker 35%-ban volt jelen az M1-THP-1, míg 2% 

körül az M2-THP-1 sejteken is (7. ábra d rész). Az M2-specifikus CD209 50% feletti 

pozitivitást mutatott M2-THP-1 sejteken, de 30%-ban az M1-THP-1 sejteken is jelen volt 

(7. ábra d rész). 
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7. ábra: In vitro differenciált M1 és M2 immunfenotípusú makrofágok karakterizálása (a) CD14-

pozitív (bal oldal) és -negatív (jobb oldal) PBMC frakciók mágneses szeparációt követően. (b) 

Monocitákból származó M1 (bal oldal) és M2 (jobb oldal) makrofágok morfológiája , méretskála=20 

µm. (c) CD163, CD206, CD11c sejtfelszíni markerek expressziója M0, M1 és M2 immunfenotípus-

szerű makrofág sejteken (d) CD38 és CD209 sejtfelszíni markerek expressziója PMA nélküli, PMA-

indukált, M1-szerű THP-1 és M2-szerű THP-1 sejteken. 
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5.3 A MAF-ok növelik a primer makrofág sejtek IL-10 citokin termelését 
 

 

8. ábra: M1 és M2 immunfenotípusú differenciált makrofágok és MAF-ok IL-10 szekréciója (n=3). A 

hibasávok az A hibasávok átlag értékeket és ± a standard hibát (SD) mutatják. *** p < 0.001  

A humán perifériás vérből származó monociták inflammatórikus M1 és M2 

immunfenotípus irányukat a morfológia és sejtfelszíni markerek expressziója mellett IL-

10 citokin szekréciójuk alapján is meg tudtam különböztetni.  

Az MSC-k és MAF-ok közötti hasonlóságokat feltételezve megvizsgáltam, hogy hogyan 

hatnak a MAF-ok a makrofágok IL-10 szekréciójára. A kérdés vizsgálatához egy olyan 

kokultúra rendszert hoztam létre, amelyben a MAF-okat és a makrofágokat LPS-sel 

stimuláltam majd a sejtkultúra felülúszóból mértem az IL-10 koncentrációját.  

A válaszadó sejtek ebben a modellben lehetnek primer eredetű differenciált makrofágok, 

vagy immortalizált sejtvonalak (mint a THP-1 monocita sejtvonalból differenciáltatot 

makrofág szerű sejtek) [152]. Továbbá a kokultúra rendszer felülúszójából egyéb 

gyulladási folyamatokban szerepet játszó citokinekeket is meg lehet mérni. A sejtvonalak 

könnyen tenyészthetőek és robosztus választ adnak, ezért például olyan szűrési 

rendszerre is alkalmasak lehetnek, melyekben több különböző donorból származó 

stromasejtek immunszuppresszív potenciálját kell meghatározni. A sejtvonalak 
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alkalmazásával szemben viszont a primer M1 illetve M2 makrofágok alkalmazása a 

rendszerben nagyobb klinikai relevanciával bír.  

Az immunszuppresszív tulajdonsággal rendelkező M2 makrofágok szignifikánsan 

magasabb IL-10 termelést mutattak az M1 makrofág sejtekhez képest. A MAF-ok 

önmagukban nem termelnek IL-10-et, ezért a továbbiakban azt vizsgáltam, hogy milyen 

módon képesek módosítani a makrofágok tulajdonságait az immunszuppresszív hatású IL-

10 termelés elősegítésén keresztül.  

 

9. ábra: A MAF-ok IL-10 citokin szekrécióra kifejtett hatása egészséges donorokból származó 

makrofág sejteken. A relatív IL-10 koncentráció MAF/M1 (a) és MAF/M2 (b) differenciált primer 

makrofág-MAF kokultúrákban makrofág monokultúrához képest (n=3). A hibasávok átlag értékeket 

és ± az átlag standard hibáját (SEM) mutatják. * p < 0.05  

 

A MAF-ok jelenléte szignifikáns növekedést eredményezett a makrofágok IL-10 

szekréciójában beleértve a polarizált THP-1 sejteket és primer monocitákból 

differenciáltatott M1 és M2 típusú makrofágokat is. Ezen eredmények alapján igazoltam, 

hogy a MAF-ok más immunsejtek mellett a makrofágokat is befolyásolják, úgy, hogy azok 

immunszuppresszív hatású IL-10 termelését megnövelik. 
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5.4. A perifériás vér γδ T-sejtjeinek száma növelhető in vitro zoledronsav 
stimuláció hatására 
 

A perifériás vér γδ T-sejtjeinek alacsony százalékos aránya miatt (1-5%) [153] az in vitro 

kísérleteimhez zoledronsav hozzáadásával növeltem az arányukat egy korábban publikált 

protokoll alapján [154]. A proliferáció látható jeleként az aktív T-sejtekre jellemző 

aggregátumok (10. ábra a rész) jelentek meg a sejtkultúrában. A stimulus hozzáadását 

követő hetedik napon a PBMC kultúrákat mágnesesen szeparáltam, és a szeparációs 

folyamat két frakcióját áramlási citometriával ellenőriztem. A mágneses oszlop által 

megkötött, majd eluált frakció homogén γδ T-sejteket tartalmazott (a sejtpopuláció 

tisztasága 99% körül volt) minden elválasztási lépésnél a kísérleteim során (10. ábra b 

rész). 

 

10. ábra: Zoledronsav és IL-2 mediált PBMC proliferáció és mágneses γδ T-sejt szeparáció (a) A 

nem-stimulált (bal oldal) és zoledronsav-IL-2 stimulált PBMC sejtek morfológiája 7 napos 

stimulációt követően. Méretskála=20 µm. (b) Reprezentatív áramlási citometriai hisztogramok a γδ 

TCR-negatív (bal oldal) és -pozitív (jobb oldal) frakcióknak mágneses szeparációt követően. Kék 

szín: jelöletlen kontroll minta, zöld szín: γδ TCR-FITC jelölt sejtek. A szeparációs tisztasága a 

sejteknek (n=4) 99.2 ± 0.43 % felett volt. 
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5.5. Áramlási citometriai apoptózis esszék γδ T-sejt és MAF kokultúrákban 
 

Jelenleg a CAF-okat célzó terápiás kutatások és fejlesztések specifikusan ezeken a 

sejteken kifejeződő molekulákra irányulnak, mint a FAP, vagy azon specifikus jelátviteli 

útvonalak gátlására, melyek a CAF aktivációhoz járulnak hozzá [155]. Ezek közé tartozik a 

TGF-β, PDGF, vagy a Hedgehog jelpálya molekuláris mechanizmusainak targetálása [84], 

[89], [156] .  

Továbbá jelenleg aktívan kutatott terület a különböző ICI-k kombinálása CAF-okat 

megcélzó terápiás szerekkel, vagy sejtterápiás alkalmazásban esetleg CAR-T-sejtek 

alkalmazása CAF specifikus antitestekkel felruházva. 

A sejtterápiás eszköztárból kiemelkedő szereppel bírnak a γδ T-sejtek. Ezek a T-sejtek az 

egyedi MHC-független módon történő antigén felismerő képességükkel lehetővé teszik 

az allogén sejtterápiát. Ezenfelül a citotoxikus hatásuk specifikusan malignus, vagy 

fertőzött sejtekre terjed ki. Körülbelül ötezer tumor molekuláris profilozásából kiderült, 

hogy a γδ T-sejtek jelenléte hozzájárul a jobb prognózishoz és a hosszabb túléléshez 

[157].  

Magukon a γδ T sejtes terápiás készítményeken kívül in vivo is lehetséges ezeket a sejteket 

aktiválni és proliferációra bírni. Számos kutatás irányul az aktivációjukban szerepet játszó 

butirofilin molekulákat stimuláló hatású antitest fejlesztésére [158]–[160]. Korábban 

megfigyelték, hogy bizonyos pácienseknél intravénás zoledronsav adminisztrációt 

követően a saját γδ T-sejtjeik aktiválódtak [155]. Azonban a jelenlegi klinikai 

kutatásokban a γδ T-sejtek szolid tumorokkal szembeni hatása vegyes eredménnyel 

szolgált. Az általam kidolgozott apoptózis esszé egy másfajta megközelítésben  

tumorsejtek helyett MAF-okat tartalmazott. 
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11. ábra: Az áramlási citometriai apoptózis esszé optimalizálása γδ T cell–MAF kokultúrákban. A 

γδ T cell–MAF kokultúrák ZA általi stimulációját követően a korai (Annexin V+,  7AAD-) és késői 

(Annexin V+, 7AAD+) apoptotikus populációkat mértük. (a) Koncentráció függő hatása a 

zoledronsavnak a MAF-ok apoptózisára különböző napokon mérve (4-7 nap) γδ T-sejtekkel való 

kokultúrában. (b) Az áramlási citometriai analízis kapuzási stratégiája: a fő sejtpopulációk 

meghatározása a sejtek oldal irányú szórása (SSC-side scatter) alapján, majd a két populáció 

elkülönítése CD73+ és CD45+ sejtfelszíni markerek alapján. Végül az Annexin V+ és 7AAD pozitív 

sejtek arányának meghatározása a CD73+ és a CD45+ populációkon belül (kék szín: jelöletlen 

kontroll, piros szín: jelölt minta) 
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Megvizsgáltam azt, hogy a γδ T-sejtek proliferációjához szükséges zoledronsav pre-

stimulus önmagában képessé teszi-e a γδ T-sejteket, hogy citotoxikus hatást fejtsenek ki 

a MAF-okra.  

Eredményeim azt mutatták, hogy a stimulus nélküli γδ T sejt-MAF kokultúrában 

megegyezőek voltak az apoptotikus populációk az egyedüli MAF monokultúrákkal (11. 

ábra a rész), és további zoledronsav stimulusra van szükség a citotoxikus hatásuk 

növeléséhez.  

Ez részben azzal is magyarázható, hogy a γδ T-sejtek hosszabb in vitro kultúrájában 

tartásához hasonlóan, mint más T-limfocita populációk esetében szükségesek a specifikus 

exogén stimulusok. Ezek közé tartoznak többek között T-sejt receptor összekapcsolódásra 

ható anyagok, mint a zoledronsav az akkumulált IPP molekulákon keresztül. 

Ezután összehasonlítottam a korai és késői apoptotikus populációkat (százalékos 

értéküket). A MAF monokultúra, a stimulus nélküli γδ T sejt-MAF kokultúra és a 0,1 µM 

zoledronsavval stimulált γδ T sejt-MAF kokultúra alacsony és szignifikáns különbség 

nélküli eltérést mutatott korai és késői apoptotikus populációkban (11. ábra a rész). A 

zoledronsav stimulus koncentrációjának emelése arányosan növelte a korai apoptotikus 

populációkat, míg a késői apoptotikus populációk 20% alatt maradtak (11. ábra a rész).  A 

korai és késői apoptotikus populációk az ötödik napon telítődést mutattak, így a további 

áramlási citometriai apoptózis esszét öt napos kokultúrákban végeztem. 

Egy kontroll kísérletben vizsgáltam a zoledronsav hatását a MAF sejtekre annak 

érdekében, hogy megbizonyosodjunk, hogy a megnövekedett apoptózis kizárólag a γδ T-

sejteknek köszönhető és ehhez nem járul hozzá önmagában a zoledronsav.  

Öt napos monokultúrában áramlási citometriai méréssel 0,1-5 µM zoledronsav 

koncentráció nem okozott szignifikáns különbséget a zoledronsav nélküli kontrollhoz 

képest (12. ábra b rész).  

A kontroll kísérletet emellett elvégeztem a sejtek életképességét mérő kolorimetrián 

alapuló sejtszámláló CCK-8 (Cell Counting Kit-8) kittel is. Ez esetben sem mutattak 

szignifikáns eltérést a zoledronsavval kezelt kondíciók a nem-kezelt kontroll MAF-okhoz 

képest, az OD értékek minden minta esetén hasonló nagyságúak voltak  (12. ábra b rész). 

Az OD értékekben történő változás a kontrollhoz képesti negatív, vagy pozitív irányban 
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arányosan a sejtszám csökkenésével, vagy növekedésével korrelált volna. Így 

megállapítottam, hogy öt nap alatt a kiültetett sejtek a zoledronsavval kezelt és 

kezeletlen lyukakban is hasonló mértékben proliferáltak. 
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12. ábra: A zoledronsav határa a MAF-ok életképességére (a) CCK-8 méréssel meghatározott 

Optikai Denzitás (OD) értékek a zoledronsavval kezelt (0-5 µM) MAF-okon (n=3). Kontroll:. 

(zoledronsavval nem kezelt MAF-ok b) Korai apoptotikus (Annexin V+, 7AAD-) és (c) késői 

apoptotikus (Annexin V+, 7AAD+) MAF populációk [CD73+, CD45-] (n=3) (d) Reprezentatív denzitás 

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

az átlagokat ±  standard hibát (SD) jelölik. 
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Az optimalizált öt napos γδ T sejt-MAF kokultúra apoptózis esszét ezt követően 

elvégeztem különböző donorokból származó MAF sejtekkel (13. ábra). A γδ T-sejtek ez 

esetben egyetlen egészséges donortól származtak, annak érdekben, hogy a MAF-ok 

apoptózisa közötti különbséget ne befolyásolja a γδ T-sejtek donorok közötti eltérése. 

Egy-egy időpontban elvégzett esszében mindig csak egy donor γδ T sejtjeit használtam 

fel, hogy csak a kokultúra MAF tagjai adhassanak donor különbségeket. 

A zoledronsav stimulusból a kísérleti kondíciókban az 1 µM és 2,5 µM koncentrációkat 

hagytuk meg. A korai apoptotikus populációk átlagosan 65 % felett voltak 1 µM, és közel 

80%-ot értek el 2,5 µM zoledronsav mellett (13. ábra a rész) A késői apoptotikus 

populációk 10% körül voltak (13. ábra b rész) A MAF-ok mellett vizsgáltam a γδ T-sejtek 

apoptózisát is korai és késői apoptotikus populációk elemzésével, melyek közül mindegyik 

10% alatt volt (13. ábra c és d rész). A zoledronsavval stimulált kultúrákban szignifikánsan 

több korai apoptotikus γδ T-sejtet detektáltam a nem-stimulált kontrollhoz képest.  
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13. ábra: Áramlási citometriai apoptózis esszé γδ T-sejt-MAF kokultúrákban optimalizált 

kondíciókkal (5 nap kokultúra 1 µM  és 2.5 µM zoledronsav stimulus mellett) (a) A korai apoptotikus 

(Annexin V+, 7AAD−) és (b) késői apoptotikus (Annexin V+, 7AAD+) MAF  [CD73+; CD45−] százalékos 

értékei n=10. Kontrol: MAF monokultúra γδ T-sejtek nélkül. (c) A korai apoptotikus (Annexin V+, 

7AAD−) és késői apoptotikus (Annexin V+, 7AAD+) γδ T-sejt populációk [CD45+; CD73-] százalékos 

értékei 5 nap MAF-okkal való kokultúrát követően. Kontrol: kokultúra stimulus nélküli γδ T-

sejtekkel. (e) Reprezentatív apoptotikus fibroblasztokat ábrázoló áramlási citometriai dot plotok (f) 

Reprezentatív apoptotikus γδ T-sejteket ábrázoló áramlási citometriai dot plotok. A hibasávok az 

átlagokat ± SD értékeket jelölik. . * p < 0.05 ** p < 0.01 and *** p < 0.001.  
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5.5.1. A γδ T-sejtek által indukált apoptózis MAF-okban MHC-független módon valósul 
meg 
 

A γδ T-sejtek MHC-független ligand felismerési tulajdonsága miatt potenciális eszközei 

lehetnek az autológ és allogén sejtterápiáknak. Az allogén γδ T-sejt terápia lehetővé 

tenné, hogy egészséges donorokból származó, funkcionális sejteket lehessen különböző 

betegségekben szenvedő pácienseknek ex vivo felszaporítani. Egy másik előnyös 

tulajdonságuk, hogy a páciensek felszabadulnának attól a tehertől, hogy a daganatterápiát 

követő esetleges sejtterápia kezdeteként az adott vizsgálati helyen nagyobb mennyiségű 

vért adjanak. Hanem úgynevezett „off-the-shelf” (mindig rendelkezésre álló) módon a 

terápia kezdetekor már az elkészült terápiás készítményt kapnák meg a helyszínen. 

Ezért kísérleteim nagy részében egészségesekből származó  γδ T-sejteket használtam. 

Azonban az autológ γδ T sejtes terápia, illetve a zoledronsav terápia lehetőségét is szem 

előtt tartva, fontosnak tartottam megvizsgálni a melanóma páciensekből származó γδ T-

sejtek citotoxikus hatását. Korábban izolált és biobankunkban szereplő két donortól 

származó MAF sejteket használtam az a γδ T-MAF kokultúra apoptózis esszé 

megismétlésére. A donorok esetében vénás vérből izoláltam PBMC-ket és a korábban 

(Anyagok és Módszerek 4.1.5. fejezet)  leírt módon zoledronsav segítésével  expandáltam, 

majd szeparáltuk a γδ T-sejteket. 

A stimulus nélkül a γδ T-sejtek nem indukáltak apoptózist MAF-okban, azonban 1 és 2,5 

µM zoledronsav és IL-2 stimulust követően szignifikánsan magasabb korai apoptotikus 

populációk voltak detektálhatóak (14. ábra a rész). Ezzel a kísérleti beállítással 

demonstráltam, hogy a γδ T-sejtek citotoxikus hatása érvényesül MHC azonos target sejt 

esetén, tehát MHC független módon is.  

A melanóma páciensektől származó γδ T-sejt-MAF kokultúrában a γδ T-sejtek nagyobb 

mértékben apoptotizáltak az egészséges önkéntesek γδ T-sejtjei képest a MAF 

kokultárakban. A proliferáltatott PBMC-ből való γδ T-sejt izolálás során tapasztaltam, 

hogy kevesebb számú γδ T-sejt volt kinyerhető. Mivel a γδ T-sejtek expanziós kapacitása 

nagymértékben függ a donorok egyéni tulajdonságaitól, a kisszámú melanómás γδ T-sejt 

donor miatt ezt a megfigyelést egyelőre nem tudtam további vizsgálatokkal megerősíteni 

[154], [161]. 
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14. ábra: γδ T-sejt és MAF interakció melanómás páciensekből származó sejtekkel. Az ábra kísérleti 
beállításában a biobankolt MAF sejteket páciensekből származó frissen izolált γδ T-sejtekkel 
párosítottuk az apoptózis esszében. (a) Korai (Annexin V+; 7AAD−)  és (b) késői apoptotikus MAF 
(Annexin V+ 7AAD+)  [CD73+, CD45-] populációk. (c) Korai (Annexin V+; 7AAD−) és (d) késői (Annexin 
V+ 7AAD+)  apoptotikus γδ T-sejt [CD45+, CD73-] populációk. (e) Reprezentatív apoptotikus 
fibroblasztokat ábrázoló áramlási citometriai dot plotok (f) Reprezentatív apoptotikus γδ T-sejteket 
ábrázoló áramlási citometriai dot plotok 
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5.6 A MAF-ok és NDF-ek expresszálják az MHC I. osztályú polipeptidhez köthető 
szekvencia A és B, BTN2A1 és BTN3A1 molekulákat 
 

A γδ T-sejtek MAF-okra kifejtett citotoxikus hatás molekuláris hátterének vizsgálatához a 

γδ T-sejt fő receptorainak (γδ TCR, NKG2D) cél molekuláit mRNS szinten MAF-okban 

reverz transzkripció és kvantitatív PCR segítségével elemeztem (15. ábra).   

Negatív kontrollként NDF sejteket, míg pozitív kontrollként az SK-MEL-28 sejtvonalat 

választottam ki. A γδ TCR BTN2A1 és BTN3A1 célpontjait, valamint az NKG2D receptor 

kapcsolódási MICA és MICB molekuláit a MAF-ok és NDF-ek is expresszálták (15. ábra).  

A relatív BTN3A1 mRNS növekedés szintén megfigyelhető volt két donor esetében (15. 

ábra a rész). A BTN2A1 molekula esetében szintén két donor esetében szignifikánsan 

magasabb volt a relatív mRNS szint az SK-MEL-28 sejtvonalhoz képest (15. ábra b rész). 

A MICA és MICB expressziós mintázatban nem láttam kiemelkedő MAF-okat. A MICA 

esetében csupán egy kiemelkedő donor volt, míg a MICB expresszió hasonló mértékű volt 

az összes sejttípusban, egy kiemelkedő MAF donort kivéve (15. ábra c és d rész). 
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15. ábra:  γδ TCR target molekulák mRNS expressziója MAF-okban. Relatív mRNS expressziója a (a) 

BTN3A1, (b) BTN2A1, (c) MICA és (d) MICB molekuláknak a háztartási glicerinaldehid-3 foszfát-

dehidrogenáz (GAPDH) expresszióhoz és viszonyítva, és az NDF sejtekkel kalibrálva. Pozitív 

kontrolként SK-MEL-28 sejtvonalat alkalmaztunk. (e) A target molekulák RT-PCR termékeinek gél 

elektroforézis fotója (sorrendben: GAPDH, BTN3A1, MICB, MICA és BTN2A1) Sávok: M1: méret 

marker: 1 kB HyperLadder™; L1-L2: MAF, L3: NDF, L4: SK-MEL-28 pozitív kontrol, NC-non-templát 

kontrol, M2: méret marker: 100-2000 bp Easy Ladder. A hibasávok az átlag értékeket jelölik ± SD. * 

p < 0.05 ** p < 0.01 and *** p < 0.001. 
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5.6.1. Áramlási citometriai apoptózis esszé normál dermális fibroblasztokban (NDF) és 
SK-MEL-28 sejtvonalban 
 

A génexpresszió mRNS szintjén vizsgált molekulák közül a BTN3A1 γδ TCR targetet 

fehérje szinten is szerettem volna vizsgálni, illetve felderíteni, hogy milyen mértékben 

befolyásolja az apoptotikus populációkat olyan sejtes kokultúrákban, ahol a BTN3A1 

fehérje szintje alacsony, és ahol magas.  

Fehérje szinten az SK-MEL-28 melanóma sejtek expresszálták a BTN3A1 molekulát a 

legnagyobb mértékben, az analizált populáció több, mint 50%-os pozitivitást mutatott a 

jelöletlen SK-MEL-28 kontrollhoz képest (16. ábra a rész). Ezt követően a MAF-okban 

átlagosan 10% feletti pozitivitást mutattak a jelöletlen MAF kontroll mintához képest (16. 

ábra a rész). Így mindkét sejttípusban szignifikánsan magasabb BTN3A1 expresszió volt 

detektálható az NDF sejtekhez képest, ahol alig volt detektálható a BTN3A1 sejtfelszíni 

jelenléte. 

Az áramlási citometriai BTN3A1 sejtfelszíni mérések alapján az NDF sejteket nagyon 

alacsony, míg az SK-MEL-28 melanóma sejtvonalat magas BTN3A1 expressziójú 

kategóriába soroltam. Megismételtem az öt napos áramlási citometriai apoptózis esszét 

(Anyagok és módszerek 4.2.2.) γδ T-sejtekkel és SK-MEL-28, vagy NDF sejtekkel, ahol a 

kokulútára kondíciói megegyeztek a korábbi kondíciókkal.  

NDF sejtek esetében a stimulus nélküli γδ T-sejtek nem okoztak szignifikáns növekedést 

a korai apoptotikus (Annexin V+, 7AAD-) populációkban (16. ábra e rész). Továbbá az 1 és 

2,5 µM zoledronsav és 100 IU/mL IL-2 nem indukált nagyobb mértékű apoptózist az NDF 

sejtek esetében, mint a γδ T sejtek zoledronsav kezelés nélkül. 

A MAF-okkal végzett apoptózis esszékkel szemben az SK-MEL-28- γδ T kokultúrában a 

stimulus-nélküli γδ T-sejt-SK-MEL-28 kísérleti beállításnál szignifikánsan magasabb volt 

a korai apoptotikus populáció az egyedüli SK-MEL-28 kontrollhoz képest (16. ábra e rész). 

Emellett az 1 és 2,5 µM zoledronsav nem növelte a korai apoptotikus populációkat SK-

MEL-28 sejtek esetében, hanem hasonló módon 80% apoptotikus sejtet eredményezett. A 

MAF- γδ T-sejt kokultúrában (13. ábra és 14. ábra) nem tapasztaltam azt, hogy a 

zoledronsav hozzáadása elhanyagolható lenne, így azt a következtetést vontam le, hogy 
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a magas BTN3A1 expressziójú sejtek esetében a γδ T-sejtek potens citotoxikus hatással 

rendelkeznek.   

 

16. ábra: BTN3A1 expresszió és γδ T-sejt indukált apoptózis fibroblasztokban és SK-MEL-28 

sejtekben. (a) Reprezentatív hisztogramjai a BTN3A1 expressziónak NDF (n=3), MAF (n=3) és SK-

MEL-28 sejteken. (b) BTN3A1 expresszió fibroblasztokon és SK-MEL-28 sejtvonalon. (c) Korai 

(Annexin V+; 7AAD-) és késői (Annexin V+; 7AAD-) apoptotikus SK-MEL-28 populációk reprezentatív 

denzitás plotjai. (d) Korai (Annexin V+; 7AAD-) és késői (Annexin V+; 7AAD-) apoptotikus NDF 

populációk (n=3) reprezentatív denzitás plotjai. (e) Korai (Annexin V +; 7AAD-) és késői (Annexin V+; 

7AAD-) apoptotikus NDF és SK-MEL-28 populációk [CD73+, CD45-]  százalékos értékei 5 nap 

kokultúra után zoledronsav stimulált γδ T-sejtekkel. A hibasávok az átlag értékeket jelölik ± SD .* 

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

 

Mivel ezekre a sejtekre nem volt szignifikáns hatással a γδ T-sejtek citotoxikus aktivitása, 

ezzel szemben a magasabb expressziójú melanóma sejtvonalra (SK-MEL-28) viszont igen 

megerősítette azt, hogy a γδTCR–BTN2A1-BTN3A1 tengely a fő faktor az apoptotikus 

folyamatokban.  
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Az, hogy az apoptózis gátlása anti-TCRγδ és anti-BTN2A1 antitestekkel csak részleges 

csökkenést eredményezett azt mutatja, hogy más molekuláknak is (pl: NKG2D-

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

 

 

5.6.2. A γδ T-sejtek által indukált MAF apoptózisban szerepe van a γδ TCR-butirofilin 
tengelynek 
 

A γδ T-sejt és MAF interakció részletesebb, molekuláris szintű megismeréséhez módosítva 

megismételtem az eredeti apoptózis esszéket.  

Feltételezéseim alapján a MAF-ok apoptózisához hozzájárulnak azok a molekulák, 

melyeket korábban a γδ T-sejtek és tumorsejtek interakciójában azonosítottak [162], 

[163]. A zoledronsav hozzájárul az IPP felhalmozódáshoz MAF-okban, majd az IPP kötődik 

a BTN3A1 molekula intracelluláris részéhez. Ez konformációváltozást előidézve lehetővé 

teszi, hogy kapcsolódjon az intracelluláris B30.2 doménejeiken  keresztül a BTN2A1 

molekulához. Az aktív konformáció így közreműködik abban, hogy a γδ T-sejt Vγ9 lánca (a 

CDR2 és CDR3 régiók között) kötődni tudjon a BTN2A1-hez, aktiválva így a γδ T-sejt 

citotoxikus funkcióját, képessé téve a γδ T-sejteket a MAF-ok apoptózisának indukálására. 

Fontos megjegyezni, hogy a BTN3A1 kötő partnerét a γδ T-sejten nem ismerjük, de egy 

feltételezett ligand a CDR3, amely összekapcsolja a BTN3A1-et és a γδ TCR-t. 

Ehhez a stimulus nélküli és az 1-2,5 µM zoledronsavval stimulált γδ T-sejt-MAF kondíciók 

mellett bevezettem olyan kísérleti beállításokat is, ahol a kokultúra butirofilineket 

és/vagy γδ TCR-t célzó antitesteket is tartalmazott. Egy stimuláló hatású (γδ T-sejt 

citotoxikus hatást növelő) anti-BTN3A1 (20.1 klón) antitestet [164]–[166], alkalmaztam 1 

µg/mL koncentrációban zoledronsav nélkül és zoledronsav mellett, arra a kérdésre 

keresve a választ, hogy képes-e növelni a korai apoptotikus populációt MAF-okban.  

A nem-stimulált γδ T-sejt-MAF kontrollhoz képest az anti-BTN3A1 és az anti-BTN3A1 + 

zoledronsav is szignifikánsan növelte a korai apoptotikus MAF populációt (17. ábra). 

Hozzá kell tenni, hogy az anti-BTN3A1 és zoledronsav együttes kombinációja nem 

eredményezett szignifikáns különbséget az egyedüli zoledronsav stimulus kondícióhoz 

képest. A MAF-ok és γδ T-sejtek közötti direkt interakció bemutatására 5-5 µg/mL anti-
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BTN2A1 és anti-TCR γδ (B1 klón) antitestet alkalmaztam [167] és az 1 µM zoledronsavval 

stimulált kondícióhoz hasonlítottam, hogy milyen mértékben befolyásolja a MAF-ok 

apoptózisát.  

Kísérletes munkámban korlátozó tényező volt, hogy gátló anti-BTN3A1 antitest nem volt 

számomra elérhető, vagy ezen fehérje géncsendesítését MAF-okban nem valósítottam 

meg. Ehelyett a molekuláris mechanizmus igazolására olyan alacsony BTN3A1 

expressziójú fibroblasztokkal végeztem kísérleteket, melyek nem daganatos páciensekből 

lettek izolálva, hanem egészséges bőrszövetből (Eredmények 5.6.1 fejezet) 

A kísérletes eredményeim azt mutatták, hogy az anti-BTN2A1 antitesttel pre-inkubált, az 

anti-TCR γδ antitesttel és az anti-BTN2A1 + anti-TCR γδ antitestekkel pre-inkubált 

kokultúrákban szignifikánsan csökkent a MAF-ok korai apoptózisa  (17. ábra).  

Az apoptózis esszé továbbá az alkalmazott antitesteknek megfelelő izotípus kontroll 

antitesteket is tartalmazott. Ezek alapján elmondható, hogy a γδ TCR -butirofilin 

interakció szerepet játszik a γδ T-sejtek MAF-okra kifejtett citotoxikus hatásában.   
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17. ábra: γδ T-sejt és MAF interakció vizsgálata különböző γδ TCR target molekulák célzó antitestek 

jelenléte mellett: BTN2A1 gátlás anti-BTN2A1 antitesttel, γδ T-sejt receptor blokkolás anti- γδ TCR 

(B1 klón) antitesttel, BTN3A1 stimuláció CD277/BTN3A1 monoklonális antitesttel (20.1 klón) egér 

IgGκ1 izotípus kontroll és nyúl IgG izotípus kotroll mellett. A hibasávok az átlag értékeket mutatják 

± SD. * p < 0.05 *** p < 0.001  

 

A megváltozott apoptotikus populációk alapján így igazolható a feltevésem, hogy 

zoledronsav hozzájárul az IPP felhalmozódáshoz MAF-okban, majd az IPP kötődik a 

BTN3A1 molekula intracelluláris részéhez. Ez konformációváltozást előidézve lehetővé 

teszi, hogy kapcsolódjon az intracelluláris B30.2 doménejeiken  keresztül a BTN2A1 

molekulához. Az aktív konformáció így közreműködik abban, hogy a γδ T-sejt Vγ9 lánca (a 

CDR2 és CDR3 régiók között) kötődni tudjon a BTN2A1-hez, aktiválva így a γδ T-sejt 

citotoxikus funkcióját, képessé téve a γδ T-sejteket a MAF-ok apoptózisának indukálására. 

Fontos megjegyezni, hogy a BTN3A1 kötő partnerét a γδ T-sejten nem ismerjük, de egy 

feltételezett ligand a CDR3, amely összekapcsolja a BTN3A1-et és a γδ TCR-t.  
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6. Összefoglaló és kitekintés 

A melanóma tumor mikrokörnyezetében a MAF-oknak kitüntetett szerepe van a tumor 

növekedésének és az intratumorális immun mechanizmusok befolyásolásában, valamint 

a helyi áttétképződésben [168]. Mivel ismert, hogy a MAF-ok képesek gátolni a tumorba 

bejutó CD8 T-sejteket és NK-sejteket, a kutatásaim során egy másik immunsejt 

populációval a makrofágokkal való kölcsönhatásukat vizsgáltam. A klasszikus M1-M2 

makrofág polarizáció régóta ismert jelenség [169].  A tumor mikrokörnyezetében azonban 

a két fenotípus homogén populációja ritkán figyelhető meg. Ehelyett a makrofágok 

heterogén populációinak keveréke található meg, folyamatos átmenetben az M1 és M2 

állapotok között.  A két makrofág típus citokin termelésének és együttes 

immunszuppresszív hatásának vizsgálata kihívást jelent, azonban egyes citokinek szintje 

utalhat a tumor azon tulajdonságára, hogy milyen mértékben befolyásolja az anti-tumor 

immunválaszt. Az IL-10 kiemelkedő jelentőséggel bír az immunszuppresszív citokinek 

közül [170]. Különböző daganatokban a TAM-ok IL-10 citokin termelése korrelál a 

betegség kedvezőtlen prognózisával és az alacsony túlélési aránnyal [171], [172]. 

Mindemellett a tumoron belüli IL-10 szekréció kapcsolatban áll a primer melanóma áttét 

képző képességével [118], [171]. Tekintettel a MAF-ok és MSC-k immunszuppresszív 

hasonlóságaira, vizsgálataim során arra a kérdésre kerestem a választ, hogy, hogyan 

befolyásolják a MAF-ok a makrofágok IL-10 szekrécióját.  

Kutatási célom továbbá annak a kérdésnek a megválaszolására irányult, hogy a már több, 

mint tizenöt éve gyógyszerként elfogadott, és egyébként a γδ T-sejtek ex vivo 

proliferáltatására is használt zoledronsav alkalmazható-e in vitro modellben γδ T-sejtek 

aktiválására, és a MAF-ok eliminálására. Kísérleteim során a MAF-ok apoptózisa γδ T-

sejteken keresztül kimutatható volt, továbbá MAF-ok esetében is azonosítottuk azokat a 

butirofilin molekulákat, melyek korábban a γδ T-sejtek és tumorsejtek interakciójában 

mutattak be.  

Úgy vélem, hogy a kutatásaim adatai hozzájárulnak a melanóma TME részletesebb 

megismeréséhez, illetve további kutatások kezdeményezéhez mind a MAF 

immunszuppresszív hatásának vizsgálata terén, mind a γδ T-sejtek terápiás 

felhasználásának területén. Emellett ezeknek a stratégiáknak a továbbfejlesztése ígéretes 

eredményekkel szolgálhat az agresszív szolid tumorok gyógyításában.  
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