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1. Bevezetés

A rosszindulati daganatképzédésben szerepet jatsz6 folyamatok
tanulmanyozasa és terapias célpont keresése kezdetben magan a
transzformalt sejten belul lezajlo genetikai, molekularis biologiai és
metabolikus eseményekre iranyult. A legujabb ismeretek szerint a
daganatsejtek osztddasahoz és a tumorok ndvekedéséhez azonban
szamos egyéb nem malignus sejt is hozzajarulhat a tumor
mikrokdrnyezetén belll. A tumor mikrokdrnyezet nem malignus sejtjei a
stromalis sejtek és a kiilonbdzé immunsejtek. A stromalis sejtek kozé
tartoznak a tumor-asszocialt fibroblasztok, tumor asszocialt adipocitak,
tumor endothél sejtek, és a pericitak, az immunsejtekhez pedig a tumor
asszocialt makrofagok, tumor asszocialt neutrofil sejtek, NK sejtek,
dendritikus sejtek, mieloid eredetli szuppresszor sejtek, és a kiilonféle T

és B sejt populaciok [1]

A legnagyobb mortalitassal bird bérrak tipus a melandma, melynek
esetszama  évrél évre novekszik. Melandmaban, a tumor
mikrokornyezetben szintén megtalalhatdk tumor-asszocialt
fibroblasztok, ezek a melanéma-asszocialt fibroblasztok (MAF). Az altaluk
termelt struktdrfehérjék térbeli tamasztd szerkezetet és protektiv
halézatot biztositanak a melandma sejteknek. A MAF-ok eredetét
tekintve szamos lehetséges prekurzorra lehet gondolni, mint a tumor
kornyezetben rezidens fibroblasztokra, csontveldi eredetl

mesenchymalis stromasejtekre, hematopoetikus &ssejtekre, endothél



sejtekre, vagy pedig helyi epithelialis sejtekre. Kutatocsoportunk
korabban kimutatta, hogy a MAF-ok olyan funkcionalis hasonlédsagokban
osztoznak a mesenchymalis stromasejtekkel, mint a citotoxikus T-
limfocitak aktivitdsanak gatlasa. Tovabba elemeztik a MAF-ok
differencialédasi potencialjat, immunszuppressziv hatasukat, valamint
kolokalizaciéjukat mas immunsejtekkel a tumor kdrnyezetben. Egyéni
kutatdbmunkamat erre épitve vizsgaltam a MAF-ok immunmodulalé
hatdasat primer, human monocita eredet(i makrofagokon. Tovabba a MAF-
ok citotoxikus CD8* T-sejt aktivitasra kifejtett gatldé hatasanak
kimutatasat kovetéen, oOnalldé munkam arra iranyult, hogy az
immunszuppressziv hatasi MAF-okat hogyan lehetne eliminalni, milyen
egyéb immunsejtek felhasznalasaval lehetne azokban apoptdzist
kivaltani, citotoxikus hatast elérni. Ehhez egy nem-konvencionalis, y6 T-
sejt receptorral rendelkezé T-sejt alpopulacidt vizsgaltam. A y6 T-sejtek
a konvencionalis af T-sejtekkel szemben nem peptid természet(i
antigéneket ismernek fel a célsejtek sejtfelszini f6 hisztokompatibilitasi
kompexeihez (MHC) kotve, hanem antigén felismerésiik MHC fliggetlen
maédon torténik. Jelenleg a y& T-sejteket alkalmazd tumorellenes
terapias eljarasok valtozé6 eredményekkel birnak. Ebbél kifolydlag
melandémaban, fékuszba helyezve a y6 T-sejtek és a MAF-ok

kolcsOnhatasat.



2. Célkitiizések

A melandémaval kapcsolatos jelenlegi kutatasok jelentds része a tumor
sejtekre iranyul. Ezzel szemben a doktori dolgozatom célja nem a
tumorsejtek, hanem a tumor mikrokdrnyezet egyéb sejtjeinek
tanulmanyozasa, ezen belll a tumor stromat képezé6 MAF-ok és egyes
immunsejtpopulaciok kdlcsonhatasanak elemzése volt. EL6sz6r a MAF-ok
és primer makrofagok interakciojat vizsgaltam, a MAF-ok immun-
modulalo, immunszuppressziv hatasat tekintve. Ezt kdvetéen, a MAF-ok
és egy sajatos tumorellenes hatast immunsejt populacid, a y6 T-sejtek
kolcsonhatasat vizsgaltam abbdl a szempontbdl, hogy vajon képesek
lehetnek-e a y& T-sejtek elpusztitani az immunszuppresziv MAF-okat.

Kutatdsomhoz az alabbi részletesebb célkit(izéseket fogalmaztam meg:

1. A mesenchymalis stromasejtek egyik f6 ismérve az
immunmodulacid. Mivel a MAF-ok funkcionalis hasonlésagot
mutatnak az MSC-kkel, mint példaul a citotoxikus CD8* T-sejtek
aktivitasanak gatlasa, elészor arra a kérdésre kerestem a
valaszt, hogy a MAF-ok hogyan befolyasoljak a makrofagok
immunfunkcidit.  Elsé  célkitizésem volt, hogy az
immunmodulacid vizsgalatahoz primer monocitakb6l M1 és M2
makrofagokat hozzak létre egy in vitro differenciacids esszé

kidolgozasaval.

2. A masodik célkitlizésem soran a monocitakbél differencialtatott

M1 és M2 makrofagokat terveztem vizsgalni egy olyan



kokultura esszében, amelyben a makrofagokat a mar korabban
izolalt MAF sejtekkel egyltt tartjuk, és a kokultdra LPS
stimulalasat kovetéen az immunszuppressziv hatasu IL-10

citokin mennyiségét mérjik a sejtes felliluszobol.

A y6 T-sejtek felhasznalasa igéretes terlilet a sejtterapias
kutatasban és fejlesztésben. Mivel kiilonb6z6
daganattipusokban a tumorsejtek és y& T-sejtek interakcioja
extenziv modon vizsgalt, a vizsgalataim a y6 T-sejtek és MAF-
ok interakciojara iranyultak, abbdl a szempontbol, hogy vajon
az immunszuppressziv hatasiu MAF-ok elpusztithatok-e az anti
tumor hatasu y8 T-sejtekkel. Ehhez a harmadik kitlizott célom a
v6 T-sejtek periférias vérbél vald felszaporitasa és izolalasa

volt.

A tovabbiakban a negyedik célom az volt, hogy az izolalt y6 T-
sejtek és MAF-ok segitségével megallapitsam, hogy lehet-e
olyan in vitro feltételeket teremteni, amelyek mellett képesek a

v6 T-sejtek a MAF-okban apoptozist indukalni.

A y& T-sejtek MHC-fliggetlen antigén felismer6 tulajdonsaggal
rendelkeznek. Otodik célkitlizésként azt vizsgaltam, hogy a
megfeleléen beallitott apoptdzis esszében a melandma
kortorténettel rendelkezé paciensekbél izolalt y&6 T-sejtek
képesek-e MHC fliggetlen mddon az azonos paciensbél

szarmazo MAF-okban apoptdzist indukalni.



Hatodik célkitlizésként azoknak a molekulaknak a felderitését
terveztem, amelyek az in vitro esszékben a y8& T-sejtek altal

indukalt MAF apoptdzis mechanizmusaban szerepet jatszanak.



3. Uj tudomanyos eredmények

Tézis 1.a: A melanéma asszocidlt fibroblasztok funkciondlis hasonlésdgot
mutatnak az MSC-kkel. Ennek egy kvalitativ mutatdja a
tradiciondlis dssejt markerek expresszidja a MAF sejtek felszinén.

Feltételezve a MAF-ok és MSC-k kozotti funkcionalis hasonlésagokat,
megvizsgaltam a sejtfelszini expresszidjat az alabbi Nemzetkozi Sejt-, és
Génterapia Tarsasag (International Society for Cell and Gene Therapy,
ISCT) altal definialt MSC markereknek (1. abra) A CD44, CD73, CD90 és
CD105 markerek 90% feletti pozitivitast mutattak, mig a CD31
vérlemezke-endothél sejtadhéziés molekula (PECAM-1) markerre és a

CD45 pan-leukocita markerre nézve az expresszié 1% alatt volt.
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1. abra: MSC markerek expresszidja MAF sejteken. A hisztogramon a
sejtfelszini antigén expresszidjat mutatjak zold szinnel a kék
hisztogrammal abrazolt (jeldletlen) kontroll mintahoz viszonyitva (n=3)



Tézis 1.b: A MAF-ok képesek a primer humdn makrofdg sejtek
immunmoduldldsdra. Az immunmoduldcio anti-inflammatdrikus irdnyu
vdltozdsdt képesek vagyunk nyomon kovetni a prognosztikai jelentéséggel
biré IL-10 citokin mérésével in vitro MAF és makrofdg kokultirdkban.

A makrofagok eléallitasahoz sziikséges primer monocitak izolalasat
egészseges Onkéntesek periférias vérének mononuklearis sejtjeibdl
(PBMC) végeztem, ugy, hogy a heterogén immunsejtekbél allé PBMC
populaciobol a monocitakat azok sejtfelszinén talalhatdo CD14 marker
alapjan szelektaltam. Ezt kdvetéen a monocita sejtek M1 és M2 iranyu
differenciaciojat kiilonb6zé citokin miliében végeztem. A differenciacids
protokollt a primer sejtek alkalmazasat megel6zéen THP-1 human

monocita sejtvonalon allitottam be.

A kilenc nap alatt differencialtatott M1 makrofagok morfoldgia alapjan
kerek sejttesttel, valamint hosszabb, vékonyabb citoplazmikus
nyulvanyokkal rendelkeztek. Ezzel szemben az M2 makrofagok
morfologiaja rovidebb, vastagabb citoplazmikus nyulvanyokat mutatott

(2. abra b rész).

Sejtfelszini markereket tekintve az M1 specifikus CD11c marker 85%
felett jelen volt az altalunk M1 iranyba differencialtatott makrofagokon,
azonban az M2 makrofagok is 50% feletti pozitivitast mutattak ra (2. abra
c rész). Az M2 specifikus CD163 marker 70% feletti pozitivitast mutatott,
mig a szintén M2 specifikus CD206 marker 90% felett volt jelen az M2
iranyba differencialtatott makrofagokon (2. abra c rész). Az M2
makrofagokra jellemzd markerek esetén is igaz az, hogy kisebb

mértékben, de jelen voltak az M1 iranyban differencialtatott



makrofagokon is. Ez az eredmény arra utal, hogy az alkalmazott kisérleti
korilmények (citokinek) mellett az M1-M2 immunfenotipus
makrofagoknal nem kilonithet6 el két homogén csoportra. M1-M2 kevert
immunfenotipusd csoportok alakulnak ki, amelyek funkcionalis

tulajdonsagait feltehet6en az adott citokin kdrnyezet hatarozza meg.

Ugyanigy a THP-1-makrofag sejtek esetén is hasonlot tapasztaltunk
sejtfelszini marker expresszidja terén: az M1-specifikus marker 35%-ban
volt jelen az M1-THP-1, mig 2% koriil az M2-THP-1 sejteken is (2. 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 (2. abra d rész).
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2. abra: In vitro differencialt M1 és M2 immunfenotipusi makrofagok
karakterizalasa (a) CD14-pozitiv (bal oldal) és -negativ (jobb oldal) PBMC
frakciok magneses szeparaciot kdvetéen. (b) Monocitakbol szarmazd M1
(bal oldal) és M2 (jobb oldal) makrofagok morfoldgiaja méretskala=20
um. (c) CD163, CD206, CD11c sejtfelszini markerek expresszidja MO, M1
és M2 immunfenotipus-szer(i makrofag sejteken (d) és CD209 sejtfelszini
markerek expresszidja PMA nélkiili, PMA-indukalt, M1-szer(i THP-1 és
M2-szer(i THP-1 sejteken.

A human periférias vérbél szarmaz6 monocitak inflammatorikus M1 és

M2 immunfenotipus iranyukat a morfoldgia és sejtfelszini markerek



expresszioja mellett IL-10 citokin szekrécidjuk alapjan is meg tudtam

kilonboztetni.

Az immunszuppressziv tulajdonsaggal rendelkez6 M2 makrofagok
szignifikansan magasabb IL-10 termelést mutattak az M1 makrofag
sejtekhez képest (3. abra). A MAF-ok 6nmagukban nem termelnek IL-10-
et, ezért a tovabbiakban azt vizsgaltam, hogy milyen médon képesek
modositani a makrofagok tulajdonsagait az immunszuppressziv hatasu

IL-10 termelés el6segitésén keresztiil .
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3. abra: M1 és M2 immunfenotipusu differencialt makrofagok és MAF-ok
IL-10 szekrécioja (n=3). A hibasavok az A hibasavok atlag értékeket és *
a standard hibat (SD) mutatjak. *** p < 0.001

10



A MAF-ok jelenléte szignifikdns novekedést eredményezett a makrofagok IL-
10 szekrécidjaban beleértve a polarizdlt THP-1 sejteket és primer
monocitakbdl differencidltatott M1 és M2 tipusi makrofagokat is. Ezen
eredmények alapjan igazoltam, hogy a MAF-ok mas immunsejtek mellett a
makrofagokat is befolyasoljak, gy, hogy azok immunszuppressziv hatdsu IL-

10 termelését megnovelik.
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4. abra: A MAF-ok IL-10 citokin szekrécidra kifejtett hatasa egészséges
donorokbol szarmazé makrofag sejteken. A relativ IL-10 koncentracio
MAFM1 (@) és MAF/M2 (b) differencialt primer makrofag-MAF
kokulturakban makrofag monokultdrahoz képest (n=3). A hibasavok atlag
értékeket és * az atlag standard hibajat (SEM) mutatjak. * p < 0.05
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Tézis 2a: A periférids T-limfocidk anti-tumor hatdsti y6 T szubpopuldcidja
humdn periférids vérbél izoldlhatd, és in vitro ko-kultdrdban képes a
primer, humdn MAF-ok apoptozisdt indukdlni.

A periférias vér yé T-sejtjeinek alacsony szazalékos aranya miatt (1-5%)
az in vitro kisérleteimhez zoledronsav hozzaadasaval ndveltem az
aranyukat egy korabban publikalt protokoll alapjan [2], [3]. A stimulus
hozzdadasat kdvet6 hetedik napon a PBMC-ket magnesesen szeparaltam
és a szeparaciés folyamat két frakciojat aramlasi citometriaval
ellenériztem. A magneses oszlop altal megkotott, majd elualt frakcio
homogén yé T-sejteket tartalmazott (a sejtpopulacié tisztasaga 99%
koril volt) minden elvalasztasi lépésnél a kisérleteim soran (5. abra b

rész).
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5. dbra: Zoledronsav és IL-2 medialt PBMC proliferacié és magneses y6
T-sejt szeparacido (@) A nem-stimulalt (bal oldal) és zoledronsav-IL-2
stimulalt PBMC sejtek morfolégidja 7 napos stimulaciot kovetden.
Méretskala=20 pym. (b) Reprezentativ aramlasi citometriai hisztogramok
a y8 TCR-negativ (baloldal) és -pozitiv (jobb oldal) frakciéknak magneses
szeparaciot kovetéen. Kék szin: jeloletlen kontroll minta, z6ld szin: y6
TCR-FITC jelolt sejtek. A szeparacios tisztasaga a sejteknek (n=4) 99.2
0.43 % felett volt.

Megvizsgdltam azt, hogy a y& T-sejtek proliferacidjdhoz sziikséges
zoledronsav pre-stimulus 6nmagaban képessé teszi-e a y6 T-sejteket, hogy

citotoxikus hatast fejtsenek ki a MAF-okra.

Eredményeim azt mutattdk, hogy a stimulus nélklli y& T sejt-MAF
kokulturdban megegyez6ek voltak az apoptotikus populaciok az egyediili
MAF monokultdrakkal (6. abra a rész), és tovabbi zoledronsav stimulusra van

szlikség a citotoxikus hatdsuk noveléséhez.
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Magat a kokultura id6tartamat és a hozzaadott zoledronsav
koncentraciot elékisérletek elvégzése mellett optimalizaltam. Tovabba
egy kontroll kisérletben vizsgaltam a zoledronsav hatasat a MAF sejtekre
annak érdekében, hogy megbizonyosodjak, hogy a megndvekedett
apoptdzis kizarolag a y& T-sejteknek kdszonheté és ehhez nem jarul

hozza 6nmagaban a zoledronsav.

Az optimalizalt 6t napos y6 T sejt-MAF kokultira apoptozis esszét ezt
kovetéen elvégeztem kiilonb6z6 donorokbdl szarmazé MAF sejtekkel (6.
abra). A y& T-sejtek ez esetben egyetlen egészséges donortdl szarmaztak,
annak érdekben, hogy a MAF-ok apoptdzisa kozotti kiilonbséget 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 kiilonbségeket.

A zoledronsav stimulusbél a kisérleti kondiciokban az 1 pM és 2,5 uM
koncentraciokat hagytam meg. A korai apoptotikus populaciok atlagosan
65 % felett voltak 1 uM, és kozel 80%-ot értek el 2,5 uM zoledronsav
mellett (6. abra a rész) A késéi apoptotikus populacidk 10% koril voltak
(6. abra b rész) A MAF-ok mellett vizsgaltam a y6 T-sejtek apoptozisat is
korai és kés6i apoptotikus populacidk elemzésével, melyek kozil
mindegyik 10% alatt volt (6. abra c és d rész). A zoledronsavval stimulalt
kulturakban szignifikansan tobb korai apoptotikus y& T-sejtet

detektaltam a nem-stimulalt kontrollhoz képest.
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Annexin V-APC
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6. abra: Aramlasi citometriai apoptézis esszé y5 T-sejt-MAF
kokulturakban optimalizalt kondiciokkal (5 nap kokultura 1 pM és 2.5
UM zoledronsav stimulus mellett) (a) A korai apoptotikus (Annexin V+,
7AAD-) és (b) kés6i apoptotikus (Annexin V+, 7AAD+) MAF [CD73+;
CD45-] szazalékos értékei n=10. Kontrol: MAF monokultura yé T-sejtek
nélkil. (c) A korai apoptotikus (Annexin V+, 7AAD-) és késéi apoptotikus
(Annexin V+, 7AAD+) y6 T-sejt populaciék [CD45+; CD73-] szazalékos
értékei 5 nap MAF-okkal valo kokulturat kovetéen. Kontrol: kokultura
stimulus nélkuli y6 T-sejtekkel. (e) Reprezentativ apoptotikus
fibroblasztokat abrazolé aramlasi citometriai dot plotok (f) Reprezentativ
apoptotikus y& T-sejteket abrazold 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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Tézis 2b: A y5 T sejtek MHC-fiiggetlen modi target felismeréssel
rendelkeznek. Ennek igazoldsaképp melanéma kértorténettel rendelkezé
pdciensek periférids y6 T sejtjei szintén képesek a MAF-ok apoptozis
indukciojdra.

A yb& T-sejtek MHC-fliggetlen ligand felismerési tulajdonsaga miatt
potencialis eszkdzei lehetnek az autolég és allogén sejtterapiaknak.
Ezért kisérleteim nagy részében egészségesekbdlszarmazo y6 T-sejteket
hasznaltam. Azonban az autolég y6 T sejtes terapia, illetve a zoledronsav
terapia lehet6ségét is szem el6tt tartva, fontosnak tartottam
megvizsgalni a melanomas paciensekb6l szarmazé y6 T-sejtek
citotoxikus hatasat. Korabban izolalt és biobankunkban szerepld két
donortdl szarmazé MAF sejteket hasznaltam a yé& T sejt-MAF kokultura
apoptozis esszé megismétlésére. A donorok esetében vénas vérbél
izolaltam PBMC-ket és zoledronsav segitésével expandaltam és

szeparaltam a yé T-sejteket.

A stimulus nélkiil a yé T-sejtek nem indukaltak apoptoézist MAF-okban,
azonban 1 és 2,5 uyM zoledronsav és IL-2 stimulust kovet6en
szignifikdnsan magasabb korai apoptotikus populaciok voltak
detektalhatéak (7. abra a rész). Ezzel a kisérleti beallitassal
demonstraltam, hogy a y8& T-sejtek citotoxikus hatasa érvényesil MHC

azonos target sejt esetén, tehat MHC fliggetlen médon is.

A melandmas paciensektél szarmazo y6 T-sejt-MAF kokulturaban a yé T-
sejtek nagyobb mértékben apoptotizaltak az egészséges onkéntesek yo
T-sejtjei képest a MAF kokultarakban. A proliferaltatott PBMC-b6l valo yé

T-sejt izolalas soran tapasztaltam, hogy kevesebb szamu y6 T-sejt volt
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kinyerheté. Mivel a y6 T-sejtek expanzids kapacitasa nagymértékben
fligg a donorok egyéni tulajdonsagaitol, a kisszamu melandmas yé T-sejt
donor miatt ezt a megfigyelést egyelére nem tudtuk tovabbi

vizsgalatokkal megerdsiteni [3], [4].
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7. abra: y8 T-sejt és MAF interakcio melandmas paciensekbél szarmazé
sejtekkel. Az abra kisérleti beallitasaban a biobankolt MAF sejteket
paciensekb6l szarmazo frissen izolalt y& T-sejtekkel parositottuk az
apoptozis esszében. (a) Korai (Annexin V+; 7AAD-) és (b) késéi
apoptotikus MAF (Annexin V+ 7AAD+) [CD73+, CD45-] populaciok. (c)
Korai (Annexin V+; 7AAD-) és (d) kés6i (Annexin V+ 7AAD+) apoptotikus
vd T-sejt [CD45+, CD73-] populacidk. (e) Reprezentativ apoptotikus
fibroblasztokat abrazolé aramlasi citometriai dot plotok (f) Reprezentativ
apoptotikus y& T-sejteket abrazold aramlasi citometriai dot plotok
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Tézis 2c: A y5 T sejtek és MAF-ok interakciéjdban hasonléan azok a
molekuldk jdtszanak szerepet, melyeket kordbban tumor sejt és y& T sejt
interakciokban azonositottak

A y6 T-sejtek altal a MAF-okra kifejtett citotoxikus hatas molekularis
hatterének vizsgalatahoz a yé T-sejt fé receptorainak (y6 TCR, NKG2D)
cél molekuldait mRNS szinten MAF-okban reverz transzkripcio és
kvantitativ PCR segitségével elemeztem. Ezt kovetéen a génexpresszio
mMRNS szintjén vizsgalt molekulak koziil a BTN3A1l y6 TCR targetet
fehérje szinten is szerettem volna vizsgalni, illetve felderiteni, hogy
milyen mértékben befolyasolja az apoptdzist olyan sejtes kokultdrakban,

ahol a BTN3A1 fehérje szintje alacsony, és ahol magas.

Fehérje szinten az SK-MEL-28 melandma sejtek expresszaltak a BTN3A1
molekulat a legnagyobb mértékben, az analizalt populacié tébb, mint
50%-0s pozitivitast mutatott a jeldletlen SK-MEL-28 kontrollhoz képest
(8. abra a rész). A MAF-ok atlagosan 10% feletti pozitivitast mutattak a
jeldletlen MAF kontroll mintahoz képest (8. abra a rész). Igy mindkét
sejttipusban szignifikansan magasabb BTN3Al expresszio volt
detektalhatdo az NDF sejtekhez képest, ahol alig volt detektalhaté a

BTN3A1 sejtfelszini jelenléte.

Az aramlasi citometriai BTN3A1 sejtfelszini mérések alapjan az NDF
sejteket nagyon alacsony, mig az SK-MEL-28 melanéma sejtvonalat
magas BTN3A1 expresszioju kategdriaba soroltam. Megismételtiik az 6t
napos aramlasi citometriai apoptozis esszét y& T-sejtekkel és SK-MEL-
28, vagy NDF sejtekkel, ahol a kokulutara kondicidi megegyeztek a
korabbi kondiciokkal.

21



NDF sejtek esetében a stimulus nélkuli y6 T-sejtek nem okoztak
szignifikans novekedést a korai apoptotikus (Annexin V+, 7AAD-)
populaciokban (8. abra e rész). Tovabba az 1 és 2,5 uM zoledronsav és
100 IU/mL IL-2 nem indukalt nagyobb mérték( apoptdzist az NDF sejtek

esetében, mint a y& T sejtek zoledronsav kezelés nélkil

A MAF-okkal végzett apoptdzis esszékkel szemben az SK-MEL-28- y6 T
kokulturaban a stimulus-nélkili y& T-sejt-SK-MEL-28  kisérleti
beallitasnal szignifikansan magasabb volt a korai apoptotikus populacid
az egyedili SK-MEL-28 kontrollhoz képest (8. abra e rész). Emellett az 1
és 2,5 uM zoledronsav nem novelte a korai apoptotikus populaciokat SK-
MEL-28 sejtek esetében, hanem hasonlé médon 80% apoptotikus sejtet
eredményezett. A MAF- y6 T-sejt kokulttraban (6. abra és 7. abra) nem
tapasztaltam azt, hogy a zoledronsav hozzaadasa elhanyagolhaté lenne,
igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a magas BTN3A1 expresszi6ju

sejtek esetében a y6 T-sejtek potens citotoxikus hatassal rendelkeznek.

Mivel a nagyon alacsony BTN3A1 szintet mutatd NDF sejtekre nem volt
szignifikans hatassal a y6 T-sejtek citotoxikus aktivitasa, ezzel szemben
a magasabb BTN3A1 expresszioju MAF-okra és a melanéma sejtvonalra
(SK-MEL-28) viszont igen, megerésitette azt, hogy minél nagyobb a
BTN3A1 molekula sejtfelszini expresszidja a target sejten annal nagyobb

az apoptozis mértéke.
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8. abra: BTN3Al expresszio és y& T-sejt indukalt apoptozis
fibroblasztokban és SK-MEL-28 sejtekben. (a) Reprezentativ
hisztogramjai a BTN3A1 expresszionak NDF (n=3), MAF (n=3) és SK-MEL-
28 sejteken. (b) BTN3A1l 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
populaciok (n=3) reprezentativ denzitas plotjai. (e) Korai (Annexin V+;
7AAD-) és késéi (Annexin V+; 7AAD-) apoptotikus NDF és SK-MEL-28
populaciok [CD73+, CD45-] szazalékos értékei 5 nap kokultura utan
zoledronsav stimulalt y6 T-sejtekkel. A hibasavok az atlag értékeket
jelolik £ SD .* p < 0.05 ** p < 0.01 and *** p < 0.001

Annexin V-APC
% CD73* CD45"
populacié

A y6 T-sejt és MAF interakcié részletesebb, molekularis szintu
megismeréséhez modositva megismételtem az eredeti apoptozis
esszéket. Feltételezéseim alapjan a MAF-ok apoptdzisahoz hozzajarulnak

azok a molekulak, melyeket korabban a y& T-sejtek és tumorsejtek
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interakciojaban azonositottak [5], [6]. Ehhez a stimulus nélkiili és az 1-
2,5 pyM zoledronsavval stimulalt y6 T-sejt-MAF kondiciok mellett
bevezettem olyan kisérleti beallitasokat is, ahol a kokultura
butirofilineket és/vagy y6 TCR-t célzd antitesteket is tartalmazott. Egy
stimulalé hatasu (v T-sejt citotoxikus hatast ndveld) anti-BTN3A1 (20.1
klon) antitestet alkalmaztam 1 upg/mL koncentracioban zoledronsav
nélkll és zoledronsav mellett, arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy

képes-e novelni a korai apoptotikus populaciét MAF-okban [7]-[9].

Az apoptdzis gatlasa anti-TCRyd és anti-BTN2A1 antitestekkel és a
korabbi BTN3A1l sejtfelszini jelenléttel kapcsolatos eredményeim
alatamasztottak, hogy az apoptdzis kivaltasaban a y6TCR-BTN2A1-
BTN3A1 tengely a f6 faktor.

Az, hogy az apoptdzis gatlasa anti-TCRyS és anti-BTN2A1 antitestekkel
csak részleges csokkenést eredményezett azt mutatja, hogy mas
molekulaknak is (pl: NKG2D-MICA/MICB/ULBP kapcsolat) szerepe lehet

ebben az interakciéban.
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9. abra: y6 T-sejt és MAF interakcio vizsgalata kiilonb6z6 yé TCR target
molekulak célzd antitestek jelenléte mellett: BTN2A1 gatlas anti-
BTN2A1 antitesttel, y6 T-sejt receptor blokkolas anti- y6 TCR (B1 klon)
antitesttel, BTN3A1 stimulacié CD277/BTN3A1 monoklonalis antitesttel
(20.1 klén) egér IgGkl izotipus kontroll és nyul IgG izotipus kotroll
mellett. A hibasavok az atlag értékeket mutatjak £ SD. * p < 0.05 ™ p <
0.001

A kisérleti eredményeim alapjan feltehetd, hogy a tumorsejtekben lezajlo
folyamathoz  hasonléan a zoledronsav  hozzajarul az IPP
felhalmozodashoz MAF-okban, majd az IPP kotédik a BTN3A1 molekula
intracellularis részéhez. Ez konformacidvaltozast eléidézve lehetéve
teszi, hogy kapcsolodjon az intracellularis B30.2 doménejeiken keresztil
a BTN2A1 molekulahoz. Az aktiv konformacio igy kdzremukodik abban,
hogy a yé T-sejt Vy9 lanca (a CDR2 és CDR3 régiok kozott) kotéddni tudjon
a BTN2A1-hez, aktivalva igy a y6 T-sejt citotoxikus funkciojat, képessé
téve a y& T-sejteket a MAF-ok apoptoézisanak indukalasara. Fontos

megjegyezni, hogy a BTN3A1 koté partnerét a yé T-sejten nem ismerjuk,
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BTN3A1-et kapcsolja dssze.
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4, Kovetkeztetések

A melandma tumor mikrokornyezetében a MAF-oknak Kkitlintetett
szerepe van a tumor novekedésének és az intratumoralis immun
mechanizmusok befolyasolasaban, valamint a helyi
attétképzédésben[10]. Mivel ismert, hogy a MAF-ok képesek gatolni a
tumorba bejutd CD8 T-sejteket és NK-sejteket, a kutatasaim soran egy
masik immunsejt populaciéval a makrofagokkal valé kdlcsonhatasukat
vizsgaltam. A klasszikus M1-M2 makrofag polarizacié régoéta ismert
jelenség [11]. A tumor mikrokdrnyezetében azonban a két fenotipus
homogén populacidja ritkan figyelhetd meg. Ehelyett a makrofagok
heterogén populacidinak keveréke talalhaté meg, folyamatos
atmenetben az M1 és M2 allapotok kozott. A két makrofag tipus citokin
termelésének és egyuttes 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 kiemelkedd jelentéséggel bir az
immunszuppressziv citokinek koziul [12]. Kiilonbozé daganatokban a
TAM-ok [L-10 citokin termelése korrelal a betegség kedvezétlen
prognozisaval és az alacsony tulélési arannyal [13], [14]. Mindemellett a
tumoron belili IL-10 szekrécié kapcsolatban all a primer melanéma attét
képzé képességével [13], [15]. Tekintettel a MAF-ok és MSC-k
immunszuppressziv hasonldsagaira, vizsgalataim soran arra a kérdésre
kerestem a valaszt, hogy, hogyan befolyasoljak a MAF-ok a makrofagok
IL-10 szekréciojat.

Kutatasi célom tovabba annak a kérdésnek a megvalaszolasara iranyult,
hogy a mar tobb, mint tizenot éve gyogyszerként elfogadott, és
egyeébkeént a yb T-sejtek ex vivo proliferaltatasara is hasznalt zoledronsav
alkalmazhato-e in vitro modellben y& T-sejtek aktivalasara, és a MAF-ok
eliminalasara. Kisérleteim soran a MAF-ok apoptézisa y6 T-sejteken
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keresztil kimutathatd volt, tovabba MAF-ok esetében is azonositottuk
azokat a butirofilin molekulakat, melyek korabban a y& T-sejtek és
tumorsejtek interakcidjaban mutattak be.

Ugy vélem, hogy a kutatasaim adatai hozzajarulnak a melanéma TME
részletesebb megismeréséhez, illetve tovabbi kutatasok
kezdeményezéhez mind a MAF immunszuppressziv hatasanak vizsgalata
terén, mind a y6 T-sejtek terapias felhasznalasanak tertiletén. Emellett
ezeknek a stratégiaknak a tovabbfejlesztése igéretes eredményekkel
szolgalhat az agressziv szolid tumorok gydgyitasaban.
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