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Osszefoglalas

Réakos betegségek lefolyasaban jelent0s szerepe van a tumor mikrokdrnyezetének,
melyet a daganat az altala termelt citokinek és egyéb faktorok révén alakit ki. Ezen
faktorok hatasara a kornyezetben akkumulalddott és aktivalddott leukocitak nem képesek
az effektiv, daganatellenes valaszra, attdl eltérd polarizacids allapotba keriilnek. A
polarizécid iranya kedvez a rakos sejtek tulélésének és metasztazis képzésének.

A daganatok — koztiik az invazios és metasztatikus képességeirdl ismeretes malignus
melanoma — szamos stratégiaval képesek megkertlni az immunfelugyeletet, ezek kozul
egyik talan a nagy mennyiségli exoszoma kibocsatas, mellyel immunmodulans hatést
fejtenek ki a tumor asszociélt leukocitdkra. Az exoszémak 30-100 nm-es membran
vezikulak, in vivo szerepiik sokrétli, intenziven kutatott.

Kisérleteinkben B16F1 melanoma sejtvonalbdl tisztitott exoszomakat vetettiink ala

strukturalis vizsgalatnak és kdvettik nyomon immunmoduléans funkcidikat in vitro:

l. Makrofag sejteket indukaltunk B16F1 exoszomékkal, majd vizsgéltuk NF-xB
transzkripcids faktor aktivitasukat és citokin, kemokin termelésuket.

1. Melanoma exoszomakkal eldkezelt csontveléi dendritikus — sejteket
inkubaltunk egyiitt 1épbdl tisztitott T-sejtekkel, majd vizsgaltuk a T-sejtek
proliferacids ratajat.

Eredményként a melanomabdl szarmazd exoszomak a makrofagok NF-«xB
aktivitasanak ndvekedeését illetve tumor tdmogatd tulajdonsagu citokinek és kemokinek
termelddését indukaltak. Eldsegitették csontveldi eredetli dendritikus sejtek aktivalodasat,
melyek a tisztitott CD4+ T-sejtek fokozott osztodasat eredményezték.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a tumor exoszoméak interakcioba léptek a
makrofagokkal és a dendritikus sejtekkel, illetve azokat a tumor fejléddését propagalo,

immunszupressziv miikodési iranyaba terelték.
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Bevezetés

A melanoma epidemioldgiaja

A human populécié és az atlagéletkor novekedésével a rakos, ezen belil
melanomas megbetegedések egyre gyakoribbak. A betegség kialakuldsaban a genetikai
hajlamositd tényezOk mellett nagy szerepet jatszanak a megvaltozott kornyezeti és
életmodbeli feltételek is. A Europaean Cancer Observatory 2008-as Magyarorszagra
vonatkozo adatai alapjan a bér malignus melanomaja el6fordulasat tekintve a 11. helyen

all a rakos megbetegedések kozott €s gyakorisdga a mortalitassal egyiitt egyre nd.
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1. abra. A melanoma mortalitasi rataja 100.000 fére vonatkoztatva Magyarorszagon, életkoronként férfiak

és n6k esetében, 1970-t61 napjainkig. (forras: TARC)



Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2010-es adatok szerint a melanoma férfiakban
az Otodik, nokben a hetedik leggyakrabban diagnosztizalt réaktipus, eléfordulasa
gyorsabban nd, mint mas rakbetegségeké. Incidencidja altalanossagban évenként 3,1%-ot
emelkedett (p<0,001) az utébbi 20 évben.  2005-t61 2007-ig terjed6 adatokra
tdmaszkodva megalkotott becslések szerint a 2010-ben sziiletettek 1,93%-anal varhato,

hogy diagnosztizaljak a betegséget életiik soran. (1)
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2. 4bra. Melanoma mortalitési rataja az Egyesilt Allamokban 1980-t6l napjainkig, a teljes populaciora

vonatkoztatva, férfiak és nék esetében. (forras: IARC)

Az erésen pigmentalt populdcidban jelentdsen kisebb az eléfordulds gyakorisdga, mint a
gyengén pigmentalt, fehér bérti europid rasszban. (2) Annak ellenére, hogy
patomechanizmusa intenziven kutatott, valoban hatékony mddszer még nem érhetd el a

kezelése terén.



A melanoma és mikrokdrnyezete

A melanoma normal prekurzor sejtje a ducléc eredetli melanocita. Legfontosabb
in vivo fiziologiai funkcidja egy pigmentalt bipolimer — a melanin — termelése, melynek
feladata a szervezet védelme az ultraibolya (UV) sugarzastél. A bérben altalaban
egyenletesen elosztva talalhaté. A melanocitdk daganatos transzformacidja intenziven
tanulméanyozott, de nem teljesen megfejtett, valosziniileg igen nagy szerepet jatszik benne
a borfeliiletet éré UV sugarzas.

A melanoma fejlédésében szoveti kritériumokra alapozva 0Ot stddiumot
kilénbodztetnek meg:

e szerzett és velesziletett anyajegy/pigmentfolt rakos elvaltozas nélkil
o diszplazias jellegii folt strukturalis rendellenességgel

o radialis novekedesi fazis

o vertikalis novekedési fazis

e metasztatikus fazis.

Feltételezhetden az dtmenet a radialis novekedésbol vertikalisba (a bazalis lamina
attorése) igen fontos allomésa a tumor progresszidjanak, ami eljelzi a metasztatikus
potencialt és a kedvezdtlen kimenetelt.

A metasztazis folyamata altalaban azzal kezdddik, hogy a daganatsejtek a primer
tumor oldalan elhelyezkedd legkozelebbi nyirokcsomoba vandorolnak. Innen terjednek
szét a nyirok és vérerek Utjdn a szervezetben. Majdnem minden szervben képesek
megtapadni, gyakrabban pl. majban, lépben, agyban, de kiléndsen nagy szamban
képeznek attétet a nyirokcsomokban és a tiidében. A megeldzés mellett a primer tumor
lehet6 legkorabbi felismerése és kezelése adja az egyedili kilatast a hatékony terapiara,
ugyanis az attétképzé daganatos betegség terapias lehetéségei még meglehetdsen
limitaltak. (2)

Ahhoz, hogy a daganat a szervezetben képes legyen fennmaradni és terjedni, meg
kell Kkeriilnie a gazdaszervezet immunrendszerének védelmi vonalait. A melanomardl
tudott, hogy immunogén tumor; expresszalja a MelanA/ MART-1, gp100 antigéneket,
melyeket a citotoxikus T-sejtek MHC | (f6 hisztokompatibilitasi komplex I) molekulan
prezentdlva felismernek és ennek megfeleléen az immunrendszer a kezdeti stidiumban

képes akadalyozni a daganat ndvekedeset. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a



melanoma képes elkerilni és lokalisan elnyomni a tumor ellenes immunvalaszt az altala
termelt immunszupressziv faktorok segitsegével, valamint a tumor progressziot el@segitd
mikrokornyezetet létrehozni. Ilyen faktorok pl. a CCL2, CCL5, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL10 kemokinek, novekedesi faktorok,
interleukin (IL)-1,-6,-10, prosztaglandinok, nitrogén-oxid (NO). (3,4,5) Tumorsejtek
»escape” mechanizmusdnak része ezen kivil a tumor antigének / MHC |
hisztokompatibilitdsi komplex expresziojanak csokkentése, immunszupressziv sejtek -
tobbek kozott mieloid eredetli szupresszor sejtek (MDSC), regulatoros T-sejtek (Treg),
tumor asszocialt makrofagok (TAM), regulatoros / tolerogén dendritikus sejtek (DC), N2
polarizdlt neutrofil sejtek - akkumulacidjanak, aktivacidjanak iranyitasa a
mikrokornyezetben, illetve megndvekedett mennyiségli mikrovezikula kibocsatasa. A
daganat kdzelébe toborzott sejtek maguk is termelnek szupressziv faktorokat s képesek
autokrin, parakrin modon stimulalni a tumorsejtek kemokin, citokin termeléset. (5,6,7)

Mindebbdl kdvetkezdéen az immunszupresszivitasért felelds komplex haldzat
alapja a tumor mikrokdrnyezetében fellépd kronikus gyulladasos allapot, mely a tumor-
és sztroma sejtek termelte anyagok eredményeként jon Iétre. (5) A pro-inflammatorikus
mediatorok jelenléte mellett a tumor kornyezetének jellemzdje az alacsony pH, a
tapanyag és oxigénhiany; mindez egyutt szelekcids nyomast fejt ki a tumorsejtekre. Pl. a
hipoxia indukélja a hipoxia indukalta faktor-l1o-t (HIF1a), ami el6segiti a sejt-matrix
interakciot, invaziét, angiogenezist. Melanoméban stimulélja a Notchl-et, ami a B-
katenin, a PI3 kindz és az Erk utvonal aktivaciojan at az N-kadherin emelkedett
expresszidjahoz vezet, segitve a daganatsejtek adhézigjat, terjedését. (8)

Ujabb kutatasok egyre inkabb ravilagitanak, hogy az eredményes daganatterapiak
érdekében nem elégséges egyediili célpontként magukat a tumor sejteket tdmadas ala
venni, hanem mindenképpen sziikséges a daganatokat Ovezd gyulladdsos allapot
kezelése. Fontos megérteni a sztroma, az asszocialt sejtek és a daganat kapcsolatat. (7,9)
Kutatasunk sordn a szamos elkeriilé mechanizmus kozlul a tumor sejtek fokozott
exoszoma szekréciojat eés az kibocsatott mikrovezikulak immunmodulans funkcioit
vizsgaltuk, melyek révén a tumor mikrokdrnyezetben 1évé és a szervezet tavolabbi

immunsejtjeinek miikodését képesek befolyasolni.



Az exoszomak

Az exoszomak szdmtalan sejttipus altal szekretalt, 40-100nm atmér6jii membran
vezikuldk. In vivo fizioldgiai funkcidjuk még nem tisztazott minden vonatkozésaban, de
kétségtelenull fontos szerepet toltenek be tdbbek kdzott az immunsejtek intercellularis
kommunikacidjaban, a szoveti fejlédésben, valamint egyes tanulmanyok szerint a
tumorsejtek altal kibocsatott exoszomak segitik a daganat menekulési mechanizmusait.
(10,11,12,13,14)

Képzddésiik az endoszomalis rendszerre vezethetd vissza, ami elsddleges
endocitotikus vezikuldkbol, korai és késdi endoszomakbodl valamint lizoszomakbol all.
Az endocitotikus vezikuldk utat jelentenek a kornyezetbdl szdrmazd anyagoknak a sejt
belseje fel¢, a lizoszomak a lumeniikbe jutott molekuldk lebontasaért felelések. Az
endoszomak ,,sorting-organellumok”, tartalmukat - transzport vezikuldk segitségével -
kiilonbozé célok felé tovabbitjdk, mint pl.: az apikdlis vagy Dbazolateralis
plazmamembran.

A korai endoszémakbol képzdédnek a késdiek, melyek gyakran multivezikularis
testekként (MVB) figyelheték meg. Nevilk megnovekedett méretiikre és a belsejiikkben
akkumulalt — membranjukrol befelé lefiiz6d6 — vezikulak szézaira utal. Harom lehetséges
funkciojuk ismert;

e MVB - lizoszéma fazio esetén fehérjek, lipidek lizoszomaba juttatasa,

e Kkilonbozo anyagok id6leges tarolasa,

e plazmamembrannal valo fizi6 soran a belsd vezikuldk extracellularis térbe

uritése.

Az utébbi mddon kijuttatott membran kompartmentek az exoszOmék. A célsejtbe
endocitozissal kerlilnek vagy egybeolvadhatnak a célsejt membranjaval, amely igy 0j
feluleti és adhézids molekuldkra tehet szert. A f(zi6 soran proteinek és citoszol cseréje is
végbe megy. Szadmos tanulméany tdmasztja ald, hogy nagy valoszinliséggel fontos
szereplk van az immunvélasz soran a sejtek kodzotti kommunikacidban. Molekularis
Osszetetelik fugghet a kibocsato sejt tipusatol, példaul B-limfocita, DC, hizosejt es
bélepithél sejtekbdl szarmazd exoszoémak membranjai gazdagon tartalmaznak MHC 1 és

IT molekulakat. Gyakran el6forduld fehérjék példaul a Hsp73, Hsp90 chaperonok (hésokk



proteinek), trimer G-protein alegységek, citoszkeletalis proteinek, tetraspaninok (CD9,
CD63, CD81, CD82), Fas ligand (FasL), TNF-kapcsolt apoptézis ligand (APO2/TRAIL).
(10,11,12,13,14)

3. dbra. A. Dendritikus sejtben képz6dé multivezikularis test. B. MVB B-sejtben a plazmamembréannal
(PM) flzionalva exoszémaékat juttat az extracellularis térbe. Mindkét kép ultravékony fagyasztva metszett
elektron mikroszkopos metszetrdl késziilt, melyen az MHC II. molekuldk immunogold antitesttel jeloltek.

(10)

Kisérletes munkank szempontjab6l az exoszomak daganatos folyamatokban
betdltott szerepének tanulmanyozasa keriilt eltérbe. Tumoros sejtvonal feliiliszdjabol és
tumoros betegek testfolyadékaibol izolalt exoszomak egyértelmii gatld hatast fejtenek ki
immunsejtekre in vitro, pl. a szignalizacio, osztodas, citotoxicitds és az apoptozis
indukcioja terén. (15) B-sejtb6l szarmazd exoszomak altal hordozott, peptid-kétott MHC
Il molekuldk in vitro stimulaltdk a CD4+ T sejteket. (16) Tumor sejtek termelte

10



exoszomak tumor antigéneket hordoznak, melyek miutan dendritikus sejtbe keriilnek,
kivaltjak a CD8+ T-sejt fiiggd anti-tumor valaszt. (17) Ezen adatokon alapul azon
elmelet, mely szerint az exoszomék esetleg felhasznalhat6ak tumor ellenes vakcinak
kialakitasahoz, mivel antigénforrést jelentenek a T-sejtek aktivalasdhoz (18), bar a
menekilési mechanizmusokban betoltétt szereplik ezeknek a sikerességét kétségessé
teszi. Dendritikus sejt altal Kkibocsatott exoszomak CD86 differenciacios markert
hordoznak, ami fontos ko-stimulaciés molekula a T-sejtek szdméara. (19) Rékos betegek
periférias vérében aktivalt T-limfocitak pusztulasat figyelték meg, mely visszavezethet6 a
tumorbdl szarmazé exoszomakon a FasL és az APO2/TRAIL proteinek jelenlétére. (15)
A CD8+ T-sejtek kifejezett céljai az exoszomak okozta FasL medialt apoptdzisnak. A
kilénbség a CD8+ és CD4+ sejtek kdzott talan magyarazhat6 a kaszpédz 8 Th2 sejtekben
eléfordulo részleges hasadaséval. (11)

In vitro és in vivo bizonyitott, hogy tumorsejtek fokozottan bocsatanak ki
exoszomakat, ezzel pedig a szolubilis faktorok szekrécidja és a sejt-sejt kapcsolatok
mellett egy alternativ Utvonalat nyernek mikrokdrnyezetik és a gazdaszervezet
immunvalaszainak atalakitasara. Mivel az exoszdmék rendelkeznek a kibocsatd sejt
protein repertoarjanak egy részével, a tumorokbdl szarmaz6 exoszémakban talalhatunk
olyan molekuldkat, melyek részt vesznek az immunszupresszios utvonalakban, igy
eroteljes hatdssal vannak az antigén prezentald sejtek mikodésére i1s. Ezek a
mikrovezikulak nem csak karositjak a CD14+ monocitak differenciacids képességeit érett
DC felé, hanem eltéritik a differenciaciét olyan monocitak iranyaba, melyek alacsony
mennyiségben vagy egyaltalan nem expresszaljak a human leukocita antigén DR
variansat (HLA-DR). Ezen sejtek relativ nagy mennyiségben vannak jelen melanomés
betegek periférias vérében és transzformald névekedési faktor-p (TGF-B) medialt Gton
szupressziv hatast fejtenek ki a fehérvérsejtek szaporodasara valamint gatoljak az effektor
molekulak expresszi6jat, mint pl. perforin és intrferon-y (IFN-y). CD14+ HLA-DR"¥""
sejtek mezenchimalis &ssejtekként viselkednek, granulocita-makrofag koloniastimulalo
faktor (GM-CSF) hatasara in vivo osztodni kezdenek. Errdl a novekedési faktorrdl tudott,

rrrrrr

(18)
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Tanulmanyok bizonyitottak, hogy tumor exoszomak fokozzak a targetsejt matrix-
(VEGF) expressziojat, ami a tetraspanin csalad pro-angiogenetikus molekulaknak
koszonhetd, ezzel angiogenezist el6idézve a tumor és kornyezete felé. (18)
Angiogenetikus hatds nem csak szolubilis faktorok altal medialtan indulhat meg, hanem
exoszOmak hatdsara is, ugyanis ezen mikrovezikulak képesek dozisfiiggd modon is
aktivalni az endotél sejteket. (20)

Exoszémék bizonyitottan tartalmaznak messenger, mikro, illetve egyéb nem

kodol6 RNS-eket, melyek atjuttatdsdval akar a target sejt proteinszintézisét és

ey

Makrofagok és szereptik a tumor-mikrokdérnyezetben

A makrofagok a velesziletett immunrendszer részei, eléalakjaik a monocitak,
melyek a csontvel6i mieloid progenitor sejtekbdl képzddnek, érésiik makrofaggd a
szovetekbe jutast kdvetden indul meg. Felismernek, fagocitalnak és elpuszitanak szdmos
szervezetbe jutd patogent. Felismerik a tumoros, a virussal fertézott és apoptotizald
sejteket. Regulator és effektor funkciot latnak el a humoralis és cellularis immunvalasz
soran. A fagocitalt sejtek és fehérjék antigénjeit feldolgozast kovetéen MHC
molekulaikon prezentéljak. Rendkivil fontos szerepet jatszanak az embrionalis élet soran
a szoveti fejlodéskor apoptotizalo sejtek eltakaritasaban, ezzel jelentdsen hozzajarulva az
organogenezis lefolydsdhoz. Kozremiitkddnek normal szdvetek mikrokdrnyezetében a
fiziologias allapotok iranyitdsdban €és 0sszerendezésében. Részt vesznek sebek
gyogyulasi folyamataiban, a szdveti 0jjaépitésben, csont felépitésben és lebontasaban,
akut és kronikus gyulladasokban, tumoros folyamatokban. (21, 22)

A kornyezeti hatasoktol fiiggden tobb iranyba képesek polarizalodni, de nagyban
hatassal lehetnek rajuk a T-limfocitdk és természetes 616 sejtek (NK) altal termelt
kemokinek is. Ezek alapjan két elfogadott aktivacios tipus kiilonboztethetd meg, az M1
és az M2 fenotipus, bar ez nem pontos felosztasa azon funkcionalitdsoknak, melyekre a
makrofagok képesek. Pro-inflammatorikus citokinek és mikrobidlis termékek; TNFa,
IFNy, IL-1b, lipopoliszacharid (LPS) hatasara a makrofagok M1 iranyba polarizalédnak,

melynek jellemzéje a sajat gyulladaskeltd citokinek termelése, reaktiv nitrogen
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intermedierek (RNI), reaktiv oxigén intermedierek (ROI) termelése, anti-mikrobialis és
tumor ellenes aktivitas. Anti-inflammatorikus molekulak, pl. glukokortikoid hormonok,
Toll-like receptor (TLR) antagonistak, Th2 citokinek (IL-4, IL-13, IL-10), apoptotizal6
sejtek és immunkomplexek a makrofagokat az M2 fenotipus felé terelik. Ezen M2
makrofagok valosziniileg szerepet jatszanak a sebgyogyulasban, a gyulladas
csillapitasaban, nagy mennyiségben termelnek anti-inflammatorikus citokineket (IL-10,
TGFp), nagy fagocitotikus kapacitassal rendelkeznek, segitik az angiogenezist és szoveti
Ujjéépulést. Jellegzetességik, hogy LPS stimulusra alacsony mennyiségben termelnek IL-
12-t és nagy mennyiségben IL-10-et, expresszaljak a manndz és scavenger-A
receptorokat. (21, 23, 24, 25) Szamos kiserletes tumor modellben a gyulladasos valasz
aktivacidja esszencialis a daganatos transzformaciohoz és a tumor fejlédéshez. Ennek
kapcsan jatszhatnak timogato szerepet az M2 iranyba polarizalt makrofagok.(26)

Ezzel ellentétben a ,klasszikus” M1 irdnyba polarizalt makrofagok citotoxikus
aktivitast mutatnak tumor sejtekkel szemben, pl. RNI termelésével, TNF receptor csalad
tagjainak (TNF kapcsolt apoptdzis ligand) expresszidjaval. Bevérzéses nekrozis soran az
endotél sejteket karositjak, ami véralvadas indit be, igy a gazdaszervezet szdveteire €s
tumorokra destruktiv hatast fejtenek ki. Elobbi felfedezések vezettek a ,,makrofag
egyensuly” hipotézis felallitdisahoz, mely hangsulyozza a ,,j6 fenotipus” expresszidjanak
fontossagat a ,,j6 idében”. (21, 27)

A TAM-okrdl tudott, hogy alacsony az antigén prezentald kapacitasuk és gatolni
képesek a T-sejt aktivaciot és proliferaciot. Regulatoros-, effektor T-sejtek és mas,
gyulladasban résztvevo sejtek aktivitasat erésen gatoljak. A T-sejt mediélt anti-tumor
valasz elnyomasa pedig egyutt jar a tumor ndvekedésével, igy csokkentve a tulélés
esélyeit. Szabalyozni képesek az extracellularis matrix emésztését, pl. MMP-ok
tumorokrél sz6l6 tanulmany szerint a TAM-ok tobbségben szaporodnak fel a daganat
hipoxias teruletein és a hipoxia hatasara pro-tumor és pro-angiogenetikus program indul
be benniik. Az akkumul&cio egyltt mozog az angiogenetikus faktorok termelésével és az
angiogenezissel. (17, 18, 23, 24)
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4. abra. Monocitak differenciacioja polarizalt makrofagokka. Monocitak kiilonb6z6 citokinek hatasara M1
€s M2 polarizalt makrofagokka fejlddnek, melyek eltérd képességekkel és citokin profillal rendelkeznek.
(26)

A gyulladasos valasz fontos elemei a makrofagok Toll-like receptorai. A TLR-ok
patogén felismeré6 molekulak, melyek a patogén (PAMP), vagy ,,veszély” (DAMP)
asszocialt molekuléris mintazatok felismerésével a velesziletett immunitas aktivalasaért
felelések. Fontos szerepiik van a gyulladdsos valasz €s az adaptiv immunitas
beinditdsdban az antigén prezentalé sejtek érésének és aktivalasanak elGsegitésével a
szOveti  Gjjaépitésben,  szoveti  sérilés indukalta gyulladasban, daganatok
progresszidjaban. A TRAIL indukciojaval képesek anti-tumor hatasu citokinek termelését
serkenteni (pl. IFN). A TLR ligandok lehetnek mikrobialis vagy gazdaszervezet
eredetiick. Kedvezé hatasa mellett a TLR szignalizacié tumoros immunvalasznal
tamogathatja is a tumor fejlédését. Transzplantalt metasztatikus rak egér modelljénél
hasliregébe injektalt bakterialis LPS hatasara a gazdaszervezet makrofagjainak TLR4
aktivacidja szamos kiilonboz6 inflammatorikus citokin termelédését indukalta, melyek
stimulaltdk a tidé metasztazisok novekedését. (21, 25) A TLR-ok, IL-1R, TNFR
ligandkotése az NF-kB utvonal aktivacidjahoz vezet. (22, 23)

Az NF-xB a Rel transzkripcios faktor csaladba tartozd fehérjék homo-, és

heterodimerjeibdl épiil fel. Ezen fehérjék N-terminalisukon viselik a Rel homodomaint,
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ami a DNS kotés és a dimerizacid képességéért felelds. Alap esetben az NF-kB dimerek
IkB fehérjével kototten vannak jelen a sejtben, igy DNS kotéstk gatolt, inaktivak. M1
iranyu polarizacios stimulusra a ,.klasszikusként” leirt utvonal szerint felszabadul az NF-
kB, ami igy transzlokalddni tud a magba, kot az inflammatorikus gének promoteréhez és
transzkripcidt indukal. A gének ko-regulaciojaért a MAPK/AP1 ttvonal felelés. M2
irdnyd stimulusokra a Janus kinaz (JAK), STAT3, STATG6 utvonalon keresztil beindul
szd&mos M2 gén expresszidja, mikdzben gatlodik a STATL és defektust keletkezik az NF-
kB aktivacioban. E mellett leirtak egy ,,rendhagy6”, — limfotoxin-p receptoron (LTBR),
CD40 vagy RANK receptorokon keresztil — fejlédési szignalokra aktivalodo Gitvonalat is,
mely részt vesz normal folyamatokban, mint pl. a nyirokcsomok fejlodése,

osteoclastogenezis. (23)

M1 polarizing stimuli M2 polarizing stimuli Non-canonical NF-xB

| v
g T 1 CDA40L RANKL LTB/a
TNFR LR TLR IFNB IL10 L4 Y VY

IFNAR1/2 U \/ v = CD40L RANK LTBR
i 7\ 4 2]
\ LI
—| €SP

: 704

o 4@.-»3 @’
W r CXCL12, CXCL13,
TNFA, IL1B, IL6 Type |l iNOS, IL12p40, ARG1, ARG2, SOCS3, CCL19,CCL21,ICAM
IFN CXCL10 SHIP

5. abra. A makrofagok NF-kB transzkripcios faktor felé vezet6 szignalizacios utvonalainak vazlata. (23)

| r—

§gt-d

Ujabb eredmények szerint a hipoxia — ami a tumoros kdrnyezet egyik jellemz6je —
NF-kB aktivaciot képes el6idézni ragesaldo és human makrofagokban. Ennek hatasara
ragcsalo csontveldi eredetii makrofagokban a HIF-1 angiogenetikus gének expressziojat
inditja be. Kronikus gyulladasban az inflammatorikus makrofagok NF-xB aktivacioja
TNFa és IL-6 kibocsatast eredményez, melyek azonban akér tulélési szignalokat is
indukalhatnak tumor sejtekben azok NF-xB vagy STAT3 aktivacidjan keresztil. (23)
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Feltételezések szerint mind a ,,klasszikus” M2, mind a ,,rendhagy6” NF-«xB vélasz
fontos szerepet jatszhat TAM-ok immunoszupressziv — pro-tumor funkcidinak
irdnyitdsdban, melynek soran az asszocialt makrofagok egyiittmiikodnek a tumorral

annak talélését, osztodasat és attétképzéset segitve. (23)

Dendritikus sejtek és T-sejtek a tumor-mikrokdrnyezetben

A dendritikus sejtek csontveldi hematopoetikus Ossejt eredetii professzionalis
antigén bemutatdé sejtek, minden szovetben megtalalhatok, &rszemek halozatat
létrehozva. Gyulladas vagy betegség hianyaban a DC-ek a periférian apoptotikus
tormelékkel és ,,sajat” szarmazékokkal talalkoznak. Ezen félig éretlen DC-ek &llanddan
monitorozzak a periféridt és prezentaljadk a sajat antigéneket, aminek eredménye a
szupressziv CD4'CD25" Treg sejtek aktivalasa, melyek képesek elnyomni a sajat
antigénre reaktiv effektor T-sejtek hatasat. Ha a szOvet integritasa sérul, a DC-ek
talalkoznak a potencialis patogén vagy megvaltozott sajat antigénekkel. Erésen esnek ét,
a nyirokutakon vandorolni kezdenek a méasodlagos nyirokszervekbe, ahol a T-sejtekkel
talalkozva kostimulaciés molekuldk segitségével MHC komplexeiken prezentéljak a
feldolgozott antigént és immunvalaszt indukalnak. (22,28,29,30,31) A szOveti és
szolubilis kornyezettdl fiiggéen a DC-ek citokinek termelésébe kezdenek, iranyitva a T-
sejtes valaszt tobbek kozott a Thl-es vagy Th2-es irany felé. (22,30,31)

Széamos més immunsejthez hasonléan DC-ek is akkumuldlédnak a tumorok
mikrokornyezetében, amely igy képes befolyasolni miikodésiiket tobbek kozott a
tumorok termelte anyagok segitségével. (31,32) A TGF-p gatolja a DC-ek éréset és
reaktiv oxigén szarmazékok hatraltatjak a differenciaciot és az érést in vivo és in vitro.
(32) A tumor-asszociadlt DC-ek alacsony szamban expresszaljak a kostimulatoros
molekulakat, tolerogén / immunszupressziv aktivitast nyernek, aktivan gatoljak az anti-
tumor valaszt, eldsegitik Treg sejtek és MDSC-ek megjelenését a kornyezetben, ennek
réven tdmogatjak a tumor fejlodését, a neoangiogenezist és a metasztazis képzést. (31)
Melanoma temelte faktorok képesek a tumoros szovettel szembeni tolerancia iranyaba

atprogramozni az asszocialt DC-eket. (33)
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A dendritikus sejtek megvaltozott mikodésével egyiitt jar a normalistol eltérd T-
sejtes valasz is. (34) Adekvat kostimulacidés molekuldk hianyaban és a megvaltozott
citokin termelés eredményeként a DC-ek a Th2-es iranyaba terelik az immunrendszert,

mig a Thl-es valaszt szupresszaljék. (32)

Adequate Ag
TUMOUR-FREE presentation
Mature DC ————p T cell Tumor clearance
T cell activation
IL-12
TUMOUR Apopotic DC Inadequate Ag
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-ﬁo
Immature DC T CELL
o
o
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6. Dendritikus sejtek mitkodése tumor mentes és tumoros kdrnyezetben. (32)

=z 7

Indukaljak a CD4'FOXP3*'CD25"%" regulatoros T-sejtek akkumulaci6jat tumorok
kornyezetében, melyek szerepe kettés lehet a betegség fejlédésében. Egyrészt a gyulladas
csillapitasaval segithetnek az effektiv daganatellenes valaszban, masrészt szupresszalni
képesek az anti-tumor immunvalaszt, igy negativ prognosztikus faktort jelentenek
daganatos betegek esetében. (35)

Az irodalmi adatok alapjan a tumor-mikrokérnyezet szdmos faktorral képes
befolyasolni az immunsejtek mitkodését, azonban nem minden faktorr6l egyértelmiien
eldonthet6, hogy milyen irdnyba tereli azokat, illetve hatasuk sokrétii. Az exoszoméakrol

egyertelmiien tudott, hogy a tumorokat Ovez6 mikrokornyezet részét képezik.
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Immunsejtekre gyakorolt hatasuk tisztazasara létrehoztunk két in vitro modellrendszert,
melyekben makrofagok és dendritikus sejtek viselkedését vizsgaltuk exoszoma indukciot
kovetden. Eredményeink szerint a melanoma exoszomak hatéssal voltak a makrofagok
NF-xB transzkripcios faktor aktivitdsara és citokin, kemokin termelésére valamint
segitették a dendritikus sejtek érését. Az érett DC-ek képesek voltak fokozni a CD4+ T-

=77
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Ceélkituzések

Altalanos cél:

Melanoma sejtvonal altal képzett exoszomak strukturalis és funkcionalis vizsgalata.

Specifikus célok:

1. Jol reprodukalhatd és megbizhatdé mindségli exoszoma preparatumok készitése,
elektromikroszkdpos és atomieré mikroszkopos vizsgélata.

2. Csontvel6i eredeti makrofag sejtkultirdkon exoszomak hatdsdra torténd
valtozasok és citokin termelés vizsgéalata in vitro.

3. Melanoma exoszomakkal eldkezelt csontveldi eredetli dendritikus sejtek

hatasanak vizsgalata 1épbdl tisztitott CD4+ T-sejtek proliferdcidjara in vitro.
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Anyagok és médszerek

I. Sejtkultarak

B16F1 melanoma sejtvonal

Melanoma sejtvonal (Murine melanoma cell line, DTP, DCTP Tumor Repository),
DMEM (Promo Cell, Cat.No.: C-71221) médiumban tenyésztve, mely tartalmazott 10%
FBS szérumot (Lonza, Cat.No.: DE-14-801F), 1% MEM vitaminkészitményt (Promo
Cell, Cat.No.: C-42328), valamint 1% MEM NEAA készitményt (Promo Cell, Cat.No.:
C-42322).

A sejtek melanintermelése 75 cm? feliileti flaskakban, 20 millids sejtszam elérését
kovetden, 37°C-os inkubacios hémérsékleten, 5% CO, tartalom mellett bizonyult a
legeredményesebbnek. Ilyen paraméterek mellett a feltliszok atlagosan 3 nap alatt valtak

sOtet szintivé, ekkor tortént a gyiijtés. A feliiluszot felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
Exoszomaék izolalasa

Az optimalis kortlmények kozott inkubalt melanoma sejtek feluldszojat a
sejttormelékek killepitése érdekében 3.900 g-vel 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk, majd
0,2 um porusatmérdji sziirével szhrtik és 150.000g-vel 1 oran keresztil 4 °C-on
ultracentrifugaltuk. A keletkezett pelletet foszfat pufferrel (PBS) 2x mostuk,
Osszegylijtottiik és késébbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

Makrofag sejttenyészet

NF-kB-Luc plazmiddal transzfektalt Raw 264.7 makrofag sejteket MIX MEM
(DMEM; Sigma, Cat.No.: D-7777, F12-HAM; Sigma, Cat.No.: F-4135, 1:1 aranyban)
médiumban tenyesztettiik, mely tartalmazott 10% FCS szérumot (Sigma, Cat.No.: F-
4135). Inkubacios hémérséklet: 37°C, 5% CO, tartalom mellett.

Dendritikus sejtek

Dendritikus  sejteket 8-10 hetes ndstény C57BL/6 egerekb6l szarmazod
csontvel6bodl nyertiink, melyeket RPMI-1640 (Mediatech, Herndon, VA) médiumban
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tenyésztettilk, 10% FBS-t (HyClone, Logan, Utah), 2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin
és streptomycin (Quality Biological, Gaithersburg, MD), 20 ng/ml rekombinans ragcsalo
GM-CSF hozzéaadéasaval.

CD4+ sejtek

8-10 hetes C57BL/6 ndstény egerek 1épébdl tisztitottunk CD4+ sejteket Mouse T Cell
CD4 Subset Column Kit (R&D Systems (Minneapolis, MN) segitségével.

Il. Strukturalis vizsgélat

Az exoszomak strukturdlis vizsgélatat az SzBK Biofizikai Intézetében Dr. Siklos
Laszl6 és Dr. Szegletes Zsolt vezetésével Nagy Krisztina végezte.

Az atomer6 mikroszkopos (AFM) mérés Asylum MFP-3D fejjel és Molecular Force
Probe 3D vezérlovel (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) tortént, MFP-3D Xop
program hasznalataval (IGOR Pro software, version 5.03, Wavemetrics, Lake Oswego,
OR, USA).

Az elektron mikroszkopos vizsgalathoz az exoszoma pelletet 0.1M-0s PBS-ben
mostak, majd egy éjszakan at fixaltdk 2% paraformaldehidet és 2,5% glutaraldehidet
tartalmaz6 0,1M-os foszfat puffer (PB) oldatban. Ezt kdvette két mostas 0,1M-o0s PB-ben
30 percenként, majd 1 Ords 1% vizes ozmium-tetroxidos kezelés (OsQ,). 3x30 perces
desztillalt vizes mosas utan felszallo alkoholsorban viztelenitették a pelletet, propilén-
oxiddal kezelték és beédgyaztdk (Durcupan ACM). A blokkokat 56°C-on 2 napig
polimerizaltdk, majd ultramikrotommal (Leica Ultracut S) 60nm-esre vagtak. A mintat
formvarral bevont rézhal6zatra vitték fel, uranil-acetattal és 6lom-citrattal festették, majd
elektron mikroszkoppal vizsgaltak (Zeiss CEM 902). A felvételek 85,000 és 140,000x
nagyitason készlltek 4 M pixeles monokrom CCD kamera segitségével (Diagnostic
Instruments, Model #14).
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I11. In vitro vizsgalatok

Luciferase Assay

Els6 nap a Raw/ NF-kB-Luc makrofag sejteket tripszinezést kovetéen 96 lyuka
luminoplate-be (Corning-Costar Assay Plate, Cat.No.: 3903) ltettik ki, lyukanként
1x10*5 sejtet 200ul megfelelé médiumban. Masnap, a tapoldat eltavolitasat kovetden
hozzéaadtuk az inducereket és azok kontrolljait, lyukanként 200ul vegtérfogatban. Az
indukcid abszolut kontrolljaként a sajat médiumot, pozitiv kontrollként LPS-t (100ng/ml)
hasznéltunk. A melanoma sejtvonal felulUszojabdl nyert exoszoémékat 100ul/mi
koncentracioban adtuk a makrofdg sejtekhez. Kontrollként PBS-t (100ul/ml),
hasznaltunk. 6 6ras inkubaciot kovetden a sejteket 200ul PBS-sel mostuk. 20ul 1-szeres
higitasu lizis puffer (Promega, Cell Culture Lysis Reagent 25x, Cat.No.: E153A) és 20pl
szubsztrat (Promega, Bright-Glo Luciferase Assay Substrate, Cat.No.: E2620)
hozzéadasa utan luminométerrel (Luminoscan Ascent, Thermo Labsystem, USA) mértik

a luciferaz aktivitast.

Proteome Profiler Array (Mouse Citokine Array, R&D Systems, Inc. Cat.No.: ARY006)

Els6é nap a Raw makrofag sejteket kitiltettiik 24 lyuka mikrotiter lemezbe (Orange
Tissu Culture Plate, Cat.No.: 5530305), lyukanként 1x10° sejtszammal. A sejtek
letapadasat kovetéen, masnap hozzaadtuk a B16F1 melanoma exoszomékat. 24 Oran
keresztll inkubaltuk, majd a fellliszobdl fugalast kovetden a nitrocelluloz membranra
pontokban felvitt antitestek (mikroarray) segitségével hataroztuk meg a makrofagok
termelte citokinek relativ mennyiségét. A kisérlet menetében a mellékelt protokollra
tamaszkodtunk. A sejtkultura feluliszéjat a biotinilalt detekcios antitestekkel
elegyitettiik, majd a nitrocelluld6z membrannal inkubaltuk. A képzdédott citokin-antitest
komplexek kotddtek a membranon immobilizalt antitestekhez, a nem kotddotteket
mosassal eltavolitottuk. Hozzdadtuk a Streptavidin-HRP és a kemilumineszcens
reagenseket. Ennek kovetkeztében minden detekcios pont a kotédott citokin-antitest
komplex mennyiségével aranyosan bocsatott ki fényt. Az eléhivast rontgen filmre, a

Western blot technika szerint végeztuk.
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Dendritikus sejt indukcio

A 6 napos, egér csontvel6bdl szarmazo dendritikus sejt kulturat B16F1
exoszomaval, B16F1 fellluszdval, LPS-sel, rekombindns RANTES kemokinnel (1
pg/ml) (Peprotech) indukaltuk elékezelésként. Abszolut kontrollnak a dendritikus sejtek

sajat médiumat hasznaltuk.

T-sejt proliferacids assay

A CD4+ T-sejteket (5x10° sejt/lyuk) U-alji 96 lyuk( mikrotiter lemezen egyiitt
inkubaltuk az elézetesen indukalt dendritikus sejtekkel (10* sejt/lyuk), majd 72 6ra
multan vizsgaltuk a proliferaciot timidin inkorporéacids assay-ben. (1 pCi [3H] thymidine
lyukanként az inkubacio utolsé 6 drajaban.) Ezen Kivil sor kerllt a T-sejtek sajat
proliferacios kapacitasanak egyedi mérésére, illetve pozitiv kontrollként hasznalt anti-
CD3 és anti-CD28 (2,5 ng/ml) (BD Biosciences, San Jose, CA) hozzaadasaval.
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Eredmeények
I. Strukturalis vizsgalatok

Az atomeré mikroszkopos analizis sordn megallapitast nyert, hogy a melanoma
sejtek felliluszjabol 20-70 nm atmér6ji, gémb alak( strukturékat izolaltunk. A
transzmisszios elektron mikroszkopos vizsgalat alapjan az izolalt mikrovezikulaink nem

tartalmaznak virus partikulumokat.

pm

7. abra. Atomer6é mikroszkopos magassag (A) és amplitado (B) kép, magassag profil (C) az
exoszOmakrol pufferben mérve mica fellileten. Transzmisszios elektron mikroszkdpos felvétel a B16F1

ex0sz6makral. (D)
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Il. Funkcionalis in vitro vizsgalatok

Luciferase Assay

A luciferaz aktivitas alapjan a melanoma sejtvonal eredetli exoszomak novelték a
Raw makrofag sejtek NF-kB transzkripcios faktor aktivitasat. Az aktivitds mértéke nem
érte el az inducerként szokasosan hasznalt 100 ng/ml koncentracioju LPS (pozitiv
kontroll) hatasara bekovetkez6 valtozast, de nagysagrendileg megkozeliti azt. Az
abszolut kontrollhoz képest szignifikans ndvekedést tapasztaltunk a makrofagok NF-kB
aktivitasaban.

12 P<0.05

10

Fold increase in luciferase activitytsem
=
[

Macrophage inducers

8. dbra. A makrofag indukcié eredménye az NF-«B aktivitas vizsgalatarol a relativ luciferaz egységek

fuggvényében a sajat tapoldat (ctrl), LPS (pozitiv kontroll) és az exosz6mék hatéséara.
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Proteome Profiler Array

A B16F1 exoszémakkal, LPS-sel, IL-4-el és kontrollként sajat médiumban inkubalt
makrofag sejtek felliluszdjabol hataroztuk meg a citokinek, kemokinek mennyiségeét.
LPS-t hasznaltunk az Thl iranyd polarizacio, IL-4-et a Th2 irdnyd polarizacio

inducereként.

control
ESd exosome
== LPS
am IL-4

relative dot area

9. dbra. A Proteome Profiler Array alapjan a kontroll, az exoszéma, az LPS és az IL-4 indukcié hatasanak

0sszehasonlitasa a fontosabb citokinek kiemelésével.
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T-sejt proliferacids assay

B16F1 melanoma exoszomak a dendritikus sejtek réven szignifikansan fokoztak a
CD4+ T-sejtek osztodasat.. Az exoszomék, illetve a B16F1 feltlisz6 hatasanak
vizsgalatdhoz abszolut kontrollként a DC-ek sajat médiumat, pozitiv kontrollként LPS-t,
funkcionalis negativ kontrollként RANTES kemokint alkalmaztunk. A Kisérlet
hattereként a T-sejtek sajat proliferacios aktivitasat mértiik, a maximalis proliferacios
képességet pedig anti-CD3, anti-CD28 antitestek hozzaadasaval értik el.

Aramlasi citometrids mérésekkel megataroztuk a proliferalodd T  sejtek
fenotipusat is CD4, CD25 és CD44 vonatkozasaban. Az LPS, IL-4 illetve exosomalis
indukci6é egyértelmilen és szignifikansan noévelte a T sejt proliferaciot, az emlitett

markerek egyik stimulus hatasara sem tértek el szignifikans mértékben egymastal.

P<0.05

Fold increase in3[H] incorporationtsem

DC Inducers

10. A timidin inkorporacios assay eredménye. Timidin beépulés / T-sejt proliferacio a DC inducerek

fuggvényeében.
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Legfontosabb eredmények

e A j6l reprodukalhatod és megbizhaté mindségii exoszéma preparatumok készitése

sikeres volt.

e Atomerd mikorszkopia ¢és elektromikroszkopos vizsgélatok egyértelmiien
vizualizaltdk a vart méretli es megfeleld formaji nanopartikuldk jelenlétét az

izolatumokban.

e Melanoma sejtvonalbol nyert exoszomak az altaluk Kkivaltott NF-kB aktivitas
eredményeire alapozva immunoldgiailag aktivnak bizonyultak makrofag

kultlrakban in vitro.

e Melanoma exoszomék az altaluk indukalt citokin illetve kemokin profil alapjan

feltételezhet6en tumortdmogat6 iranyba polarizaljak in vitro a makrofag sejteket.

e A BI16F1 exoszomak interakcioba léptek a dendritikus sejtekkel, eldsegitették

azok aktivacigjat.

e Az exoszoméakkal aktivalt dendritikus sejtek CD4+ T-limfocitdk fokozott

osztddasat eredményezték.

28



Diszkusszio

Az exoszomak szerepének kutatdsa az immunoldgia viszonylag uj, de gyorsan
fejlodo teriilete. Kisérletsorozatunk kezdetekor még nem allt rendelkezésre olyan
specifikus immunoldgiai marker, amivel egyértelmiien azonosithattukk volna az
preparatumainkban jelen 1év6 részecskéket. Ezért nagyon komoly hangsulyt kapott
munkank kezdeti fazisaban a részecskék vizualizalasa. A mikroszkdpos vizsgalatok soran
bizonyitast nyert, hogy a tumorokbol szdrmazd exoszoémakhoz viszonyitva megfeleld
méretli és struktiraju vezikulakat tisztitottunk fugalasokkal és differenciél-sziréssel,
melyek nem tartalmaznak viralis partikulumokat és tovabbi Kkisérletekhez
felhasznalhatok.

Eredményeink alapjan kimondhatjuk, hogy a melanoma sejtekb6l szarmazo
exoszomék in vitro immunmodulalé hatdstnak bizonyultak makrofagok és denritikus
sejtek tekintetében. Kisérletinkben a makrofagok Luciferase Assay-ben detektalt NF-xB
transzkripciés faktor aktivitasanak novekedeése arra enged kovetkeztetni, hogy az
exoszomak hatdsara a sejtek aktivalt allapotba keriltek, citokin termelésiik indukalddott.

Az NF-xB transzkripcios faktor megkérddjelezhetetlen szerepet jatszik a
makrofagok M1 és M2 irdnyu stimulusokra adott génexpresszios valaszaiban egyarant.
(23) Aktivalddasa az exoszdémalis indukcid kdvetkeztében jelezheti a tumorbdl szarmazé
mikrovezikuldk szerepét a daganat menekilési mechanizmusaiban és tulélésében.
Tovabbi informaciok érdekében vizsgaltuk az indukalt makrofagok citokin és kemokin
termeléset, melynek eredményeként a Thl és Th2-es tipustol eltérd profilt kaptunk.

A 11. dbraban kiemelt molekulak kozil a széveti matrix metalloproteinaz inhibitor-
1-nek (TIMP-1) elényds és hatranyos hatasai is vannak a tumor fejlédését illetden.
Egyrészt a matrix metalloproteindzok és az angiogenezis gatldjaként hatraltathatja a
metasztazis képzést, masrészt eldsegitheti a daganatsejtek talélését. (36) Exoszomalis
indukci6é hatasara a makrofagok csokkent mennyiségben termelték, ezen tulajdonsag
pedig kedvezhet a tumorok terjedésének. Az IL-8 pro-inflammatorikus tulajdonsagain
kivul fontos szerepet jatszik a melanoma novekedésének tamogatasaban. (37) Ezen
citokinr6l tudott, hogy melanoma sejtek hatdsara megnd az expresszidja a

polimorfonuklearis neutrofil sejtekben, ezzel hozzajarul a mikrokoérnyezet kialakitasahoz.
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(38) Kisérletiinkben mennyisége az exoszoOmak hatasara a makrofag fellliszoban a
kontrollhoz képest megndvekedett. Hasonl6 megallapitast tehetiink a CCL2 kemokin
esetében is. A CCL2 mint monocita kemoattraktans protein-1 is ismert, hatasat
monocitakra, T-sejtekre és NK sejtekre is kifejti. (39) Emelkedett szintje szintén jelzi az
exoszomak hozzajarulasat a mikrokornyezet alakitdsdhoz. Az 1L-13 a Th2 tipusu
citokinekhez tartozik, szerepet jatszik a Thl-es tipusu anti-tumor valasz elnyomasaban.
(40) Az IFNy magas expresszioja a Thl-es sejtek jellemzdje, mellyel mas immunsejtek
citotoxikus aktivitasat novelik. Kisérletlinkben lecsokkent a mennyisége az exoszoma
kezelést kovetden. Az IL-16 csdkkent szintet mutatott, ezen citokin szerepe a Thl-es
valasz propagalasaban és a Th2-es elnyoméasaban ismert. (40) A MIP-2, makrofag
inflammatorikus protein-2 kilonféle tumorokban fokozza az angiogenezist és segiti a
tumorsejtek migraciojat. (41) Az IL-1Ra szintje kozel megegyezett a kontrollban mérttel.
Expresszidja ugyanazon jelek hatasara indul meg, mint amelyek az IL-1 szintézisét és
kaszkad inhibitoraként funkcional. A kettd egyensulya az adott szoveti kdrnyezet
fuggvénye. Hatdsat a tumoros folyamatok gatlasaban fejti ki. (40)

A melanoma exoszémak T-sejt proliferaciéra gyakorolt hatdsat timidin
inkorporacios assay-ben vizsgaltuk. Az exoszomak eldsegitették a csontveldi dendritikus
sejtek érését, melyek szignifikdns mértekli T-sejt osztodast idéztek eld (P<0,05).
Megallapitasunk ellentmond korabbi feltételezéseknek, miszerint tumorokbél szarmazé
exoszomak inhibitoros tulajdonsagairdl szamoltak be dendritikus sejtek érését tekintve.
(42)

A tumor exoszoOmak immunmoduldns hatésairol eltéré adatokat talalunk a
szakirodalomban, mely nem csak az immunsejteket érinté kommunikacios halozatok
atfedéseinek eredménye, hanem visszavezethetd azon egyszerli tényre is, hogy a
szekretalt mikrovezikuldak a kibocsatdé sejt membrankarakterisztikajat hordozzék. Ez
alapjan hatasuk egyértelmiien fiigg a daganat allapotatol, aktudlis génexpresszios
mintazatatol, malignitasatol.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a vizsgalt B16F1 exoszomak, a Thl-es és
Th2-es valasztol egyarant eltéré citokin profilt eredményeztek és egyértelmiien,

statisztikailag is értelmezheté mértékben immunoldgiailag aktivnak bizonyultak. Mivel a
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tumorsejtek altal kibocsajtott exoszéma stiriiség nyilvanvaléan a daganat kozvetlen
kornyezetében a legnagyobb, ahol a tumor altal mar daganat-tamogaté mikrokérnyezet
alakult ki, igy az exosomak a mar jelen 1év0 aktivitast felerdsitve, feltehetden a daganatos
folyamatok eldrehaladasat tamogatjak. A tumor kdrnyezetének ismert interakcioi alapjan
az exoszoOmak nagy valoszinliséggel koézremiikodnek az immunvalasz eltéritésében a

melanoma terjedésének kedvezé immunszupressziv irany felg.
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a padlyamiiben leirt eredményekhez

Alulirott Temesf6i Viktoria a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- melanoma sejtek tenyésztéset
- exoszOmaék preparélasat

- makrofag sejtek tenyésztését
- makrofag indukcios kisérletet
- Luciferase Assay-t

- Proteoma Profiler Array-t

végeztem el.

Aldiras

Szeged, 2012 december 07.
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