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1 Bevezetés

A tumor asszocialt fibroblaszt (CAF) gyakorlatilag minden szolid
tumorban megtalalhatd, rendkiviil heterogén stromasejt-populacio,
amely kiilonb6z6 prekurzorokbol szarmazik, mint példaul nyugvo
rezidens fibroblasztok, csontvelobdl szarmazé mesenchymalis
Ossejtek, vérképzo ossejtek, endothelsejtek, helyi epithelium vagy
adipocitdk. A CAF erdsen proliferativ, fokozott motilitast mutat, és
aktivan hozzajarul a tumor progresszidjahoz azaltal, hogy kedvez a
matrix  remodellingnek és az invazionak, tamogatja a
neovaszkularizaciot, novekedési faktorokat és laktatot biztosit a
malignus sejtek szamara, valamint megvédi 6ket az immunrendszertdl
¢és a kemoterapiatol. A CAF-k citokinek, kis molekuldju mediatorok
¢és metabolikus enzimek széles skalajan keresztiil elnyomhatjak a helyi
immunvalaszt, eltavolitasukkal a mar kialakult tumorok
immunmedialt kilokodését lehet elérni. Melanomaban jol
dokumentalt, hogy a CAF-ok (melanoma associated fibroblastok,
MAF-ok) tobbféle modon képesek elnyomni az NK-sejtek aktivitasat.
Azt azonban még nem elemezték, hogy a MAF befolyasolhatja-e a
CD8+ citotoxikus T-limfocitdk (CTL) valaszat immunszuppressziv
citokinek felszabadulasan, metabolikus atprogramozason,

s

mas modjain keresztiil.



2 Célkitiizések

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a tumor mikrokornyezet

kritikus szerepet jatszik a daganatellenes immunitasban a daganat

kialakulasa és a check-point-blokadot célz6 immunterapiak soran.

Bér a melanoma az egyik legigéretesebb célpontja ezeknek a

terapiaknak, a MAF-ok és a CD8+ T-sejtek kozotti kolesonhatasokat

vizsgalo tanulmanyok, talan a MAF-ok nehéz izolalasa miatt még

nem Kkertiltek leirasra.

Tanulméanyom célja:

IL.

III.

Iv.

Megfeleld technika kidolgozasa primer melanomabol
vagy  cutan-metasztazisb6l = szarmaz6 ~ MAF-ok
izolalasara,

Izolalni normal dermalis fibroblasztokat (DF)
ugyanannak a betegnek a normal b6rébol.

Elemezni, hogy a MAF-ok hasonl6 modon
befolyasoljak-e a CD8+ T-sejteket, mint amivel képesek
elnyomni az NK-sejtek aktivitasat, és

Tisztazni a hataismechanizmusukat.



3 Modszerek

Tizenhat melanomas betegtdl gytijtottiink borbiopsziat a Semmelweis
Egyetem Borgyogyaszati, Venerologiai ¢és Dermatoonkologiai
Klinikajan.

MAF-ot és DF-ot izolaltunk melanomakbdl €s ugyanazon betegek
normal borébdl Melan-A-/gp100-/FAP+ stromasejtekként.
Egészséges véradok CD8+ T-sejtjeit MAF- és DF-kondicionalt
médium (CM) jelenlétében aktivaltuk, és a CTL-aktivacioval, az
effektorsejtek differencidlodasaval, az effektor molekulak
termelésével, az immunellendrzési pontok szabalyozasaval és az in
vitro 6lési aktivitassal kapcsolatos markereket aramléasi
citometriaval, illetve atiranyitott 6lési probakkal értékeltiik. A MAF
altal kozvetitett hatasokért felelds oldhaté mediatorokat ELISA,

aramlasi citometria és inhibitoros vizsgalatokkal azonositottuk.

4  Eredmények

4.1 A MAF-ok izoldlasa és jellemzése

A melanomas betegek elsddleges vagy attétes daganataibol a MAF-
okat differencialis adhézidval és tripszinizacioval ¢és specidlis
tapoldattal valasztottam el a melanoma sejtektol. A bona fide
fibroblasztok elsddleges tenyészeteinek széleskorti jellemzése

aramlasi citometriaval tortént, hogy igazoljuk azonossagukat és



kizarjuk a melanoma sejtekkel szennyezett mintakat. Harmas
markerpanelt hasznaltunk, amely a melanoma specifikus (melanA ¢és
gpl100) és a CAF markereket (fibroblaszt-aktivalo protein vagy FAP)
célozta meg. A 3% feletti melanA vagy gpl00 pozitivitast mutatod
MAF kultardkat kizartuk a tovabbi kisérletekbol. A kontrollként
szolgalo DF-ket nem tumoros, ép szélekbdl (a tumor sz€létol 1 cm-nél

tavolabb 1évo szovetekbdl) nyertem ugyanezzel a modszerrel.

4.2 A CD8+ T-sejtek korai aktivaciojat a MAF altal termelt
szolubilis faktorok gatoljak

A CDS8+ T-sejt-MAF kolcsonhatasok jobb megértése érdekében
el6szor azt vizsgaltuk, hogy a CD8+ T-sejtek aktivalodasanak korai
Iépéseit befolyasolja-e a MAF-bol felszabaduld oldhato faktorok
jelenléte. E célbol el6szor azt vizsgaltuk, hogy a MAF-ok
befolyasoljak-e a CD69 expressziojat, ami a CD8+ T-sejtek
aktivaciojanak egyik legkorabbi markere. Azt talaltuk, hogy az anti-
CD3/28 éltal aktivalt CD8+ T-sejtek MAF-CM jelenlétében kevesebb
CD69-¢t fejeztek ki a DF-CM jelenlétében aktivalt sejtekhez képest,

¢és a CD69-et expresszalo sejtek aranya is csokkent.

4.3 A CD8+ T-sejtek effektor molekuldinak termelését és
felszabadulasat a MAF feliiluszok szelektiven csokkentik



Ezutan megvizsgaltuk, hogy a MAF-bol szarmaz6 oldhatod faktorok
képesek-e modositani a citotoxikus T-sejt effektor molekuldinak
expressziojat vagy az 616 aktivitast. Az IFN-y és a granzim B (gzmB)
aktivacio  altal kivaltott termelését intracellularis aramlasi
citometriaval vizsgaltuk. A MAF- és a DF-kezelt CD8+ T-sejtek
kozott nem volt szignifikdns kiilonbség az IFN-y-termelés
tekintetében, az intracellularis gzmB szintje azonban szignifikdnsan
csokkent a MAF CM jelenlétében. A CD69-hez hasonléan mind a

gzmB-termelés, mind a gzmB-pozitiv sejtek gyakorisaga csokkent.

4.4 A MAF-bol szarmazo szolubilis faktorok gatoljak a CD8+

T-sejtek altal kozvetitett dlest

Mivel a gzmB termelés korreldl a citotoxikus T-sejtek 0616
képességével, az aktivalt CD8+ T-sejtek citotoxikus effektor funkcioit
is elemeztilk MAF-CM jelenlétében. Ebbdl a célbol megvizsgaltuk a
sejtek 0lési képességét. Megfigyeltiik, hogy a MAF CM-kezelt CD8+
T-sejtek szignifikdnsan kevesebb specifikus sejthalalt indukaltak,
mint a DF CM-kezelt csoport, ami dsszhangban van a gzmB-termelés

megfigyelt mérséklodésével.

4.5 A MAF-ok beavatkoznak a T-sejtek jelatvitelébe



Tekintettel arra, hogy a T-sejtek karosodott miikodését a megfeleld
kostimulacio hianya vagy az aberrans jelatvitel mas formai
okozhatjak, ezutan azt vizsgaltuk, hogy a MAF feliiliszo6 befolyéasolja-
e a T-sejtek teljes aktivaciojahoz és differencialodasahoz sziikséges T-
sejtes jelatvitelt. Kisérleti vizsgalatokban a korai (CD3C-lanc
aktivalasa), a T-sejtek jelatviteli eseményeit kovetd (NF-xB
aktivalasa), valamint a CD8+ T-sejtek késdi differencialodasahoz
kapcsolodd  kulcsfontossagu transzkripcids faktort (Runt-related
transcription factor 3 vagy Runx3) vizsgaltuk. A MAF feliiluszo
jelenléte csokkentette az NF-xB foszforilaciojat, mig a CD3(-t és a
Runx3-t nem befolyasolta. E megfigyelés alapjan a kovetkez6kben
foszfo-kinaz protein arrayt hasznaltunk, hogy tovabbi betekintést
nyerjiink a T-sejt receptoron (TCR) keresztiil bekovetkezo aktivaciot
kovetd koros jelatvitelbe. Bar a TCR jelatvitellel kapcsolatos kinaz
utvonalak tobbsége miikodoképes maradt, az NF-«kB aktivacio
alacsonyabb szintje a MAF-exponalt CD8+ T-sejtekben az ERK1/2
foszforilacid novekedésével jart egyiitt. Ezek az adatok egyiittesen
arra utalnak, hogy a MAF CM-exponalt T-sejtekben egyensuly
eltolodas van az aCD3 4ltal kozvetitett TCR-szignal és az aCD28 altal

biztositott kostimulacid kozott.

4.6 A MAF feliiluszo modositia a CD8+ T-sejtek

immunellendrzési pont receptorainak expressziojat



Ismert, hogy az immunellendrzési pont receptorok (ICR)
szabalyozzak a CD8+ T-sejtek aktivitdsit a tumorellenes
immunvalasz soran. Ezért azt szerettilk volna megvizsgalni, hogy a
MAF-ok befolyasolhatjak-e a CD8+ T-sejtek ICR expressziojat. A
programozott sejthalal fehérje 1 (PD-1), a T-sejt immunglobulin és
mucin-domain-tartalmu-3 (TIM-3), a limfocita-aktivalé gén 3 (LAG-
3), a T-sejt immunreceptor Ig és ITIM doménnel (TIGIT) és a B- és
T-limfocita attenuator (BTLA) expresszios mintazatat elemeztiik
MAF ¢és DF-CM-el torténd kezelés utan. A CD45RO+ nem-
naiv/memoria citotoxikus T-sejtekben a TIGIT és BTLA fokozott
expressziojat talaltuk a MAF-CM-nek valo kitettséget kovetden a DF-
CM-hez képest. A PD-1, TIM-3 vagy LAG-3 kifejezodését a CD8+ T
sejteken a MAF-CM nem befolydsolta a DF-CM-hez képest,

fiiggetleniil az aCD3/28 aktivaltsagtol vagy a naiv/memoria statusztol.

4.7 A MAF-ok az immunellendrzé pont-szabalyozoinak eltérd

spektrumat mutatjak

A CAF-ICR ligandok expresszioja és e molekulak lehetséges szerepe
a CAF dltal kozvetitett immunmodulacioban ellentmondésos. E
kérdés elemzése érdekében Osszehasonlitottuk a T-sejt-ICR-k
potencialis ligandjainak expresszidjat a MAF-k és DF-k kozott.
Vizsgaltuk a herpeszvirus belépési medidtor (HVEM), a Galektin-3,
Galektin-9, a programozott sejthalal-ligand 1 (PD-L1), a CDI55

(poliovirus receptor) és a T-sejt aktivaci6 V-domain Ig
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szuppresszoranak ~ (VISTA)  jelenlétét  és  expressziodjat.
Megallapitottuk, hogy a MAF-kban a negativ CTL-regulétorok, a
VISTA ¢és a HVEM expresszioja DF-khoz képest emelkedett.

4.8 A MAF-ok fokozott L-arginaz-aktivitast mutatnak és t6bb
CXCLI2-t valasztanak ki

Ezutan a MAF és CD8+ T-sejt interakcidkban szerepet jatszo
molekuldris utvonalak feltarasara torekedtink. A CAF-ok altal
szintetizalt immunmodulalé faktorokat korabbi beszamolok alapjan
valasztottuk ki. A szekretalt TGF-B, IL-6, CXCL12 és PGE2 szintet
ELISA-val elemeztik MAF-CM ¢és DF-CM esetében. Az
intracellularis L-arginin katabolizmust sejtlizitumokban vizsgaltuk
egy dedikalt L-arginaz-aktivitds-méréssel. Az indolamin-2,3-
dioxygenaz (IDO) altali L-triptofan-katabolizmust a CM-ben 1évo
kynurenin mérésével értékeltiik. L-arginaz aktivitast mindkét sejtben
kimutattunk, a MAF-ban a DF-hoz képest erdsen emelkedettnek
talaltuk. Ennek az eredménynek a megerésitése érdekében elemeztiik
az NO-termel6dést Osszehasonlitva a MAF és DF sejteket. Az L-
argindz és a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) aktivan versengenek a
szabad L-argininért, mint k6z0s szubsztratért, ezért a megnovekedett
arginaz-aktivitds a NOS szétkapcsolasat indukalja, ami csokkent NO-
termeléshez vezet. Valdban azt talaltuk, hogy a MAF jelentdsen
kevesebb NO-t termelt, mint a DF, ami arra utal, hogy a fokozott L-

argindz aktivitds és az ebbdl kovetkezd L-arginin hidny a MAF-ban
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elér egy kritikus szintet, ami elegendé ahhoz, hogy megzavarja a
normalis NO-termelést ezekben a sejtekben. Az IL-6 és IDO aktivitas
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a MAF-ok és a DF-ok ko6zott.
Sem a MAF-, sem a DF-CM-ben nem talaltunk kimutathato
mennyiségi TGF-B-t és PGE2-t, ami dsszhangban van azokkal az
eredményeinkkel, hogy a MAF- vagy DF-CM jelenléte vagy hianya
nem modositotta a kiils6 TGF-p hatasat a CTL-ek gzmB-termelésére.
Erdekes modon a MAF feliiliiszoban a szekretalt CXCL12 emelkedett
szintjét mutattuk ki, ami egybecseng mas kozleményekkel, amelyek a

CAF-ok emelkedett CXCL12-termelését irjak le.

4.9 A MAF-eredetii L-argindz a TIGIT és a BTLA fokozott
expressziojat indukalja a CD8+ T-sejtekben

Annak vizsgalatara, hogy a MAF-ok fokozott L-argindz aktivitdsa
felelés-e a MAF altal kivaltott CD8+ T-sejt szuppresszioért, BEC-
hidroklorid (az L-arginaz 1 és 2 erds, szelektiv inhibitora) jelenlétében
¢és hianyaban készitettiink MAF-CM-t és DF-CM-t. Ezutan az 6sszes
korabban megfigyelt, T-sejtekkel kapcsolatos funkcionalis aberraciot
ujraértékeltiik stabilitds szempontjabol L-argindz gatlas mellett és
an¢lkiil. Ezek az elemzések feltartak, hogy a MAF altal csokkentett
CD69 és gzmB expresszid és CTL-medialt 6lés nem allithatd helyre a
MAF-ok L-argindz aktivitasanak megsziintetésével. A BTLA ¢és a
TIGIT MAF-CM éltal megemelt expresszidja azonban semlegesithetd

volt az L-arginaz szelektiv gatlasaval. Ennek megerdsitése érdekében
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a MAF-okat CMV promoéter kontrollja alatt a teljes hossztisaga human
argindz 2-t kodold emlds expresszios vektorral transzfektaltuk, és
megvizsgaltuk a BTLA-ra és a TIGIT-re gyakorolt hatasat. Azt
talaltuk, hogy az argindz MAF-okban torténd fokozott expresszidja
tovabb novelte a BTLA és a TIGIT mennyiségét a CD8+ T-sejteken.
Osszességében ezek az adatok azt jelzik, hogy a BTLA és a TIGIT
CD8+ T-sejteken torténd kifejezodésének MAF altal kozvetitett

fokozasa L-arginaz-fliiggs jelenség.

5 Kovetkeztetések

Ez a tanulmany azt mutatja, hogy a MAF-ok elnyomjak a CTL-
aktivitast, és feltarja az arginaz kulcsszerepét ebben a jelenségben. A
sebészileg eltavolitott melanomakbol izolalt Melan-A-/gp100-/FAP+
MAF eredett feliiluszo in vitro gatolja a CD8+ citotoxikus T-sejtek
kiilonbozo funkcidit, beleértve a granzim B termelést és a daganatos
sejtek elpusztitasat. Ez a szuppressziv hatas korrelal a T-sejten
megtalalhat6 gatlo receptorok, példaul a TIGIT és a BTLA fokozott
expressziojaval, valamint a gatld receptorok MAF-bdl szarmazo
aktivatorainak (VISTA és HVEM) egyidejti novekedésével. A MAF
eredetii szolubilis faktorok és sejtlizatumok atfogé elemzése az
argindz/nitrogén-oxid aranyok jelentds eltérését mutatta ki ezekben a
sejtekben a normal bor fibroblasztokhoz képest. Az arginaz/nitrogén-
oxid tvonal gatlasa a MAF-okban megsziintette a MAF-oknak a T-
sejtekre gyakorolt TIGIT/BTLA-ndveld hatasat.
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Legjobb tudomasunk szerint ez az elsd olyan tanulmany, amely a
MAF altal kozvetitett CD8+ citotoxikus sejtek szuppresszidjat
mutatja be, és a MAF-bol szarmaz6 arginaz kozvetlen részvételére
utal a T-sejtek funkciojat gatld molekulak expressziojanak
szabalyozasaban. Ugy gondoljuk, hogy adataink fontos darabot
tesznek hozza a kirakds jatékhoz egy olyan izgalmas korszakban,
amikor az 0j generacios immunellendrzési pont-gatlokat, példaul a
TIGIT vagy a BTLA ellen iranyul6 antitesteket fejlesztik, és az
arginazt célzo molekuldris terapidkat klinikai vizsgéalatokban

tesztelik.
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