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Bevezetés

A rosszindulata daganatok kialakuldsdhoz a ma elfogadott modell szerint szamos genetikai
valtozas vezet. Ilyen példaul a novekedési faktoroktol vald fliggetlenedés, a kontakt gatlas
megsziinése, a programozott sejthaldl hibas miikddése, a genetikai stabilitds elvesztése, az
angiogenezis, invazid ¢és attétképzés. Mivel a malignus allapot kialakuldsahoz szamos
genetikai elvaltozas sziikséges, a daganatok el6bb-utobb Ohatatlanul az immunrendszer
Llatokorébe™ keriilnek, ezért talélésiikhoz az immunvalasz modulalasara van sziikség.

A nukledris faktor-kappa B (NF-kB) jelatviteli ut meghatdroz6 szerepet jatszik a
daganatos megbetegedésekben. Fokozott aktivitasa tobb tumor esetében megfigyelhetd, ¢és
kapcsolatba hozhaté a daganatképzés kiillonbozd 1épéseivel. Kemoterapia hatasara tovabb
emelkedhet az NF-kB aktivitds, amely megvédheti a daganatos sejteket a kemoterapia
indukalta sejthalaltol.

A daganatok kialakulasanak, attétképzésének és kemoterdpiaval szembeni rezisztenciajanak
fontos komponense a tumor-gazda kommunikacié és a megvaltozott tumor mikrokdrnyezet.
Ennek fontos medidtorai a tumorok altal kibocsatott exoszomak. Az exoszomak 20-100 nm
atmérdjii mikrovezikuldk, melyeket minden emlds sejt -beleértve a tumor sejteket is - képes
kibocsatani. Az exoszoémak endoszOémalis eredetliek; exocitozissal keriilnek ki a sejtbdl.
Hatasuk sokféle lehet; a hordozott fehérjék, receptorok, transzkripcids faktorok, mRNS-ek és
miRNS-ek révén befolydsolhatjadk a célsejtek muikodését. A tumorsejtek altal kibocsatott
exoszoOmak immunmoduldld szerepe még nem teljesen tisztazott. A tumor fejlodési
stadiumatol €és az exoszoOmak tipusatdl fiiggden mind aktivaldo, mind gatldé hatasukrol
beszamol a szakirodalom. Az exoszoémak altal atvitt informacidé befolyasolja a tumor sejtek
migracidjat, az apoptozist, az antigén-specifikus T sejt valaszt, megvaltoztatja a sejtek
polaritasat.

A melanoma a melanocitakbdl kialakuld rosszindulata, invaziv bdrdaganat; nagy
valoszinliséggel képez attéteket, genetikai variabilitasa még a tobbi tumorhoz képest is magas,
¢és hatékonyan kertiili el az immunvalaszt. Mindezek pontos mechanizmusa a mai napig nem
tisztazott. Egyik lehetséges oka, hogy a melanoma sejtekben az NF-kB jelatviteli Gtvonal
folyamatosan aktiv, melynek hatasara anti-apoptotikus, angiogenezisben szerepet jatszé és a
migraciot segitd fehérjék termelédnek. Egy masik lehetséges magyarazat a melanoma sejtek
exoszoma termelése. A tumor sejtek altal kibocsatott exoszomak megvaltoztathatjak a tumor

mikrokornyezetében 1évé sejtek fenotipusat, igy hozzéjarulhatnak, tobbek kozott, az



immunrendszer feliigyeletének elkeriiléséhez. A kemoterdpia az NF-xB szignalut aktivalasa

mellett az exoszoma termelés fokozddasahoz is vezet.

Célkituzések

Mivel az NF-kB jelatviteli utvonal komplex szerepet jatszik a daganatok kialakul4dsaban -
noveli a daganatok invazivitdsat, fokozza az attétképzést, tovabba egyik mediitora a
kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsanak -, munkam els6é felében a
potencialis NF-xB gatlo vegyiileteket vizsgaltunk. Céljaink a kovetkezdk voltak:

o A vanillinnek és kilenc analdégjanak az A375 human melanoma sejtek proliferaciojara
¢s NF-kB jelatviteli Gitvonalra gyakorolt hatdsainak vizsgélata.

o A doxorubicin ¢és ciklofoszfamid konvencionalis kemoterapids szerekkel ¢&s
vanillinekkel torténd kombinalt kezelések hatasanak vizsgalata melanoma sejteken in vitro.

o Az in vitro eredmények alapjan leghatasosabbnak taldlt vanillin analégok tumorellenes

hatasanak vizsgalata xenograft modellben.

A daganatok kialakulasanak, attétképzésének ¢s kemoterapiaval szembeni
rezisztenciajanak fontos komponense a tumor-gazda kommunikéci6é €s a megvaltozott tumor
mikrokornyezet. Ennek fontos mediatorai a tumorok altal kibocsatott exoszomak.

Munkdm madésodik felében célul thztik ki az exoszomdk altal medidlt tumor-gazda
kommunikaci6 alaposabb megismerését. Céljaink a kdvetkezok voltak:

o Sztenderd protokoll beallitdsa a BI6F1 egér melanoma sejtek altal termelt exoszomak
izolalasara, majd azok karakterizalasa.

o Az exoszomak kiilonb6z6 immunsejtekre: a dendritikus sejtekre, T limfocitakra és

makrofagokra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Alkalmazott modszerek

- A vanillinek ¢és citosztatikumok A375 melanoma sejtek osztdédédsara gyakorolt hatdsanak
vizsgalata XTT sejt proliferacids esszével
- Az NF-xB jelatviteli utvonal vizsgalata NF-kB-Luc.4 riporter rendszerrel stabilan

transzfektalt sejteken luciferaz essz¢é alkalmazasaval



- A vanillinek tumorellenes hatasdnak vizsgéalata in vivo NSG egér xenograft modell
segitségével

- Exoszomak karakterizalasa atomi erd- €s transzmisszios elekton mikroszkop segitségével

- Exoszomdk dendritikus sejtekre €s T sejt proliferaciojra gyakorolt hatasanak vizsgalata
[*H]-timidin inkorporacids teszttel

- Makrofagok citokin ¢és kemokin profiljanak vizsgalata multi-dot blot Proteome Profiler

Array segitségével

Eredmények osszefoglalasa

Munkam elsé részében az A375/NF-kB-Luc.4 (neo) melanoma riporter sejtek aldehid és/vagy
doxorubicin kezelés hatasara adott NF-kB valaszat ¢és a hatdanyagok proliferaciora gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A tiz aldehid kozil hat, a 2.4,6-trimetoxi-benzaldehid, a 2,5-dimetoxi-
benzaldehid, a 2-nitro-benzaldehid, a TBA, az ortho-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid
citosztatikus hatassal rendelkeztek. Koziiliik a leghatasosabban a 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid
és az ortho-vanillin gatolta az A375 human melanoma sejtek proliferaciojat. A doxorubicin
koncentraciofiiggden aktivalta az NF-kB jelatviteli utat. A doxorubicin kezelés hatasara
megemelkedett NF-kB valaszt a 2,4,6-trimetoxi-benzaldehid, 2,4-dihidroxi-benzaldehid, 2-
nitro-benzaldehid, 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid, ortho-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid
molekuldk hatékonyan csokkentették; koziilik a legaktivabbnak szintén az ortho-vanillin
bizonyult. Az ortho-vanillin nem csak a doxorubicinre adott NF-xB valaszt csokkentette,
hanem a melanoma sejtek alap (konstitutiv) aktivitasat is.

Az ortho-vanillin és 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid NF-xB gatlé hatasat egy masik csaladba
tartoz0 kemoterapias szer, az alkilald ciklofoszfamid esetében is megvizsgaltuk. A 4-
hidroperoxi-ciklofoszfamid, amely a ciklofoszfamid in vifro alkalmazhat6 aktiv forméaja, 12,5
uM-os koncentracidban 50%-kal novelte a sejtek NF-kB aktivitasat, amelyet az ortho-vanillin
43%-kal, mig a 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid 20%-kal csokkentett.

Az in vitro kisérletek alapjan legigéretesebbnek talalt ortho-vanillint és 2,4,6-
trihidroxi-benzaldehidet valasztottuk in vivo xenograft kisérleteinkhez. Klinikai modellt
felallitva A375 human melanomaval oltottunk NSG immundeficiens egereket, majd
megvizsgaltuk az aldehid monoterdpia és a ciklofoszfamid + aldehid adjuvans terdpia primér

tumorra gyakorolt hatasat. Az ciklofoszfamid és ortho-vanillin adjuvans terdpia mar a tumor



beadasatol szamitott 15. napon szignifikdnsan csOkkentette a primér tumor ndvekedését,
amely szignifikancia a kisérlet végéig megmaradt. Az ortho-vanillin monoterdpia a 20 napon
eredményezett szignifikans primér tumor csokkenést. A 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid
ciklofoszfamiddal kombinalt terdpiaként volt hatékony a tumor beadéasat kévetd 20 napon,
mig monoterapiaként a 15 és 20. napon gatolta jelentds mértékben a primér tumor
novekedését. A ciklofoszfamid kezelés csak a 20 napra fejtette ki szignifikins tumor
novekedés gatld hatésat.

Vizsgélataink soran kimutattuk, hogy mind az ortho-vanillin, mind a 2,4,6-trihidroxi-
benzaldehid tumor ellenes hatassal rendelkezik in vitro és in vivo korilmények kozott

egyarant.

Munkdm masodik rész€ben az exoszoémak immunodulald hatasanak vizsgélata soran
az elterjedten hasznalt B16F1 egér melanoma sejtvonalat hasznaltuk. Elsé 1épésként
beallitottunk egy sztenderd protokollt az exoszomak in vitro termeltetésére €s izolalasara,
amelyet tobbszori differencidl szlirést kovetden ultracentrifugalassal valositottunk meg. Az
exoszOoma preparatumok azonositasat és validalasat atomi eré mikroszkopia €s transzmisszios
elektronmikroszkop segitségével végeztik. Az irodalmi adatoknak megfelelé eredményt
kaptunk, az altalunk tisztitott exoszomak 20-100 nm-es mérettartomanyba esnek, €s nem
mutatnak belsd strukturaltsigok, amely kizarja a virusrészecskékkel vald esetleges
szennyezettséget. Ezt kovetden kimutattuk, hogy a melanoma sejtekbdl szarmazo exoszoémak
elosegitik a dendritikus sejtek funkciondlis érését, melyet a dendritikus sejtek hatasara
indukalt T sejt proliferdci6 mutatott. Az altalunk kapott eredmények ellentmondanak tobb
korabban megjelent tanulmanynak, amelyekben arrdél szamolnak be, hogy az exoszomak
megakadalyozzdk a dendritikus sejtek ¢érését, igy képtelenek fokozni a tumor ellenes
immunitast. Vannak olyan tanulmanyok is, amelyek arr6l szamolnak be, hogy az exoszoémak
fokozzak a tumor ellenes immunitdst. A tumor sejtek 4ltal termelt exoszémak
tumorantigéneket hordozva aktivaljdk a dendritikus sejteket, amelyek antigén specifikus
citotoxikus T sejt medidlta tumor ellenes hatast valtanak ki. Multhoff és munkatarsai
bizonyitottak, hogy a Hsp70/Bag-4 membran pozitiv hasnydlmirigy és vastagbél daganat
Kisérleteink sordn az exoszoma kezelés hatasara aktivalédott az NF-xB jelatviteli utvonal. A
makrofagokban aktivalt NF-xB jelatviteli tvonal Osszefliggésbe hozhaté olyan gének
expresszidjaval (VEGF, IL-6, TNF-a), amelye szerepet jatszanak a tumorigenezisben,

ravilagitva a makrofdgok tumorigenezisben betoltott szerepére. Mindezen adatok azt



sugalljak, hogy az exoszoma altal indukalt NF-kB jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik a
rosszindulatu folyamatok kialakuldsaban.

Az exoszOoma kezelés hatasdra megvaltozott citokin- és kemokin profil a makrofagok
alternativ aktivacidjat sugallja. Az exoszoéma indukcié a M1 és M2 citokin- €s kemokin
profiltol egyardnt eltérd, alternativ mintdzatot mutatott. A TIMP1 matrix metalloproteinaz
inhibitor szintjének csokkenése Osszefiiggésbe hozhatd a metasztazis képzéssel. A csokkent
tumorellenes M1-es immunvalaszt tiikrozheti az INFy és 1L-16 szintjének csokkenése és az
IL-1RA ¢és az ILI13 szintjének emelkedése, amelyek jol ismert gatléi az 1-es tipusu
immunvalasznak. A TIMP1 hatasa kétoldali lehet a tumoros folyamatokban. A matrix
metalloproteindzok gatlasan keresztiil megakadalyozhatja a tumorok invaziojat és metasztazis
képzését, mig martix metalloproteinaz-fliggetlen aktivitasa révén hozzdjarulhat a tumoros
folyamatok eldsegitéséhez. Ilyen példaul a mitogén- és az anti-apoptotikus hatds. A CCL2,
IL-8 ¢s MIP-1, amelyek a kisérleteink soran magas szinten expresszalodtak, osszefliggésbe
hozhatok a gyulladasos folyamatokkal, az angiogenezissel, tumorigenezissel ¢és a
sebgyogyulasi folyamatokkal. A MIP-2 ¢és IL8 (CXCLS8) kemokinek megnovekedett szintjét a
melanoma sejtekben konstitutivan aktiv NF-xB jelatviteli utvonal hatdsédnak tulajdonitjak.
Mivel azonban olyan kifejezetten anti-tumoralis hatasu citokin, mint a TNF-q, is jelen volt a
kisérleti rendszerben, egyértelmii tumortdmogato profil felallitdsa nem lehetséges.

Exoszoémadkra irdnyuld vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a B16F1 sejtek altal
termelt exoszoémak hatassal vannak az immunrendszer sejtjeire. In vitro koriilmények kozott
az exoszomak megvaltoztatjdk a dendritikus sejtek €s makrofagok funkcidjat; T sejt
proliferaciot €s NF-kB aktivaciot idéznek el6. A melanoma sejtek altal termelt exoszomak
hatasara a makrofagok citokin és kemokin profilja is megvaltozik. Az exoszoéma kezelés
hatdsadra tumort tdmogatd, €és tumoros folyamatokat gatldo citokinek ¢és kemokinek is
kimutathatdak voltak.

A megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a tumor sejtek altal kibocsatott
exoszoOmak immunoldgiai szempontbol aktiv résztvevéi a daganatos folyamatoknak. A
daganatok kornyezetében, sok tényezd miatt, eleve a kettes tipust polarizaltsag jellemz6. Bar
esetiinkben, in vitro kornyezetben, kettés arcot mutat a citokin és kemokin profil, az
exoszomak a daganatos kornyezetben nagy valdszinliséggel ezt a kettes tipust, vagyis tumor
tamogatd kornyezetet erdsitik. Kijelenthetjilk tehat, hogy az exoszomak daganatos
mikrokornyezet tobbi elemével szorosan kdlcsonhatva, aktiv szereploként vesznek részt a

tumorok fejléddésének kiillonbdzd szakaszaiban.



Kovetkeztetések

A vizsgalt aldehidek koziil a természetben is eléforduld ortho-vanillin és a 2,4,6-trihidroxi-
benzaldehid hatasosan gatoltak az A375 human melanomasejtek proliferaciojat. Az aldehidek
egyarant csOkkentették a melanoma sejtek alap- és a citosztatikum kezelés hatasara
megemelkedett NF-«xB valaszat. Az in vivo kisérletek soran az A375 huméan melanoma
sejtekkel oltott NSG egerek primér tumor ndvekedését is szignifikansan gatolta a 2,4,6-
trihidroxi-benzaldehid ¢és az ortho-vanillin, ciklofoszfamiddal kombimacids terapia ¢és
monoterdpiaként egyarant. Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy a vizsgalt aldehidek

vagy tovabbi analogjaik citosztatikum-kezelés adjuvansaként alkalmazhatoak.

A melandma sejtekbdl szarmazod exoszomak segitik a dendritikus sejtek érését, ezaltal
megnovekedett T sejt proliferaciot valtanak ki. Képesek aktivalni a makrofagokat, ami NF-
kB aktivacioval jar. Az exoszomaval kezelt makrofagok citokin/kemokin mintazata hatarozott
immunoldgiai aktivitast mutat és egyarant eltér a lipopoliszachariddal és interleukin-4-gyel
kezelt sejtek mintazatatol. Az melanoma sejtek altal termelt exoszomak komplex és egyedi

immunmodulalé hatasuk alapjan diagnosztikai vagy terapids célpontként javasolhatoak.
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