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3. Bevezetés és irodalmi attekintés

3.1 A rosszindulati daganatok kialakulasa

A rosszindulati daganatok kialakuldsdhoz a ma elfogadott modell szerint szamos genetikai
valtozas vezet. A rosszindulatu daganatokat szdmos tulajdonsaguk kiilonbozteti meg a
normdl szovetektdl: a ndvekedési faktoroktol vald fliggetlenedés, a kontakt gatlas
megsziinése, a programozott sejthaldl hibas miikodése, a genetikai stabilitas elvesztése, az
angiogenezis, invaziora ¢és attétképzésre vald képesség (Hanahan and Weinberg 2000).
Mivel a malignus allapot kialakuldsahoz szamos genetikai elvaltozas sziikséges, a daganatok
elobb-utobb oOhatatlanul az immunrendszer ,,latokorébe” keriilnek, ezért tulélésiikhoz az
immunvalasz moduléladsara van sziikség (Turley, Cremasco et al. 2015). A daganatos
szdvetet nem csak malignus sejtek épitik fel; a daganatok vazat kotdszdvet alkotja, 1 mm?
méret felett erekkel is rendelkeznek, és mai tuddsunk szerint kialakuldsukban a malignus
mikrokdrnyezet éltal ,,atprogramozott” immunsejtek is szerepet jatszanak. Mindezek miatt

a rosszindulata daganatok kialakuldsanak alapvetd eleme a tumor-gazda kommunikacio.

3.2 A daganatok kemoterapiaja

A daganatterapidban, ami eredetileg sebészeti eljarasokra és radioterdpiara korlatozodott, az
1950-es évektol megjelent a kemoterapia, ami a daganatos betegségek lekiizdésének egyik
legfontosabb eszkozévé 1épett eld. Hasznalhatd sebészeti beavatkozas vagy radioterapids
kezelés kiegészitdjeként, ilyenkor adjuvans terapidrdl beszélink; vagy Onmagaban
alkalmazva, neoadjuvans terapia formajaban.

A kemoterapias szerek listaja egyre boviil. Ma mar tobb csaladbodl tevodnek Ossze;
ilyenek az alkildlé szerek, antimetabolitok, topoizomeraz-géatlok, mikrotubulus
polimerizécio- és depolimerizacid-gatlok, DNS-be interkalalodo szerek,
platinaszarmazékok. A kemoterapids szereket foleg kombinacids terdpia forméjaban
hasznaljak (DeVita and Chu 2008).

A kemoterapia hatékonysaga az egyes tumortipusoktol fiiggden valtoz6. Vannak olyan
gyakori tumortipusok, ahol a kezelés hatékonysaga minimalis, ilyenek példaul az attétes
prosztata-karcinoma vagy a melanoma. Hatékonysagtol fiiggetleniil igaz viszont a
kemoterapidra, hogy sulyos, féleg a gyorsan 0sztddo szdveteket érintd mellékhatasokkal jar.

Tovabbi probléma, hogy az inherensen geneteikailag instabil tumorsejtek képesek lehetnek



,Kibijni” a szelekciés nyomas alol; rezisztensé valhatnak a konvencionalis kezelésekre.
Mivel a daganatok végsé eliminalasdban az immunrendszer is szerepet jatszik, a
kemoterapia immunszuppressziv hatasa is hatranyos lehet.

Mindezek miatt igen hasznos lenne olyan hat6anyagokat taldlni, amelyek a ma is
hasznalt, viszonylag jol ismert daganatellenes szerek hatékonysagat novelnék. Munkdm
egyik része ezt célozza, mégpedig egy jol ismert fliszeralapanyag, a vanillin, és rokon
aldehidek daganatellenes hatdsanak vizsgalataval.

A vizsgalatokat egy igen széles korben hasznalt €s viszonylag konnyen kezelhetd
daganatellenes szerrel, doxorubicinnel (adriamicin) kezdtiik, amely a DNS-be intekalalo
szer. Késobb attértiink egy melanoma kemoterapids kombindcioban is hasznalt szerre, az

alkilalo ciklofoszfamidra.

33 A daganatos mikrokornyezet

A folyamatos bioldgiai, kémiai és fizikai karcinogén hatasok ellenére daganatok csak ritkan
alakulnak ki szervezetiinkben. Ennek az egyik oka, hogy az immunrendszer folyamatos
ellendrzés alatt tartja a testiink sejtjeit. Virchow mar az 1800-as években leirta a leukocita
infiltraciot a szolid tumorokba, azonban az immunsejtek valtozatos szerepét a daganatok
kialakulasdban ¢és fejlodésében csak mostanaban kezdjiik megérteni. A daganatok
kialakulasa, fejlédése €s az immunrendszer altali elimindldsa (immune surveillance) egy
dinamikus folyamat (Dunn, Old et al. 2004). Mara egyértelmiivé valt, hogy a daganatos
mikrokdrnyezet igen komplex ¢és heterogén. A daganatok a tumor sejtek mellett sztroma
sejtek sokasagabol tevodnek Ossze (Tlsty and Coussens 2006). A sztroma sejtek kozé
tartoznak példaul az endotél sejtek, pericitak, fibroblasztok, mezenchimalis Ossejteket
(MSC, Mesenchymal stem cell) és kiilonb6z6 csontveld-eredetii sejtek (BMDC, Bone
Marrow-derived Cells) beleértve a makrofagokat, neutrofil garnulocitakat, hizdsejteket,
mieloid eredetii szupresszor sejteket (MDSC, Myeloid-derived suppressor cell), limfocitakat

(1. abra).
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1. abra: A primér tumor mikrokdérnyezete. A primér tumorban talalhaté daganatos sejtek mellett szamos
egyéb sztroma sejt is megtalalhato. Ilyen sejtek példaul a pericitdk, az endotél sejtek, fibroblasztok,
mezenchimalis Gssejtek (MSC), és a kiillonbdzo csontveld-eredetli sejtek (BMDC), mint makrofagok (tumor
asszocialt makrofagok, TAM), neutrofil granulocitak, hizosejtek, mieloid eredetii szupresszor sejtek (MDSC)
¢és limfocitdk (Joyce and Pollard 2009).

Immunolégiai szempontbol a daganatsejtek, a benniik végbemend genetikai és
epigenetikai valtozasok miatt megkiilonboztethetoek lehetnek az egészséges sejtektol. A
genetikai valtozasokkal jar6 Uj antigének megjelenése az adaptiv immunrendszert, mig a

konzervalt stresszmarkerek a velesziiletett immunrendszert aktivalhatjak.
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3.3.1 Természetes olosejtek

A daganatok korai felismerésében a velesziiletett immunrendszernek van elsédleges szerepe.
A természetes 6l0sejteknek (NK sejtek, Natural Killer cells) fontos szerepet tulajdonitanak
ebben a folyamatban (Smyth, Crowe et al. 2001). Az NK sejtek aktivacidjat eredményezi a
tumor sejteken nem megfeleld mértékii, vagy hianyzo6 f6 hisztokompatibilitasi komplex I
(MHC-I, major histocompatibility complex) expresszio. Az MHC-I altal kozvetitett gatld
szignal hidnyaban az NK sejtek aktivalodnak, és rovid idon beliil elpusztitjdk a daganatos
sejteket. Az MHC-I hidnyon kiviil a stresszfehérjék, példdul a szamos daganat altal
tultermelt hosokk fehérje 70 (HSP70, heat shock protein 70) is képesek az NK sejtek
aktivalasara (Juhasz, Lipp et al. 2013). A citotoxicitasban granzim és perforin exocitozisa és
halalreceptorok (TRAILR, Fas) is részt vesznek. Azaltal, hogy az NK sejtek interferon-
gammat (IFN-y) is termelnek, immunregulalo szerepiik is van: fokozzdk a makrofagok
0loképességét és aktivaljak az adaptiv immunrendszerhez tartozé dendritikus sejteket (DC)
¢s citotoxikus T sejteket. Azonban az NK sejtek egy csoportja citotoxikus lehet az aktivalt
CD8+ T limfocitdkra ¢€s dendritikus sejtekre is, ezéltal csokkentve a CDS8-medialta
tumorellenes valaszt (Rabinovich, Li et al. 2003, Hayakawa, Screpanti et al. 2004). Ez a
mechanizmus valoszinlileg egy ,kisiklott” fiziologids negativ feedback mechanizmus

eredménye.

3.3.2 T limfocitak

A CD4+ ¢s CD8+ T sejtek az adaptiv immunitas f6 helper és effektor sejtjei. Mig a CD8+
citotoxikus T sejtek tumorellenes hatasa jol definialt, a CD4+ T sejtek paradox mddon
viselkedhetnek a tumoros mikrokdrnyezetben. Amig vastagbél és tiido daganat esetében a
CD4+ T sejtes infiltracid kedvezd progndzis mutat, addig az emld és vese tumoros
folyamatokban csokkenti a tulélési esélyeket (Wakabayashi, Yamazaki et al. 2003,
DeNardo, Johansson et al. 2008). A Th sejteket korabban két csoportra osztottak. Az egyiket
az IFN-y, tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interleukin (IL)-12 és IL-2 expresszal6 Thl-
es sejtek alkotjak. A citokinek hatdsara a Thl sejtek reguldljdk az immunrendszer
felligyeletét azaltal, hogy fokozzak az antigén prezentalo sejtek (APC) antigén feldolgozasat
¢s prezentalasat az MHC molekulan, ezaltal CD8+ T sejt aktivaciot valtva ki. Az antigén-

specifikus aktivaciot kovetéen a Thl sejtek képesek elpusztitani a daganatos sejteket a
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magas IFNy, TNF-a és citolitikus granulumok kibocsatasaval. Igy tehat a Thl-es valasz
direkt és indirekt modon is képes befolyasolni a tumor ellenes vélaszt.

A masik csoportba az IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 és IL-13-at termeld Th2-es T sejtek
tartoznak. A Th2 sejtek megvaltoztatjak az adaptiv immunitast azaltal, hogy T sejt anergiat
valtanak ki, megakadéalyozzak a T sejt medidlta citotoxicitast és eldsegitik a B sejtek altal
vezérelt humoralis immunvalaszt. Ma mar tudjuk, hogy ezen a két csoporton kiviil tobb
kiilonboz6 altipust Th sejt 1étezik. Ilyenek példaul a follikularis T helper sejtek (Trn), az IL-
17-et expresszald Th sejtek (Th17) és a regulatoros T sejtek (Treg) (Wilson, Rowell et al.
2009). Ezzel parhuzamosan az egyes, kettes, 17-es (Tcl, Tc2, Tc17) és a regulatoros CD8+
T sejtek alpopulécioit is leirtak (Croft, Carter et al. 1994, Lu and Cantor 2008).

A CD4+ ¢és CD8+ T sejteken kiviil 1étezik két olyan sejtpopulacid, amelyek citokinek
hatdsara, vagy a TCR-en keresztl aktivalodnak. A természetes 010 T sejtek (NKT)
glikolipideket ismernek fel a nem-klasszikus MHC molekulan (CD1b) (Godfrey and Berzins
2007), mig a y/d T sejtek sokféle molekulat felismernek, de nem korlatozodik az MHC-n
valo bemutatasara (Carding and Egan 2002). A y/0 T sejtek citotoxikusak, mig az NKT sejtek
elsésorban citokin termelésiik révén jarulnak hozza a daganatok eliminalasahoz.

Az 6sszes T limfocita alcsoport tumoros folyamatokban betoltott szerepe és a tumorellenes
hatasa intenziven kutatott (Ruffell, DeNardo et al. 2010).

Klasszikus kutatasok kimutattdk, hogy IL-12 ¢és IFNy hatasara a Thlsejtek IFNy-t
termelve hozz4ajarulnak a citotoxikus CD8+ T sejtek differencialédasahoz €s osztodasahoz,
amelyek citotoxikusak a tumor sejtek szamara (Sharma, Zhu et al. 2005). Ezzel ellentétben
a Th2 sejtek transzformdld novekedési faktor-p (TGF-B) hatasara a CD4+ T sejtek
regulatoros sejtekké alakulnak, amelyek tdmogatjak a tumor immunitasat a CD8+ T sejtek
aktivacidjanak gatlasan keresztiil (Zou 2006). In vitro koriilmények kézott a Th2 CD4+ T
sejtek megakadalyozzak az emld karcinoma sejtek apoptdzisat, mig in vivo IL-4 termelésén
keresztiil tAmogatjak a tumor novekedését (DeNardo, Barreto et al. 2009).

Az IL-12-vel ellentétben az IL-23 eldsegiti a tumoros folyamatokat. IL-23 nem csak
a neutrofil granulocitdk €s a makrofagok tumorba valo beszlirddését befolydsolja, hanem
fokozza az angiogenezis kialakulasat és a gyulladasos mediatorok termelddését is a tumoros
mikrokdrnyezetben. Az IL-23 antagonizéalja az IL-12 és IFN-y hatdsat, amely citokinek
elengedhetetlenek a citotoxikus immunvalasz és a tumor ellenes limfocitak aktivalasahoz
(Langowski, Kastelein et al. 2007).

A Thl7-es sejtek jelenlétét kimutattak petefészek, prosztata és hepatocellularis

karcinoma esetében is, amely sejtek jelenléte rossz progndzisra utalt (Miyahara, Odunsi et
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al. 2008, Sfanos, Bruno et al. 2008, Zhang, Yan et al. 2009). Egér emldkarcinoma (4T1)
esetében is bizonyitottdk, hogy az IL-17 receptor géncsendesitése csokkentette a tumor
talélését €s novekedését. Az IL-17 szabalyozta hatds magyarazhatd lehet a neoplasztikus és
sztroma sejtek 1L-6 termelésével, amely hatdsan keresztiil Stat3 expresszio kovetkezik be.
A Stat3 aktivacioja mellett mas tumor novekedést timogatd és immunszupresszidban részt
befolyasolja (Nam, Terabe et al. 2008). A daganatok tipusatdl és mikrokdrnyezetiik
heterogenitasatol fliggden -ahogyan az altalanos gyulladasnak- az IL-17-fliggd gyulladasnak
is lehet mind pozitiv mind negativ hatdsa egyardnt a tumor ndvekedésére. Az MC38
vastagbél daganat sejtek fokozott ndvekedést mutatnak IL-17 deficiens egerekben (Kryczek,
Wei et al. 2009), mig B16 egér melanoma esetében az in vitro melanoma antigén hatasara
polarizalt Th17-es sejtek adoptiv transzfere eldsegitette a tumor ndvekedését (Muranski,
Boni et al. 2008). Ez a mechanizmus az IFN-y hatdsanak tudhato be; neutralizald
ellenanyagot alkalmazva megakadéalyozta a Th17 sejtek tumor ndvekedését eldsegitd
hatdsat, mig az IL-17 deficiens egerek tumorjaban kevesebb IFN-y termeld sejt volt

kimutathato.

3.3.3 Makrofagok

A makrofagok a természetes immunrendszer alkot6i, amelyek a csontvel6i mieloid
progenitor sejtekbol, a monocitdkbol differencidlodnak. A szovetekbe jutva érnek
funkcionalis makrofagokkd, az Un. hivatdsos antigén prezentald sejtekké (APC).
Fagocitalva, majd feldolgozva a sejteket és fehérjéket azok antigénjeit, a felsziniikon
folyamatosan expresszalt, MHC 1 ¢s MHC II molekuldkon képesek bemutatni a CD8+ ill.
CD4+ T limfocitaknak. Felismerik a virussal fert6zott, az apoptotizalo és a tumoros sejteket
egyarant. A humoralis €s celluldris immunvalasz soran regulatoros és effektor funkciot is
ellatnak.

A makrofagok egy igen heterogén populaciot jelentenek. A CD4+ T limfocitdkhoz
hasonléan a makrofagok is a fenotipusuktdl fiiggden hozzdjarulnak a tumorsejtek
elpusztitasahoz, de eldsegithetik a daganatok ndvekedését €s metasztazis képzését egyarant
(2. abra) (Henze and Mazzone 2016).

A makrofagokat két f6 csoportra oszthatjuk. Az egyik csoportba az Ml-es tipusu, vagy
klasszikus uton aktivalédott makrofagok, mig a masik csoportba az M2-es, alternativ uton

aktivalodott makrofagok tartoznak. A klasszikus tton aktivalodott M1-es polaritast
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makrofagok elpusztitjdk a mikroorganizmusokat és tumor sejteket, mig bdséges mennyiségii
gyulladéskeltd citokint termelnek. Ezzel ellentétben az M2-es tipust sejtek athangoljak a
gyulladasos valaszt és a Thl-es immunitast el0segitve az angiogenezist €s a metasztazis
képzését a kotdszoveti matrix atformalasaval (Mantovani, Sozzani et al. 2002).

Az Ml-es tipusu makrofagok a Thl-es citokinek (gyulladéaskeltd citokinek), mint
példadul IFN-y, TNF-a, granulocita-monocita kolonia stimuldlé faktor (GM-CSF) és
mikrobidlis termékek, mint példaul a bakterialis lipopoliszacharid (LPS) altal aktivalodnak.
Az IFN-y-t, amely az els6 szamu M1-es polaritast kivalto citokin a makrofagok és NK sejtek
egyarant termelik. Az IFN-y kiilonb6zd gének expresszidjat szabalyozza, mint példaul
citokin receptorok (IL6R, IL15R, IL2RA), sejt aktivaldo markerek (CD36, CD38, CD97) és
sejtadhézios molekulék (intracellularis adhézids molekula-1 (ICAM1), integrin alfa L, stb.)
(Martinez and Gordon 2014). Az M1 iranyaba polarizalt makrofagok nitrogén-monoxidot,
gyulladaskeltd citokineket és kemokineket termelve, tovabba antigénprezentald sejtként
funkcionalva aktivaljadk a citotoxikus CD8+ T sejteket, amelyek tumor ellenes hatast
mutatnak (Gajewski, Schreiber et al. 2013).

Az LPS a Toll-like receptor (TLR)-4-en keresztiil aktivalja és polarizalja M1-es
iranyba a makrofagokat. Ujabb kutatisok kimutattik, hogy TLR-4 fiiggetlen modon, az
inflammaszéma aktivacidjan keresztiil is képes makrofag aktivaciot kivaltani (Kayagaki,
Wong et al. 2013). A TLR4 aktivaci6 MyD88 és Mal/Tirap (Toll-interleukin 1 receptor
domént tartalmazo adaptor fehérje)-fliggé utvonalon keresztiil erds pro-inflammatorikus
profilt eredményez, amely hatasara gyulladasos citokinek (IFN-B, IL-12, TNF-a, IL-6, IL-
1B), kemokinek (CCL2, CXCL10, CXCL11) termelddnek tovabba antigén prezentalod
molekuldk (MHC I és MHC 1) és kostimulalé molekuldk expresszaldédnak a makrofagok
felszinén. Ezen profil kialakitasaban szerepet jatszik az nukledris faktor kappaB (NF-«xB) és
az aktivator protein-1 (AP-1) jelatviteli utvonal (Hu and Ivashkiv 2009).

A szoveti makrofagok kiilonbozé M2-es alternativ aktivacios fenotipus kialakitasara
is képesek Th2-es citokinek (IL-4, IL-13, IL-21), immunszupressziv citokinek (IL-10, TGF-
B) és/vagy gliikokortikoid hormonok, immunkomplexek és TLR agonistak hatasara. Az M2-
es makrofagokra jellemzd6, hogy nagy mennyiségli gyulladascsokkentd citokint €s kemokint
termelnek (IL-10, TGF-B, IL-1RA, CCL22), magas szinten expresszalnak manndz ¢€s
scavenger-A receptorokat, mig az IL-12 expresszids szintjiik alacsony és ezzel egy id6ben

alacsony antigén prezentacios képességgel rendelkeznek (Henze and Mazzone 2016).
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2. abra: A makrofagok kiilonb6z6 citokinek/kemokinek és egyéb faktorok hatiasiara mind tumor ellenes,
mind tumor timogato fenotipust mutathatnak. A klasszikus iton aktivalt, M 1-es tipusi makrofagok a tumor
eliminalasat tdmogat6 citokineket és egyéb faktorokat termelnek, amelyek citotoxikusak a tumor sejtekre
nézve. Ezzel ellentétben, az M2-es polaritasi makrofagok olyan citokineket termelnek nagy mennyiségben,
amelyek a tumorigenezist timogato, 2-es tipusti immunitas kialakitasara képesek (Ostrand-Rosenberg 2008).

Tumor asszocialt makrofagok

A makrofagok fenotipusa és az aktivacios allapota nagyban fiigg a kornyezetiik fizikai,
kémiai €s cellularis allapotatol. A malignus és sztroma sejtek altal termelt kemoattraktansok
hatdsara, mint pl. kemokin (C-C motivum) ligand 2 (CCL2), vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF), makrofag koldnia-stimulalo faktor (M-CSF), IL-10 és IL-6 a
vérben keringd monocitak a tumoros mikrokdrnyezetbe infiltralodnak. A tumor asszocialt
makrofagok (TAM) a tumor sztréma egyik f6 alkot6 elemei. Ezek a sejtek fibroblaszt (FGF)
¢és epidermalis novekedési faktort (EGF) termelve segithetik a daganatsejtek fennmaradasat,

tamogatjak az érképzodést (VEGF, FGF, TGF-B), proteazaik eldkészitik a kotoszovetet a
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tumoros invazidhoz, tovabba citokin- és kemokin termelésiik gatolja az adaptiv

immunvalasz kialakulasat (3. abra) (Hallam, Escorcio-Correia et al. 2009).

s :
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3. dbra: A tumor asszocialt makrofagok szerepe a tumorigenezisben. A daganat sejtek kemotaktikus
anyagok kibocsatasa révén odavonzzdk a monocitakat, amelyek tumor asszocialt makrofagokkd (TAM)
differencialodnak. Ezek a megvaltozott polaritdsu makrofagok olyan citokineket és kemokineket termelnek,
amely hatassal van az angiogenezisre, a matrix atrendezédésre, immunszupresszio kialakitasara igy biztositva
a tumor sejtek osztddasat és metasztazis képzését.

(http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011 0001 524 Immunologia/ch22s02.html)

A legtobb daganat esetében a TAM-ok M2-es polarizaltsagot mutatnak. A tumor
sejtek altal kibocsatott IL-10, kolonia stimulalé faktor-1 (CSF-1) és matrix komponensek
aktivaljak a makrofagokat és M2-es irdnyba polarizaljak azokat (Hagemann, Wilson et al.
2006). A TAM-r6l kimutattak, hogy alacsony antigén prezentacios képességgel
Sozzani et al. 2002). A TAM-ok szupressziv mediatorok termelése révén (pl. IL-10, IL-4,
TGF-p és indolamin-dioxigenaz (IDO) metabolitok) gatoljak a Thl-es valaszt és aktivaljak
a regulatoros T (Trg) sejtek miikodését. A Treg sejtek gatoljdk az effektor T sejtek €s
monocitak aktivitasat. A Tree sejtek tumor ellenes hatasa Osszefiiggésbe hozhat6 a fokozott
tumor novekedéssel (Sica, Larghi et al. 2008).

A CCL2 (MPC-1, monocita kemoatraktans protein-1) a leggyakrabban eléforduld

kemokin a tumoros mikrokornyezetben. A CCL2 kemokinrdl kimutattak, hogy nem csak a
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TAM-ok kemotaxisaban jatszik fontos szerepet, hanem pl. prosztata karcinoma esetében IL-
6 termelddésével egylitt timogatja a daganatos sejtek osztodasat és elésegiti a makrofagok
kettes tipusu, azaz tumort tdmogatd polarizalédasat (Roca, Varsos et al. 2009). A normal
melanocitakkal ellentétben a melanoma sejtek termelnek CCL2 kemokint. A melanoma
kornyezetbe (Nesbit, Schaider et al. 2001).

Erdemes megemliteni, hogy a kiilonb6zé egér és humén (emld, vese, petefészek)
tumorokbol szarmazé TAM-ok M1-es tipust citokin expresszidt is mutatnak, mint pl. TNF-
a, [IL-1B, IL-23, IL-6 és CXCLS8 a tumor tipusatol és fejlodési stadiumatdl fiiggden (Lin and
Karin 2007).

Mint az el6z6 példakbol is lathatjuk az immunsejtek tumor ellenes vagy tumor
tamogaté hatasat a tumor tipusa és annak mikrokdrnyezete hatarozza meg. Altalanossagban
elmondhatd, hogy az egyes iranyu polarizaltsaggal rendelkezd immunsejtek tumor
ellenes, mig a kettes tipusu sejtek tumor tamogaté tulajdonsagokkal rendelkeznek

(Johansson, Denardo et al. 2008, Ruffell, DeNardo et al. 2010).

34 A melanoma

A melanoma egyike a leggyakoribb daganatoknak. A melanomas megbetegedések
eléfordulasa ugrasszertien megemelkedett az elmult 30 évben. A fehérborii, gyengén
pigmentalt eurdpai rasszban jelentdsen nagyobb az el6fordulds gyakorisdga, mint az erésen
pigmentalt populacioban.

A melanoma a bor alaprétegében (stratum basale) talalhatd, melanint termeld
pigment sejtekbdl, a melanocitakbol kialakuld rosszindulata, invaziv bodrdaganat
(Bandarchi, Ma et al. 2010). Annak ellenére, hogy a melanoma kialakuldsanak
mechanizmusa és oka intenziven kutatott, a pontos folyamat még nem teljesen ismert.
Elfogadott tény, hogy a kockazati tényezok kozott fontos szerepet jatszik a genetikai hajlam
¢és a bort érinté UV sugarzas (Schreiber, Moon et al. 1984, Whiteman and Green 1999).

A melanoma fejlédése 6t kiilonb6zo stadiumra oszthatd. Az elsé 1épés egy mar
meglévd, vagy egy Ujonnan kialakuld anyajegy. A masodik stddiumban ez az anyajegy
szabdlytalanna valik; megvaltozik a morfologidja és a melanin termelése. A harmadik
staddium mar egy rosszindulati stddium, amelyet sugariranya novekvd stadiumnak is

neveznek (RGP; Radial Growth Phase). Ebben a stadiumban a primér melanoma lokélisan
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invaziv, de ekkor még hidnyzik a metasztatizalo képessége. Ennek a stadiumnak az
elérehaladédsaval jut el a megbetegedés az un. vertikdlis novekedési stddiumba (VGF;
Vertical Growth Phase), amelyet a melanoma progresszioja kdvet. Ebben a stddiumban a
melanoma sejtek besziirddnek a dermiszbe és képessé valnak az attétek képzésére. Utolsod
fazis soran a melanoma sejtek a nyirok- és vérkeringésbe jutva tavolabbi szervekbe is attétet
képeznek; leggyakrabban a majba, 1épbe, az agyba és a tiiddbe. A metasztatikus melanoma
10 éves tulélési aranya kevesebb, mint 15%.

Ahhoz, hogy a daganat képes legyen fennmaradni a szervezetben, meg kell keriilnie
az immunrendszer feliigyeletét. A melanomardl régdta ismert, hogy immunogén tumor, azaz
aktivalja az immunrendszert; a tumorbol késziilt mikroszkopos metszeteken gyakran
latszanak reaktiv immunsejtek. Az immunogenitasdra mutat rd az a tény is, hogy a
melanomarol irtdk le az els6 ismert human tumorantigéneket (van der Bruggen, Traversari
et al. 1991). A melanoma szamos antigént expresszal, ilyen példdul a MelanA/MART-1,
melyet a citotoxikus T limfocitdk MHC I molekulan prezentalva felismerik, ezaltal a tumor
kialakulasanak kezdeti stadiumaban képesek megakadalyozni a tumor novekedését. Bar
altalaban kimutathat6 a tumorellenes immunvalasz, korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy
a melanoma kiilonboz6 eszkozokkel képes elkeriilni és elnyomni ezt az immunvalasz, mint
példdul immunmodulalé citokinek és kemokinek termelésével (GM-CSF, makrofag
kemoatraktans protein 1 (CCL1), TGF-B, IL1-6 és IL-10) (Ilkovitch and Lopez 2008). Az
attétképzését segitik eld, hanem odavonzanak olyan sejteket, amelyek tovabb segitik a tumor
progressziojat, az angiogenezist, a kotdszoveti matrix atformalasat és immunszuppressziv
kornyezet  kialakitasat. = Melanomas  betegekben  megndvekedett — mennyiségl
immunszuppressziv keringé DC-t ¢és regulatoros T sejtet mutattak ki (McCarter,
Baumgartner et al. 2007). Egy masik sejttipus, amely 0sszefiiggésbe hozhaté a melanoma
immunszuppressziv mikrokdrnyezet kialakitasadval a mieloid-eredetli szupresszor sejtek
(MDSC). A CD4 + és CD8 + T sejtek szuppresszidja mellett az MDSC-k képesek gatolni az
a regulatoros T sejtek felhalmozodasat a tumoros mikrokdrnyezetben (4. abra). A TAM-ok,
amelyek M2-es polarizacioval rendelkeznek, tobb kiilonb6zé mechanizmussal tdmogatjak a
tumorigenezist (Mantovani, Sozzani et al. 2002, Sinha, Clements et al. 2007).

A melanoma altal befolyasolt szdmos, az immunrendszer feliigyeletét elkeriild
mechanizmus mellett, a melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak is szerepet jatszhatnak

ebben a folyamatban.
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4. dbra: A melanoma altal termelt faktorok immunszupressziv kornyezetet alakitanak ki. A melanoma
kiilonb6z6 citokinek, kemokinek, novekedési faktorok, tovabba matrix metalloproteindzok termelésén
keresztiil befolyasolja az immunsejteket. Részletes leirast 1asd a szovegben (Ilkovitch and Lopez 2008).

3.5 A melanoma terapiaja

A primér melanoma korai stadiumban miitéti eljarassal eltavolithato, viszont elérehaladott
allapotban igen rosszak a talélési esélyek. Attol fiiggden, hogy hol és milyen méretiiek az
attétek a kezelés magaban foglalhatja a sebészeti beavatkozast és/vagy besugarzast és/vagy
gyogyszeres terapiat. Mivel a melanoma gyakran képez agyi metasztazisokat, a besugarzast
leginkabb agyi attétek esetében alkalmazzak. A gydgyszeres kezelésnek harom f6 csoportja
van: kemo-, immuno-, és un. célzott terapia (targeted therapy).

A metasztatizal6 melanoma kezelésére a kemoterapiat mar tobb mint harom évtizede
alkalmazzak. A kemoterapias szerek magukba foglaljdk a DNS, RNS alkilal6 agenseket

(dacarbazin, temozolomid), DNS kdrosoddst okoz6 platina komplexeket (cisplatin,
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carboplatin), és a mikrotubulus polimerizacié- és depolimerizaciot gatlokat (vindesin,
vinblastin, vincristin, paclitaxol) egyarant. A felsorolt kemoterapias szereket leggyakrabban
kombinacios terapiaként alkalmazzdk. A legelfogadottabb a BOLD protokoll, amely
bleomycin (DNS toréseket hoz Iétre a sejtekben), vincristin (mikrotubulusok
Osszerendezddését akadalyozza meg), lomustin és dacarbazin (DNS, RNS alkilalo dgensek)
keveréke. Ezek a citosztatikumok csak kevéssel novelik a betegek talélését.
megismerése Uj terapidk kidolgozasadhoz vezetett. Mig 2011-ig kevés kezelési alternativa
volt elérhetd a melanoma kezelésére, mara boviilt a terdpids protokollok szdma. A
melanomak tobb mit 50%-ban BRAF mutécio figyelheté meg, amely a MAPK ttvonal
folyamatos aktivitasahoz vezet. Kisérleti stadiumban 1évé szelektiv BRAF inhibitorok, a
vemurafenib és debrafenib, hatdsosabbnak bizonyultak a kemoterapias kezelésekkel
szemben, megndvelve a betegek progressziomentes talélési esélyeit (Jang and Atkins 2013).
Sokat igér0 eljaras a ma még kisérleti stddiumban levé ,,checkpoint”
ellenanyagterapia. Ennek soran a T sejtes immunvalasz negativ regulatorait, a CTLA-4 (T-
limfocita-asszocialt antigén 4) és a PD1 (programozott sejthaldl protein 1) sejtfelszini

molekulakat inaktivaljak antagonista ellenagyag kezeléssel (Tang, Eldabaje et al. 2016).

3.6 A nuklearis faktor-kappa B (NF- kB)

A nuklearis faktor-kappa B transzkripcids faktort (NF-kB) 1986-ban fedezte fel Ranjan Sen
¢s David Baltimor (Sen and Baltimore 1986). A NF-«xB transzkripcios faktor fontos szerepet
jatszik a sejtmiikodés szabalyozasaban; tobbek kozott az immunsejtek aktivaciojaban, az
apoptozisban, a proliferacioban, a diferenciacioban és az onkogén transzformacidban
egyarant (Abraham 2000, Makarov 2000, Escarcega, Fuentes-Alexandro et al. 2007). Az
NF-«B jelatviteli ttvonal folyamatosan aktivitasat kiilonbozé daganatokban, mint pl. emld,
vastagbél, hasnyalmirigy, petefészek daganat és melanoma is kimutattak (Bours, Dejardin
et al. 1994, Sovak, Bellas et al. 1997, Wang, Abbruzzese et al. 1999, Amiri and Richmond
2005). Fokozott aktivitasa kapcsolatba hozhat6 a daganatképzés kiillonbozo 1€péseivel, mint
az angiogenezis, az invazio, az attétképzés.

Minden emlds NF-«B transzkripcids faktor rendelkezik egy er6sen konzervalt, ~300
aminosavbol allo Rel homoldg doménnel az N terminalison, amely szerepet jatszik a DNS-

hez val6 kotésben, a dimerizacidban és a gatld faktorokkal (IxB) valo kélcsonhatasban.
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Az emlds NF-kB fehérje csalad 6t tagbol all, melyeket két osztalyba sorolnak. Az
elsd osztdlyba a RelA (p65), RelB, és c-Rel tagok tartoznak, amelyek érett fehérje
formajaban expresszalodnak és egy transzkripciot aktivaldé doménnel rendelkeznek a C
terminalis végiikon. A masodik osztalyba tartozik az NF-kB1 (p105/p50) és az NF-kB2
(p100/p52), amely fehérjék nagyméretii prekurzor molekuldk (p100 és p105) formajaban
expresszalodnak. A p105 prekurzor molekulabol folyamatosan keletkezik a p50 alegység,
mig a pl100-bol csak stimulaciot kovetd proteolizisels keletkezik p52 alegység. Az osztaly
alkotni (kivéve a Rel B-t, amely kizardlag heterodimerek képzésére alkalmas), amelyeknek
kiilonb6zé DNS ko6td helyiik és affinitasuk van.

Az NF-«xB fehérjék a citoplazmaban, inaktiv formaban az inhibitor kappa B fehérjékkel
(IxB) dimert alkotva vannak jelen. Az IxB harom fehérjébdl all: IkBa, IkBp, IkBe. A fehérje
csalad tovabbi tagjai (IkBy, IkBo, IkB{, Bcl-3 és az IkBns) is azonositasra keriiltek.

Aktivacids szigndl hatdsdra, mint pl. stressz, ultraibolya sugarzas, citokinek,
szabadgyokok, kemoterapias szerek, bakterialis és virus antigének, stb. az IkB-kinaz (IKK)
komplex aktivalodik és foszforilalja az IkB-t. A foszforilaciot az IkB poliubiquitinizacioja,
majd 26S proteoszOmdban torténd degradacidja koveti. Az NF-xB alegységek
felszabadulnak ¢s transzlokalédnak a sejtmagba, ahol specifikus DNS prométer
szekvencidkhoz kotddve tobb gén atirasat szabalyozzék, mint pl. citokinek, novekedési
faktorok, sejt adhézios molekulak, pro- €s anti-apoptotikus fehérjék (Baldwin 2001). Az NF-
kB aktivacido tobb utvonalon valosulhat meg. A klasszikus utvonal soran az NF-xB
aktivacigjat a gyulladasos citokinek mellett (pl. TNF-a, IL-1) bakteridlis- és virusfertézések
valtjak ki. Az aktivacio specifikus receptorokon keresztiil valésul meg, mint pl. tumor
nekrozis faktor receptor 1 és 2 (TNFR1 és TNFR2) interleukin (IL)-1 receptor, T sejt
receptor (TCR), Toll-like receptor (TLR). Stimulacio hatasara az IKK komplex IKKf3, majd
IKKa alegysége aktivalodik, amely hatdséara foszforilalodik és degradalodik az IkB. Ez az
utvonal elsésorban a pS0:RelA és p50:c-Rel heterodimereket érinti.

Az alternativ utvonal soran a p52:RelB szelektiv aktivacioja valdésul meg; a p100
prekurzor fehérjébdl p52 keletkezik, amely a RelB-vel komplexet képezve transzlokalodik
a sejtmagba. Ezt az Gtvonalat a TNF citokin csalad tagjai aktivaljak, amely soran az IKKa
homodimerek szelektiv aktivacioja valosul meg az NF-«kB indukal6 kindz altal. Ez az itvonal
sziikséges a masodlagos nyirokszervek fejlodéséhez és a B sejtek éréséhez/tuléléséhez

(Caamano and Hunter 2002).
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Fontos megjegyezni, hogy az NF-kB transzkripcios faktor célgénjei kozé olyan
molekulak is tartoznak, amelyek fokozzak (pl. TNF-a), illetve gatoljak (pl. IkBa) az NF-xB
aktivaciot (Mitchell, Vargas et al. 2016).

Létezik egy harmadik, még nem teljes mértékben tisztazott NF-kB aktivacios utvonal
is, amely nem IKK fiiggd. Ezen utvonal sordn a kazein kinaz II aktivacid hatasara egy
szerin/treonin kindz foszforildlja az IkBa, felszabaditva az NF-kB molekulat a gatlas aldl.
Ezt az Gtvonalat az UV-A (320-400 nm) és UV-B (280-320 nm) sugérzas hatasara torténd
DNS karosodas valtja ki a nem melanoma tipusu bérdaganatok esetében (Sen and Baltimore
1986).

Az NF-xB transzkripciés faktorrdl tudott, hogy makrofagok esetében is tobb
kiilonbozé gén expressziojat szabalyozza. M 1-es stimulusok hatésara, mint pl. TNF-a, IL-1
¢s TLR ligandok aktivalodik a klasszikus NF-xB jelatviteli utvonal. De tobb a
tumorigenezist eldsegitd gén expresszidja is mint pl. VEGF, IL-6, TNF-a €s ciklooxigendz-2
(COX-2) is az NF-«kB szignaltranszdukciés tutvonal 4altal szabalyozott, amelyek

elengedhetetlenek a TAM-ok aktivaciojahoz (Biswas and Lewis 2010).

3.6.1 Az NF-kappa B aktivitas szerepe a daganatképzésben és a kemoterapias szerek

elleni rezisztenciaban.

Tobb daganat, mint pl. emld, vastagbél, hasnyalmirigy, petefészek daganat és melanoma
esetében kimutattak, hogy a tumor sejtekben az NF-«B jelatviteli itvonal folyamatosan aktiv
(Bours, Dejardin et al. 1994, Sovak, Bellas et al. 1997, Wang, Abbruzzese et al. 1999, Amiri
and Richmond 2005). Fokozott aktivitasa kapcsolatba hozhat6 a daganatképzés kiilonb6z6
1épéseivel, mint az angiogenezis, az invazio, és az attétképzes.

Ha egy sejtet stressz ér, tobbféle mechanizmussal igyekszik védekezni. A stressz
valasz egyik alapvetdé komponense az NF-kB szignalut. Ismert, hogy mas stresszorokhoz
hasonloan egyes citosztatikumok is novelik az NF-«B aktivitast, mint példaul a doxorubicin,
ciklofoszfamid (Das and White 1997, Tergaonkar, Bottero et al. 2003). A kemoterapias
szerek hatdsara aktivalodott NF-xB jelatviteli utvonal altal szabalyozott talélési
mechanizmusok hozzédjarulhatnak a kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia
kialakitasahoz (Fujioka, Son et al. 2012). A kemoterapia az NF-«B szignalut aktivalasa

mellett az exoszomatermelés fokozddasahoz is vezet (Lv, Wan et al. 2012).
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3.6.2 A nuklearis faktor-kappa B (NF- kB) és a melanoma

In vitro kisérletek bizonyitjak, hogy a huméan melanoma sejtvonalakban az NF-kB szignalut
folyamatosan aktiv a normal melanocitdkhoz képest (McNulty, Tohidian et al. 2001). Ez a
megfigyelés korrelal a klinikai adatokkal, miszerint a diszplasztikus anyajegyek és a
melanoma sejtek magjaban a p50 és RelA fehérjék magas szintli expresszidt mutattak a
normal borben 1év6 melanocitdkhoz képest (McNulty, del Rosario et al. 2004). A malignus
melanoma sejtekben az IKK folyamatosan aktiv, melynek eredményeként az IkB gyorsan
degradalodik, igy az NF-xB a magba lokalizalodik, ahol tobb gén atirdsat eredményezi
(Yang and Richmond 2001, Dhawan and Richmond 2002). Hs294T melanoma sejtekben
kimutattdk, hogy az IkBa degradicidja és szintézise kozotti egyensuly eltolodott a
degradacio iranyaba, amely az NF-kB transzkripcios faktor folyamatos aktivacidjahoz és
magba torténd lokalizacidjahoz vezet (Shattuck-Brandt and Richmond 1997). A melanoma
esetében kimutattak, hogy az NF-xB aktivacié hatasara anti-apoptotikus fehérjék (pl.
TRAF1, TRAF2, cIAP1, cIAP2, ML-IAP; survivin, Bcl-2), angiogenezisben szerepet jatszo
fehérjék (pl. VEGF, CXCL-8, CXCL-1, TNF-qa, IL-1) és a migraciot segitd fehérjék (pl.
ICAM-1, VCAM-1, MMP-k, COX-2) termelddnek (Amiri and Richmond 2005). Tovabba a
melanoma sejtek folyamatos NF-kB aktivacioja hozzajarul a CXCL1 fehérje
expresszidjahoz, amely fontos szerepet jatszik a melanoma pathogenezisében (Yang and
Richmond 2001). A melanomas estek tobb mint 50%-ban kimutathaté BRAF gén
szekvencidjanak megvaltozasa, ami zomében a BRAFV$E (az aminosav szekvencia 600.
Osszefliggésben van a fokozott IKK aktivacidval, és az ezt kisérdé IkBa ubiquitinizacioval és
degradacioval. Mindezek hatasara az NF-xB folyamatos aktivaciéja a melanoma sejtek

megnovekedett tulélését eredményezi (Liu, Suresh Kumar et al. 2007).

3.6.3 NF-kappaB gatloszerek feltételezett szerepe a tumor terapiaban

Mivel NF-xB jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik az onkogenezisben szdmos, a
jelatviteli utvonalat gatlo hatéanyag van kiprobalas alatt. A hatéanyagok részben mar
felhasznalasra jovahagyott, klinikai kiprobalas alatt 4116 és eldkisérletek alapjan hatasosnak
bizonyult komponensek (Basseres and Baldwin 2006).

Az NF-kB inhibitorokat kémiai tulajdonsagaik alapjan a kdvetkezd csoportokba soroljak:

- természetes ,,forrasbol” szarmazo kismolekulak, pl. kurkumin, rezveratrol
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- szintetikus kismolekuldk, pl. proteoszéma inhibitorok (pl.
VELCADE/Bortezomib/PS-341) és nem szteroid gyulladascsokkentdk (pl. szulfaszalazin)

- sejtpermeabilizal6 peptidek (SN-50)

- génterapia (IkBa-szuper represszor és NF-«kB ,,csali” oligonukleotid

overexpresszioja)

Az NF-kB inhibitorok a jelatviteli utvonal kiillonb6z6 pontjain hatnak. Kifejthetik hatasukat:
- az IKK direkt gatlasan keresztiil (Bay 11-7082)
- a proteoszoma gatlasan keresztiil (Bortezomib)
- megakadalyozhatjak a nukledris transzlokaciot (SN-50)
- megakadalyozhatjak az NF-xB kotddését a DNS-hez (nem szteroid
gyulladascsokkentdk) (Shen and Tergaonkar 2009).
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Proteoszoma inhibitorok

A proteoszoma fehérjebontd enzimkomplex felelds kiilonbozd fehérjék, tobbek kozott az
IxB csalad tagjainak a lebontasaért. Ebbdl kiindulva olyan proteoszoma inhibitorok,
amelyek megakadalyozzak az kB fehérjék lebontasat hasznalhatdak lehetnek a daganatos
megbetegedések soran az NF-kB jelatviteli utvonal gatlasara. A felndttkori T sejtes leukémia
esetében a PS-341 alkalmazasa stabilizalja az IxBo-t, kovetkezésképpen gatolja az NF-xB
jelatviteli Gitvonalat, amely a kdrosodott sejtosztodas gatlasahoz €s apoptozis indukcidjahoz
vezet (Nasr, El-Sabban et al. 2005). A nagy specificitasi proteoszéma inhibitor a PS-341
elfogadott terapias szer mieloma kezelésére, amely megbetegedés dsszefiiggésbe hozhat6 az
NF-«B jelatviteli itvonal nem megfelelé miikodésével (Richardson, Hideshima et al. 2004).
A PS-341-et hatasosnak talaltak glioblasztoma (Yin, Zhou et al. 2005) és melanoma esetében
egyarant. A melanoma sejtek osztddasét mar nanomolos (0,1-10nM) koncentracidban
megakadalyozza. Temozolomiddal egyiitt alkalmazva - amely egy konvencionalis
kemoterapids szer - a PS-341 proteoszéma inhibitor teljes melanoma remissziot

eredményezett xenograft egérmodellben (Amiri, Horton et al. 2004).

Thalidomidok és szarmazékai

A thalidomid gyulladdscsokkentd szer, amely tumor ellenes hatdssal is rendelkezik.
Mieloma multiplex estetében hatdsosnak talaltdk; a betegség korai stadiumaban
dexametazonnal egyiitt alkalmazva 70%-os valaszadasi ratat mutatott. Onmagéaban csak
mintegy 35%-ban bizonyult hatdsosnak (Rajkumar 2003). Bizonyitottak, hogy a kezelés
hataséra ledll a plazma sejtek osztodasa és apoptotizalnak, amely folyamat az NF-xB
jelatviteli Gtvonal gatlasan keresztiil valosul meg (Mitsiades, Mitsiades et al. 2002). A

thalidomid gatolja az IKK aktivitasat (Keifer, Guttridge et al. 2001).

Nem-szteroid gyulladdascsokkentok

A nem szteroid gyulladascsokkentékrdl altalanosan elfogadott, hogy gatoljak a COX-2
aktivitdsat, de mindemellett az is bizonyitott, hogy az NF-«kB jelatviteli utvonalat is
megcélozzak. Kimutattak, hogy a celecoxib, amely egy COX-2 inhibitor képes
megakadalyozni in vitro koriilmények kozott a TNF-a indukalta NF-kB aktivitasat azaltal,
hogy szupresszdlja az IKK és Akt aktivitdsat (Shishodia, Koul et al. 2004). A
szulfaszalazinrol, amely szintén egy nem szteroid gyulladascsokkentd kimutattdk, hogy
glioblasztoma sejtvonalak és primér sejtkultiirdkon egyarant sejtosztddast gatol és apoptozist

indukal, az NF-kB jelatviteli utvonal gatlasan keresztiil (Robe, Bentires-Alj et al. 2004).
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Kurkumin és IKK inhibitorok
A kurkumin egyike a legjobban kutatott komponenseknek, amelyrdl kimutattak, hogy
gatolja az NF-kB aktivitasat és az altala szabalyozott gének expresszidjat. Hatassal van a
tumorigenezis, az angiogenezis ¢s a metasztazis képzésének gatlasara egyarant (Panahi,
Darvishi et al. 2016). A kurkumin angiogenezis és metasztazis gatlo hatassal rendelkezik
egér melanoma modellekben. B16F10-¢l oltott egereket kurkuminnal kezelve szignifikansan
megakadalyozta a matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2) aktivitasat ezaltal csokkentette a
primér tumor ndvekedését (Banerji, Chakrabarti et al. 2004).

A BMS-345541 szelektiv IKKP inhibitor, amely reverzibilisen csdkkenti az IKK

crcr

crer

(Yang, Amiri et al. 20006).

Egy masik lehetséges IKK inhibitor az NBD (NEMO-k6té domén) peptid. Ez a rovid
peptid fuzionalva van egy Drosophila Antennapedia homeodoménnel, amely segiti a
membran transzlokaciot és magas affinitdssal kot az IKK komplexhez. Az NBD peptid
gatolja az NF-«kB jelatviteli utvonalat azaltal, hogy kotddik az IKKa és IKKf katalitikus
alegységekhez megakadalyozva a NEMO regulator fehérje kapcsolddasat. A375 melanoma
esetében, amelyre a magas szinti NF-kB aktivitas jellemz6, dozisfiiggéen sejtosztodas
gatlonak bizonyult. Az NDB kezelés megakadalyozta az NF-kB DNS-hez val6 kotddését és
kaszpaz-3 aktivacion keresztiil a melanoma sejtek apoptozistat indukalta (Ianaro, Tersigni et

al. 2009, Madonna, Ullman et al. 2012).

3.7 A vanillin (metil-vanillin; 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehid)

A vanillin legfébb komponense a Vanilla nemzetségbe tartozd6 ndvények termésének,
mindemellett kiilonb6z6 orchidea fajokban, a burgonya virdgaban, biikkfa és harsfa
kérgében is eléfordul. A vanilia 6 illatanyaga. Mivel a természetben igen kis mennyiségben
fordul el6, igy a felhasznalasra keriil vanillin jelentds részét szintetikus tton allitjak eld. A
vanillin széles korben alkalmazzak illatanyagként és izesitOként az élelmiszer és
gybgyszeriparban egyarant.

A vanillin biologiai aktivitasat eddig is intenziven kutattak. Kimutattak, hogy

spontan ¢és indukalt mutaciokkal szemben is védelmet nyujt, megakadalyozva a DNS
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karosodasat human sejtekben (King, Shaughnessy et al. 2007), Salmonella TA104
(Shaughnessy, Setzer et al. 2001) €és Escherichia coli (Shaughnessy, Schaaper et al. 2006)
fertézés esetében egyarant. Antioxidans (Kumar, Priyadarsini et al. 2004), antimikrobialis
(Fitzgerald, Stratford et al. 2004) és fajdalomcsillapito (Park, Sim et al. 2009, Beaudry, Ross
et al. 2010) hatasa mellett a sarldsejtes anémia (Abraham, Mehanna et al. 1991) esetében is
hatasosnak talaltak.

Annak ellenére, hogy a vanillin szinte egyaltalan nem toxikus (LDso=1330 mg/kg),
mégis fokozni képes kiilonb6z6 DNS karositd dgensek pl. a ciszplatin (Durant and Karran
2003) és mitomycin C (Gustafson, Franz et al. 2000) citotoxikus hatdsat.

Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a vanillin kezelés in vitro megakadalyozza a
- annak ellenére, hogy a primér daganat méretét nem befolyéasolja - a tiidoben kialakuld
attétek szamat szignifikansan csokkenti (Lirdprapamongkol, Sakurai et al. 2005). A tumor
sejtek anti-metasztatikus és invazid ellenes hatdsat tobbek kozott a  matrix
metalloproteinazok (MMP), leggyakrabban a MMP-9 gitlasan keresztiil valdsitjadk meg. A
hepatocellularis karcinoma esetében az MMP-9 gatlasdnak hatdsara az IxkB foszforilacidja
¢s degradacidja nem valosul meg, igy az NF-«xB szignalut is gatlodik (Liang, Wu et al. 2009).
A vanillin fokozza a TRAIL (TNF-hez hasonld apoptozist indukalé ligand)-indukalta
apoptozist human adenokarcinoma esetében (HeLa) azaltal, hogy gatolja az NF-kB valaszt
(Lirdprapamongkol, Sakurai et al. 2010). Tovabba bizonyitottdk, hogy a vanillin
megakadalyozza az LPS-indukalta NF-xB aktivaciot és a COX-2 gén expressziojat Raw
264.7 egér makrofagokban (Murakami, Hirata et al. 2007).

A vanillin kezelés nemcsak megakadalyozni képes a 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav
(TNBS)-indukalta vastagbélgyulladas kialakuldsat, hanem javitja a kialakult betegség
patomechanizmusat. A hatdsmechanizmus az NF-kB jelatviteli Gitvonal gatlasan keresztiil
valosul meg. Wu és munkatarsai bizonyitottak, hogy a vanillin in vivo koriilmények kdzott
vanillin kezelés csokkenti a bélszovet pro-inflammatorikus citokinjeinek (IL-1p, IL-6, IFN-
v, TNF-a) expressziodjat, mig az IL-4 gyulladascsokkentd citokin expresszidjat fokozza (Wu,
Chen et al. 2009).

Az eddigi tanulményok az mutatjék, hogy a vanillin az NF-kB szignaltranszdukcios
képzését és az angiogenezist egyarant, igy lehetdséget nyujt Ujabb tumor ellenes

hatéanyagok kifejlesztésére. Mivel a vanillin szinte egyaltalan nem toxikus, lehetdséget
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biztosit a daganatos sejtek érzékenyitésére olyan kemoterdpias szerekkel szemben, amelyek

aktivaljak az NF-«xB jelatviteli titvonalat.

3.8 Az exoszomak

Az els6 exoszomakkal kapcsolatos kutatdsok az 1980-as évekre vezethetéek vissza.
1981-ben Trams hasznalta el0szor az exoszoma elnevezést, amikor megfigyelte, hogy a
sejtekrdl levald vezikulumok a gazdasejtre jellemzd enzimaktivitast mutatnak (Trams,
Lauter et al. 1981). Majd ezt kdvetéen Johnstone és munkatarsai a retikulocitakrol lefiiz6do
transzferrin molekuldkat tartalmaz6, 50 um-es vezikuldkrol, azaz exoszomakrol szamolt be
(Johnstone, Adam et al. 1987). Az exoszomdk a sejtek altal kibocsatott vezikuldk egy
specialis csoportja, amelyek 30-100 nm atmérdjii, kettds membrannal koriilvett vezikulak.
A korai endoszomaék ,,forditott bimbodzassal” (reverse budding) multivezikularis testekbe
(MVB) tomoriilnek, majd elkeriilve a lizoszomalis emésztést, fizionalnak a sejtmembrannal,
amely soran az extracelluldris térbe szabadda valnak az exoszémak. A multivezikularis
endoszomak biogenezisét az un. ESCRT (endosomal sorting complexes required for
transport), a transzporthoz nélkiilozhetetlen endoszomalis komplexek végzik, de feltehetéen
mas utvonal is 1étezik (Trajkovic, Hsu et al. 2008). Az ESCRT-O0, -I és II komplex felismeri
¢s elkiiloniti az ubikvitinalt endoszomalis membran fehérjéket, az ESCRT III komplex pedig
nagy valosziniiséggel a membran lefiizddésben jatszik szerepet. Osszességében az ESCRT
az ubikvitinalt membran fehérjéket ismeri fel és multivezikularis endoszomaba valo
Rab GTP-4z 27a és 27b segiti el6. Az exoszomak keletkezésének és tartalmanak kialakulasa
még nem teljesen tisztazott. Mivel az exoszomak endoszémadlis eredetiiek, az eddigi
vizsgalatok azt mutatjak, hogy (példaul a melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak) nem
tartalmaznak a mitokondriumra, vagy endoplazmatikus retikulumra jellemzo fehérjéket
(Mears, Craven et al. 2004).

Minden emlds sejt altal kibocsatott exoszoma kozos jellemzdvel rendelkezik,
hasonl6: a szerkezetiik (kettés membrannal koriilvett vezikulumok); méretiik (30-100 nm);
denzitasuk (1,13-1,19 g/ml); 6sszfehérje tartalmuk (Thery, Zitvogel et al. 2002). A vezikulak
tartalma viszont igen valtozatos. A membrannal hatarolt kompartmentekben szignal
peptidek, mRNS-ek, microRNS-ek, lipidek és egyéb fehérjék talalhatoak, amelyek ingdznak
a donor ¢és a recipiens sejt kozott (Valadi, Ekstrom et al. 2007). Bizonyos fehérjék az

exoszomak membranjaban helyezkednek el, mig masok a vezikuldk lumenében taldlhatoak.
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Ezek a fehérjék magukba foglaljak a citoplazmatikus fehérjéket (tubulin, aktin, aktin kot
fehérjék, annexinek, Rab-fehérjék), és a jelatviteli folyamatokban szerepet jatsz6 fehérjéket
(protein kindzok és G-fehérjék). Gyakran el6fordulo fehérjék még a hdsokk fehérjék (Hsp73,
Hsp90), tetraspaninok (CD9, CD63, CD81, CDS82), a Fas ligand (FasL) és a TNF kapcsolt
apoptozis ligand (APO2L/TRAIL) (Simpson, Lim et al. 2009, Mathivanan, Ji et al. 2010).
Az exoszOémak fontos mediatorai a sejt-sejt kozotti komunikacionak; hatast gyakorolnak az
immunvalaszra, a tumoros mikrokdrnyezetre, az angiogenezisre ¢s a metasztazis képzésre
egyarant (Kahlert and Kalluri 2013).

Az exoszémak molekularis Osszetétele fiigg a kibocsatd sejt tipusatdl, pl. a
dendritikus sejtekbdl, a B-limfocitakbol és hizosejtekbdl szarmazd exoszémak membranja
gazdagon tartalmaz MHC I és MHC II molekulakat (Stoorvogel, Kleijmeer et al. 2002,
Thery, Zitvogel et al. 2002). Az epitélialis tumorsejtek altal szekretalt exoszémak epitélialis
sejtadhézios molekulat (EpCAM), mig a melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak
tumor-asszocialt antigént (Mart-1) hordoznak (Mears, Craven et al. 2004). A bél-, eml6- és
hasnyalmirigyrak sejtekbdl szarmazd exoszomak human epidermalis receptor csaladot

(HER) expresszalnak (Ciravolo, Huber et al. 2012).

Az exoszomak felvétele a recipiens sejt altal torténhet receptor medidlta
endocitozissal, pinocitdzissal, fagocitézissal vagy membranfizioval is. Kutatdsok
bebizonyitottdk, hogy a tetraspanin-integrin komplex nagymértékben hozzajarul az
exoszomak célsejthez torténd kapcsolddasdhoz (Milane, Singh et al. 2015). A gyulladasos
kornyezet képes fokozni olyan adhézids molekuldk, mint pl.: ICAM-1 expresszidjat a
membran felszinen, melyek az exoszémak célsejthez torténd kapcsolddasat segitik eld
(Clayton, Turkes et al. 2004). A kapcsolddast kovetd internalizacios 1épések egyelére nem
tisztazottak, de a T-sejt receptor/CD3 komplex, illetve a T-sejt vezérelte exoszomakon 1évo
CXCR-4 kemokin receptor jelenléte juxtakrin utvonalon keresztiil receptor-ligand
interakci6t feltételez (Blanchard, Lankar et al. 2002). Az exoszomék képesek kozvetlentil is
fuzionalni a célsejttel, ami tartalmuk azonnali citoplazmaba torténd felszabadulasahoz vezet.
Az internalizaci6 aktin citoszkeleton és foszfatidil-inozitol 3-kinaz fliggd fagocitdzis utjan
is bekovetkezhet (Mathivanan, Ji et al. 2010). A rakos sejtek vezérelte exoszomak specifikus
célbajuttatasa és metasztazis képzésben betdltott pontos szerepe egyeldre még nem tisztazott

(5. abra).
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5. abra Az exoszémak lehetséges intracelluliris kommunikacidja. A. Az exoszomak membranfehérjéi a
célsejt sejtfelszini receptoran keresztiil jelatviteli tvonalakat inditanak el (juxtakrin jelatvitel). B. Az
exoszémak membranfehérjéit protedzok hasitjdk az extracellularis térben. Az elhasitott fragmensek szolubilis
ligandként kotddni tudnak a célsejt sejtfelszini receptordhoz, amelyen keresztiil jelatviteli kaszkadot
indithatnak el. C. Az exoszomak fuzionalnak a célsejt membranjaval, igy azok tartalma nem szelektiv uton
bekeriil a célsejt belsejébe (Mathivanan, Ji et al. 2010).

Minden sejttipus, beleértve a tumor sejteket is, képes exoszomakat termelni €s
kibocsatani. Az egészséges/normal valamint a rdkos sejtek altal kibocsatott exoszémak
kiilonbségeir6l mar szdmos tanulmany beszdmolt, amelyek szerint az exoszémak
mennyisége és azok tartalma (foként a miRNS Osszetétele) is eltérd lehet. Szamos daganatos
sejtvonal esetében kimutattadk, hogy tobb exoszoémat termelnek, mint a normal sejtek. Riches
¢s munkatarsai példaul ravilagitottak arra, hogy egy normal human epitél sejtvonal és az
ebbdl szarmazd mellrak klon exoszoma kibocsatasa eltérd. Mig az egészséges sejtek 24 ora
elteltével (4,5+2,3) x 108, addig a rakos sejtvonal (53,2+1,6) x 10® exoszomat bocsatott ki
(Riches, Campbell et al. 2014). A tumorok hipoxids és savas kornyezete lehet az egyik
magyarazat a megnovekedett exoszéma termelésre (Parolini, Federici et al. 2009, Park, Tan

etal. 2010).
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3.8.1 Az exoszomak szerepe a gazda-tumor kommunikacioban

A tumor mikrokdrnyezete fontos szerepet jatszik az immunvalasz szabalyozasaban, a
daganatok fejlodésében ¢és a metasztazisok kialakulasaban egyarant. A tumorok
kemoterapids szerekkel és radioterapiaval szembeni rezisztencidjanak, az immunrendszer
feliigyeletének elkeriilése illetve immunszupressziv kornyezet kialakitdsanak egyik
lehetséges mechanizmusa az altaluk termelt exoszomak kibocsatasa lehet. A heterogén
tumorsejtek altal kibocsatott exoszoémak valtozatos tartalma és sokrétli hatasa Gsszetett

interakcios halozatot alakit ki.

Hong ¢és munkatarsai kimutattak, hogy a vastagbél daganatbol szdrmazd exoszoémak
gazdagon tartalmaznak sejtciklust szabalyoz6 mRNS-eket (legtobbjiik mitozisban vesz
hogy a tumor sejtek altal kibocsatott exoszomak szerepet jatszanak a daganat novekedésében
¢s metasztazis képzésében, valamint befolydsolhatjdk az angiogenezist (Hong, Cho et al.
2009). Hepatocellularis karcinoma esetében a tumorsejtek altal kibocsatott exoszomak
megvaltoztatjdk a TGF-B-aktivalt kinaz-1 expresszidjat €s jelatviteli tvonalat, amely
hatdsara tumorsejt proliferacié volt megfigyelhet6 (Kogure, Lin et al. 2011). A glioma sejtek
altal kibocsatott exoszomak membranjaban taldlhaté mutans epidermalis ndvekedési faktor
receptor (EGFRVIII) az exoszomak altal atszallitodhat a mutans receptort nem tartalmazo
sejtekbe. Az EGFRVIII integraci6 megnovekedett osztodasi képességgel, illetve anti-
apoptotikus gének nagyfokt expresszidjaval ruhazta fel a sejteket (Al-Nedawi, Meehan et
al. 2008). Az exoszOémdak részt vesznek a tumor mikrokdrnyezet és az angiogenezis
kialakitasaban. Prosztatadaganat sejtekbdl kiszabaduld exoszomak TGF-B1 fehérjét
tartalmaznak, mely eldsegiti a fibroblasztok miofibroblasztta torténd differencialodasat. A
miofibroblasztok esszencialis szerepet téltenek be a tumor mikrokdrnyezet kialakitdsaban és
az angiogenezisben (Webber, Steadman et al. 2010). Mitébb a rakos sejtek az exoszomak
segitségével membran kotott EGF receptort szallithatnak endotél sejtekbe, mely hatdséara az
aktivalodott autokrin VEGF/VEGEF receptor-2 tvonal angiogenezist valt ki (Al-Nedawi,
Meehan et al. 2009). A tumor mikrokdrnyezetében minden sejttipus képes exoszoma
kibocsatasra a tumor novekedésének kedvezo feltételeket 1étrehozva. Grange és munkatarsai
kimutattak, hogy a CD105 pozitiv vese karcinoma sejtekbdl (feltételezett tumor dssejtekbdl)
szarmazd exoszomak hatdsara az aktivalodott endotél sejtek in vitro koriilmények kozott
(Matrigélen) kapillaris-szerti struktarat mutattak. SCID egerekbe oltva a CD105-pozitiv

sejtekbdl szarmazo6 exoszomakat hozzajarultak a pre-metasztatikus kornyezet kialakitasahoz
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az allatok tlidejében azaltal, hogy MMP2, MMP9 és VEGF receptorl-et expresszidjat
fokoztdk (Grange, Tapparo et al. 2011). A rakos sejtek kozott onkogén fehérjék
szallitodhatnak exoszéma medialta transzporttal. Vastagbéldaganat esetében megfigyelték,
hogy a daganatos sejtekbdl szarmazd exoszomak mutans KRAS fehérjét szallitanak. Ezek
az exoszomak képesek a vad tipusit KRAS proteint expresszalo rakos sejtekbe jutva fokozott

sejtosztodast és tumorgenezist el6idézni (Demory Beckler, Higginbotham et al. 2013).

Kisérletek bizonyitjak, hogy a tumor sejtek altal kibocsatott exoszémak a
kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia kialakitdsdban is szerepet jatszanak. A
docetaxel rezisztens prosztata sejtvonalbdl szarmazd exoszomak hatisara a kemoterapias
szerre nem rezisztens sejtek is azzad valtak. A rezisztencia kialakuldsa az exoszomak altal
hordozott MDRI1 receptor atadasaval magyardzhatdo (Corcoran, Rani et al. 2012). A
melanoma sejtek esetében a ciszplatinnal szembeni rezisztencia, a ciszplatint tartalmazo

exoszoma kibocsatassal volt magyarazhat6 (Federici, Petrucci et al. 2014).

A daganatos sejtek altal kibocsatott exoszomak képesek befolyasolni az
immunrendszer miikodését. A tumor sejtek az immunsejtek toborzasaval segitik elé az
angiogenezist, a tumor invaziot és a metasztazis képzését egyarant (Joyce and Pollard 2009).
A tid6 tumorbol szarmaz6 exoszomak miRNS tartalma (miR-21 és miR-29a) a makrofagok
TLR aktivacidjan keresztiil gyulladdsos citokinek termelését valtja ki, ezaltal
prometasztatikus gyulladdsos kornyezetet 1étrehozva hozzédjarulhatnak a daganat
novekedéséhez €s a metasztazis képzéséhez (Fabbri, Paone et al. 2012). A daganatos sejtek
exoszoma medidlta Utvonalon keresztiil képesek meggatolni az immunrendszer tumor
ellenes hatasat. Chalmin és munkatarsai kimutattdk, hogy a tumor sejtekbdl szarmazo
exoszomak mieloid-eredetli szupresszor sejteket (MDSC) aktivalnak, amelyek T sejtek
gatlasan keresztiill immunszuppressziot valtanak ki. Az exoszOdma-asszocialt Hsp72
TLR2/MyD88 fliggd aktivaciot valtott ki a MDSC-ben, amely eredményeként IL-6
termelddését idézte elé megakadalyozva az immunrendszer feliigyeletét (Chalmin, Ladoire
et al. 2010). Tovabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a tumor sejtekbdl szarmazo exoszomak
Fas ligandot tartalmaznak. A Fas ligandot tartalmazé exoszoémak immunszuppressziv hatast
képesek kivaltani azéltal, hogy apoptdzist indukalnak a CD8" T limfocitdkban (Martinez-
Lorenzo, Anel et al. 2004).

Ezen megfigyelések alatdmasztjak, hogy a tumor sejtek altal kibocsatott exoszomak
képesek immunszuppressziv kornyezetet kialakitva tdmogatni ndvekedésiiket és
migraciojukat.
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4. Célkitiizések

Mivel az NF-«kB jelatviteli utvonal jelentds szerepet jatszik a daganatok kialakulasaban:
noveli a daganatok invazivitasat, fokozza az attétképzést, tovabba egyik mediatora a
kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia kialakulasanak, munkam elsé felében a
vanillin és kilenc potencialis NF-kB gatlo analogjanak vizsgalatat tliztiik ki célul:

. A vanillin és kilenc aldehid analog A375 huméan melanoma sejtek proliferacidjara és
NF-«B jelatviteli utvonalra gyakorolt hatdsainak vizsgalata.

. Vamillinekkel ¢€s konvenciondlis kemoterapids szerekkel, doxorubicinnel ¢&s
ciklofoszfamiddal, torténé kombinalt kezelés vizsgalata melanoma sejteken in vitro.

. Az in vitro eredmények alapjan leghatasosabbnak talalt wvanillin analégok

tumorellenes hatdsdnak vizsgélata xenograft modellben.

A daganatok kialakuldsanak, attétképzésének és kemoterapidval szembeni
rezisztenciajanak fontos komponense a tumor-gazda kommunikécio és a megvaltozott tumor
mikrokdrnyezet. Ennek fontos medidtorai a tumorok altal kibocsatott exoszomak.

Munkdm masodik felében célul tiiztik ki az exoszomdk altal medialt tumor-gazda
kommunikécid alaposabb megismerését.

o Sztenderd protokoll bedllitdsa a BI6F1 egér melanoma sejtek 4ltal termelt
exoszomak izolalasara, majd azok karakterizalasa.

. Az exoszomak kiilonb6z6 immunsejtekre: dendritikus sejtekre, T limfocitakra €s

makrofagokra gyakorolt hatasanak vizsgalata.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Vegyszerek

Az aldehideket beleértve az ortho-vanillint (o-vanillin) és a 2,4,6-trihidroxi-benzaldehidet
(TBA); a doxorubicin hidrokloridot és a ciklofoszfamidot a SIGMAt6l (St. Louis, MO,
USA) vésaroltuk. A 4-hidroperoxi-ciklofoszfamidot (4-HC) a Niomech-IIT GmbH német
cégtol (Bielefeld, Germany) rendeltiik. Az aldehidekb6l 100 mM-os tdrzsoldatot
készitettlink DMSO-t (Sigma) hasznalva, amelyet 4°C-ot taroltunk 4-6 héten keresztiil.

A doxorubicin hidrokloridot fizioldgias sdoldatba oldottuk be (10 mM), majd felhasznalésig
-20°C-on taroltuk. A kisérletek soran a torzsoldatbol tapfolyadékkal higitottuk a megfeleld
koncentracio elérése érdekében az anyagokat.

Az in vitro sejtes esszékben a DMSO (Sigma) koncentracié sosem haladta meg a 0,25%-ot.
A ciklofoszfamid ¢és 4-HC oldatot a kezelések eldtt frissen készitettiik foszfat-pufferelt

sooldat (PBS, Sigma) hasznalataval.

5.2 Sejtkultarak és sejtvonalak
5.2.1  A375 human melanoma sejtvonal

Az A375 humdn melanoma sejtvonalat (American Type Culture Collection, ATCC,
Chicago, IL, USA) 10% szérummal (Sigma) kiegészitett DMEM-F12 (Lonza, Basel,
Switzerland) tapfolyadékban tenyésztettiik 37°C-os, 100% parat és 5% COz-ot tartalmazd
termosztatban. Az A375 humédn melanoma sejtek hasznalataval hataroztuk meg a vanillinek
¢s/vagy citosztatikumok toxicitasat, majd immundeficiens NSG egerekbe oltva vizsgaltuk
az aldehidek és/vagy ciklofoszfamid primér tumor ndvekedésére gyakorolt hatdsat (lasd
,Allatkisérletek” fejezet).

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az aldehidek és/vagy citosztatikumok NF-«kB jelatvitelre
gyakorolt hatasat, az A375 huméan melanoma sejteket pNF-kB-Luc 4 (neo) plazmiddal
transzfelktaltuk, Lipofectamine 2000 (Invitrogene™) transzfekcios reagens segitségével. A
transzfekcios hatékonysag ellendrzésére pEGFP (z6ld fluoreszcens fehérjét kodolod plazmid)
plazmidot hasznaltunk. A transzfekciot kovetd 48 ora elteltével a transzfekcios hatékonysag
78% volt, amelyet aramlasi citométer segitségével hataroztuk meg (FACS). A transzfekciot

kovetéen G418 szelekcidval (200 pg/ml; Sigma) stabil kloénokat készitettlink. A

34



legmagasabb luciferdz aktivitast (NF-xB aktivitast) mutaté klonokat felszaporitottuk és

lefagyasztottuk. Kisérleteink sordn a 4. szamu klont hasznaltuk.

5.2.2 B16F1 egér melanoma sejtvonal

A BI6F1 sejtvonalat (DTP, DCTP Tumor Repository, Fredrick, MD, USA) Dulbecco’s
modified Eagle’s médiumban (DMEM, Mediatech Inc., Manassas, USA) tenyésztettiik,
amelyet 10% hdinaktivalt magzati borju szérummal (FCS, HyClone™, South Logan, USA),
1% MEM nem esszencialis aminosavval, 1% MEM vitaminkészitménnyel és 1% natrium-
piruvattal (Invitrogene™, Carlsbad, CA, USA ) egészitettiink ki. A sejteket 37°C-os, paras
kornyezetben, 5% COa»- ot tartalmazd termosztatban tenyésztettiilk. A melanoma sejtvonalat

exoszoma termeltetésre hasznaltuk.

5.2.3 Raw 264.7 és Raw264.7/NF-kB-Luc. egér makrofag sejtvonal

A Raw264.7/NF-kB-Luc. egér makrofadg sejtvonalat korabban Kusz Erzsébet készitette
(Eder, Vizler et al. 2009). Kisérleteink soran a 12-es, stabilan transzfektalt klont hasznaltuk.
Mindkét Raw264.7 sejtvonalat 10% szérummal kiegészitett (PAA, Laboratories GmbH,
Colbe, Germany) DMEM-F12 (Lonza) médiumban tenyésztettiikk, 37°C-on, maximalis
paratartalom és 5% CO; mellett. A transzfektalt sejtek szelekcidjadhoz 200 pg/ml G418-at
hasznaltunk a sejtek kozvetlen felolvasztasat kovetden. Munkank soran vizsgaltuk a B16F1

melanoma sejtek altal termelt exoszomak hatasat a Raw264.7 makrofagok aktivaciojara.

5.2.4  Primér dendritikus sejtek és CD4+ T sejtek

A dendritikus sejteket 8-10 hetes C57BL/6 ndstény egerek comb- ¢és sipcsontjainak
csontvel6jébdl izoldltuk. Az izolalast kovetden az éretlen dendritikus sejteket RPMI1640
(Lonza) médiumban tenyésztettiik, amelyet 10% FCS-el (PAA), 2 mM glutaminnal, 100
U/ml penicillin/sztreptomicin keverékkel és 20 ng/ml rekombinans egér GM-CSF-el (R&D
Systems Inc. Minneapolis, MN, USA) egészitettiink ki. Az izolalast kovetd 6. napon
exoszomaval (600 pg/ml Osszfehérje tartalom), B16F1 sejt feliiliszoval, mig pozitiv
kontrollként, azaz dendritikus sejt aktivatorként, 100 ng/ml LPS-el kezeltiik a sejteket.
Funkcionalis negativ kontrollként rekombindns RANTES kemokin (1 pg/ml; Peprotech,
Rocky Hill, NJ, USA) kezelést alkalmaztunk.
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A CD4+ T sejteket az R&D Systems altal forgalmazott egér T sejt izolalo kit (Mouse
T Cell CD4 Subset Column Kit, R&D Systems) segitségével tisztitottuk négy-négy db 8-10
hetes C57BL/6 ndstény egér 1épébdl. A CD4+ T sejteket (5x10° sejt/lyuk) és az indukalt
dendritikus sejteket (10* sejt/lyuk) U alju 96 lyuki lemezen 72 oOran keresztiil egyiitt
inkubaltuk, majd 3H-timidin inkorporacids esszé segitségével hatdroztuk meg a T sejt
proliferaciot. A kokultirahoz lyukanként 1 pCi [*H]-timidin hozzdadasat kovetden 18 oran
keresztiil inkubaltuk a sejteket, majd folyadékszcintillacios detektorral (TRI-CARB 210 TR,
Packard) mértiik a [°’H]-timidin beépiilését.

A maximalis T sejt proliferaci6 elérése érdekében reseptor agonista anti-CD3 és anti-
CD28 ellenanyagokkal (2,5-2,5 pg/ml, BD Biosciences, San Jose, USA) kezeltiik a sejteket.
A T sejt proliferacié egy masik kontrolljaként dendritikus sejt médiumot hasznaltunk,

amelyhez hasonlitottuk a kiillonb6z6 kezelés hatasara kapott proliferacios értékeket.

5.3 Luciferaz esszé

Az A375/NF-kB-Luc. (neo) stabilan transzfektalt sejteket 96 lyuka ,,luminoplate”-re
(Corning-Costar; Zenon Biotechnology Ltd., Szeged, Hungary) raktuk ki 3x10*
sejt/lyuk/200 pl tapfolyadék siiriségben. A kovetkezé napon 10; 5; 2,5; 1,25; 0,65 uM
doxorubicinnel ¢és az aldehidekkel (250 uM) kezeltiik a sejteket. Kisérleteink soran a
doxorubicin mellett egy masik kemoterapias szer, a ciklofoszfamid in vitro aktiv formajat 4-
HC is vizsgaltuk. Az 50; 25; 12,5; 6,25; és 3,125 uM 4-HC-ot 250 uM-os aldehid kezelés
mellett, vagy anélkiil alkalmaztuk. A kezeléseket kovetd hat ords inkubacio elteltével
lyukanként 200-200 pl PBS-sel mostuk, majd lizaltuk (1 x Bright-Glo Cell Culture Lysis
reagent, 20-20 ul/lyuk; Promega, Madison, WI, USA) a sejteket. A luciferaz szubsztrat
hozzaadasat kovetden (Bright-Glo Luciferase Substrat, 20-20 pul/lyuk; Promega)
luminométer segitségével azonnal meértiik az enzimreakci®é hatdsara keletkezd
fényfelvillanasokat (Luminoscan Ascent Scanning Luminometer, Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA). Az enzimreakcié soran keletkezd fotonok szdma (a mért

luciferaz egység) aranyos az NF-«xB jelatviteli ut aktivitasaval.

A Raw/NF-xB-Luc. (neo) makrofagokat 5 x 10° sejtsiirtiségben, 200 ul tapfolyadékba tettiik
ki lyukanként egy 96 lyuku atlatszo fenekli, szinezett falt ,,luminoplate”-re (Corning-
Costar). Kovetkezé nap B16F1 melanomabdl tisztitott exoszomaval (600 ug/ml 6sszfehérje

tartalom) €s 100 ng/ml LPS-el (Sigma) indukaltuk azokat. Hat 6ras inkubdaciot kovetden
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mostuk ¢és lizaltuk a sejteket, majd szubsztrat hozzaadasat kovetéen mértiik a luciferaz

aktivitast, ahogyan a A375/NF-kB-Luc. sejtek esetében.

5.4 Sejtosztodasi esszé

Az A375 human melanoma sejteket tripszinezést kovetden lapos alji 96 lyuku sejttenyésztd
lemezre (Sarstedt AG &Co, Niinbrecht, Germany) tettiik ki 1x10* sejt stirliséggel lyukankét,
200-200 pl tapfolyadékba. Masnap 10; 5; 2,5; 1,25; 0,65 uM doxorubicinnel, vagy 50; 25;
12,5; 6,25; és 3,125 uM 4-HC-dal és az aldehidekkel (250 uM) valo kezelést kovetden 48
oran keresztiil 37°C-on, 5% COz és 100% paratartalom mellett inkubaltuk a sejteket. Az
A375 melanoma sejtek szdmanak valtozasat XTT teszttel hatdroztuk meg (XTT Cell
Proliferation Assay Kit, Apply Cham, Darmstadt, Germany).

5.5 Exoszomak izolalasa

2x107 B16F1 sejtet 75 cm? sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiink. 70% konfluencia
elérésekor tapfolyadékot cseréltiink a sejteken. Az ezt kdvetd 2-4. napon gyiijtottik a
feliiluszot. Az exoszématermelés optimumat a melanintermelés mértéke alapjan allapitottuk
meg; amikor a tapfolyadék szine sotétbarnara/feketére valtozott, legyiijtottiik a feliiluszot.
B16F1 sejtek feliiliszojat a sejttormelék kitilepitése érdekében 4°C-on, 3900 x g-n, 10
percen keresztiil centrifugéltuk, majd 0,22 um-es sziirén (Merck Millipore KGaA, Billerica,
MA, USA) atszurtiik. Ezt kdvetoen egy oran keresztiil ultracentrifugélassal (150.000 x g)
ilepitettiik ki az exoszomakat. A pelletet kétszer PBS-sel mostuk, majd DPBS-ben

felszuszpendaltuk. Az igy kapott exoszémakat felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

5.6 Az exoszomak strukturalis vizsgalata

Az exoszomak struktaradlis vizsgalatdit atomi erd mikroszkopia és transzmisszios
elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével hatarozta meg az MTA-SZBK Biofizika
Intézetében Dr. Szegletes Zsolt és Dr. Sikloés Laszlo. Az atomi erd mikroszkopids mérés
Asylum MFP-3D fejjel és Molecular Force Probe 3D vezérldvel (Asylum Research, Santa
Barbara, CA, USA) tortént, MFP-3D Xop program hasznalataval (IGOR Pro software,
version 5.03, Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA).
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5.7 Az exoszomak fehérjetartalmanak meghatarozasa

Az exoszOma preparatumokat az Osszfehérjetartalom mérése alapjan sztenderdizéltuk, a
fehérjetartalmat Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

segitségével hataroztuk meg, a leirasnak megfelelden.

5.8 Citokinek és kemokinek detektalasa ,,proteome profiler” segitségével

10%kezelés Raw264.7 egér makrofag sejtet 100 ng/ml LPS-el, 600ug/ml dsszfehérje
tartalmu exoszomaval és 20 ng/ml IL-4-el (R&D Systems) kezeltiink. Az LPS kezelés
hat4séra a makrofagok 1-es tipusu polarizaltsagot, mig az IL-4 kezelés hatdsara 2-es tipust
polarizaltsdgot mutatnak. Kontrollként tapfolyadékot hasznaltunk. 24 o6rds inkubéciot
kovetden legyljtottiik a feliilluszot. A Raw/264.7 egér makrofagok alapallapotdban és
indukci6 hatasara termelt kiilonb6zo citokinek €s kemokin expressziojat a Mouse Cytokine
Array Panel A (Proteome Profiler Array, R&D Systems) segitségével hataroztuk meg, a
mellékelt protokoll kdvetésével. A Proteoma Profiler egy multi-dot blot technika, amelyben
a kapott pottyok maximum strtiségét az ImagelJ 1.45s, (NIH, Beathesda, MD, USA) program

segitségével hataroztuk meg.

5.9 Allatok és allatkisérletek

Kisérleteink sordn 6-8 hetes immundeficiens him NSG (NOD.Cg-Prkdcscid
[12rgtm1Wjl/SzJ) és immunokompetens Balb/c egereket hasznaltunk. Az NSG egereket a
Charles River Hungary-t6l, mig a Balb/c egereket az MTA SZBK éllathazabdl vasaroltuk.
A kisérleteink soran az allatokat allandd, kontrollalt koriilmények kozott (12 6ra fény/12 6ra
sotét ciklus, 21°C tartdsi homérséklet, igény szerint hozzaférhetd ivoviz és normal

ragcsalotap) tartottuk.

5.10 Toxikologiai vizsgalat

A vanillinek in vivo tumorellenes hatdsanak vizsgalatait megelézden a két kivalasztott
aldehiddel toxikologiai kisérletet végeztiink. A kisérlet kivitelezéséhez 6-8 hetes him Balb/c
egereket hasznaltunk. Randomizélast kdvetden harmas csoportokra osztottuk, majd 60

mg/kg o-vanillinnel, 60 mg/kg TBA-vel, mig kontrollként PBS-el orédlisan kezeltiik az
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egereket 5 napon keresztiil, amelyet két nap szilinet kovetett. Minden nap megmértiik az
allatok sulyat és megfigyeltiik a viselkedésiiket, hogy utal-e barmilyen jel betegségre. Hairom
hét elteltével felaldoztuk az allatokat. A belsé szerveiken (m4j, ves, 1ép, sziv, tiidd)
makroszkopikus elvaltozas nem volt megfigyelhetd. Sem a kezelések soran, sem pedig a

feldolgozaskor semmilyen jel nem utalt a vanillinek toxicitasara.

5.11 A375 xenograft modell

Ahhoz, hogy in vivo megvizsgaljuk az aldehidek és citosztatikum hatasat a primér melanoma
novekedésére, hat-nyolc hetes him NSG egereket hasznaltunk a kisérleteinkben. A kisérletet
az SZBK SPF allathdzaban hajtottuk végre. Minden egér bére ala 2x10° A375 human
melanoma sejttel oltottunk 100-100 pl szérum-mentes RPMI1640-ben (Lonza). A tumor
beadasat kdovetd napon randomizaltuk az allatokat majd hat csoportba osztottuk azokat (5-8
allat/csoport). Ciklofoszfamiddal intraperitoneélisan, mig o-vanillinnel és TBA-val oralisan
kezeltiik az egereket. Az aldehideket DMSO-ba oldottuk be, majd PBS-el higitottuk.
A kezelés a kovetkezOképpen zajlott:

a) 60 mg/ttkg o-vanillin,

b) 60 mg/ttkg o-vanillin és 80 mg/ttkg ciklofoszfamid

¢) 60 mg/ttkg TBA

d) 60 mg/ttkg TBA ¢s 80 mg/ttkg ciklofoszfamid

e) 80 mg/ttkg ciklofoszfamid

f) kontroll csoport, amelyben az allatok csak vivéanyagot kaptak.

Az aldehideket az allatok heti 5 alkalommal 200-200 pl végtérfogatban oralisan
kaptak, mig a ciklofoszfamidot 100-100 pl végtérfogatban intraperitonealisan a tumor
beadasat kdvetd 7. €s 14. napon.

A pirmér tumorok méretét digitalis tolomérével mértiik. A primér tumor méretét a
kovetkezOképpen szamoltuk ki: tumor méret (mm?*) = D x d?, ahol D a tumor hossza, mig a

d a tumor szélessége. Etikai okok miatt az allatokat a 20. napon talaltattuk.

Minden allatkisérlet a nemzetkdzi (1998. XXVIII; 40/2013) és eurdpai (2010/63/EU)

szabalyzatnak megfelelden, etikai engedély birtokdban végeztiik.
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5.12 Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat a GraphPad PRISM szoftver segitségével végeztiik. A statisztikai
szignifikancidt paros t-proba €s tobbszempontos ANOVA, valamint Bonferroni post-hoc
analizissel allapitottuk meg. A kiilonbségeket p<0,05 esetében tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1 A Kkivalasztott vanillin analégok gatoljak az NF-kB jelatviteli ttvonal

e rer

Kisérleteink sordn az NF-kB-Luc. riporter rendszerrel stabilan transzefektalt A375 humén
melanoma sejteken vizsgéltuk az NF-«kB aktivitas valtozasat doxorubicin (10-0.625 uM) és
aldehid (250 uM) kezelés hatasara. A kezelést kdvetd hat oras inkubacio elteltével 1,25 uM
doxorubicin hatdsara mértiik a maximalis luciferaz aktivitast, amely majdnem haromszorosa
az A375 sejtek alap aktivitasnak (6. abra). A tovabbi kisérletekhez az 1,25 pM-os
doxorubicin koncentraciot alkalmaztuk. A kisérletek soran megvizsgaltuk mind a 10 aldehid
A375/NF-kB-Luc. sejtek alap- és 1,25 uM-os doxorubicin kezelés hatdsara megemelkedett
NF-kB aktivitasra gyakorolt hatasukat. A mért eredményeket az 1. tablazat utolsd két

oszlopaban listaztuk.
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6. abra: Doxorubicin hatisa a pNF-kB-Luc. riporter plazmiddal stabilan transzfektialt A375 human
melanoma sejtekre. Doxorubicin kezelés hatasara aktivalodik az NF-kB jelatviteli utvonal. A luciferaz
aktivitas (Y tengely) az NF-kB aktivitassal aranyos. Az 1,25 uM-os doxorubicin koncentracié majdnem
haromszorosara névelte a melanoma sejtek alap NF-kB valasztat (p<0,0001). A szaggatott vonal az A375

sejtek indukcid nélkiili, alap NF-kB valaszat mutatja.
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A tiz aldehid kozil hat (2,4,6-trimetoxi-benzaldehid; 2,4-dihidroxi-benzaldehid,
2-nitro-benzaldehid; TBA; o-vanillin; és 3-quinolin-karboxaldehid) a doxorubicinre adott
NF-«B vélaszt tobb mint 20%-ban gatolta. Meglepd modon a vanillin maga nem mutatott
ilyen hatéast. Kisérleteink soran a leghatdsosabbnak a wvanillin egyik izoform4jat, az
o-vanillint talaltuk, amely 62%-kal csokkentette a doxorubicinre adott NF-kB valaszt (8.
abra). Az o-vanillin 250 uM-os koncentracidban az A375 sejtek alap NF-xB aktivitasat is
csokkentette (7. abra). Az 1,25 uM doxorubicinre adott NK-kB vélaszt a leghatékonyabban
az o-vanillin és a TBA csokkentette (8. Abra).
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7. abra: A vanillin, o-vanillin és TBA hatasa az A375/NF-kB-Luc. sejtek NF-kB valaszara. Az o-vanillin
(250 uM ) szignifikansan csokkentette a kontroll (K) A375/NF-xB-Luc. sejtek alap NF-xB valaszat
(»=p<0,0001 ). A vanillin és a TBA kezelés hatasara az A375/NF-kB-Luc. sejtek alap NF-kB valasza
szignifikdnsan nem véltozott. Atlag+SEM (n=3)
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8. abra: Doxorubicin és vanillinek hatiasa az A375 melanoma sejtek NF-kB aktivitasara. Az 1,25 yM
doxorubicin altal indukalt NF-kB valaszt szignifikansan csokkentette a 250 uM TBA (p<0,0020 a
doxorubicinhez képest) és 250 uM o-vanillin (p<0,0001 a doxorubicinhez képest). A 250 uM vanillin nem
befolyasolta a sejtek doxorubicinre adott NF-kB vélaszat. AtlagtSEM (n=3)

Tovabbi in vitro kisérletek soran megvizsgaltuk mind a 10 aromds aldehid és doxorubicin
citotoxikus hatasat az A375 humdn melanoma sejtekre. A vanillineket 250 pM-os
koncentracioban alkalmaztuk. 48 ords inkubacidt kovetden mitokondridlis enzim 4altal
eredményeket az 1. tabldzatban foglaltuk 0Ossze. A vizsgalt aldehidek kozil a

leghatasosabban a TBA ¢és o-vanillin gétolta az A375 huméan melanoma sejtek

crer

crer
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1. tablazat: Vanillin és rokon anal6gok hatdsa az A375 melanoma sejtek proliferaciojara

és NF-kB aktivitasara

Sejt viabilitas a kontrollhoz viszonyitva# NExB aktivitds (6 h)
Név Szerkezet Aldehidek | p o rubicin (125 M)+ | /I8P aktivitds véltazd Doxtrbicin-indukh!
Jeleniétaben | 0 0 u) § (250 um)
(250 uM) hatésdra (250 uM) kezelés hatésara
o
2,4,6-Trimethoxybenzaidehyde QEE'“ 44% 11% 216% 71%

2 .5-Dimethoxybenzaldehyde 50% 21% 79% 89%

)
2,4-Dinydroxybenzaklehyde @” 83% 25% 87% 53%
Ef‘p
o

4-Nitrobenzaldehyde 84% 22% 99% 91%

.1
2-Nitrobenzaldehyde oj\é 38% 14% 82% 44%
0
O
2,4,6-Trihydroxybenzaldehyde (TBA) ‘\% 5% 5% 93% 71%
,‘o
2-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyde &m 17% 10% 76% 35%
{o-Vanillin} E‘.
5
4-{Dimethylamino)benzaldehyde 6 104% 36% 103% 114%

3-Quinolinecarboxaldehyde mzc:o 7% 30% 79% i
S (Vanillin) @ 104% 26% 96% 100%
L

# Az A375 sejtek viabilitdsa az aldehidek és az aldehidek plusz doxorubicin 48 6réas inkubéciot kovetéen. A

tabldzatban feltiintetett adatok 3-5 parhuzamos kisérlet atlagait foglalja ssze. T Luciferaz aktivitas 6 oras
inkubéciot kovetden. *Doxorubicin koncentracié 1.25 pM; ¥ A doxorubicin (1.25 pM) kezelés 15% sejt

viabilitast eredményezett.

Az o-vanillin és TBA NF-kB jelatviteli utvonalra gyakorlot hatdsat egy masik
csaladba tartoz6 kemoterapids agens, az alkilald ciklofoszfamid (in vitro kisérletekben 4-
HC) esetében is megvizsgaltuk. A doxorubicinhez hasonloan a 4-HC szintén aktivalta az
NF-kB szignaltranszdukcios utvonalat. Maximalis luciferaz aktivaciot 12,5 uM 4-HC
eredményezett, melyet a 250 uM-os o-vanillin kezelés 43%-al (9. abra), mig a TBA kezelés
17%-al lecsokkentett.
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9. abra: 4-hidroperoxi-ciklofoszfamid (4-HC) hatasa az A375/NF-kB-Luc. sejtek NF-kB valaszara. A
4-HC aktivalja az NF-«B jelatviteli itvonalat. A szaggatott vonal az A375 sejtek indukcié nélkiili, alap NF-xB
valaszat mutatja. A legmagasabb NF-kB valaszt 12,5 uM 4-HC kezelés valtotta ki, amelyet a 250 uM o-vanillin
kezelés 43%-al csokkentett. AtlagSEM (n=3)

6.2 Az ortho-vanillin és 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid (TBA) terapias hatassal

rendelkezik az A375 human melanoma egér xenograftok esetében

Az in vitro kisérletek soran leghatékonyabban az o-vanillin csokkentette a citosztatikumokra
adott NF-xB valasz, mig a sejt proliferacios esszében a TBA bizonyult a leghatasosabb
sejtosztodas gatlonak. Az in vivo kisérleteink soran ezen két aldehid primér tumor
novekedésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk mind kiilon, mind ciklofoszfamiddal egyiitt,
kombindcios terapiaban.

Klinikai modellt felallitva A375 human melanoma sejteket oltottunk az NSG egerek
bore ala. A vanillinekkel (60 mg/kg) a tumor beadédsat kovetd naptdl gyomorszonda
segitségével oralisan kezeltiik az allatokat 5 napon keresztiil, majd két nap sziinetet kovetden
még 3x megismételtik az Ot napos kezelést. A ciklofoszfamidot (80 mg/kg)

intraperitonealisan alkalmaztuk a tumor beadasat kovetd 7. és 14. napon.
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Az o-vanillin és TBA monoterapiaként és ciklofoszfamiddal egyiitt adjuvans
terapiaként egyarant csokkentette az A375 human melanoma xenograft primér tumor

méretét az immundeficiens NSG egerekben (10. abra).
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10. abra: Az o-vanillin, TBA és ciklofoszfamid (CP) kezelés hatisa az A375 primér melanoma
novekedésére. A tumort beadasat kdvetd 15. napon az ortho-vanillin és CP kombinalt terapia szignifikdnsan
csokkentette a primér tumor novekedését, amely szignifikancia a kezelés végéig (20. nap) megmaradt. A tumor
beadasat kovetd 20. napon a TBA és ortho-vanillin monoterapia és CP-vel egyiitt alkalmazva szignifikansnak
csokkentette a primér tumor méretét *p<0,05; **p<0,001; #p<0,01 a kontrollhoz képest; 'p<0,05 az ortho-

vanillinhez képest.

Az o-vanillin ¢és ciklofoszfamid egyidejileg alkalmazva mar a 15. napon
szignifikansan csokkentette a primér tumor novekedését; a szignifikans kiilonbség a kezelés
végéig (20. nap) megmaradt. A tumor beadasat kovetd 20. napon a TBA és o-vanillin
monoterdpia hatasa is szignifikansnak bizonyult; a TBA 45%-al, mig az o-vanillin 32%-al
csokkentette a primér tumorok novekedését (»p<0,0001 a kontrollhoz képest). A 20 napon
mért adatok statisztikai analizise alapjan a ciklofoszfamiddal egyiitt az o-vanillin adjuvéns

terapiaként hatasosabbnak bizonyult az o-vanillin monoterapiaval szemben (p<0,05).
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6.3 A B16 melanoma sejtek exoszomainak jellemzése

A laboratériumunkban sztenderd protokollt allitottunk be a B16F1 sejtek feliiluszojabol
torténd exoszomak izolalasara. Az exoszémakat méretét atomi erdé mikroszkopias felvétel
segitségével hataroztuk meg. A B16F1 sejtek feliilisz6jabol szarmazo exoszomak mérete
30-70 nm kozé esett, amely megfelel az irodalmi adatoknak (11. dbra A, B és C). A képen
lathatd kisebb szemcsék membran tormelékek. A kovetkezd vizsgalatban transzmisszios
elektronmikroszkopiat (TEM) végeztiink az exoszomak szerkezetének leirdsara. A TEM
felvételeken (11. abra C) nem lathato bels6 strukturaltsdg, homogén felépitésiik arra utal,
hogy az exoszoma izoldtum nem tartalmaz virionokat (11. dbra); ennek kizarasa a bioldgiai

hatés interpretalasdhoz fontos.

11. abra: A B16F1 melanoma sejtek exoszomakat bocsatanak ki. A sejt feliiliszobdl izolalt exoszomakat
két modszerrel tettiik 1athatova. Az exoszomak méretét atomi erd-mikroszkopia segitségével hataroztuk meg
(A, B, C). Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételekkel (D) igazoltuk a kettés membran jelenlétét, és

kizartuk a virusrészecskékkel valo szennyezést.
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6.4 A melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak a dendritikus sejtek

aktivaciojan keresztiil T sejt proliferaciot idéznek el

C57BL/6 egerek csontvelejébdl izolalt éretlen dendritikus sejteket exoszomaval, BI6F1 sejt
feltiluszoval €s pozitiv kontrollként 100 ng/ml LPS-el kezeltiink. Negativ kontrollként
sejtproliferacidot nem indukdlo6 RANTES kemokint (1 pg/ml) alkalmaztunk. Az LPS (100
ng/ml), a BI6F1 sejt feliilisz6 és az exoszoma (600 pg/ml 6sszfehérje tartalom) kezelés
hatasara aktivalodtak a dendritikus sejtek, amely aktivacid kovetkeztében 72 ora elteltével
T sejt proliferacid volt mérhetd. Maximalis proliferaciot a T sejt receptor komplexen
keresztiil hatd agonista anti-CD3 és kostiumulalé molekulat aktivalé anti-CD28 (2,5-2,5
ug/ml) ellenanyag kezelés hatasara mutattak a T sejtek (pozitiv T sejt proliferacios kontroll),
mig a RANTES (1 pg/ml) kezelés hatdsara (funkcionalis negativ kontroll) nem mutattak
szignifikans osztoédast (12. abra). A kapott proliferacios értékeket a DC médium hatdsara

kapott értékekhez viszonyitottuk.
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12. abra: A melanoma sejtek altal kibocsatott exosz0mak dendritikus sejtek aktivaciojan keresztiil T
sejt proliferaciét valtanak ki. A dendritikus sejtek exoszoma, B16F1 sejt feliiluszo és LPS (100 ng/ml)
kezelés hatasara aktivalodtak, amely a T sejt proliferacion keresztiil volt mérhetd. A hattér T sejt proliferaciot
a kezeletlen T sejtek mutattdk, mig a maximalis T sejt osztédast anti-CD3 és anti-CD28 (2,5-2,5 ug/ml)
ellenanyag kezelésével valtottuk ki. Proliferaciot nem indukaldé RANTES (1 pg/ml) szolgalt funkcionalis

negativ kontrollként.
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6.5 A B16F1 melanomabdl szarmazd exoszomak aktivaljak a makrofagok NF-kB

jelatviteli utvonalat

A Raw/NF-kB-Luc. 4 makrofagokat exoszémaval (600 pg/ml dsszfehérje tartalom) és LPS-
el (100 ng/ml) kezeltiink. A pozitiv kontrollként hasznalt LPS ¢és az exoszoma kezelés
hataséra egyarant megemelkedett luciferdz aktivitast, azaz NF-xB aktivitast mértiink (13.
abra). A kisérlet azt bizonyitja, hogy a B16F1 sejtek altal kibocsatott exoszoméak makrofag

aktivaciot eredményeznek.
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13. abra: A B16F1 melanomabél szirmazdé exoszomak aktivaljak a makrofagok NF-kB jelatviteli
utvonalat. A pozitiv kontrollként hasznalt LPS-hez (100 ng/ml) hasonléan az exoszéma (600 pg/ml

Osszfehérje tartalom) kezelés is aktivalta Raw264.7 makrofagokban az NF-kB-Luc.4 riporter gént.

6.6 A melanoma sejtek altal kibocsatott exoszomak megvaltoztatjak a makrofagok

citokin és kemokin mintazatat

Az exoszoma kezelés hatasara aktivalddnak a makrofagok. Ahhoz, hogy kideritsiik, hogy az
exoszoma kezelés hatasra milyen iranyba polarizalddnak a makrofagok, M1 tumor ellenes,
vagy M2 tumort tamogat6 irdnyba, megvizsgaltuk a makrofag specifikus citokin és kemokin
mintazatat. Raw264.7 egér makrofag sejteket LPS-el (100 ng/ml), IL-4-el (20 ng/ml) és
B16F1 melandmabol szdrmazo exoszomaval (600 pg/ml osszfehérje tartalom) kezeltiik. 24
oras inkubacidt kovetden a feliiluszobol Mouse Cytokine Array Panel A (R&D Systems)

segitségével hataroztuk meg a kezelések hatasara termelt citokin €s kemokin mintazatot (14.
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abra). Mivel a Raw264.7 egy érett egér makrofag sejtvonal, igy a kezeletlen sejtek is
rendelkeznek egy alap citokin és kemokin mintazattal.

A vizsgalataink sordan 40 kiilonbozé citokin €s kemokin termelddését vizsgaltuk:
CXCL13, IL-3, CXCL17, C5a, IL-4, CXCL11, TIMP1, G-CSF, IL-5, IL-8, TNF-a, GM-
CSF, IL-6, M-CSF, TREM1, CCL-1, IL-7, CCL2, CCL11, IL-10, CCL12, CD54, IL-13,
CXCL9, IFNy, IL-12p70, CCL3, IL-1a, IL-16, CCLA4, IL-1B, IL-17, MIP2, IL-1Ra, IL-23,
CCLS, IL-2,IL-27 és CXCL12. Az IL-3, CXCL17,CXCLI11, IL-5, CCL12, IL10, IL-12p70,
IL-2 és CXCL12 citokinek szintje a mérési tartomany ala esett. Az exoszéma kezelés
hatasara a TIMP1, IFNy és IL-16 szintje lecsokkent, mig az IL-8, CCL2, MIP2 és IL-1Ra
szintje megemelkedett a kezeletlen kontrollhoz képest. Az exoszoéma kezelés hatasara
megvaltozott citokin és kemokin mintazat nem felelt meg sem a klasszikus LPS (MI1-es,
tumor ellenes) sem a klasszikus IL-4 (M2-es, tumort tdmogatd) kezelés hatisara adott
valasznak. Az IL-4 kezelés hatasara csokkent a CCL2, IL-1RA és MIP2 szintje, mig
exoszoma kezelés hatdsara megnovekedett. Az LPS hatdsaraval ellentétben, az exoszéma

kezelés soran az IL-13 és MIP2 szintje is megemelkedett.
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14. abra: Az exoszoma kezelés hatasara megvaltozik a makrofagok altal termelt citokin- és kemokin
mintazat. A melanoma sejtek altal termelt exoszomakkal torténd kezelés hatasara megnovekedett a MIP-2,
IL-8, CCL2, IL-13 és az IL-1RA fehérjék mennyisége, mig a TIMP1, IFNy és az IL-16 mennyisége csokkent
a kontrollhoz képes. Az exoszomak hatasara termelt citokin és kemokin mintazat eltért mind az LPS, mind az

IL-4 kezelés hatasara adott mintazattol.
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7. Megbeszélés

Az NF-kB szignalut szerepét human melanoma sejtvonalak egy paneljén kezdtiik vizsgalni.
Elokisérletek utan valasztasunk a leggyakrabban hasznalt human melanomara, az A375
sejtvonalra esett, mivel egy jol ismert és vizsgalt sejtvonal. Az A375 esetében is, akarcsak a
primér huméan melanoma esetében az NF-«kB jelatviteli utvonal folyamatosan aktiv (Yang
and Richmond 2001). Vizsgalatainkat egy széles korben haszndlt citosztatikum, a
doxorubicin haszndlataval kezdtiik, mivel elterjedtsége mellett a szer tovabbi eldnyds
tulajdonsdgokkal is rendelkezik: mads citosztatikumokhoz képest viszonylag konnyen
oldhat6, emellett nem igényel enzimatikus aktivaciot (nem prodrug), vagyis in vitro és in
vivo kisérletekben egyarant alkalmazhato. Igazoltuk, hogy a doxorubicin az altalunk hasznalt
tumormodellben aktivalja az NF-kB jelatviteli utvonalat.

Munkénk eredeti hipotézise az volt, hogy a vizsgalt aldehidek koziil tobb is
rendelkezhet tumorellenes hatéassal, és ez az NF-kB rendszer gatlasan alapulhat. Az NF-«kB
szignalut gatlasa feltételezésiink szerint két egymast kiegészitd mechanizmuson keresztiil
gatolhatja a tumor ndvekedést: 1) kozvetleniil a daganatsejtekre hatva gatolhatja a tumor
invaziot ¢és attétképzést; 2) citosztatikumokra is érzékenyitheti a daganatsejteket.
Kimutattuk, hogy a 2,4,6-trimetoxi-benzaldehid, a 2,5-dimetoxi-benzaldehid, a 2-nitro-
benzaldehid, a TBA, az o-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid citosztatikus hatassal
rendelkeznek, amelyek koziil a leghatasosabban a TBA ¢€s az o-vanillin gatolta az A375
kB valaszt a 2.4,6-trimetoxi-benzaldehid, 2,4-dihidroxi-benzaldehid, 2-nitro-benzaldehid,
TBA, o-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid molekulédk hatékonyan csokkentették, amelyek
koziil a legaktivabbnak szintén az o-vanillin bizonyult (1. tdblazat). Az o-vanillin nem csak
a doxorubicin kezelés hatasara megemelkedett NF-«kB valaszt csokkentette, hanem az A375
huméan melanoma sejtek alap, konstitutiv NF- «B aktivitasit egyarant. Erdekes
ellentmondas, hogy tobb korabbi munkéval ellentétben mi a vanillint magat nem talaltuk
aktivnak (Lirdprapamongkol, Sakurai et al. 2005, Lirdprapamongkol, Sakurai et al. 2010);
ez taldn az altalunk hasznalt tumorvonalon mulhat. Kérdést vet fel az NF-xB szerepével
kapcsolatban, hogy sajat el6zetes eredményeink alapjan a citosztatikum-kezelés nem minden
melanoma vonal esetében emelte az NF-kB szintet (nem bemutatott eredmények). Az
altalunk hasznalt riporter sejtvonalak 0t NF-kB kotohelyeket tartalmazd, minimal
promoteres konstrukciot hordoznak. Ez a rendszer jol hasznalhato az NF-xB aktivitas

valtozasainak kovetésére, de nem méri az ,,abszolut” NF-«kB szintet. Annak vizsgélatat, hogy
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a citosztatikumokkal kivalthatd NF-kB indukcio korreldl-e az NF-kB szignal ,,abszolut”
szintjével az egyes tumor vonalakban, és hogy hogyan viszonyul ez a jelenség a tumor egyéb
tulajdonsagaihoz — motilitas, invazivitas, kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia — a
késdbbiekben tervezziik elvégezni.

Vizsgyalatainkat a DNS-interkalalé doxorubicinnel kapott eredményeket alapjan egy
masik vegyiiletcsaladba, az alkilalok kozé tartozo ciklofoszfamiddal folytattuk. Ez a
része. A doxorubicinnel ellentétben a ciklofoszfamid prodrug, ezért in vitro kisérletekben
egy kémiailag modositott szarmazékat, a 4-hidroperoxi-ciklofoszfamidot hasznaltuk, amely
spontanul hidrolizalva a hatdanyag aktiv formdjat hozza létre. A doxorubicinhez hasonldan
ez a kemoterapids szer is aktivalta az NF-«kB jelatviteli utvonalat, és az NF-xB szignalut
ebben az esetben is gatolhatd volt az o-vanillinnel.

Az in vitro kisérletek alapjan legigéretesebbnek taldlt o-vanillint és TBA-t
valasztottuk in vivo xenograft kisérleteinkhez. Klinikai modellt felallitva A375 human
melanomaval oltottunk NSG immundeficiens egereket, majd megvizsgaltuk kiilon az
aldehidek és ciklofoszfamiddal egyiitt adjuvéans terapiaként a primér tumorra gyakorolt
hatasukat. Az ciklofoszfamid és o-vanillin adjuvans terapia mar a tumor beadasatol szamitott
15. napon szignifikansan csokkentette a primér tumor ndvekedését, amely szignifikancia a
kisérlet végéig megmaradt. Az o-vanillin monoterapia a 20. napon eredményezett
szignifikans primér tumor csokkenést. A TBA ciklofoszfamiddal kombinalt terapiaként volt
hatékony a tumor beadasat kdvetd 20 napon, mig monoterapiaként a 15. és 20. napon gétolta
jelentés mértékben a primér tumor novekedését. A ciklofoszfamid kezelés csak a 20. napra
fejtette ki szignifikans tumor novekedést gatlo hatasat.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy mind az o-vanillin, mind a TBA tumor ellenes hatassal
rendelkezik in vitro és in vivo koriilmények k6zott egyarant.

Az o-vanillin esetleges gyogyaszati felhasznaldsdt megkonnyitheti, hogy a
vanillinhez hasonldan in vivo nem toxikus természetes molekula, ami szintén eléfordul a
,vanilia” orchideafajok (Vanilla planifolia, pompona ¢€s tahitiensis) termésében.
Felhasznalasat szintén megkonnyitheti, hogy ugyan nem ,klasszikus” vanilia illatu, illata
kellemesnek mondhatd. Bar nem kozvetleniil ndvényekbdl izolalhatd, a TBA szintén
elofordulhat az emberi szervezetben, mint az antocianin lebomlasi terméke a bélflora altal,
ezért toxitdsa elhanyagolhatdé (Forester and Waterhouse 2008). A TBA-r6l nemrég

kimutattak, hogy in vitro koriilmények k6zott megakadalyozza a vastagbél daganatos sejtek
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a DNS-hez valo6 kotodését (Forester, Choy et al. 2014).
Eredményeink gyakorlati szempontbol is érdekesek lehetnek: mivel a melanoma
kemoterapidja napjainkban sem megoldott, a klinikumban nagy segitséget jelentenének

olyan nem toxikus hatdéanyagok, amelyekkel a kemoterapia hatékonysaga fokozhato.

Az exoszoéméak immunodulalé hatasat a laboratoriumunkban elérhetd teljesebb
modszertani hattér miatt egérmodellben vizsgaltuk, ehhez a leggyakrabban hasznalt egér
melanoma vonalat, a BI6F1 melanomat valasztottuk. Elsé 1épésként beallitottunk egy
sztenderd protokollt az exoszémak in vitro termeltetésére €s izolalasara, amelyet tobbszori
differencial szlrést kovetden ultracentrifugalassal valositottunk meg. Az exoszoma
preparatumok azonositasat, és validalasat atomi er0 mikroszkopia €s transzmisszios
elektronmikroszkop segitségével végeztiik. Az irodalmi adatoknak megfelelé eredményt
kaptunk, azaz hogy az éltalunk tisztitott exoszémak 20-100 nm-es mérettartomanyba esnek,
¢s hogy nem mutatnak belsO strukturaltsagok, amely kizéarja a virus részecskékkel vald
szennyezettséget. Ezt kovetden kimutattuk, hogy a melanoma sejtekbdl szarmazéd
exoszomak elOsegitik a dendritikus sejtek érését, amely hatidsara T sejt proliferaciot
kovetkezett be. Az altalunk kapott eredmények ellentmondanak par korabban megjelent
tanulmanynak, amelyekben arrol szamolnak be, hogy az exoszémak megakadalyozzak a
dendritikus sejtek érését, igy képtelenek fokozni a tumor ellenes immunitast (Yu, Liu et al.
2007). Vannak olyan tanulmanyok is, amelyek arrdl szamolnak be, hogy az exoszomak
fokozzak a tumor ellenes immunitast. A tumor sejtek 4ltal termelt exoszomak tumor
antigéneket hordozva aktivaljdk a dendritikus sejteket, amelyek antigén specifikus
citotoxikus T sejt medialta tumor ellenes hatast valtanak ki (Yang and Robbins 2011).
Multhoff és munkatarsai bizonyitottak, hogy a Hsp70/Bag-4 membran pozitiv hasnyalmirigy
citotoxikus aktivitasat (Gastpar, Gehrmann et al. 2005).

Kisérleteink soran az exoszoma kezelés hatdsara aktivalodott az NF-«kB jelatviteli
utvonal. A makrofagokban aktivalt NF-kB jelatviteli utvonal 6sszefliggésbe hozhaté olyan
gének expresszidjaval (VEGF, IL-6, TNF-a), amelye szerepet jatszanak a tumorigenezisben,
ravilagitva a makrofagok tumorigenezisben betoltott szerepére. Mindezen adatok azt
sugalljak, hogy az exoszoma altal indukalt NF-«xB jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik

a rosszindulata folyamatok kialakulaséban.
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Az exoszoma indukcié a M1 és M2 citokin és kemokin profiltol egyarant eltéro,
alternativ mintdzatot mutatott. A TIMP1 matrix metalloproteindz inhibitor szintjének
csokkenése Osszefliggésbe hozhatd a metasztazis képzéssel. A csokkent tumor ellenes M1-es
immunvalaszt tiikrozheti az IFNy és IL-16 szintjének csokkenése és az IL-1RA ¢és az IL13
szintjének emelkedése, amelyek jol ismert gatloi az 1-es tipusu immunvalasznak. A TIMP1
hatasa kétoldalu lehet a tumoros folyamatokban. A martix metalloproteinazok gatlasan
metalloproteinaz-fiiggetlen aktivitasa révén hozz4jarulhat a tumorors folyamatok
segités¢hez, ilyen pédaul a mitogén és az anti-apoptotikus hatasa (Hornebeck, Lambert et al.
2005). A CCL2, IL-8 és MIP-1, amelyek a kisérleteink soran magas szinten expresszalodtak,
Osszefiiggésbe hozhatok a gyulladasos folyamatok, az angiogenezis, tumorigenezis ¢és a
sebgyogyulasi folyamatokkal. A MIP-2 ¢és IL8 (CXCLS8) kemokinek up-regulécidja a
melanoma sejtekben konstitutivan aktiv NF-kB jelatviteli titvonal hatdsanak tulajdonitjak
(Dhawan and Richmond 2002). Mivel azonban olyan kifejezetten anti-tumoralis hatast
citokin, mint a TNF-a is jelen volt a kisérletes rendszerben, egyértelmii tumortdmogato profil
felallitasa nem lehetséges.

Exoszoémakra irdnyulo vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a B16F1 sejtek altal
termelt exoszomak hatassal vannak az immunrendszer sejtjeire. In vitro koriilmények kdzott
az exoszomak megvaltoztatjdk a dendritikus sejtek és makrofagok funkciojat; T sejt
proliferaciot és NF-kB aktivaciot idéznek el6. A melanoma sejtek altal termelt exoszémak
hatasara a makrofdgok citokin és kemokin profilja is megvaltozik. Az exoszéma kezelés
hat4séara tumort tAmogat6 €s a kornyezettdl fliggden, a tumoros folyamatokat gatl6 citokinek
¢s kemokinek is kimutathatoak voltak.

Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a tumor sejtek altal kibocsatott
exoszomak immunoldgiai szempontbdl aktiv résztvevoi a daganatos folyamatoknak. A
daganatok kornyezetében, sok tényezd miatt, eleve a kettes tipusu polarizaltsag jellemzo.
Bar esetiinkben, in vitro kdrnyezetben, kettds arcot mutat az exoszémaval kezelt makrofagok
citokin és kemokin profilja, az exoszomak a daganatos kornyezetben nagy valoszinliséggel
ezt a kettes tipusu, vagyis tumortdmogato kornyezetet erdsitik. Kijelenthetjiik tehat, hogy az
exosomak daganatos mikrokornyezet tobbi elemével szorosan kolcsonhatva, aktiv

szereploként vesznek részt a tumorok fejlédésének kiilonboz6 szakaszaiban.
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Konkluzio

Human melanoma sejteken a két kiilonb6z6 csaladba tartozd kemoterapias szer, a DNS-
interkalalé doxorubicin és az alkilalo ciklofoszfamid egyarant NF-«xB aktivaciot idézett eld.
Az NF-xB aktivitds tobb vanillin analoggal is csokkenthetd volt, ezek koziil a
legigéretesebbnek az ortho-vanillin és a 2,4,6-trihidroxi-benzaldehid (TBA) tiint. NF-xB
gatl6 hatasuk mellett mindkét molekula gatolta a tumor ndvekedést is, mind in vitro, mind
in vivo. Mindezek alapjan a vanillin analdégok igéretes hatdéanyagok, amelyek tovabbi

vizsgélata indokolt.

A melandéma sejtekbdl szdrmazd exoszomak segitik a dendritikus sejtek érését,
ezaltal megndvekedett T sejt proliferacidt valtanak ki. Képesek aktivalni a makrofagokat,
ami NF- kB aktivacioval jar. Az exoszomaval kezelt makrofagok citokin/kemokin mintdzata
hatdrozott immunologiai aktivitdst mutat és egyardnt eltér a lipopoliszachariddal és
interleukin-4-gyel kezelt sejtek mintazatatol. Az melanoma sejtek altal termelt exoszomak
komplex ¢s egyedi immunmoduladlé hatdssal rendelkeznek. Eredményeink alapjan

diagnosztikai markerként vagy terapids célpontként is javasolhatdak.
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9. Osszefoglalas

A rosszindulatu daganatok kialakuldsdhoz a ma elfogadott modell szerint szamos genetikai
valtozas vezet. llyen példaul a novekedési faktoroktol valo fiiggetlenedés, a kontakt gatlas
megsziinése, a programozott sejthaldl hibas miikodése, a genetikai stabilitas elvesztése, az
angiogenezis, az invaziod és az attétképzés. Ezen folyamatok miatt a daganatok el6bb-utobb
ohatatlanul az immunrendszer ,,]atokorébe” keriilnek, ezért talélésiikh6z az immunvalasz
modulélésara van sziikségiik.

A nukledris faktor-kappaB (NF-kB) jelatviteli it meghatarozé szerepet jatszik a
daganatos megbetegedésekben. Fokozott aktivitasa tobb tumor esetében megfigyelhetd, és
kapcsolatba hozhat6 a daganatképzés kiilonbozé 1épéseivel. Kemoterapia hatasara tovabb
emelkedhet az NF-xB aktivitas, ez megvédheti a daganatos sejteket a kemoterapia indukalta
sejthalaltol.

A daganatok kialakuldsanak, attétképzésének ¢és kemoterdpiaval szembeni
rezisztenciajanak fontos komponense a tumor-gazda kommunikécio és a megvaltozott tumor
mikrokornyezet. Ennek fontos mediatorai a tumorok altal kibocsatott exoszoémak. Az
exoszomak 20-100 nm atmérdjii mikrovezikuldk, melyeket minden emlds sejt képes
termelni. Az exoszémak endoszomalis eredetliek; exocitdzissal keriilnek ki a sejtbdl.
Hatéasuk sokféle lehet; a hordozott fehérjék, receptorok, transzkripcios faktorok, mRNS-ek
¢s miRNS-ek révén befolyasolhatjak a célsejtek miikodését. A tumorsejtek altal kibocsatott
exoszoOmak immunmodulald szerepe még nem teljesen tisztazott. A tumor fejléddési
stadiumatol és az exoszomak tipusatdl fiiggben mind aktivald, mind gatld hatasukrol
beszamol a szakirodalom. Az exoszoémak altal atvitt informécid befolydsolja a tumorsejtek

A melanoma a melanocitakbodl kialakuld rosszindulatu, invaziv bérdaganat; mely
nagy valdszinliséggel képez attéteket. Genetikai variabilitasa még a tobbi tumorhoz képest
1s magas, ¢s hatékonyan keriili el az immunvalaszt. Mindezek pontos mechanizmusa a mai
napig nem tisztazott. Egyik lehetdség, hogy a melanoma sejtekben az NF-xB jelatviteli it
folyamatosan aktiv, melynek hatdsara anti-apoptotikus, angiogenezisben szerepet jatszo és
migraciot eldsegitd fehérjék termelddnek. Egy masik lehetséges mechanizmus a melanoma
sejtek exoszoma termelése. A tumor sejtek altal kibocsatott exoszomak megvaltoztathatjak
a tumor mikrokodrnyezetében 1€vo sejtek fenotipusat, igy tobbek kdzott hozzajarulhatnak az

immunrendszer feliigyeletének elkertiléséhez.

67



Munkdm els6 részében célunk olyan nem toxikus kis molekuldk vizsgélata volt,
amelyek képesek az NF-xB jelatviteli Gtvonal gatlasdn keresztiil a tumor ndvekedés
megakadalyozasara. Terviink volt megvizsgélni a vanillin és kilenc rokon analdgjanak
kemoterapids kezelések hatasara aktivalodott NF-xB jelatviteli utvonal hozzéjarulhat a
kemoterapidval szembeni rezisztencia kialakuldsdhoz és szerepet jatszhat a tumor ,,escape”
mechanizmusokban munkank két kiilonb6z6 csaladba tartozd kemoterapias szer a DNS
interkalalé doxorubicin ¢€s alkilalok kozé tartozd ciklofoszfanid vizsgalataval folytattuk.
Megvizsgaltuk, hogy a kemoterapias szerek és a vanillinek kombinaciés kezelése milyen
vitro eredményeink alapjan a leghatasosabbnak talélt vanillin analdgok tovabbi in vivo tumor
ellenes hatdsanak vizsgalatat terveztiik egér xenograft modellben.

A daganatok kialakuldsanak, attétképzésének ¢és kemoterdpiaval szembeni
rezisztencia kialakitasanak fontos komponense a tumor-gazda kommunikaciéo és a
megvaltozott tumor mikrokornyezet, amelyeknek fontos mediatorai a tumorok 4altal
kibocsatott exoszomak. Munkam madsodik részében célunk az exoszoémak altal medialt
tumor-gazda kommunikacié alaposabb megismerése volt. Ehhez megvizsgaltuk, hogy
milyen hatdssal vannak a melanoma sejtek altal termelt exoszomak a tumorellenes
immunvalasz iniciacidjaban szerepet jatszo immunsejtekre. Munkank soran a széles korben
hasznalt B16F1 egér melanomat, mint exoszémat kibocsatd sejtet, és egér dendritikus

sejteket, makrofagokat és T sejteket hasznaltunk.

Munkdm elsé részében az A375/NF-kB-Luc.4 (neo) melanoma riporter sejtek
aldehid- és/vagy doxorubicin kezelés hatidsara adott NF-xB valaszat és a hatdanyagok
sejtproliferacidra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A tiz aldehid koziil hat a 2,4,6-trimetoxi-
benzaldehid, a 2,5-dimetoxi-benzaldehid, a 2-nitro-benzaldehid, a 2.,4,6-trihidroxi-
benzaldehid (TBA), az ortho-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid citosztatikus hatassal
rendelkeztek. Koziiliik a leghatdsosabban a TBA és az o-vanillin gatolta az A375 human
szignaltranszdukcios utat. A doxorubicin kezelés hatasara megemelkedett NF-kB vélaszt a
2,4,6-trimetoxi-benzaldehid,  2,4-dihidroxi-benzaldehid, 2-nitro-benzaldehid, TBA,
o-vanillin és 3-quinolin-karboxaldehid molekulak hatékonyan csokkentették, amelyek koziil

a legaktivabbnak szintén az o-vanillin bizonyult. Az o-vanillin nem csak a doxorubicinre

68



adott NF-kB valaszt csokkentette, hanem a melanoma sejtek alap (konstitutiv) aktivitasat
egyarant.

Az o-vanillin és TBA NF-«B gatl6 hatasat egy masik csaladba tartozd kemoterapias
szer, az alkilalo ciklofoszfamid esetében is megvizsgaltuk. A 4-hidroperoxi-ciklofoszfamid,
amely a ciklofoszfamid in vitro alkalmazhaté aktiv forméja, 12,5 uM-os koncentracidoban
50%-kal novelte a sejtek NF-kB aktivitdsat, melyet az o-vanillin 43%-kal, mig a 2.,4,6-
trthidroxi-benzaldehid 20%-kal csdkkentett.

Az in vitro kisérletek alapjan legigéretesebbnek talalt o-vanillint és TBA-t
valasztottuk in vivo xenograft kisérleteinkhez. Klinikai modellt felallitva A375 human
melanomaval oltottunk NSG immundeficiens egereket, majd megvizsgaltuk kiilon az
aldehidek és ciklofoszfamiddal egyiitt adjuvéans terapiaként a primér tumorra gyakorolt
hatasukat. Az ciklofoszfamid €s o-vanillin adjuvans terapia mar a tumor beadasatol szamitott
15. napon szignifikansan csokkentette a primér tumor ndvekedését, amely szignifikancia a
kisérlet végéig megmaradt. Az o-vanillin monoterdpia a 20. napon eredményezett
szignifikans primér tumor csokkenést. A TBA ciklofoszfamiddal kombinalt terapiaként volt
hatékony a tumor beadasat kovetd 20 napon, mig monoterapiaként a 15. és 20. napon gatolta
jelentés mértékben a primér tumor novekedését. A ciklofoszfamid kezelés csak a 20. napra
fejtette ki szignifikans tumor novekedést gatld hatasat.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy mind az o-vanillin, mind a TBA tumorellenes

hatéssal rendelkezik in vitro és in vivo koriilmények kozott egyarant.

Munkam masodik részében az exoszoémak immunoduldlo hatdsanak vizsgélatara az
elterjedten hasznalt BI16F1 egér melanoma sejtvonalat valasztottuk. Elsé 1épésként
beallitottunk egy sztenderd protokollt az exoszoémak in vitro termeltetésére és izolalasara,
melyet tobbszori differencial szlirést kdvetden ultracentrifugalassal valdsitottunk meg. Az
exoszoma preparatumok azonositdsat ¢és validalasat atomi erd mikroszkopia és
transzmisszios elektronmikroszkop segitségével végeztiik. Az irodalmi adatoknak megfeleld
eredményt kaptunk, az altalunk tisztitott exoszomak 20-100 nm-es mérettartomanyba esnek,
¢s hogy nem mutatnak belsé struktaraltsagok, amely kizarja a virusrészecskékkel vald
esetleges szennyezettséget. Ezt kovetden kimutattuk, hogy a melanoma sejtekbdl szarmazé
exoszomak eldsegitik a dendritikus sejtek funkcionalis érését, amelyet a dendritikus sejtek
hatdsara indukdlt T sejt proliferacid6 mutatott. Az altalunk kapott eredmények
ellentmondanak par korabban megjelent tanulmanynak, amelyekben arrél szamolnak be,

hogy az exoszoémak megakadalyozzak a dendritikus sejtek érését, igy képtelenek fokozni a
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tumor ellenes immunitast (Yu, Liu et al. 2007). Vannak olyan tanulmanyok is, amelyek arrol
szdmolnak be, hogy az exoszémak fokozzak a tumor ellenes immunitast. A tumor sejtek altal
termelt exoszoOmak tumor antigéneket hordozva aktivaljak a dendritikus sejteket, amelyek
antigén specifikus citotoxikus T sejt medidlta tumor ellenes hatast valtanak ki (Yang and
Robbins 2011). Multhoff és munkatarsai bizonyitottak, hogy a Hsp70/Bag-4 membran
pozitiv hasnyalmirigy és vastagbél daganat sejtekbdl szarmazo6 exoszémak fokozzak az NK
soran az exoszOoma kezelés hatdsara aktivalodott az NF-kB jelatviteli utvonal. A
makrofagokban aktivalt NF-kB jelatviteli utvonal Osszefiiggésbe hozhaté olyan gének
expresszidjaval (VEGF, IL-6, TNF-a), amelye szerepet jatszanak a tumorigenezisben,
ravilagitva a makrofagok tumorigenezisben betoltott szerepére. Mindezen adatok azt
sugalljak, hogy az exoszoma altal indukalt NF-«xB jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik
a rosszindulatu folyamatok kialakuldsaban.

Az exoszoma kezelés hatdsdra megvaltozott citokin- és kemokin profil a makrofagok
alternativ aktivaciojat sugallja. Az exoszoma indukcio a M1 és M2 citokin- és kemokin
profiltdl egyarant eltérd, alternativ mintazatot mutatott. A TIMP1 matrix metalloproteinaz
inhibitor szintjének csokkenése Osszefliggésbe hozhatod a metasztazisképzéssel. A csokkent
tumorellenes M1-es immunvalaszt tiikkrozheti az INFy és IL-16 szintjének csokkenése és az
IL-1RA ¢és az IL13 szintjének emelkedése. Ezek jol ismert gétléi az 1-es tipusu
immunvalasznak. A TIMP1 hatasa kétirany lehet a tumoros folyamatokban. A matrix
metasztazis képzését, mig matrix metalloproteinaz-fiiggetlen aktivitasa révén hozzéajarulhat
a tumoros folyamatok eldsegitéséhez. Ilyen példaul a mitogén- €s az anti-apoptotikus hatés.
A CCL2, IL-8 ¢és MIP-1, amelyek a kisérleteink soran magas szinten expresszalodtak,
Osszefiiggésbe hozhatok a gyulladasos folyamatokkal, az angiogenezissel, tumorigenezissel
¢s a sebgyogyulési folyamatokkal. A MIP-2 és IL8 (CXCLS8) kemokinek megndvekedett
szintje a melanoma sejtekben konstitutivan aktiv NF-xB jelatviteli utvonal hatasdnak
tulajdonitjak. Mivel azonban olyan kifejezetten anti-tumoralis hatasu citokin, mint a TNF-a
is jelen volt a kisérletes rendszerben, egyértelmii tumortamogatod profil felallitisa nem
lehetséges.

Exoszoémakra irdnyulo vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a B16F1 sejtek altal
termelt exoszémak hatdssal vannak az immunrendszer sejtjeire. /n vitro koriilmények kozott
az exoszomak megvaltoztatjdk a dendritikus sejtek és makrofagok funkciojat; T sejt

proliferaciot és NF-kB aktivaciot idéznek eld. A melanoma sejtek éltal termelt exoszomak
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hatasara a makrofdgok citokin és kemokin profilja is megvaltozik. Az exoszéma kezelés
hatdsara tumort tdmogatd, és tumoros folyamatokat gatld citokinek ¢és kemokinek is
kimutathatdak voltak.

Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a tumor sejtek altal kibocsatott
exoszomak immunolégiai szempontbol aktiv résztvevdi a daganatos folyamatoknak. A
daganatok kornyezetében, sok tényezd miatt, eleve a kettes tipusu polarizaltsag jellemzo.
Bar esetlinkben, in vitro kornyezetben, kettds arcot mutat az exoszomaval kezelt makrofagok
citokin és kemokin profilja, az exoszomak a daganatos kornyezetben nagy valoszinliséggel
ezt a kettes tipust, vagyis tumortamogatd kornyezetet erdsitik. Kijelenthetjiik tehat, hogy az
exosomak daganatos mikrokornyezet tobbi elemével szorosan kolcsonhatva, aktiv

szereploként vesznek részt a tumorok fejlddésének kiilonbozé szakaszaiban.

Kovetkeztetések

A vizsgalt aldehidek koziil a természetben is el6forduld o-vanillin és a TBA
csokkentették a melanoma sejtek alap- €s a citosztatikum kezelés hatasara megemelkedett
NF-«B valaszat. Az in vivo kisérletek soran az A375 human melanoma sejtekkel oltott NSG
egerek primér tumor novekedését is szignifikansan gatolta a TBA ¢és az o-vanillin,
ciklofoszfamiddal kombimacios terapia €s monoterapiaként egyarant. Eredményeink alapjan
elképzelhetd, hogy a vizsgélt aldehidek vagy tovabbi analdgjaik citosztatikum-kezelés

adjuvansaként alkalmazhatoak.

A melandma sejtekbdl szarmazd exoszomak segitik a dendritikus sejtek €rését,
ezaltal megndvekedett T sejt proliferacidt valtanak ki. Képesek aktivalni a makrofagokat,
ami NF- kB aktivacioval jar. Az exoszémaval kezelt makrofagok citokin/kemokin mintdzata
hatdrozott immunologiai aktivitdst mutat és egyardnt eltér a lipopoliszachariddal és
interleukin-4-gyel kezelt sejtek mintazatatol. Az melanoma sejtek altal termelt exoszomak
komplex ¢s egyedi immunmoduladlé hatdssal rendelkeznek. Eredményeink alapjan

diagnosztikai markerként vagy terapias célpontként is javasolhatdak.
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10. Summary

According to the accepted model, many genetic changes are necessary to the malignant
tumor formation. These genetic changes make tumor cells independent from growth factors,
contact inhibition disappears, errors occur in programmed cell death, genetic stability is lost,
resulting in a malignant phenotype characterized by angiogenesis, invasion and metastasis
formation. Due to these genetic alterations, tumors will sooner or later be detectable by the
immune system; therefore they have to modulate the immune system to survive.

The nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«kB) signaling
pathway plays a crucial role in cancer. Increased activity of the transcription factor was
documented in many tumor types, which was related to different steps of tumorigenesis. The
chemotherapeutic drugs can further increase the NF-kB activity that, in turn, can protect
tumor cells from chemotherapy-induced cell death.

The tumor-host communication and the altered tumor microenvironment are crucial
components of the tumor development, metastasis formation and chemotherapy resistance.
Tumor-derived exosomes are essential mediators of this communication. Exosomes are
microvesicules of 20-100 nm diameter. They can be produced by each mammalian cell types.
The exosomes have endosomal origin, and they are released from the cells by exocytosis.
Exosomes have diverse activities; they can influence the target cells by their protein, cell
surface receptor, transcription factor, mRNA and miRNA content. The role of immune
modulation exerted by tumor-derived exosome in tumorigenesis is still not completely clear.
Activating and inhibitory effects have likewise been revealed, depending on the tumor
developmental stage and the type of exosomes. The information that exosomes are carrying
influences the migration of tumor cells, the antigen-specific T cell response and the polarity
of the immune response.

The melanoma, a tumor that derives from melanocytes, is a malignant and invasive
skin cancer. Melanoma forms metastases by high probability. Its genetic variability is higher
than most other tumors, and it effectively avoids immune surveillance. The exact mechanism
of this immune escape is unclear. One mechanism might be the constitutive NF-xB
activation leading to induction of anti-apoptotic, pro-angiogenic and metastasis promoting
proteins. Exosomes produced by the tumor might also be involved in the process. The tumor
derived exosomes can alter the tumor stroma, which can contribute to avoiding immune
surveillance. Importantly, the chemotherapy induced NF-kB activity increase can further

enhance exosome release.
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In the first part of the study we investigated the impact of vanillin and/or doxorubicin
on cell proliferation and NF-kB signaling using the A375/NF-xB.Luc.4 (neo) reporter cell
line. Six of the ten tested aldehydes had cytotoxic effect: 2,4,6-Trymethoxybenzaldehyde,
2,5-Dimethoxybenzaldehyde, 2-Nitrobenzaldehyde, 2,4,6-Trihydroxybenzaldehide (TBA),
ortho-Vanillin, 3-Quinolinecarboxaldehyde. TBA and o-vanillin were the most active.
Doxorubicin activated the NK-kB signal pathway of the A375 cells. This activity was
reduced by 2,4,6-Trymethoxybenzaldehyde, 2,4-Dihidroxybenzaldehide, 2-
Nitrobenzaldehyde, ortho-Vanillin, TBA and 3-Quinolinecarboxaldehyde treatment. o-
Vanillin appeared to be the most active. o-Vanillin reduced the doxorubicin induced NF-kB
activity and the basal (constitutive) activity of the melanoma cells as well.

Then we examined the inhibitory effect of o-vanillin and TBA on NF-kB activity
induced by another chemotherapeutic agent, the alkylating compound cyclophosphamide.
4-hydroperoxycyclophosphamide (4-HC), a bioactive derivative of cyclophosphamide, used
at 12.5 uM concentration, increased the NF-kB activity by 50%. o-Vanillin was suppressed
this increased activity by 43%, while TBA by 20%.

Based on the in vitro findings, o-vanillin and TBA were selected for in vivo efficacy
test in A375 human melanoma-bearing NSG mice, as a single agent and in combination with
cyclophosphamide. The growth inhibition of the o-vanillin/cyclophosphamide combination
reached statistical significance by day 15, and remained statistically significant until the end
of the experiment (i.e. day 20). Moreover, on day 20, the antitumor effect of both tested
aldehydes, as single agents, was significant.

With these experiments we showed that the o-vanillin and TBA have anti-tumor

effect in vitro and in vivo as well.

In the second part of the work, we were investigated the immunomodulatory effect
of exosomes in the well known B16F1 mouse melanoma model. After multiple differential
filtrations the exosomes were isolated with ultracentrifugation. Size and form distribution of
exosomes was determined by atomic force microscopy. Our results were in accordance with
data from the literature, as we purified exosomes in the range of 20-100 nm in diameter.
Transmission electron microscopy showed that they had no internal structure, excluding
viral contamination.

Then we showed that melanoma cell derived exosomes promoted the maturation of
dendritic cells, as the treated dendritic cells induced more intensive T cell proliferation in a

co-culture system. These results are in contrast with several earlier papers suggesting that
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exosomes suppress, rather than promote dendritic cell maturation, therefore they might not
enhance anticancer immunity. On the other hand, there are publications that report that
exosomes might induce anti-tumor immunity. In some models, tumor cell derived exosomes
carrying tumor antigens can activate the dendritic cells that, in turn, activate antigen specific
cytotoxic T cell response. For example, exosomes originating from Hsp70/Bag-4 membrane-
positive pancreas- and colon tumor cells stimulate migration and reactivity of NK cells. In
our experiments, exosomes induced NF-«kB activation in macrophages.

The cytokine and chemokine expression changes induced by the exosomes reflect an
alternatively activated macrophage profile. The exosome induction resulted in a cytokine
and chemokine profile different both from the M1 and the M2 profiles. The reduced level of
TIMP1 matrix metalloproteinase inhibitor might be involved in metastasis formation. The
decreased level of IFNy and IL-16 might reflect a reduced anti-tumor M1 response, together
with the increased level of IL-1Ra and IL-13, both well known suppressors of the type 1
immune response. CCL2, IL-8 and MIP-1 were expressed in high levels in our model. They
have been shown to be involved in inflammation, angiogenesis, and tumorigenesis and
wound healing. The elevated level of MIP-1 and IL-8 is correlated with the constitutive
activation of the NF-xB in melanoma cells. Because TNF-a and other anti-tumor cytokines
were also present in our experiments, we cannot set up a clearly defined tumor supporting
profile either.

Taken together, BI6F1 melanoma cell derived exosomes can influence the immune
response. In in vitro conditions the exosomes alter dendritic cell and macrophage function,
induce T cell proliferation and NF-kB activation. The exosome treatment changes the
cytokine and chemokine profile of the macrophages, resulting in the expression of both
tumor promoting and anti-tumor cytokines and chemokines.

The conclusion of our observations is that exosomes are immunologically active
participants of the tumor-host communication. Due to numerous factors, tumor
microenvironment is characterized by type 2 immune polarization. In our in vitro
experiments, the exosome-treated macrophages show a ,,mixed” polarization profile, in the
tumor microenvironment, exosomes are likely to enhance the existing type 2 polarization. In
summary, interacting with other elements of the tumors microenvironment, exosomes play

an important role in tumorigenesis.

Conclusion and final remarks
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From the tested aldehydes, ortho-vanillin and 2,4,6-trihidroxybenzaldehyde significantly
reduced melanoma cell growth. The selected vanillins reduced the basal- and chemotherapy
induced NF-«xB activity of melanoma cells as well. In an in vivo mouse xenograft model,
ortho-vanillin and 2.,4,6-trihydroxybenzaldehyde inhibited primary tumor growth as
monotherapy, or in combination with cyclophosphamide. According to our results, these

aldehydes might be considered for use as adjuvant therapy in melanoma.

Melanoma cell derived exosomes promoted the maturation of dendritic cells, resulting in
enhanced dendritic cell-induced T cell proliferation. The exosomes induced macrophage
activation, and altered the macrophage cytokine and chemokine profile that was different
from both the LPS and the IL-4 induced profiles. Since the melanoma cell derived exosomes
have a unique and complex immunomodulatory effect. Based on our results, they might be

considered as diagnostic markers and therapeutic targets.
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00001).
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