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Bevezetés

A makrofagok a velesziiletett immunrendszer sokoldalt
effektor  sejtjei, amelyek  rendkiviilli  plaszticitassal
alkalmazkodnak az eltér6 kornyezeti stimulusokhoz. Ezt a
tulajdonsagukat polarizacionak nevezziik.  Polarizaciojuk
eredményeként két 6 funkcionalis fenotipust kiilonboztetiink
meg, a klasszikusan aktivalt M1 ¢és az alternativ médon aktivalt
M2 makrofagokat. Az M1 makrofagok pro-inflammatoérikus
jelekre aktivalodnak, fokozottan termelnek gyulladasos
citokineket és kemokineket, valamint nitrogén-monoxidot ¢és
reaktiv oxigénszarmazékokat, amelyek révén hatékonyan
eliminaljak a korokozokat, timogatjak az adaptiv immunvalaszt,
valamint a tumorellenes immunfolyamatokat. Ezzel szemben az
M2 makrofagok gyulladdscsokkentd és regenerativ szerepet
toltenek  be, ugyanakkor immunmodulaldo citokineket,
novekedési faktorokat és enzimeket szekretalnak, tamogatva a
sebgydgyulast, szoveti regeneraciot, valamint a tumor-asszocialt
folyamatokat.

A tumor mikrokoérnyezete (TME) egy dinamikus rendszer,
amely tumorsejtekbdl, kornyezé sejtekbdl (pl. fibroblasztok,
makrofagok) és nem-sejtes elemekbdl (pl. extracellularis matrix,
szolubilis faktorok) all. Az itt végbemend sejtek kozotti

kolcsonhatasok  kulcsszerepet  jatszanak a  daganat



novekedésében, attétképzésében ¢és a terdpiarezisztencia
kialakulasaban.

A tumor-asszocialt makrofagok (TAM-ok) szoveti
makrofagokbol és csontveldi monocitdkbol szdrmaznak, és a
TME-ben elsdsorban tumorsejtek hatasara atprogramozodnak,
elveszitve tumorellenes funkcidikat. A TAM-ok nem sorolhatok
be egyértelmien az MI1/M2 fenotipusokba, inkabb egy
folyamatos polarizaciés spektrumon helyezkednek el. Az M1-
szeri TAM-ok gyulladaskeltd6 —mediatorokat termelnek,
tamogatjak az immunvalaszt és gatoljak a tumorprogressziot,
mig az M2-szerli TAM-ok — amelyek jelenléte a tumorigenezis
elérehaladtaval valik domindnssa — gyulladascsokkentd,
immunszupressziv és pro-angiogén faktorokat szekretalnak, igy
elosegitik a daganat novekedését, attétképzést és a tumorellenes
terapia elleni rezisztencia kialakulasat. Mivel a TAM-ok
meghatarozd szerepet jatszanak a TME alakitasaban, célzott
modulacidjuk (eliminacidjuk vagy M1 iranyu atprogramozasuk)
igéretes stratégia a daganatellenes terapidk hatékonysaganak
fokozésara.

A fém nanorészecskék, kiilonosen az arany (AuNP) és eziist
nanopartikulumok (AgNP), egyre nagyobb jelentOséget kapnak a
diagnosztika és a gyogyaszat teriiletén, koszonhetden a kivalo
fizikai-kémiai tulajdonsagaiknak, egyszerii szintézisiiknek és

kénnyen modosithato feliiletiiknek. Kiilondsen eldnyds lehet az



alkalmazasuk a daganatos megbetegedések kezelésében, hiszen
a nanorészecskék képesek passzivan felhalmozdédni a
tumorszovetben, a tumorokban talalhato erek fenesztralt
endotéljének koszonhetden, illetve felsziniiket
célzémolekuldkkal — pl. folsavval — mddositva a tumorsejtek
aktiv targetdlasara is alkalmassd valnak. A nanorészecskék
hasznalhatéak hatéanyagok szallitasara, illetve egyes fém
nanorészecskék, mint az AgNP és AuNP, kdzvetlen tumorellenes
hatast is kifejtenek.

Az AgNP-k és AuNP-k képesek kolcsdonhatasba 1épni az
immunrendszerrel, valamint modulédlni az immunvalaszt, amely
gyulladasos vagy immunszupressziv jellegii lehet. Ez fiigghet a
részecskék méretétdl, toltésétdl, alakjatol és  felszini
bevonatuktol. Az AgNP-k jellemzéen er6sebb immunstimulalo
hatast fejtenek ki, fokozva a reaktiv oxigéncszabadgydk
termelést és citokinexpressziot, amellyel M1-szerii makrofag-
polarizaciét indukélhatnak. Az AuNP-k hatasa nagyban fiigg a
felszinilkkh6z  konjugdlt molekuldktél, azonban szintén
elosegithetik az M1 iranyu polarizaciot. A nanorészecskék
tumorellenes hatasa részben az immunrendszer aktivalasabol,
részben a TAM-ok MI1 irdnyll 4tprogramozasabol ered.
Ugyanakkor a nanopartikulumok tumor—sztroma interakciokra
és a tumorsejtek makrofag-atprogramoz6é mechanizmusaira

gyakorolt hatasaik még kevéssé ismertek.
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Célkitiizések

Célul thztiik ki annak elemzését, hogy az AuNP-k és

AgNP-k hogyan befolyasoljak a tumorsejtek és makrofagok

kozott mikodé kommunikaciot. Azt kivantuk feltérképezni,

hogy az AuNP-k és AgNP-k kozvetett mdédon, azaz a tumor

sejtek moduldlasdn keresztiil, hatassal vannak-e a makrofagok

sejtbiologiai és funkcionalis folyamataira, azok tumor-tamogato

aktivitasara. Két leegyszertisitett in vitro kisérleti rendszerben

vizsgaltuk a fém nanorészecskék hatdsdt a tumorsejtek ¢és

makrofagok k6zotti kommunikéciora.

1.

Az els6 modellrendszerben a tumorsejtek altal kondicionalt
médium (KM) hatésat vizsgaltuk makrofag sejteken. A KM-
okat kezeletlen, illetve vagy AuNP-vel vagy AgNP-vel
kezelt tumorsejtekrél szarmazd médiumokbol allitottuk eld,
amelyekkel a késobbiekben a makrofag sejteket kezeltiik.
Ebben a rendszerben egy egyirany sejtkommunikaciot
vizsgaltunk, amelyben a tumorsejtek altal szekretalt
szolubilis faktorok hatnak a makrofagokra.

A masodik modellrendszerben a tumor sejtek makrofag
sejtekre gyakorolt modulalé hatasat indirekt ko-kultaraban
vizsgaltuk, amelyben a két sejttipus egymastol a sejtek altal
nem, de szolubilis faktorokra atjarhatd membrannal van

elvalasztva. Ebben az esetben parakrin, kétiranyu



kommunikaci6 valosul meg a két sejttipus kozott, hiszen egy

idében, egy kdzegben zajlik a sejttenyésztés.

Tanulményozni kivantuk, hogy

— az alkalmazott AuNP és AgNP toxikusak-e az egér
eredet(l, 4T1 eml6 karcindma sejteken és kivalasztani a
legmegfelelobb nanorészecske kezelési koncentraciot;

— a tumorsejtek képesek-e ezeket a nanorészecskéket
felvenni a kornyezetiikbol;

— valtozik-e és ha igen, milyen irdnyban az egyes
makrofagokra  jellemzOé  polarizaciés  markerek
expresszioja;

— valtozik-e a makrofagok altal szekretalt vizoldékony
faktorok  mennyisége a  nanorészecske-kezelt
tumorsejtek hatasara;

— befolyasoljak-e a nanorészecskékkel kezelt tumorsejtek
a makrofagok migracios aktivitasat és a makrofagok altal

szekretalt, migraciohoz kdthetd fehérjék mennyiségét.

Moédszerek

A kisérleteink soran alkalmazott AuNP ¢és AgNP
citotoxicitasat MTT-esszével vizsgaltuk. A nanorészecskék
sejtekbe torténd bejutasat transzmisszios elektronmikroszkoppal

detektaltuk.  Vizsgalatainkhoz  kétféle makrofag  sejtet



alkalmaztunk, az immortalizalt J774 sejtvonalat, illetve primer
makrofdgokat. A primer BMDM makrofag sejtkultarat egér
csontveldbdl izolalt monocitdkbol hoztuk létre altalunk készitett
L929-kondicionalt médium felhasznalasaval. A primer sejtek
differencidlodasanak  sikerességét  daramlési  citométerrel
validaltuk.

Két in vitro modellrendszert allitottunk fel, az egyikben a
kezeletlen, AuNP- vagy AgNP-kezelt tumorsejtekrdl szarmazo
KM-ok segitségével vizsgaltuk a tumorsejtek indirekt hatasat a
makrofag sejtekben, mig a masikban indirekt ko-kultarat
készitettiink, amiben a tumorsejteket 0.4 pm pdrusméretii
inszertekre novesztettiik, amiket a makrofagok tenyészetére
helyeztink. MTT esszével tanulmanyoztuk az in vitro
rendszerekben 1évo sejtek életképességét. A KM-mal kezelt,
valamint a ko-kultiraban novesztett immortalizalt és primer
makrofagokbol RNS-t izolaltunk, majd RT-qPCR méréssel
vizsgaltuk a célgének expressziojat.

A két in vitro rendszerben vizsgalt makrofagok feliiluszojabol
meghataroztuk az MMP-aktivitast egy fluoreszcencian alapuld
kit segitségével, mig a migracidhoz kothetd fehérjéknek a
altal szekretalt faktorok széleskorii vizsgalatat Proteome Profiler

Array-vel végeztik. A J774 immortalizalt makrofagok

crcr
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Fontosabb eredmények, tézispontok

1. Toxicitasi vizsgalatokkal kivalasztottuk a megfelel6
AuNP és AgNP koncentracidkat a tovabbi kisérletekhez, ¢€s
kimutattuk, hogy a fém nanorészecskék ebben a koncentracioban
alkalmazva bejutnak a tumoros sejtekbe, ahol a citoplazmaban
felhalmozodnak.

2. Sikeresen létrehoztuk és  fenntartottuk  primer
makrofdgok tenyészetét, amelybdl felépitettink két in vitro
modellrendszert, melyben az emlétumorsejtek és a makrofagok
kommunikaciojat vizsgalni tudtuk.

3. Bizonyitottuk, hogy a létrehozott in vitro tumorsejt-
makrofdg modellek nem toxikusak sem a primer, sem pedig az
immortalizalt makrofagokra.

4, Kimutattuk, hogy a tumorsejtek jelenléte - az indirekt ko-
kultirdban, vagy a tumorsejtek altal KM révén — miatt
megemelkednek a vizsgalt makrofag sejtekben az M2-szerii
TAM markerek (citokinek, kemokinek, enzimek) expresszidja
mind mRNS mind fehérje szinten.

5. Kimutattuk, hogy amennyiben a tumorsejteket AuNP-
vel vagy AgNP-vel kezeljik, akkor szignifikansan visszaszorul
az M2 markerek expresszioja a makrofag sejtekben mindkét in

vitro rendszerben.



6. Meghataroztuk szamos, a sejtmigraciohoz kothetd
fehérje mennyiségét J774 és BMDM sejtekben és kimutattuk,
hogy a tumorsejtek hatdsara megndtt a makrofagok 4ltal
szekretalt fehérjék koncentracigja. Ha a tumorsejteket
nanorészecskékkel kezeltik, akkor viszont ezeknek a
migracidhoz sziikséges fehérjéknek a szekrécidja jelentdsen
csokkent mind a primer mind az immortalizalt makrofagokok
esetén.

7. Igazoltuk, hogy a tumorsejtek hatasara megemelkedik a
makrofagok MMP aktivitasa és migracios képessége, ezeknek a
jellegeknek a megjelenése azonban elmarad a makrofagokban, ha
a velik ko-kultira vagy KM révén kapcsolatba keriilo
tumorsejteket AuNP-vel vagy AgNP-vel kezeltiik.

8. Megallapitottuk, hogy a nanorészecskék modulalni
tudjak a tumorsejtek és a makrofagok kozotti kommunikaciot, és
a tumorsejtek AuNP és AgNP kezelése hatékonyan képes
visszaszoritani a tumorsejteknek a makrofagokra kifejtett

»atprogramozd” hatasat.

Osszefoglalas

Kutatasunk soran kimutattuk, hogy a tumorsejtek képesek
modulalni az immortalizalt és primer makrofag sejtek

muiikodését, mind tumorsejt KM-okon keresztiil, mind indirekt



ko-kultardban makrofag sejtekkel, amely hatdst a tumorsejtek
fém nanorészecske kezelése képes volt meggatolni.

Kutatasunk soran kimutattuk, hogy a tumorsejtek altal termelt
faktorok és jelenlétiik M2-szerti, tumor-tdmogatd markerek (pl.
CCL2, CCL3, CCL22, COX2, NOS2, MMP9/2, IL-23)
expressziojat fokozzdk a makrofdgokban, eldsegitve a
tumorprogressziot és  immunszupressziv  mikrokornyezet
kialakulasat. Ezzel szemben a fém nanorészecskékkel kezelt
tumorsejtek esetében ezek a hatasok mRNS- és fehérjeszinten is
jelentésen csokkentek. A kezelés tovabba mérsékelte a
makrofagok migraciojat, MMP aktivitasat és kemokin-
termelését. Mind AuNP-k, mind AgNP-k hatékonyan gatoltak a
tumorsejtek altal indukalt TAM-M2 polarizaciot mind az
immortalizalt J774, mind a primer BMDM makrofag sejtekben.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az AuNP-k és
AgNP-k igéretes anyagoknak bizonyultak a tumor és a
sztromasejtek kozotti  kolcsonhatasok  befolydsolasara. A
sztromasejtek  tumorsejtek  altali  ,atprogramozasanak”
ellenstlyozasara, valamint a makrofagok daganatfejlodést
tamogatd szerepének mérseklésére, ezaltal 0j lehetdségeket
teremtve a jovObeni nano-alapi tumorterapias modszerek

fejlesztéséhez.

Summary
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Macrophages in the tumor microenvironment (TME) are
highly plastic and can polarize into either Ml-like pro-
inflammatory, anti-tumor, or immunosuppressive, tumor-
supporting M2-like phenotypes. Tumor-associated macrophages
(TAMs) typically exhibit M2-like characteristics, which promote
tumor progression.

Metal nanoparticles, especially gold (AuNP) and silver
(AgNP) nanoparticles, are gaining increasing importance in
medicine, particularly in cancer therapy. Due to their excellent
physicochemical properties, simple synthesis, and easily
modifiable surfaces, they have become promising therapeutic
and diagnostic tools. They can be advantageous in cancer
treatment because nanoparticles can passively accumulate in
tumor tissues. When modified with targeting molecules, they can
actively deliver therapeutic agents directly into tumor cells.
Additionally, some AuNPs and AgNPs have direct anti-tumor
effects by inducing apoptosis and inhibiting tumor cell
proliferation and growth. AgNPs and AuNPs interact with the
immune system, triggering both inflammatory and
immunosuppressive responses, which depend greatly on their
size, charge, shape, and surface coating. Additionally, they can
promote the polarization of the M1 phenotype.

Our study demonstrated that tumor cell-derived conditioned

media and co-culturing with tumor cells induced M2-like
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polarization in macrophages, but pre-treating the tumor cells with
AuNPs or AgNPs significantly reduced these pro-tumoral
effects. Nanoparticles decreased key chemokines (CCL2,
CCL3), MMPs, and cytokines, thereby limiting macrophage
migration and invasiveness. Both nanoparticles modulated
tumor—macrophage interactions, with AuNPs showing high
potential due to their biocompatibility. J774 and BMDM
macrophages responded similarly, supporting the robustness of
the findings and suggesting similar outcomes while applying
other macrophage models, including in vivo TAMs found in the
TME. These results highlight TAMs as potential targets for
nanoparticle-based cancer therapies, though further research is

needed to clarify mechanisms.
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