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1 Bevezetés  

 

A tumor asszociált fibroblaszt (CAF) gyakorlatilag minden szolid 

tumorban megtalálható, rendkívül heterogén stromasejt-populáció, 

amely különböző prekurzorokból származik, mint például nyugvó 

rezidens fibroblasztok, csontvelőből származó mesenchymális 

őssejtek, vérképző őssejtek, endothelsejtek, helyi epithelium vagy 

adipociták. A CAF erősen proliferatív, fokozott motilitást mutat, és 

aktívan hozzájárul a tumor progressziójához azáltal, hogy kedvez a 

mátrix remodellingnek és az inváziónak, támogatja a 

neovaszkularizációt, növekedési faktorokat és laktátot biztosít a 

malignus sejtek számára, valamint megvédi őket az immunrendszertől 

és a kemoterápiától. A CAF-k citokinek, kis molekulájú mediátorok 

és metabolikus enzimek széles skáláján keresztül elnyomhatják a helyi 

immunválaszt, eltávolításukkal a már kialakult tumorok 

immunmediált kilökődését lehet elérni. Melanomában jól 

dokumentált, hogy a CAF-ok (melanoma associated fibroblastok, 

MAF-ok) többféle módon képesek elnyomni az NK-sejtek aktivitását. 

Azt azonban még nem elemezték, hogy a MAF befolyásolhatja-e a 

CD8+ citotoxikus T-limfociták (CTL) válaszát immunszuppresszív 

citokinek felszabadulásán, metabolikus átprogramozáson, 

immunellenőrzési pontok modulációján vagy az immunszuppresszió 

más módjain keresztül.  
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2 Célkitűzések  

 

Egyre több bizonyíték utal arra, hogy a tumor mikrokörnyezet 

kritikus szerepet játszik a daganatellenes immunitásban a daganat 

kialakulása és a check-point-blokádot célzó immunterápiák során. 

Bár a melanoma az egyik legígéretesebb célpontja ezeknek a 

terápiáknak, a MAF-ok és a CD8+ T-sejtek közötti kölcsönhatásokat 

vizsgáló tanulmányok, talán a MAF-ok nehéz izolálása miatt még 

nem kerültek leírásra.  

 

Tanulmányom célja: 

I. Megfelelő technika kidolgozása primer melanomából 

vagy cutan-metasztázisból származó MAF-ok 

izolálására,  

II. Izolálni normál dermális fibroblasztokat (DF) 

ugyanannak a betegnek a normál bőréből. 

III. Elemezni, hogy a MAF-ok hasonló módon 

befolyásolják-e a CD8+ T-sejteket, mint amivel képesek 

elnyomni az NK-sejtek aktivitását, és 

IV. Tisztázni a hatásmechanizmusukat. 
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3 Módszerek  

 

Tizenhat melanomás betegtől gyűjtöttünk bőrbiopsziát a Semmelweis 

Egyetem Bőrgyógyászati, Venerológiai és Dermatoonkológiai 

Klinikáján. 

MAF-ot és DF-ot izoláltunk melanomákból és ugyanazon betegek 

normál bőréből Melan-A-/gp100-/FAP+ stromasejtekként. 

Egészséges véradók CD8+ T-sejtjeit MAF- és DF-kondicionált 

médium (CM) jelenlétében aktiváltuk, és a CTL-aktivációval, az 

effektorsejtek differenciálódásával, az effektor molekulák 

termelésével, az immunellenőrzési pontok szabályozásával és az in 

vitro ölési aktivitással kapcsolatos markereket áramlási 

citometriával, illetve átirányított ölési próbákkal értékeltük. A MAF 

által közvetített hatásokért felelős oldható mediátorokat ELISA, 

áramlási citometria és inhibitoros vizsgálatokkal azonosítottuk. 

4 Eredmények  

 

4.1 A MAF-ok izolálása és jellemzése  

 

A melanomás betegek elsődleges vagy áttétes daganataiból a MAF-

okat differenciális adhézióval és tripszinizációval és speciális 

tápoldattal választottam el a melanoma sejtektől. A bona fide 

fibroblasztok elsődleges tenyészeteinek széleskörű jellemzése 

áramlási citometriával történt, hogy igazoljuk azonosságukat és 
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kizárjuk a melanoma sejtekkel szennyezett mintákat. Hármas 

markerpanelt használtunk, amely a melanoma specifikus (melanA és 

gp100) és a CAF markereket (fibroblaszt-aktiváló protein vagy FAP) 

célozta meg. A 3% feletti melanA vagy gp100 pozitivitást mutató 

MAF kultúrákat kizártuk a további kísérletekből. A kontrollként 

szolgáló DF-ket nem tumoros, ép szélekből (a tumor szélétől 1 cm-nél 

távolabb lévő szövetekből) nyertem ugyanezzel a módszerrel. 

 

4.2 A CD8+ T-sejtek korai aktivációját a MAF által termelt 

szolubilis faktorok gátolják  

 

A CD8+ T-sejt-MAF kölcsönhatások jobb megértése érdekében 

először azt vizsgáltuk, hogy a CD8+ T-sejtek aktiválódásának korai 

lépéseit befolyásolja-e a MAF-ból felszabaduló oldható faktorok 

jelenléte. E célból először azt vizsgáltuk, hogy a MAF-ok 

befolyásolják-e a CD69 expresszióját, ami a CD8+ T-sejtek 

aktivációjának egyik legkorábbi markere. Azt találtuk, hogy az anti-

CD3/28 által aktivált CD8+ T-sejtek MAF-CM jelenlétében kevesebb 

CD69-et fejeztek ki a DF-CM jelenlétében aktivált sejtekhez képest, 

és a CD69-et expresszáló sejtek aránya is csökkent. 

 

4.3 A CD8+ T-sejtek effektor molekuláinak termelését és 

felszabadulását a MAF felülúszók szelektíven csökkentik  
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Ezután megvizsgáltuk, hogy a MAF-ból származó oldható faktorok 

képesek-e módosítani a citotoxikus T-sejt effektor molekuláinak 

expresszióját vagy az ölő aktivitást. Az IFN-γ és a granzim B (gzmB) 

aktiváció által kiváltott termelését intracelluláris áramlási 

citometriával vizsgáltuk. A MAF- és a DF-kezelt CD8+ T-sejtek 

között nem volt szignifikáns különbség az IFN-γ-termelés 

tekintetében, az intracelluláris gzmB szintje azonban szignifikánsan 

csökkent a MAF CM jelenlétében. A CD69-hez hasonlóan mind a 

gzmB-termelés, mind a gzmB-pozitív sejtek gyakorisága csökkent.  

 

4.4 A MAF-ból származó szolubilis faktorok gátolják a CD8+ 

T-sejtek által közvetített ölést  

 

Mivel a gzmB termelés korrelál a citotoxikus T-sejtek ölő 

képességével, az aktivált CD8+ T-sejtek citotoxikus effektor funkcióit 

is elemeztük MAF-CM jelenlétében. Ebből a célból megvizsgáltuk a 

sejtek ölési képességét. Megfigyeltük, hogy a MAF CM-kezelt CD8+ 

T-sejtek szignifikánsan kevesebb specifikus sejthalált indukáltak, 

mint a DF CM-kezelt csoport, ami összhangban van a gzmB-termelés 

megfigyelt mérséklődésével. 

 

4.5 A MAF-ok beavatkoznak a T-sejtek jelátvitelébe  
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Tekintettel arra, hogy a T-sejtek károsodott működését a megfelelő 

kostimuláció hiánya vagy az aberráns jelátvitel más formái 

okozhatják, ezután azt vizsgáltuk, hogy a MAF felülúszó befolyásolja-

e a T-sejtek teljes aktivációjához és differenciálódásához szükséges T-

sejtes jelátvitelt. Kísérleti vizsgálatokban a korai (CD3ζ-lánc 

aktiválása), a T-sejtek jelátviteli eseményeit követő (NF-κB 

aktiválása), valamint a CD8+ T-sejtek késői differenciálódásához 

kapcsolódó kulcsfontosságú transzkripciós faktort (Runt-related 

transcription factor 3 vagy Runx3) vizsgáltuk. A MAF felülúszó 

jelenléte csökkentette az NF-κB foszforilációját, míg a CD3ζ-t és a 

Runx3-t nem befolyásolta. E megfigyelés alapján a következőkben 

foszfo-kináz protein arrayt használtunk, hogy további betekintést 

nyerjünk a T-sejt receptoron (TCR) keresztül bekövetkező aktivációt 

követő kóros jelátvitelbe. Bár a TCR jelátvitellel kapcsolatos kináz 

útvonalak többsége működőképes maradt, az NF-κB aktiváció 

alacsonyabb szintje a MAF-exponált CD8+ T-sejtekben az ERK1/2 

foszforiláció növekedésével járt együtt. Ezek az adatok együttesen 

arra utalnak, hogy a MAF CM-exponált T-sejtekben egyensúly 

eltolódás van az aCD3 által közvetített TCR-szignál és az aCD28 által 

biztosított kostimuláció között.      

 

4.6 A MAF felülúszó módosítja a CD8+ T-sejtek 

immunellenőrzési pont receptorainak expresszióját  
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Ismert, hogy az immunellenőrzési pont receptorok (ICR) 

szabályozzák a CD8+ T-sejtek aktivitását a tumorellenes 

immunválasz során. Ezért azt szerettük volna megvizsgálni, hogy a 

MAF-ok befolyásolhatják-e a CD8+ T-sejtek ICR expresszióját. A 

programozott sejthalál fehérje 1 (PD-1), a T-sejt immunglobulin és 

mucin-domain-tartalmú-3 (TIM-3), a limfocita-aktiváló gén 3 (LAG-

3), a T-sejt immunreceptor Ig és ITIM doménnel (TIGIT) és a B- és 

T-limfocita attenuátor (BTLA) expressziós mintázatát elemeztük 

MAF és DF-CM-el történő kezelés után. A CD45RO+ nem-

naiv/memória citotoxikus T-sejtekben a TIGIT és BTLA fokozott 

expresszióját találtuk a MAF-CM-nek való kitettséget követően a DF-

CM-hez képest. A PD-1, TIM-3 vagy LAG-3 kifejeződését a CD8+ T 

sejteken a MAF-CM nem befolyásolta a DF-CM-hez képest, 

függetlenül az aCD3/28 aktiváltságtól vagy a naiv/memória státusztól. 

 

4.7 A MAF-ok az immunellenőrző pont-szabályozóinak eltérő 

spektrumát mutatják  

 

A CAF-ICR ligandok expressziója és e molekulák lehetséges szerepe 

a CAF által közvetített immunmodulációban ellentmondásos. E 

kérdés elemzése érdekében összehasonlítottuk a T-sejt-ICR-k 

potenciális ligandjainak expresszióját a MAF-k és DF-k között. 

Vizsgáltuk a herpeszvírus belépési mediátor (HVEM), a Galektin-3, 

Galektin-9, a programozott sejthalál-ligand 1 (PD-L1), a CD155 

(poliovírus receptor) és a T-sejt aktiváció V-domain Ig 
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szuppresszorának (VISTA) jelenlétét és expresszióját.  

Megállapítottuk, hogy a MAF-kban a negatív CTL-regulátorok, a 

VISTA és a HVEM expressziója DF-khoz képest emelkedett.  

 

4.8 A MAF-ok fokozott L-argináz-aktivitást mutatnak és több 

CXCL12-t választanak ki 

 

Ezután a MAF és CD8+ T-sejt interakciókban szerepet játszó 

molekuláris útvonalak feltárására törekedtünk. A CAF-ok által 

szintetizált immunmoduláló faktorokat korábbi beszámolók alapján 

választottuk ki. A szekretált TGF-β, IL-6, CXCL12 és PGE2 szintet 

ELISA-val elemeztük MAF-CM és DF-CM esetében. Az 

intracelluláris L-arginin katabolizmust sejtlizátumokban vizsgáltuk 

egy dedikált L-argináz-aktivitás-méréssel. Az indolamin-2,3-

dioxygenáz (IDO) általi L-triptofán-katabolizmust a CM-ben lévő 

kynurenin mérésével értékeltük.  L-argináz aktivitást mindkét sejtben 

kimutattunk, a MAF-ban a DF-hoz képest erősen emelkedettnek 

találtuk. Ennek az eredménynek a megerősítése érdekében elemeztük 

az NO-termelődést összehasonlítva a MAF és DF sejteket. Az L-

argináz és a nitrogén-oxid-szintáz (NOS) aktívan versengenek a 

szabad L-argininért, mint közös szubsztrátért, ezért a megnövekedett 

argináz-aktivitás a NOS szétkapcsolását indukálja, ami csökkent NO-

termeléshez vezet. Valóban azt találtuk, hogy a MAF jelentősen 

kevesebb NO-t termelt, mint a DF, ami arra utal, hogy a fokozott L-

argináz aktivitás és az ebből következő L-arginin hiány a MAF-ban 
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elér egy kritikus szintet, ami elegendő ahhoz, hogy megzavarja a 

normális NO-termelést ezekben a sejtekben. Az IL-6 és IDO aktivitás 

nem mutatott szignifikáns különbséget a MAF-ok és a DF-ok között. 

Sem a MAF-, sem a DF-CM-ben nem találtunk kimutatható 

mennyiségű TGF-β-t és PGE2-t, ami összhangban van azokkal az 

eredményeinkkel, hogy a MAF- vagy DF-CM jelenléte vagy hiánya 

nem módosította a külső TGF-β hatását a CTL-ek gzmB-termelésére. 

Érdekes módon a MAF felülúszóban a szekretált CXCL12 emelkedett 

szintjét mutattuk ki, ami egybecseng más közleményekkel, amelyek a 

CAF-ok emelkedett CXCL12-termelését írják le. 

 

4.9 A MAF-eredetű L-argináz a TIGIT és a BTLA fokozott 

expresszióját indukálja a CD8+ T-sejtekben  

 

Annak vizsgálatára, hogy a MAF-ok fokozott L-argináz aktivitása 

felelős-e a MAF által kiváltott CD8+ T-sejt szuppresszióért, BEC-

hidroklorid (az L-argináz 1 és 2 erős, szelektív inhibitora) jelenlétében 

és hiányában készítettünk MAF-CM-t és DF-CM-t. Ezután az összes 

korábban megfigyelt, T-sejtekkel kapcsolatos funkcionális aberrációt 

újraértékeltük stabilitás szempontjából L-argináz gátlás mellett és 

anélkül. Ezek az elemzések feltárták, hogy a MAF által csökkentett 

CD69 és gzmB expresszió és CTL-mediált ölés nem állítható helyre a 

MAF-ok L-argináz aktivitásának megszüntetésével. A BTLA és a 

TIGIT MAF-CM által megemelt expressziója azonban semlegesíthető 

volt az L-argináz szelektív gátlásával. Ennek megerősítése érdekében 
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a MAF-okat CMV promóter kontrollja alatt a teljes hosszúságú humán 

argináz 2-t kódoló emlős expressziós vektorral transzfektáltuk, és 

megvizsgáltuk a BTLA-ra és a TIGIT-re gyakorolt hatását. Azt 

találtuk, hogy az argináz MAF-okban történő fokozott expressziója 

tovább növelte a BTLA és a TIGIT mennyiségét a CD8+ T-sejteken. 

Összességében ezek az adatok azt jelzik, hogy a BTLA és a TIGIT 

CD8+ T-sejteken történő kifejeződésének MAF által közvetített 

fokozása L-argináz-függő jelenség. 

5 Következtetések  

 

Ez a tanulmány azt mutatja, hogy a MAF-ok elnyomják a CTL-

aktivitást, és feltárja az argináz kulcsszerepét ebben a jelenségben. A 

sebészileg eltávolított melanomákból izolált Melan-A-/gp100-/FAP+ 

MAF eredetű felülúszó in vitro gátolja a CD8+ citotoxikus T-sejtek 

különböző funkcióit, beleértve a granzim B termelést és a daganatos 

sejtek elpusztítását. Ez a szuppresszív hatás korrelál a T-sejten 

megtalálható gátló receptorok, például a TIGIT és a BTLA fokozott 

expressziójával, valamint a gátló receptorok MAF-ból származó 

aktivátorainak (VISTA és HVEM) egyidejű növekedésével. A MAF 

eredetű szolubilis faktorok és sejtlizátumok átfogó elemzése az 

argináz/nitrogén-oxid arányok jelentős eltérését mutatta ki ezekben a 

sejtekben a normál bőr fibroblasztokhoz képest. Az argináz/nitrogén-

oxid útvonal gátlása a MAF-okban megszüntette a MAF-oknak a T-

sejtekre gyakorolt TIGIT/BTLA-növelő hatását.  
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Legjobb tudomásunk szerint ez az első olyan tanulmány, amely a 

MAF által közvetített CD8+ citotoxikus sejtek szuppresszióját 

mutatja be, és a MAF-ból származó argináz közvetlen részvételére 

utal a T-sejtek funkcióját gátló molekulák expressziójának 

szabályozásában. Úgy gondoljuk, hogy adataink fontos darabot 

tesznek hozzá a kirakós játékhoz egy olyan izgalmas korszakban, 

amikor az új generációs immunellenőrzési pont-gátlókat, például a 

TIGIT vagy a BTLA ellen irányuló antitesteket fejlesztik, és az 

arginázt célzó molekuláris terápiákat klinikai vizsgálatokban 

tesztelik.   
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