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1. BEVEZETES

A dolgozat két, latszolag egymastol kiilonallo témat targyal, az egyik a progeszteron-
preimplantacios embridt érd fény karos hatasaval foglalkozik. A valdsagban a két téma
Osszefiigg. A terhesség létrejottéhez a befogadd anyai endometrium és a jo6 mindségi,
beagyazodasra képes embrid egyarant sziikséges. Az implantalodott embri6 trophoblast
sejtjei behatolnak az anyai deciduaba, és megteremtik azt a hatarfeliiletet az anya ¢és
magzata kozott, amelyen a magzati antigének felismerése az anyai immunrendszer éltal
¢s az immunvalasz megvalosul. Az invaziv hajlam a magzati eredetii trophoblast sejtek
¢s a rosszindulatu daganatok kozos tulajdonsaga, mig azonban a tumorok invazidja
szabalyozatlan, a trophoblast invazidja térben és idében szigoruan szabalyozott.
Mindezek megértéséhez kiilon foglalkozunk a terhesség alatti megvaltozott
immunologiai kornyezettel, az invazid6 mechanizmusédval, valamint a mindkett6t

szabalyozo progesteron-indukalta blokkolo faktor szerepével.

1. A sikeres implantacio feltételei

Az implantacid sikerét az endometrium receptivitasa €s az embrid mindsége hatarozza
meg. A sikeres terhesség 1étrejotte €s fenntartdsa kétoldalu folyamat: sziikséges hozza
egyrészt a befogadd anyai kornyezet, masrészt a bedgyazodasra képes, megfeleld
mindségli embrio. A két feltétel egyikének hianya infertilitishoz vezethet [Mori és mtsai.
2016]. Az infertilitas vilagszerte jelentds szamu part érint, €s globalis kozegészségligyi

kérdést jelent [Mascarenhas és mtsai. 2012; WHO].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mascarenhas%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23271957

Ha az embri6 allapota idedlis, az endometriumba val6 bedgyazodasra egy viszonylag
sziik, maximum néhdny napos peridodusban van lehetdség, amit implantacios ablaknak

neveziink. Sem eldtte, sem utdna az endometrium nem tudja befogadni az embriot.

Az embrid beagyazddasa sordn, a progeszteron szint emelkedésével parhuzamosan az
endometrium decidualizalodik. A petefészek szteroid hormonjai, névekedési faktorok és
citokinek altal inditott, bonyolult jelatviteli folyamatok eredményeként atformalodik az

extracellularis matrix (ECM), ami szerkezeti vazként szolgal a trophoblast sejtek

crer
crer

crer

fennmaradasat biztositd immunoldgiai valtozasok részletes leirasat lasd késobb.

A masik olyan tényezO, amely meghatirozza a bedgyazddés sikerét az embrid
mindsége. Az embrid mindségét pedig befolyasoljak azok a kornyezeti hatasok, melyek
az in vitro megtermékenyités laboratériumi folyamatai soran érik.

Az asszisztalt reprodukcids technikdk alkalmazasanal elkeriilhetetlen az embrio
kiragadasa természetes kornyezetébdl. Az embrid, manipulacidja soran szamtalan olyan
stressz tényezonek van kitéve, mint a 1égkori nyomas vagy a fény [Rinaudo €s mtsai.
2006; Schultz 2007], melyek befolyasolhatjak fejlodését €s implantacids képességét
[Arora és Mishra 2018; Khosla és mtsai. 2001; Mann ¢és mtsai. 2004]. A belsd
megtermékenyitésii emlés reprodukcio sotét kornyezethez adaptalodott [Hamdoun és
Epel 2007], ezért az in vitro fertilizacié (IVF), illetve az intracitoplazmatikus spermium
injekcio (ICSI) elvégzéséhez sziikséges laboratoriumi manipulaciok soran az embriot éré
fény direkt vagy indirekt modon génexpresszios valtozasokat képes indukalni [Pomeroy

¢s Reed 2013], és befolyasolhatja az embrié implantacios képességét.



2. A terhesség immunolégiai vonatkozasai

A terhesség alatt az anyai immunrendszer - a transzplantacidés immunologia
szabalyainak ellentmondva - olyan mddon képes toleralni a genetikailag eltéréd magzat
jelenlétét, hogy ekdzben normalis védekezOképessége nem karosodik jelentdsen. A
magzat elleni immunvalasz szelektiv gatlasat a foeto-materndlis felszinen miikodo,
Osszetett, sok 1épcsds mechanizmusok valositjak meg, melyben a velesziiletett és szerzett
immunvalasz komponensei (1. dbra) egyarant szerepet kapnak [Robertson és mtsai.

2015].

Az embrid implantaciéjat rovid ideig tartd enyhe lokalis gyulladés, valamint késobb a
sziillés meginduldsat is Thl irdnyban eltolt immunvalasz segiti el6, a gesztacid
fennmarad¢ id6szakara pedig a Th2 citokintulsuly jellemz6. Az ennek hatasara kialakulo
er0s antitest termelés az extracellularis patogénekkel szemben jo védelmet eredményez,
a sejtes immuntas egyes elemei azonban korlatozottan miikddnek. Utobbi egyrészt
csokkenti a virusfertdzésekkel szembeni ellendlloképességet, masrészt viszont megvédi a

magzatot az anyai immunrendszer tdmadasatol [Wegmann és mtsai. 1993].

/ Hormonok
Makro-
fagok 5
/ & Prosztaglandinok
S DC Citokinek
sejtek
\ Kemokinek
www.onlinewebfonts.com/icon/493774 T Sejtek

1. abra: A terhesség kialakuldsaban részt vevo immunsejtek €s molekuldk.
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A human placenta hemochorialis, vagyis a magzati sejtek mélyen belendnek az anyai
szovetekbe, és kozvetlen kapcsolatban allnak. Az implantaciot kovetden az embrid
intenziv ndvekedésnek indul, és behatol a deciduaba. A trophectodermabdl, a blastocysta
legkiils6 sejtrétegébdl szarmazd trophoblast sejtek gyorsan proliferdlnak és
differencidlodnak, koriilolelik a belsd sejtmasszat, igy kiilonitve el az embriét az anyai
szovetektol. Ezek a magzati eredetii sejtek érintkeznek az anyai vérrel és a deciduaval, és
egyik f0 feladatuk az anyai immunrendszer muikodésének lokalis és szisztémads

szabalyozasa.

A magzati szovetekkel kozvetleniil érintkez6 decidua sejtjeinek 10-15%-a immunsejt.
Az anyai lymphocytdk felismerik a magzati/apai antigéneket, és aktivan részt vesznek a

magzat szamara kedvez6 koriilmények megteremtésében [Robertson €s mtsai. 2015].

A decidudlis makrofagok részt vesznek az embriogenezis szamara idealis
immunszupresszalt kornyezet megteremtésében. Az inflammatorikus fenotipusi M1
makrofagok TNF-a és IL-12 citokinek kivalasztasa altal jarulnak hozza az optimalis
immunologiai mili6 kialakulasahoz [Devaraj és Jialal 2011], az anti-inflammatorikus M2
tipustt makrofagokat pedig csokkent IL-12 szekréci6 és IL-1 receptor antagonista

expresszio jellemzi [Nagamatsu és Schust 2010].

A dentritikus sejtek, antigén prezentald funkciojuk révén, Osszekapcsoljak a
velesziiletett €s az adaptiv immunitést [Steinman 1991]. Esszencidlis szerepiik van az
antigén specifikus immunvélasz indukalasaban, illetve a tolerancia eldsegitésében
[Banchereau és mtsai. 2000]. A decidudban eléfordulé dendritikus sejtek legnagyobb
része éretlen. Gatoljdk a citotoxikus IFN-y termelddését [Dietl és mtsai. 2006], kis
mennyiségli IL-12 citokint szekretalnak [Miyazaki €s mtsai. 2003], és eldsegitik a

lymphocytak IL-10 termelését, hozzajarulva ezzel az immuntolerancia kialakulasahoz
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[Zarnani és mtsai. 2008]. Erett fenotipusu dendritikus sejtek talsalya gyulladasos valasz

1étrejottét indukalja, és vetélést okozhat [Blois és mtsai. 2005].

A decidualis lymphocytak mintegy 60%-a NK sejt. Annak ellenére, hogy a periférias
vérben talalhatdo NK sejtekhez hasonloan a decidudlis NK sejtek is rendelkeznek az 616
képességhez sziikséges eszkoztarral (perforin, granzim, granulizin), -citotoxikus
aktivitasuk alacsony. Az alacsony citotoxicitds részben annak koOszonhetd, hogy a
trophoblast sejtek altal expresszalt nem-polimorf MHC molekulak (HLA-G és HLA-E) a
decidualis NK sejtek tobbségén kifejez6dd CD94/NKG2A gatlo receptorok ligandjaként
szolgalnak [Mori és mtsai. 2016]. A decidualis NK sejtek olyan angiogenezist
befolyasold molekulakat, kemokineket és citokineket termelnek, melyek amellett, hogy
hozzajarulnak a lokalis tolerancia kialakuldsdhoz, fontos szerepet jatszanak a trophoblast

invazioban és a spiralis artériak atrendezédésében [Karimi és Arck 2010].

A decidudban talalhato T lymphocytdk 70%-a y/d T sejt receptort fejez ki, ami - az o/
lancokbol allo T sejt receptorral ellentétben - képes MHC restrikcio nélkiil felismerni a
polimorf MHC molekulakat nem expresszald trophoblast altal bemutatott magzati
antigéneket. A decidualis y/0 T sejtek ezen kiemelt szerepét tdmasztja ala az a tény is,
hogy a tobbségiik aktivalt allapotban van [Mincheva-Nilsson és mtsai. 1997]. A keringd
T sejtek mintegy 5%-at reprezentald y/d T sejtekkel szemben a decidualis y/8 T sejtek
citotoxicitdsa alacsony, ¢és Th2 tipusi citokinek termelése altal segitik eld az

immuntolerancia kialakulasat [Barakonyi és mtsai. 1999].

A regulator T sejtek feladata az immunvalasz moderalasa a sajat antigének, bizonyos
daganatsejtek vagy transzplantalt szovetek iranti tolerancia fenntartasa soran. A terhesség
alatt ezek a sejtek IL-10 termelésiik altal jarulnak hozzd a magzattal szembeni

immuntolerancia kialakuldsahoz [Vignali és mtsai. 2008].
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3. A Progeszteron-Indukalta Blokkolé Faktor (PIBF)

Az immunrendszer terhesség alatti megvaltozott miikodését a petefészek szteroid
hormonjai szabalyozzak. A magzati antigének felismerése utan a v/ T sejtek aktivalt
allapotba keriilnek, és progeszteron receptorokat expresszalnak [Szekeres-Bartho és
mtsai. 2001], majd progeszteron jelenlétében egy mediatorfehérjét, a progeszteron-
indukalta blokkol6 faktort (PIBF) termelnek, amely a progeszteron immunoldgiai hatasait

kozvetiti [Szekeres-Bartho és Wegmann 1996].

A molekulat els6ként terhes ndk lymphocytai altal termelt, 34 kDa molekulatomegii
fehérjeként azonositottak [Szekeres-Bartho és mtsai. 1985a, b]. Késobb vilagossa valt,
hogy az aktivalt lymphocytakon kiviil szamos egyéb szovet, igy a placenta, a decidua és

az embrid is képes PIBF termelésére [ Anderle és mtsai. 2008].

A PIBF1 génrdl atirod6 mRNS 18 exont, leucin-cipzart, nukledris lokalizacios
szignalt, foszforilacios és glikozilacios helyeket tartalmaz (2. abra). A teljes lancu fehérje

757 aminosavbdl all, molekulatomege 89,7 kDa [Polgar és mtsai. 2003].

PEST NLS1 LeuZip1 NLS 2 bZIP Leu Zip 2
] I N -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 .13 14 16 16 17 18
v o .
5UTR 90-kDa 3J'UTR

Lachmann és mtsai 2004.

2. abra: A teljes lanct (90 kDa) PIBF izoforma mRNS-ének exon felépitése.

Mivel a PIBF transzkripcidja soran, alternativ splicing kovetkeztében 16 kiilonb6zo
MRNS molekula keletkezik, szamos, eltéré6 méretii fehérje izoforma képzodik. A
konstitutivan jelen 1évé teljes lanct PIBF a sejtmaghoz asszocialt, mig a kisebb splice-
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variansok a citoplazméban helyezkednek el, és szekretalddnak [Lachmann és mtsai.
2004]. A maghoz asszocialt teljes hosszisagii PIBF fehérje feltehetdleg a sejtciklus
szabalyozasaban jatszik szerepet [Kim és Rhee 2011; Kim ¢és mtsai. 2012]. A rovidebb,
szekretalodo izoformak a sejtbdl kijutva a PIBF receptordhoz kotédnek. Mivel a PIBF
receptora nem rendelkezik transzmembran doménnel, ligandko6tés utan heterodimert alkot
az IL4 receptor a lancaval, aktivalja a JAK1/STAT6 jelatviteli utat [Kozma és mtsai.

2006], és Th2 tipusu citokin termelést indukal [Szekeres-Barth6 és Wegmann 1996].

A teljes hosszusagt PIBF a trophoblast invazid szabalyozasa [Haldsz és mtsai. 2013;
Miké és mtsai. 2011], a kis molekulastlytd izoformak pedig az immunvalasz

befolyasolasa révén jarulnak hozzé a terhesség sikeres lefolyasahoz.

1.3.1 A PIBF immunolodgiai hatasai a terhességben

A PIBF mar a preimplantacios idOszakban szerepet jatszik. Hozzdjarul az
endometrium decidualis atalakulasahoz és receptivitasanak fokozodasahoz [Mulac-

Jericevi¢ és mtsai. 2019].

A PIBF-t is tartalmazd embri6 eredetii extracellularis vezikulak jelenlétében fokozodik
az egér 1épsejtek IL-10 termelése [Pallinger és mtsai. 2018], ami arra utal, hogy az embrid
mar az implantacid idészakaban befolyéasolja az anyai immunrendszer miikodését. Ezzel
Osszhangban, PIBF deficiens egerekben csokken az implantaciés, és ndvekszik a
rezorpcios arany, illetve az anyai immunologiai funkciok eltérnek a normalis terhesség
alatt tapasztaltaktol. A PIBF hianyos egerek NK aktivitasa fokozott, a CD4+ T sejtekben
pedig csokkent a T sejt aktivacioban szerepet jatszo gének expresszioja, és a T sejtek Thl

iranyban differencialodnak [Csabai és mtsai. 2020].

A PIBF a gesztaci6 korai periddusaban jelenik meg a vérben, valamint a vizeletben.

Koncentracidja a terhesség eldrehaladasaval fokozatosan nd, és sziilés elétt kdzvetleniil
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csokken. Terhes nok vizeletének PIBF koncentracioja 0Osszefligg a terhesség
kimenetelével, a PIBF szint csokkenése eldre jelzi a terhesség spontan megszakadasat
[Polgar és mtsai. 2004]. Egérben az endogén PIBF aktivitds specifikus ellenanyaggal
torténd neutralizdlasa fokozott magzati veszteséget (rezorbedlodast) eredményez. A
rezorpcids arany ndvekedését az NK sejtek aktivitdsanak fokozddasa, a Th2 citokinek
termelddésének csokkenése ¢és a Thl citokinek szintézisének fokozodéasa kiséri
[Szekeres-Bartho és mtsai. 1997]. A sikeres terhességre fokozott humoralis és csokkent
celluldris immunvalasz jellemz6é, melynek hatterében a Th2 iranyban eltolt citokin
termelés all [Kelemen és mtsai. 1996; Wegmann és mtsai. 1993]. Egérben a Thl tipust
citokinek talstlya hatranyosan befolyasolja a terhesség kimenetelét [Li és mtsai. 2013;
Takeshita és mtsai. 2014]. Ezzel 0Osszhangban, a humdan terhesség spontan
megszakadasaval veszélyeztetd allapotokban a citokin termelés egyensulya Thl irdnyba
tolodik el [Raghupathy és mtsai. 2009; Saito €s mtsai. 2010; Szekeres-Bartho ¢s Balasch

2008; Szekeres-Barth6 és mtsai. 2009; Wegmann és mtsai. 1993].

Mar emlitettem, hogy a decidualis NK sejtek 616 aktivitasa alacsony. A citotoxikus
hatds karosithatja a trophoblastot, ami a terhesség megszakadasdhoz vezethet. Az
alacsony citotoxicitds magyarazata, hogy bar a perforin jelen van a citoplazmatikus
granulumokban, a decidudlis lymphocytdk nem degranuldlodnak [Crnic és mtsai. 2007;
Rukavina és mtsai 1995]. In vitro koriilmények kozott mind a progeszteron, mind a PIBF
gatoljak a perforin kiszabadulasat az NK sejtek granulumaibol [Bogdan és mtsai. 2017;
Faust ¢és mtsai. 1999; Laskarin és mtsai. 1999], ami - legaldbbis részben -

megmagyarazhatja a PIBF NK aktivitast galto hatasat.

Mindezek mellett a PIBF gatolja az arachidonsav felszabadulast, mellyel hozzajarul a

méhosszehtizodasokat indukald prosztaglandin szintézis alacsony szinten tartdsahoz

15



[Szekeres-Bartho és mtsai. 1985a, b]. A PIBF immunologiai hatasait a 3. abra foglalja

o0ssze.

NK \ |-‘"f Arachi- \I"|
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3. abra: A PIBF jelent0sége az anyai immuntolerancia kialakul4dsaban.

1.3.2 Az invazié mechanizmusa, a PIBF szerepe az invazi6 szabalyozasaban és a

daganatok novekedésében

Az invazi6 tobblépcsds folyamat, mely magaban foglalja az invaziv sejtek kitapadasat
az extracellularis matrix (ECM) komponenseihez, az ECM lebontésat, és az erodalt
kotdszoveten keresztiili migraciot. Folyamatdban kulcsfontossdguak a proteolitikus
enzimek - igy a matrix metalloproteinazok, pl.. MMP-2, MMP-9 - és azok szoveti
inhibitorai, pl.: TIMP-1 [Biadasiewicz és mtsai. 2011; Graham és mtsai. 1994; Pollheimer
¢s mtsai. 2014; Qiu és mtsai. 2004]. Az invazi6é szabalyozdsaban mindezek mellett
szamos enzim, hormon, citokin, ndvekedési faktor és extracellularis matrix glikoprotein
is részt vesz [Kohan-Ghadr és mtsai. 2016; Lash 2015; Lyall és mtsai. 2001; Velicky és
mtsai. 2016]. Irodalmi adatok szerint a fiziologias és patologias invazioban ugyanazok a
jelatviteli utak — pl.: MAPK, FAK, PI3K/Akt, STAT és Wnt utak — érintettek [Halasz és

Szekeres-Bartho 2013; Knofler 2010].
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Az invaziv hajlam a trophoblast sejtek €s a rosszindulati daganatok k6zos jellemzdje.
Mig a tumorokat szabalyozatlan, patologids invazid és metasztatizald hajlam jellemzi, a
trophoblast sejtek invazidja szigortian szabalyozott, fiziologias folyamat, mely idoben a
terhesség elsd trimeszterére korlatozodik, térben pedig az endometriumra, valamint a
miometrium proximalis harmadéara lokalizalodik. Ennek a finoman szabalyozott
folyamatnak a legkisebb zavara is patologias terhességhez vezethet. Fokozott trophoblast
invazio trophoblast betegségekhez, vagy a placenta levalasahoz vezethet, a csokkent
trophoblast invaziot pedig a preeclampsia egyik okaként tartjak szamon [Bischof és mtsai.
2000; Zhou és mtsai. 1997a].

A PIBF fehérje erésen expresszalodik éretlen, gyorsan szaporodé sejtekben, mint az
embrionalis sejtek, here vagy malignus tumorok [Lachmann és mtsai. 2004]. A fehérjét
kimutattdk szamos rosszindulati daganatban, igy leukémiakban [Srivastava és mtsai.
2007], glioblastoma [Kyurkchiev és mtsai. 2014] és astrocytoma sejtekben [Gonzalez-
Arenas ¢és mtsai. 2014]. A tumorsejtekben a szekretalt forman kiviil, progeszterontol
fliggetleniil jelen van a teljes hosszisagu, 90 kDa-os, centroszomaval asszocialt PIBF
izoforma, melynek a sejtciklus szabalyozasaban, igy a tumorgenezisben lehet szerepe. A
PIBF1 gén a 13q21-q22 kromoszomalis régidban talalhato, mely tobb malignus daganat
szomatikus delécids helye [Rozenblum ¢€s mtsai. 2002]. Szamos egyéb centroszéma-
asszocialt fehérje jelenléte (pl. a BRCAI gén emld és ovarium daganatokban)

Osszefliggést mutat daganatok keletkezésével [Lachmann és mtsai. 2004].

A kis molekulasulyG PIBF izoformak is kimutathatok malignus daganatokban
[Gonzalez-Arenas és mtsai. 2014]. Ezek jelenléte gatolja a lokalis tumor ellenes
immunvalaszt, és igy eldsegiti a daganat zavartalan novekedését. Alatdmasztja ezt az a

megfigyelés is, hogy gyorsan progrediald leukémidban szenvedd betegekben a
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progeszteron receptor blokkoldsa a PIBF termelddésének gétlasa révén megnyujtja a

tulélést [Check €s mtsai. 2014].

A PIBF szovetspecifikus mddon szabalyozza az invadzidhoz kapcsolodd gének
transzkripcidjat. Hidnyaban a trophoblast sejtek invazivitasa fokozodik [Haldsz és mtsai.
2013; Miko ¢és mtsai. 2011], amit az MMP-2 és MMP-9 aktivitas novekedése, valamint a
TIMP-1 aktivitas csokkenése kisér, mig a tumorsejtekben szintén erdsen expresszalddod

PIBF fokozza a tumorsejtek invazivitasat [Haldsz és mtsai. 2013].

Immunszuppressziv, valamint az invaziét szabalyozé hatdsai révén a PIBF
hozzajarulhat ahhoz az Osszetett folyamathoz, melynek sordn a kontrollalatlanul
proliferal6, differencialatlan sejtek malignus daganatokka alakulnak. A centroszomahoz
asszocialt teljes lanct PIBF szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban, mig a szekretalt
formak citokinként hatva részt vesznek a tumorsejtek kozvetlen kornyezetében a helyi

immunszuppresszio kialakitasaban [Kim és Rhee 2011; Kim és mtsai. 2012].

A PIBF szerepe az invaziv sejtek/sejtcsoportok leszakadéasaban, a sejt-sejt adhézios
kapcsolatok lazuldsa altal, még tisztazatlan kérdés. Sejtadhézidés molekulaként az E-
kadherin expresszi6 vizsgalata PIBF deficiens sejtekben, segithet a PIBF tovabbi
funkcidjanak megértésében. Az elsdsorban az epithel sejtek altal expresszalt E-kadherin
egy olyan transzmembran glikoprotein, mely katenin molekuldkon keresztiil a
citoszkeleton aktin mikrofilamentumaihoz kapcsolodva, szerepet jatszik a
sejtadhézioban. Szamos irodalmi adat utal arra, hogy a rosszindulati daganat E-kadherin
expresszioja Osszefligg a tumor progresszidjaval [Birchmeier és Behrens 1994; Peinado
¢s mtsai. 2004; Voulgari és Pintzas 2009]. Emlddaganatokban, ovarium carcinomaban,
tiidé adenocarcinomaban, valamint glioblastomak egy részében az E-kadherin expresszio

csokkenése rontja a tulélési aranyt [Auersperg és mtsai. 1999; Aufman ¢és Khalil 2010;
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Kleer és mtsai. 2001]. Egérben az E-kadherin csokkent expresszidja korreldl a
xenograftok fokozott invazivitasaval [Lewis-Tuffin és mtsai. 2010].

Az invazio sok lépcsds, bonyolult folyamataban szamos tényezé jatszik kozre (4.
abra), melyek funkcionalis vizsgalata rendkiviil fontos a daganatok terjedésének
megakadalyozasa céljabol. Ilyen folyamatok a sejt-sejt adhéziés molekulak
expressziojanak csokkenése, az ECM alkotéelemeinek ujrarendezddése és degradacioja,

valamint az ezeket szabalyozo faktorok expresszidjanak valtozasa.

Sk i E-kadherin
kapcsolat

* kollagének

S92=e e multiadheziv
kapcsolat fehérjék
* integrinek

4. abra: A sejtek invaziv képességét befolyasold tényezok.

4. A trophoblast és a tumorsejtek hasonlésagai és eltérései

A trophoblast sejtek harom f6 tipusba sorolhatok: syncitiotrophoblast (SCT), villozus
(VT) és extravillozus cytotrophoblast (EVT). A chorionbolyhok felszinét boritd SCT és
VT sejtek helyvaltoztatasra képtelenek, mig az anyaméh szoveteibe betoré EVT sejtek

erésen invazivak (5. abra).
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Az EVT sejtek a cytotrophoblast lehorgonyzo villusairdl erednek, és a terhesség elsd
trimeszterében a decidua intersticiumaba infiltralnak. Az intersticialis trophoblast sejtek
(5. abra (1)) a myometrium harmadaig vandorolnak, és a placentat rogzitik az uterushoz.
Az endovasculéris trophoblast sejtek (5. abra (2)) a spiralis artériakba bevandorolva
atveszik az endothelidlis sejtek szerepét. Ennek kovetkeztében a spirdlis artéridk
tagulékonyabba valnak, ami a késébbieckben biztositja a megfelelé anyai-magzati
véraramlast. Az endoglanduléris trophoblast sejtek (5. abra (3)) a méh mirigyeit érik el,

¢s ott epithel sejteket helyettesitenek [Moser és mtsai. 2010].

@ Intersticialistrophoblast

@ Endovasculdristrophoblast

@ Endoglanduléaristrophoblast
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5. abra: Trophoblast invazi6 a foeto-maternalis felszinen, a terhesség 6-11. hetében.

A trophoblast (EVT) invazi6 térbeli és idobeli szabalyozdsa endokrin, parakrin és
autokrin mediatorok Osszetett haldzata révén valdosul meg [Mannelli és mtsai. 2015]. A
trophoblast sejtek invaziv differencialoddsanak jellemzdi nagymértékii hasonldsagot
mutatnak az epithelidlis-mezenchimalis tranzicié (EMT) folyamatéaval, melynek dontd
jelentdsége van a tumorgenezisben [Knofler 2010]. Fontos kiilonbség azonban, hogy mig
az EVT sejtek proliferacios képessége és invazidja korlatozott, addig bizonyos daganatos

sejtek kontrollalatlanul proliferalnak ¢€s terjednek.
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A szomatikus sejtek osztddasa telomerdz aktivitds hianyaban a kromoszémak végén
talalhato telomér megrovidiilése miatt elébb-utobb megall. A daganatsejtek ezzel
szemben telomeraz aktivitasukat visszanyerve korlatlanul tudnak szaporodni, igy
immortalissd valnak. Telomeraz aktivitassal rendelkezik a humdan placenta
cytotrophoblast rétege is, aminek a terhesség fenntartasaban, a placenta novekedésében
¢és funkcigjanak betoltésében van fiziologias szerepe [Soundararajan és Rao 2004].

Mind a trophoblast, mind a tumorsejtek kornyezetét megvaltozott immunvalasz
jellemzi, mely elébbinél a magzat talélését, utobbinal a daganat novekedését segiti eld. A
placenta példaul nagy mennyiségben termel olyan faktorokat (TGF-8, prosztaglandin E2,
IL-4, IL-10), melyek a cellularis immunvalaszt gatoljak, ¢€s a citokin egyensulyt Th2
iranyba toljak el. Emellett kiterjedt érképz6dés is jellemzi a trophoblast €s tumorsejteket
egyarant, mely a fejlodo magzat fizioldgias, illetve a daganat patologids novekedését
tamogatja [Soundararajan ¢s Rao 2004].

Mind a trophoblast, mind a tumorsejtek bonyolult molekularis mechanizmusok révén
képesek az ECM-on athaladva mas szovetekbe infiltralni (6. abra). Az EVT sejtekhez
hasonldan sok tumorban szintetizalédik HLA-G. A keringé HLA-G az NK sejtekre hatva
olyan citokinek és kemokinek (IL-6, IL-8, TNF-a, [FN-y) termelddését indukalja, melyek
szerepet jatszhatnak akar a decidualis, akar a tumor szoveti jrarendezédésében [Wallace
¢s mtsai. 2012]. Az invazid soran szekretalt proteolitikus enzimek, aktivitdsuk révén,
bontjdk az ECM komponenseit, ezéltal szabad utat biztositva az invazié szdmara. A
protedz expresszido mennyiségi meghatarozasa és funkciondlis vizsgélata lehetové teszik
a sejtek mozgékonysaganak, és a hozzdjuk kapcsolodd folyamatoknak, mint adhézio,

migracio, invazid pontosabb leirasat [Pollheimer és mtsai. 2014].
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6. abra: Hasonldsagok a trophoblast sejt és a daganatsejt invazivva valasa kozott
[Wallace és mtsai. 2012].
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2. HIPOTEZISEK

I. Az asszisztélt reprodukcios eljarasok vildgszerte meddd parok millidinak biztositjak
a gyermekvallalas esélyét, azonban a modszerek hatékonysaganak javitasa folyamatos
kihivast jelent az orvosok és kutatok szamara, mivel az embrio beagyazodasi hajlamat
szamos tényezO befolydsolja. Mig természetes koriilmények kozott az embrid sététben
fejlodik, a IVF laboratériumi manipulécioi sordn viszonylag hosszu ideig fényhatasnak
van kitéve. Etikai okok miatt human embriok nem hasznalhatok kisérleti célokra, igy
fényérzékenységiik sem vizsgalhato. Kutatocsoportunk a fénystressz altal indukalt
valtozasokat egérmodell segitségével, a huméan IVF-hez hasonld koriilmények kozott

monitorozza.

Kérdések:

1. A fénystressz befolyasolja-e az embridk fejlodését és életképességét?

2. A fénystressz hatassal van-e az embriok beagyazodasi képességére?

3. A fény hatasara fragmentalodik-e az embrionalis sejtek DNS-e?

4. A fejlodd embrio fehér fénynek valo kitettsége indukalja-e apoptdzisban szerepet
jatszé molekuldk expresszidjanak valtozasat?

5. Mely apoptotikus fehérjék mennyiségi valtozasa figyelhetdé meg fehér fénnyel

kezelt embridkban?
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Il. Laboratoriumunk korabbi adatai szerint a PIBF fokozza differencialatlan és malignus
daganat sejtvonalak invazivitasat. A szervezetben végbemend folyamatok pontosabb in
vitro modellezéséhez sziikséges a sejtvonalakon kapott invazios eredmények
megerdsitése daganatmintakbdl izolalt primer sejtkultarakon.

Az invazio tobb 1épcs6bél allo folyamat, mely magaban foglalja egyes sejtek
vandorlasdt a roncsolodott matrixon keresztiil. Ezeknek a folyamatoknak a
szabalyozdjaként a PIBF fehérjének fontos szerepe lehet a tumorgenezisben és a

daganatsejtek terjedésében.

Kérdések:

1. Kifejezédik-e a PIBF erés metasztazis hajlamot mutatdé daganatokban? Ha igen,
milyen az expresszios profilja?

2. Csokkenthet6-e primer daganatsejtek PIBF expresszidja RNS interferenciaval?
Géncsendesités utan hogyan valtozik az expresszid dinamikaja?

3. Van-e dsszefliggés a PIBF és az E-kadherin molekula expresszidja kozott? Ha
igen, hogyan valtozik az E-kadherin expresszié PIBF hianyos sejtekben?

4. Milyen hatassal van a PIBF deficiencia az ECM komponensek termelddésére?

crer

7. A sejtvonalakon kapott korabbi eredmények korreldlnak-e a primer sejtkultardk

vizsgélatabol szarmazo6 eredményekkel?

24



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Egér embriok

3.1.1 Egér embriok nyerése

8-12 hetes, CD1 tipusi ndstény egereket (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Németorszag) 5 nemzetkozi egység (NE) folliculus stimulélé hormon injekcioval (FSH;
Merional, IBSA Pharma, Lugano, Svdjc) oltottunk, majd 48 oraval késobb az egereket 5
NE luteinizdld hormonnal (LH; Chloragon, Ferring, Magyarorszag) kezeltik, és
himekkel paroztattuk. Két nappal késObb a kétsejtes fejlodési stddiumti embridkat
kioblitettiik a ndstények petevezetékébdl, és 10-14 tagh csoportokban tenyésztettiik ket
50 ul 0,4% borjt szérum albumin (BSA; Sigma, Saint Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok)
tartalmi kalium szimplex optimalizalt médium (KSOM; Millipore, Burlington,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) cseppben, asvanyi olaj alatt, 37°C-on, 5% szén-dioxid

tartalmtl inkubatorban. A tenyészt6 tapfolyadékot naponta cseréltiik.

3.1.2 Fénykezelés

A négysejtes fejlodési stadiumban 1évé embriok fénykezelését sotét szobaban, M2
manipulaciés médiumban (Millipore, Burlington, Massachusetts, Egyesiilt Allamok)
végeztiikk. Az embridkat szobahémérsékleten 25 percig, 450 vagy 1130 Lux (Lx) er6sségii
fehér fénnyel vilagitottuk meg, majd 24 oOra tovabbtenyésztés utdn még egyszer
megismételtiik a fénykezelést. A megvilagitas soran az embriok egy részénél piros szlirdt
hasznaltunk. A kontroll embridkat tartalmaz6 edényeket sotétben, szobahdmérsékleten
inkubaltuk a fénykezelés idétartama alatt. A masodik megvilagitds utan 3 oréaval az
embridkat alterhes ndstény egerek uterusaba iiltettiik, vagy 24 oraig in vitro tenyésztettiik

tovabb.

25



3.1.3 Mikroszkopos vizsgalatok

Az embriok mikroszkopos vizsgalata soran megfigyeltiik osztodasi képességiiket és a
degeneralodott embriok szamat. Az életképtelen embriokat, melyek degeneracio jeleit
mutattak, vagy a fénykezelést kovetd 24 oOraban nem osztodtak, kizartuk a tovabbi
vizsgalatokbol. A kontroll, illetve a fénystressznek kitett embriok fejlodését és viabilitasat
a fénykezelés el6tt négysejtes allapotban, az elsé fénykezelés utan 24 oraval morula
stidiumban, valamint a masodik fénykezelés utan 24 oraval blastocysta allapotban

ellendriztik.

3.1.4 Embrio transzfer

Mitéti uton harom és fél napos fénykezelt, illetve kontroll embridkat iltettiink
alterhes, B6CBA F1 tipusu ndstény egerekbe (Charles River, Németorszdg). A kétoldali
embrid transzfer sordn 6-8 embrid keriilt egy oldalra, a piros szlirén at megvilagitott
embridkat az uterus jobb szarvaba, a fehér fénynek kitett embriokat pedig az uterus bal
szarvaba helyeztiik. Az egereket a nyolc és feledik napon felaldoztuk, és megallapitottuk

az implantacios helyek szamat.

3.1.5 TUNEL assay

dezoxi-nukleotid transzferaz medialta fluoreszcens dUTP ,nick-end” jelolés;
ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) segitségével
vizsgaltuk, a gyart6i utasitasoknak megfeleléen. Az embridkat 4%-0s paraformaldehid
(PFA) oldatban fixaltuk 25 percig szobahémérsékleten. A sejteket 0,5%-0s Triton X-100
oldatban permeabilizaltuk 60 percig szobahOmérsékleten. Mosds utan a sejteket DNS
jelold oldatban inkubaltuk 3 o6ran keresztiil 37°C-on. Mosasokat kovetden Alexa488
fluoreszcens festékkel konjugalt anti-brom-dezoxi-uridin (BrdU) antitesttel reagaltattuk

az embriokat 30 percig szobahdmérsékleten. A sejtmagokat RNaz tartalmua propidium-
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jodiddal (PI) festettiik 30 percig szobahdmérsékleten, sotétben. A sejteket Olympus FV-
1000 1ézer scanning konfokalis mikroszkop (Olympus Europa, Hamburg, Németoszag)
alatt vizsgéltuk. A kettdsen festddott blastomereket az Osszsejtszdm szazalékaban

fejeztiik ki.

3.1.6 Apoptoézis array

A fénykezelt ¢és kontroll egér embridkat proteaz- és foszfatdzgatlot (Roche, Bazel,
Svdjc) tartalmazé lizis pufferben (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok) felszuszpendaltuk. Ezt kovetden a sejteket folyékony nitrogénben haromszor
fagyasztva-olvasztva, mechanikai titon is feltartuk. A szuszpenziot 30 perce jégre raktuk,
majd 4°C-on, 13500 rpm sebeséggel, 15 percig centrifugaltuk, és leszivtuk a
fehérjekeveréket tartalmazo feliiluszot. Az igy nyert lizdtumokban 21 kiilonb6zd, az
apoptozisban szerepet jatszo fehérjét vizsgaltunk egyszerre, apoptozis array (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, Egyesiilt Allamok) segitségével. A membran-alapt
szendvics immunassay-t a gyartoi utasitasoknak megfelelden végeztiik el. A nitrocelluldz
membranokon, melyek felsziniikre kikotve tartalmaztdk a 21 kiilonféle apoptotikus
fehérjére specifikus antitestet, valamint negativ és pozitiv kontroll pontokat, 1 6éran
keresztiil szobahdmérsékleten hattérgatlast végeztiink. Amig a membranok blokkolddtak,
elokészitettilk az egér embri6 lizdtumokat a megfelelé pufferben, majd minden mintét
kiilon-kiilon membrannal inkubaltunk egy ¢éjszakéan at 4°C-on. Ezutan alaposan mostuk a
membranokat, majd detektalo antitest keverékkel kezeltik Oket 60 percig
szobahdmérsékleten. Alapos mosast kovetden streptavidin-HRP oldattal inkubaltuk a
membranokat 30 percig szobahémérsékleten. Ujabb mosis utan kemilumineszcens
reagens segitségével, elohivo automataban detektaltuk a specifikus immunreakciokat. A

membranokrol késziilt felvételeket Image] software segitségével analizaltuk. Az egyes

27


https://hu.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
https://www.google.com/search?q=Minneapolis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MMmurEwrUOIEsdMKqsrTtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1i5fTPz8lITC_JzMosBibT6pVMAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjUjIOirP_gAhXDwosKHb1iD8cQmxMoATARegQIBxAE

pontok pixel denzitasat kimérve, és a referencia pontok denzitdsdval korrigalva

hasonlitottuk 0ssze az adatokat.

3.1.7 Statisztikai elemzés

A fénystressz hatasat az egér embridk fejlodésére €és implantacios kapacitasara,
valamint a DNS fragmentaciot Bonferroni-értékkel korrigalt khi-négyzet proba
alkalmazaséaval analizaltuk. A kontrollhoz viszonyitott kiilonbségeket *p< 0.05 esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.

3.1.8 Etikai engedély
Minden modszert és kisérleti protokollt a Baranya megyei Allategészségiigyi
Bizottsdg jovahagyasa mellett, a relevans irdnyelvek és szabdlyok betartdsa szerint

végeztiink.

2. Sejtkulturak és szovetek

3.2.1 Sejttenyésztés

A human placentabol szarmazod, epithel eredetli, immortalizalt JEG-3 (ECACC
92120308, Salisbury, Egyesiilt Kirdlysag) choriocarcinoma sejteket 10% foetalis
borjasavot (FBS; Gibco, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) tartalmazé Eagle-féle
minimum esszencialis médiumban (EMEM; Lonza, Bdzel, Svdjc) tenyésztettik. A
tépfolyadék 1% nem esszencialis aminosav (Gibco, Carisbad, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok) és 1mM nétrium-piruvat (Gibco, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
oldatot, valamint 100 NE/ml penicillint és 100 pg/ml sztreptomicint (Lonza, Bazel, Svajc)
tartalmazott.

A primer sejtkultardkat mitéti mintdk feldolgozasaval hoztuk 1étre (1. tablazat). A

mitéti mintakat 10% FBS-t és antibiotikumot tartalmazo tapfolyadékban gytijtottiik, és a
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lehetd legrovidebb id6 alatt laboratériumunkba szallitottuk. Steril koriilmények kozott
elészor eltavolitottuk a mintakrol a zsirszovetet és a nekrotikus részeket, majd 2-4 mm
nagysagi darabokra vagtuk, és PBS-ben atmostuk. Az apré darabokat 1 mg/ml
enzimmel inkubaltuk 37°C-on 1 oran keresztiil, folyamatosan keverve. Az inkubdacio
végén savos tapfolyadék hozzaadasaval ledllitottuk az enzimatikus emésztést, és a
szuszpenziét 100 um podrusatméréji nylon sziirén atnyomtuk. Az igy nyert sejteket,
tObbszOros mosast €s a sejtek €letképességének ellendrzését kovetden tenyésztd lemezre
raktuk, €és 30 percig inkubaltuk komplett médiumban. Miutan a fibroblastok kitapadtak,

az epithel sejteket tartalmazo6 szuszpenziodt 0j lemezre vittiik at.

DIAGNOZIS DAGANATOK
STADIUMBEOSZTASA TNM
SZERINT
adenocarcinoma pulmonis pT2a, pNO, PL1 VI+, RO
(acinaris és szolid mintazat)
adenocarcinoma pulmonis pT1lb, pN1, PLO, VI-,
(szolid tipus) keskeny hilusi rezekcios szél
endometrialis adenocarcinoma pTla, LV-, pNI-, RO

(atipusos proliferacios endometrialis
cystadenofibroma mellett)

cystadenocarcinoma serosum pTlc, pNX, LV-
papillare

1. tablazat: A kisérletekben felhasznalt mutéti mintdk szovettani tipusa és stadium-

beosztasa (T: tumor mérete, N: nyirokcsomo attét, M: metasztazis).

A tiidé adenocarcinoma mintakbol izolalt sejteket (LC) 10% FBS-t, 100 NE/ml
penicillint és 100 pg/ml sztreptomicint tartalmazé Dulbecco-féle moédositott Eagle
médiumban (DMEM; Gibco, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) tenyésztettiik, 5
ng/ml epidermalis névekedési faktor (EGF; Sigma, Saint Louis, Missouri, Egyesiilt

Allamok) jelenlétében. A petefészek daganatbol izolalt sejteket (OC) 10% FBS, 100
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NE/ml penicillin és 100 pg/ml sztreptomicin tartalma DMEM ¢és F12 médium (Gibco,
Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) egy-egy aranyu keverékében tenyésztettiik. A

sejteket 37°C-0s, 5% CO, tartalmu, nedvesitett inkubatorban tartottuk.

3.2.2 Etikai nyilatkozat

Minden paciens szobeli és irdsbeli tjékoztatasban részesiilt, €s irasos hozzajarulasat
adta a mintagyQjtéshez. A kisérletek protokollja megfelel a Helsinki Nyilatkozat etikai
iranyelveinek. A Pécsi Tudomdanyegyetem Regionalis és Intézményi Kutatds Etikai

Bizottsaga altal kiallitott etikai engedéllyel rendelkeziink.

3.2.3 Immunhisztokémia

A formalin fixalt, paraffinba &agyazott daganat metszeteket (adenocarcinoma
ventriculi, melanoma malignum), melyeket a Pathodiagnostica Kft. bocsatott
rendelkezésiinkre, deparaffinaltuk, majd rehidraltuk. Az epitop feltarast 0,05% Tween-
20 (Sigma, Saint Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) tartalmt Tris-EDTA (pH=9) vagy
Na-citrat (pH=6) pufferben végeztik 30 percig 95°C-os vizflirdében. Az endogén
peroxidaz aktivitasat 1%-os hidrogén-peroxid oldatban 10 percig, a nem specifikus
kotohelyeket 1%-0s BSA oldatban 20 percig blokkoltuk. Az antitesteket 0,5%-0s BSA
oldatban higitottuk. A metszeteket 1/50-ben higitott, poliklonalis anti-PIBF (Polgdr és
mtsai. 2004) vagy 1/200-ban higitott, monoklonalis (24E10) anti-E-kadherin (Cell
Signaling, Danvers, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) ellenanyaggal 60 percig
inkubaltuk, majd 1/100-ban higitott tormaperoxiddz-konjugélt anti-nyul Ig antitesttel
kezeltiik (Dako, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) 30 percen keresztiil
szobahomérsékleten. A specifikus kotddést DAB kromogén — hidrogén-peroxid

szubsztrat (Dako, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) Komplex segitségével
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tettiik lathatova. A sejtmagokat haematoxylinnal (Dako, Santa Clara, Kalifornia,

Egyesiilt Allamok) festettiik. A metszeteket fénymikroszkopban vizsgaltuk.

3.2.4 Immuncitokémia

A sejtkultarakbol 10° darab sejtet targylemezre iilepitettiink citotentrifuga
segitségével. A citopreparatumokat jéghideg acetonban fixaltuk, majd szaradast kovetden
0,05% Tween-20 tartalma TBS pufferben (pH=7,6) permeabilizaltuk. Az endogén
peroxidaz aktivitasat 1%-os hidrogén-peroxid oldatban 10 percig, a nem specifikus
kotohelyeket 1%-0s BSA oldatban 20 percig blokkoltuk. Az ellenanyagokat 0,5%-0s
BSA oldatban 1/100-ban higitottuk, és az elsédleges ellenanyagokkal, poliklonalis anti-
PIBF (Polgadr és mtsai. 2004) vagy anti-Pan-citokeratin (Sigma, Saint Louis, Missouri,
Egyesiilt Allamok) antitesttel 60 percig inkubaltuk a preparatumokat. Az anti-nyul Ig vagy
anti-egér Ig tartalmu, tormaperoxidaz-konjugalt szekunder ellenanyaggal (Dako, Santa
Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) 30 percen keresztiil kezeltik a metszeteket
szobahOmeérsékleten. A specifikus jeldlést DAB kromogén — hidrogén-peroxid szubsztrat
komplex (Dako, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) hozzaadasaval tettiik

lathatova, végiil a sejtmagokat haematoxylinnal festettilk. A PIBF és a citokeratin

crcr

3.25 RNS interferencia

Hatlyuku szovettenyésztd lemezen (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag), lyukanként
3x10° darab sejtet hagytunk kitapadni egy éjszakan 4t, majd a sejteket OptiMEM
tapfolyadékkal (Gibco, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) mostuk. Géncsendesités
kontrollként nem specifikus, scrambled (scr) SIRNS-t (4mbion, Austin, Texas, Egyestilt

Allamok) hasznaltunk (2. tablazat). A higitott siRNS-t oligofectaminnal (Invitrogen,
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Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) el-inkubaltuk, majd a transzfekcios keveréket
cseppenként hozzaadtuk a sejtekhez, 10 nM végkoncentracidban. A transzfekcids
reagenssel 4 6ran at inkubaltuk a sejteket 37°C-o0s, nedves termosztatban, majd 30% FBS-
tartalmi DMEM-et adtunk a kultirakhoz. A géncsendesités hatékonysaganak és
iddtartaménak vizsgalatara 24, 48, 72, 96, 120 és 144 draval késobb lizaltuk a sejteket, és

Western blot technikaval hatdroztuk meg a PIBF expressziojat.

Informacio Sens Antisens
Szekvencia GGCAGCUAAUUGAACGA | UUUCGUUCAAUUAGCUGC
(5'—>3) AATT CTG
Hosszusag 21 bazis 21 bazis
G/C arany 38% 43%

Molekulasuly 6800 g/mol 6600 g/mol

2. tablazat: A PIBF specifikus siRNS konstrukcigja
(PIBF1-silencer select sSiRNA ID: s20481).

3.2.6 Western blot

Géncsendesitést kovetden a sejteket proteaz- és foszfatazgatlot (Roche, Badzel, Svdjc)
tartalmazo lizis pufferben (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, Egyesiilt Allamok)
feltartuk, majd a fehérjéket 12%-0s SDS-poliakrilamid gélben szeparaltuk, 4llando 100
V/gél fesziiltségen. Ezutan a fehérjéket nitrocelluloz membranra (GE Healthcare,
Chicago, Illinois, Egyesiilt Allamok) transzferaltuk, allando 54 mA fesziiltségen, 4°C-on
egy éjszakan at. Masnap a membrant 5%-0s tejporos TBS-Tween (pH=7,4) oldatban
blokkoltuk 1 ordn at szobahOmérsékleten, majd 3% tejport tartalmazd TBS-Tween
oldatban, 1/500-ban higitott nyul poliklonalis anti-PIBF (Polgadr és mtsai. 2004) vagy
1/1000-ben higitott anti-E-kadherin (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok) antitesttel inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at. Ezutan a membrant anti-nyul

tormaperoxidaz-konjugéalt szekunder antitesttel reagaltattuk 1 oOrdn keresztiil
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szobahdmérsékleten. Belsd kontrollként 1/5000-ben higitott anti-B-aktin (Sigma, Saint
Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) ellenanyagot alkalmaztunk. A membranon 1évé
specifikus jelet kemilumineszcens reagenssel (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok) tettiik lathatova, és elhivast kovetden denzitometrias elemzéssel

értékeltiik, Image] szoftver segitségével.

3.2.7 Adhézios array

A PIBF expresszio gatlasat kovetéen kolorimetrias ECM-sejt adhézios tesztet (Merck,
Kenilworth, New Jersey, Egyesiilt Allamok) végeztiink a gyartd utasitasait kovetve. A
teszt kiilonb6z6 reagensekbdl, valamint egy 12 oszlopbdl és 8 sorbol allo 96 lyuku
lemezbdl allt. Minden oszlopban 7 lyuk kiilonb6z6 ECM fehérjével (kollagén I, 11, 1V,
fibronektin, laminin, tenascin, vitronektin), 1 lyuk pedig BSA-val (negativ kontroll) volt
boritva. Az egyes lyukakba, rehidralas utan, 1,5x10° darab sejtet adtunk, és 2 oran at
37°C-o0s termosztitban inkubaltuk. Alapos mosast kovetden a fehérjékhez kotodott
sejteket 5 percig festettiik szobahémérsékleten kristalyibolya tartalmu festékoldattal.
Végiil tobbszorés mosas utan extrakcios puffert adtunk a lyukakba, és 10 percig razattuk
a lemezt, majd megmértiik a lyukakban keletkezett homogén oldatok abszorbanciajat 595

nm hulldmhosszon, spektrofotométer segitségével.

3.2.8 Migracios assay

Géncsendesités utan lyukanként 3x10° darab sejtet helyeztiink egy 4 lyuka mikro-
inzertet tartalmazo tenyészt6 edénybe (Ibidi, Martinsried, Néemetorszag). Konfluens réteg
kialakuldsa utan, 24 ora elteltével eltavolitottuk az inzertet, mely azonos nagysagu,
atmenetileg sejtmentes savokat eredményezett a letapadt sejtcsoportok kozott, és - az
osztodas mértékének csokkentése céljabol - 5% FBS tartalmu tapfolyadékot adtunk

hozza. Ezutan 24, 48, 72, 96 és 144 ora elteltével felvételeket készitve kovettiikk nyomon
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a sejtek vandorlasat. Az egymassal szemben elhelyezkedd sejtcsoportok kozotti
tavolsagot mértiikk, ImageJ szoftver segitségével. A migracios assay elvét a 7. abra

szemlélteti.

7. abra: A migracios assay elve.

3.2.9 Scratching assay

Géncsendesités utdn 10° darab sejtet raktunk egy 24 lyuku lemez lyukaiba, és addig
tenyésztettiik, mig teljesen konfluens réteget képeztek. Ezutdin a lyuk kozepén
felkarcoltuk a letapadt sejteket egy 200 pl-es steril, milanyag pipettaheggyel. A felkapart
sejteket kimostuk a lyukakbol, majd - a proliferacié mértékének csokkentése céljabol -

5% FBS tartalmu médiumot adtunk hozzéjuk.

8. abra: A scratching assay elve.
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cres

monitoroztuk. Kiillonbozé idopontokban felvételeket készitettiink, €s a sejtmozgast a
felsértett teriilet Osszezarodasanak mérésével hataroztuk meg, Olympus FV-1000

rendszert hasznalva. A scratching médszer elvét a 8. dbra mutatja be.

3.2.10 Invazioés assay

A PIBF expresszi6 gatlasat kovetden bazal membrannal bevont 96 lyuka lemezre
(Platypus Technologies, Madison, Wisconsin, Egyesiilt Allamok) tettiink ki 2,5x10* darab
sejtet ugy, hogy a lyukak kozepén egy 2 mm atmérdju, kor alaka részt kitakartunk egy
inzert segitségével, igy létrehozva egy atmenetileg sejtmentes detektacios zonat. 24
oraval késébb, a sejtek kitapadasat kovetden, eltavolitottuk az inzertet, és 2 mg/ml

crer

at hagytuk polimerizal6dni, majd komplett médiumot adtunk a sejtekhez.

9. abra: Az invazios assay elve.

72 oréaval késobb a sejteket Calcein AM (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt

Allamok), 616 sejteket jelolé fluoreszcens festékkel kezeltik, és fluoreszcens



mikroszkoppal vizsgéltuk a sejtek altal bendtt teriiletet a detektacios zonaban. A teriilet
Osszendvésének mértékét Imagel szoftver segitségével hataroztuk meg. Az invazids assay

elvét a 9. abran szemléltettiik.

3.2.11 Szubsztrat zimografia

Az invazios assay-bol szdrmazd, azonos mennyiségii sejt-kondicionalt médium
mintakat 10% zselatin tartalma poliakrilamid gélben (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia,
Egyesiilt Allamok) megfuttattuk. Az elektroforézist nem-redukalé koriilmények kozott
végeztik allando 100 V/gél fesziiltségen 80-100 percig. Ezt kovetden a gélt renaturald
pufferben (Novex, Winston-Salem, Eszak-Karolina, Egyesiilt Allamok) inkubaltuk
szobahémérsékleten 30 percig, majd eléhivd pufferben (Novex, Winston-Salem, Eszak-
Karolina, Egyesiilt Allamok) 37°C-on egy éjszakan at, folyamatosan billegtetve. Méasnap
a gélt 0,5% Coomassie kék, 40% metanol, 10% ecetsav Osszetételii oldatban festettiik 60
percig szobahdOmérsékleten, majd 40% metanol, 10% ecetsav tartalmu oldatban
differencialtuk koriilbeliil 30 percig, amig tiszta csikok jelentek meg a kék hattéren. A
csikok vastagsagaval aranyos fehérje mennyiségeket denzitometria segitségével

becsiiltilk meg.

3.2.12 Statisztikai analizis

A fehérje expresszios kiilonbségek statisztikai elemzésére egy-mintds t probat
hasznaltunk, melynek soran a negativ kontroll sejtek fehérje szintjét 100-nak vagy 1-nek
tekintettiik. A migraciés és invazids assay-kbdl szarmazo adatok statisztikai
Osszehasonlitdsara parositott t probat alkalmaztunk. A kiilonbségeket *p< 0.05 esetén

tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

1. Az egér embriok fénykezelése

4.1.1 A fénykezelés hatasa az egér embriok implantacios képességére
Ebben a kisérletsorozatban az apoptotikus markerek vizsgalatat végeztem, ezért a
fénykezelés implantaciora gyakorolt hatasanak rovid 0sszefoglalasat kovetden, az utobbi

eredményét fogom részletesen ismertetni.

A fénykezelt embriok fejlddése morfologiailag nem tért el szignifikansan a
kontrollokétol, ezzel szemben a fehér vagy piros fénynek kitett embridk implantacios
képessége szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontrolloké. A fehér fény karos hatasat

a piros sziir6 alkalmazasa jelent6sen csokkentette (10. A. abra).
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10. abra: Fénykezelt és sotétben tartott kontroll (K) embriok implantacios képessége. A:
Az embriodkat fehér (F, 1130 Lx) vagy piros (P, 450 Lx) fénynek tettiik ki 2x25 percig.
B: Az embriokat 450 Lx vagy 1130 Lx fényerésségii piros (P) fénnyel kezeltik 2x25
percig. A beagyazodott/transzferalt embridk szamat az oszlopok felett tiintettiik fel.
*p<0.001.
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Mivel a piros sziir6 a besugarzas fényerejét nagy mértékben csokkenti, eldontésre vart
az a kérdés, hogy a piros fény védo hatdsa az alacsonyabb fényerének, vagy a
hulldmhossznak tulajdonithatd. A 10. B. abran lathatd, hogy nem volt szignifikdns
kiilonbség az alacsonyabb, ill. magasabb fényerejli piros fénnyel kezelt embridk
implantacids kapacitasa kozott, ami arra utal, hogy a piros fény hullamhossza felelés a

védo hatasért.

4.1.2 A fénystressz hatasara kialakulo csokkent beagyazodasi hajlam hatterének

vizsgalata
a. DNS fragmentacio
Felmeriilt annak lehetdsége, hogy az embridk csokkent beagyazodasi képességének
kialakuldsaban a lathat6 fény DNS karosit6 hatdsa jatszhat szerepet, ezért kontroll és 50
assay segitségével. A sejtmagokat konfokélis mikroszkop alatt értékeltiik, a TUNEL

pozitiv (sarga) sejtmagokat viszonyitva az 0sszes (piros) nucleushoz (11. abra).

11. abra: TUNEL assay mddszerrel jelolt, morula stadiumban 1évé egér embridk. A
sejtmagok pirosak, a fragmentalodott DNS sarga szinii. a: Kontroll embrid egy pozitiv
nucleusszal. b: Piros fénynek kitett (450 Lx, 50 perc) embrid két pozitiv sejtmaggal. C:
Fehér fénnyel kezelt (1130 Lx, 50 perc) embri6 tizennégy pozitiv sejtmaggal.
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A fehér fénynek kitett embriok megszamolt 202 nucleusabol 62 (31%) volt TUNEL
pozitiv, mig a piros fénynek kitett embriok 213 nucleusabol 23 (11%) volt pozitiv, a
sOtétben tartott kontroll embriok 226 sejtmagja koziil pedig 23 (10%) jelolodott (12.

abra).

TUNEL pozitiv sejtmagok (%)

*
[ |

—

31,3

. n

F P K

12. abra: A TUNEL pozitiv sejtmagok aranya a fehér (F) és a piros (P) fénnyel kezelt,
valamint a kontroll (K) embridékban. *p<0,001.

b. Apoptotikus molekulak

Mivel a fehér fénynek valo kitettség DNS fragmentaciot idézett eld in vitro tenyésztett
embridkban, megvizsgaltuk, hogy apoptozis all-e a jelenség hatterében.

A fénykezelt és kontroll egér embriok lizdtumaiban egyszerre 21 kiilonbozd, az
apoptozisban szerepet jatszo fehérje expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk, apoptozis
protein array segitségével. A 21 vizsgalt apoptotikus fehérje koziil haromnal (Bad, Bcl-2
és Bcl-x) talaltunk eltérést, a kontroll és a 2x25 percig fehér fénynek kitett egér embridk

lizatumait 6sszehasonlitva (13. abra).
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13. abra: A: A kontroll és fénykezelt embrid lizdtumok apoptotikus fehérjéinek
fehérjék. B: A membranon taldlhatod

expresszidja, kiemelve a
fehérjék azonositdsdhoz sziikséges koordinatak rajza.

Koor-
dinata

Al, A2
A3, A4
A5, A6
A7, A8
B3, B4

B5, B6

C1,C2
C3,C4

C5, Cé

C7,C8
D1, D2
D3, D4

D5, D6
D7, D8

E1, E2

E3,E4

Vizsgalt fehérje
{szinonima}

Referencia

{BBC6, BCL2L8}

Referencia
{BCL2L1}
Kaszpaz-3, hasitott
{CASP3, CPP32}

Katalaz
Klaszpin {CLSPN}

Citokrédm c {CYCS,
cyt c}
Fas/TNFRSF6/ CD95
{APT1, FAS1}
HIF-1a {HIF1A}
HO-1/
HMOX1/HSP32
HO-2/HMOX2

HSP27

HSP60 {HSP65,
HSPD1}
HSP70/HSPA1A
{HSP72}

, és

Kontroll

32863,33
31212
2516,52
33452,8
9391,73

20376,34

14197,17
15093,87

21566,05

18755,41
12163,65
21823,53

12326,8
14329,17

22034,65

16743,17

Fehér fénnyel kezelt

mért korrigalt
33582,8 32877,6
3923,9 3841,5

3776,95 3697,64
34488,1 33763,8
12768,44 12500,3
21044,34  20602,4
13455,92 13173,4
13144,34  12868,3
20030,75 19610,1
18069,05 17689,6
11771,75 11524,6
20507,95 20077,3
11436,51 11196,3
14607,17 14300,4
22635,58 22160,2
15623 15294,9
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%-0s
valtozas

100,04
123,08
146,93
100,93
133,10

101,11

92,79
85,26

90,93

94,32
94,75
92,00

90,83
99,80

100,57

91,35

%-0s
Emel-
kedés/
csok-
kenés

0,04

0,93

1,11

-7,21
-14,74

-9,07

-5,68
-5,25
-8,00

-9,17
-0,20

0,57

-8,65



Koor-
dinata

E5, E6
E7, E8

F1, F2
F3, F4

F5, F6

F7,F8

G1, G2
G5, G6
G7,G8

Vizsgalt fehérje
{szinonima}

MCL-1 {BCL2L3}
p27/Kip1 {CDKN1B}

p53 {BCC7, LFS1,
TP53, TRP53}

SMAC/Diablo

TNF RI/TNFRSF1A
{CD120a}

TRAIL
R2/TNFRSF10B
{DR5}

Referencia
XIAP {BIRC4, IAP3}

Negativ kontroll

Kontroll

13833,92
12213

5434,196
19841,82

5914,146

6641,752

34289,57
1481,79

X

Fehér fénnyel kezelt

mért korrigalt
14204,05 13905,8
13093,17 12818,2
5165,731 5057,25
20866,53 20428,3
6611,51 6472,67
7371,459 7216,66
34717,04 33987,9
1584,326 1551,06

X

%-0s
valtozas

100,52
104,96

93,06
102,96

109,44

108,66

99,12
104,67

%-0s
Emel-
kedés/
csok-
kenés

0,52
4,96

-6,94
2,96

9,44

8,66

-0,88
4,67

3. tablazat: A 21 vizsgalt apoptotikus fehérje, valamint mennyiségiik a s6tétben tartott
kontroll és a fénykezelt csoportokban.

A programozott sejthalal szabalyozasasban részt vevo, anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcl-

x molekulak mennyisége 47%-kal, illetve 33%-kal novekedett a fénykezelt embridkban,

mig a pro-apoptotikus Bad fehérje 23%-kal volt magasabb a kontroll embriokhoz

viszonyitva. A tobbi vizsgalt fehérje mennyisége 0,2 - 14,74% kozott valtozott a

fénykezelt embridkban a kontrollhoz képest (3. tablazat).
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2. A PIBF szerepe a daganatok invazigjaban

4.2.1 PIBF és E-kadherin expresszié daganatos szovetekben

Kiilonb6z6 szovetekbdl kiinduld rosszindulati daganatok szdvettani metszeteinek
immunhisztokémiai vizsgalataval igazoltuk, hogy — az irodalmi adatokkal 6sszhangban -
daganatsejtekben nagy mennyiségben termelddik PIBF. A daganatos szovetek sejtjei erds
citoplazmatikus és/vagy perinuklearis pozitiv reakciot adtak az anti-PIBF ellenanyaggal,
mig a szoveteknek az ép részei nem mutattak immunreakciot (14, 16. abra).

Ugyanezeknek a szoveteknek az E-kadherin tartalmat is megvizsgaltuk. A két fehérje
kifejezodése kozott negativ korrelaciot figyeltiink meg. Azok a sejtek, melyek erdsen
reagaltak anti-PIBF ellenanyaggal, nem vagy csak enyhén jelolédtek anti-E-kadherin

antitesttel, és forditva (15, 17. abra).

14. abra: PIBF expresszio adenocarcinoma ventriculi szévetben. Immunhisztokémia
anti-PIBF (1/50). A: a metszet daganatos része, B: a metszet ép része. Nagyitas: 400X.
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15. abra: E-kadherin expresszid adenocarcinoma ventriculi szévetben. Immun-
hisztokémia, anti-E-kadherin (1/200). A: a metszet daganatos része, B: a metszet ép része.
Nagyitas: 400X.

¥

16. abra: PIBF expresszi6 melanoma malignum szévetben. Immunhisztokémia, anti-
PIBF (1/50). A: a metszet daganatos része, B: a metszet ép része. Nagyitas: 400X.

17. abra: E-kadherin expresszio melanoma malignum szévetben. Immunhisztokémia,
anti-E-kadherin (1/200). A: a metszet daganatos része, B: a metszet ép része. Nagyitas:
400X.
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4.2.2 PIBF expresszié JEG-3, LC és OC sejtekben
A vizsgalataink sordn hasznalt JEG-3, choriocarcinoma, illetve a primer tido
adenocarcinoma (LC) és az ovarium carcinoma (OC) sejteket targylemezre

centrifugaltuk, és poliklondlis anti-PIBF ellenanyaggal reagaltattuk.

JEG-3 LC

18. abra: JEG-3 choriocarcinoma, tiidétumor (LC) és ovarium carcinoma (OC) sejtek
PIBF expresszioja. Immuncitokémia, anti-PIBF (1/100).

Valamennyi vizsgalt sejttipusban erds citoplazmatikus €s sejtmagi PIBF festodést
mutattunk ki (18. abra).

A miitéti mintdkbol 1étrehozott primer sejtkultirdk tovabbi jellemzése céljabol, anti-
Pan-citokeratin jelolést végeztiink a tiidé adenocarcinoma (LC) és az ovarium carcinoma

(OC) sejtekbol készitett citopreparatumokon (19. abra). Mind az LC, mind az OC sejtek

reagaltak az anti-Pan-citokeratin ellenanyaggal, ami a mintak ham eredetére utal.
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19. abra: Primer tiidétumor (LC) és ovarium carcinoma (OC) sejtek ham eredetének
igazolasa. Immuncitokémia, anti-Pan-citokeratin (1/100). Nagyitas: 400X.

4.2.3 A PIBF csendesités hatasfokanak meghatarozasa

A PIBF fehérje kifejezddését Western blot technikaval vizsgaltuk. A PIBF izoformak
hasonldan expresszalodtak a harom vizsgalt sejttipusban. A teljes lancu PIBF (90 kDa)
izoforma mellett mindharom sejttipusban megtalalhato volt egy kisebb (67 kDa) valtozat.
Korabbi sajat eredményeink és irodalmi adatok alapjan feltehetd, hogy a sejtciklus
szabalyozasaban a teljes lanct PIBF jatszik szerepet, ezért a tovabbiakban erre a formara
koncentraltunk.

Abbol a célbol, hogy a PIBF hianyanak a daganatsejtek invazivitasra kifejtett hatasat

vizsgalni tudjuk, a sejtek PIBF specifikus siRNS kezelésével atmenetileg felfiiggesztettiik

a PIBF termelOdését.
JEG-3 LC oC
- + - + - +
TR -— 2 — 90 kDa PIBF

T S e . W e — 67 kDa PIBF
— S WS — — A0 kDa R-aktin

20. abra: JEG-3, LC és OC sejtek PIBF expresszios profiljanak dsszehasonlitasa, a PIBF
csendesités hatékonysaganak vizsgalata. — scr SIRNS, + PIBF siRNS. Western blot, anti-
PIBF (1/500), anti-B-aktin (1/5000).
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Az siRNS kezelés mind a choriocarcinoma sejtvonalban, mind a primer tumorsejt
tenyészetekben hatékonyan csokkentette a teljes lancu PIBF mennyiségét (20. abra).

A PIBF csendesités hatékonysagat a Western blot membranok denzitometrias
analizisével hataroztuk meg, mely soran a PIBF specifikus siRNS-sel kezelt sejtek (+)
PIBF tartalmat az scr siRNS-sel kezelt, negativ kontroll (-) sejtek PIBF tartalmahoz
hasonlitottuk. A PIBF fehérje szintjét a sejttipustol fliggetleniil, konstitutivan atir6do 8-

aktin, haztartast fenntart6 fehérje szintjével normalizaltuk.

p=0,005
1

p<0,0005
1

p<0,0005

100 -+

80 -

20 A

Relativ PIBF expresszié a
géncsendesités utan (%)

JEG-3 LC OC

- +

21. abra: A PIBF fehérje mennyiségének valtozasa a gén csendesitése utan. — scrambled
SiRNS, + PIBF siRNS. Az oszlopok t&bb (n,.; ,=10, n, =6, n,=5), fliggetlen kisérletbdl

szarmazo adat atlagat +/- SD jelolik, *p<0.005.

Mivel kisérleteinkben a teljes lancu PIBF funkcionalis vizsgélatat tliztiik ki célul,
ennek az izoformanak a valtozasait abrazoltuk a denzitometriai meghatarozas eredményét
demonstralé diagrammokon. A korrigdlt aranyok Osszehasonlitdsa utdn a PIBF
mennyiségét a negativ kontroll (-/scr) sejtek PIBF tartalmanak szazalékban fejeztiik ki. A

PIBF specifikus siRNS kezelés utan a JEG-3 sejtek és a primer tiidé daganatsejtek (LC)

46



PIBF tartalma a kontroll sejtek 29%-ara, mig a primer ovarium daganatsejtek (OC) PIBF

tartalma a negativ kontroll 44%-ara csokkent (21. 4bra).

A PIBF expresszio dinamikaja a géncsendesités utan

A géncsendesitett sejteken végrehajtott funkcionalis vizsgalatok tobb napig tartottak,
ezért sziikséges volt megallapitani, hogy a vizsgalatok ideje alatt, a géncsendesités utan,
hogyan valtozik a PIBF tartalom. A csendesités id6fiiggésének vizsgalata céljabol JEG-3
sejteket SIRNS-sel kezeltiink, majd a kezelés utan 24-144 oraval (h) meghataroztuk a

PIBF fehérje mennyiségét (22. bra).

24h 48h 72h 96h 120h  144h

- + - + - + - + -+ -+
T . G - - s == @8 90 kDa PIBF
SSR— w— — D wes w== 67 kDa PIBF

W S e R e R U s e W w44 KDa R-aktin
22. abra: A PIBF csendesités idofiiggése. JEG-3 sejtek PIBF tartalma 24-144 6raval (h)

az RNS interferencia utan. — scr, + PIBF siRNS. Western blot, anti-PIBF (1/500), anti-f3-
aktin (1/5000).

A PIBF specifikus siRNS kezelést kdvetden 24 oraval a PIBF mennyisége 70%-kal
csokkent, majd 48-72 ora elteltével tovabb redukalodott. Enyhe emelked6 tendencia volt
megfigyelhetd a kezelést kovetd 96 és 120 ora utan, de ezekben az idOpontokban is
minimum fele akkora volt a fehérje mennyisége a PIBF deficiens sejtekben, mint a
negativ kontroll sejtekben. Expresszios novekedés 144 oraval a géncsendesités utan volt
tapasztalhatd, amikor a sejtek kompenzalo viselkedése és/vagy az siRNS higuldsa miatt,
a kiinduldsi mennyiségnél magasabb PIBF tartalmat mértiink (23. abra). A fenti
eredmények alapjan a funkcionalis teszteket 24 oraval a kezelést kovetden kezdtiik el, igy

a géncsendesités a vizsgalatok végéig hatékony maradhatott.
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p=0,048
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p=0,03

150 - p=0,008
p=0,019
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p=0,004
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90 +

60 -

N | ‘ - i I I
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48h 72h 96h 120h 144 h

Relativ PIBF expresszida
géncsendesités utan (%)

- +

23. abra: A PIBF csendesités idofiiggése. A B-aktinra normalizalt PIBF mennyiségeket
a negativ kontroll sejtek PIBF tartalmanak sz4zalékéban fejeztiik ki. Az oszlopok harom
fliggetlen kisérlet adatainak atlagat +/- SD abrazoljak, * p< 0.05.

4.2.4 E-kadherin expresszio PIBF deficiens sejtekben

Tekintve, hogy mindharom sejtvonal epithel eredetii, a 135 kDa molekulatomegii E-
kadherin valamennyi vizsgalt sejttipusban kifejez6dott. A PIBF specifikus siRNS-sel
kezelt sejtek lizatumaiban (+) erdsebb E-kadherin jel volt detektdlhatd, mint az

aspecifikus sSIRNS-sel kezelt, negativ kontroll sejtekben (-), ami arra utal, hogy a vizsgalt

sejtekben a PIBF down-regulalja az E-kadherin expressziot (24. abra).

JEG-3 LC oC
- + -+ -+
— e e G W% vww  —— 135 kDa E-kadherin
. e — - = — ] kDa R-aktin
24, abra: JEG-3, primer tiid6 adenocarcinoma (LC) és primer ovarium carcinoma (OC)

sejtek E-kadherin expresszioja a géncsendesités utan. — scrambled siRNS, + PIBF siRNS.
Western blot, anti-E-kadherin (1/1000), anti-B-aktin (1/5000).
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A denzitometrias analizis a JEG-3 sejtek E-kadherin expresszidjanak 64%-0S
emelkedését mutatta, mig a primer tiidé daganatsejtek (LC) E-kadherin szintje 29%-kal,
a primer ovarium tumorsejteké (OC) pedig 42%-kal novekedett a PIBF csendesités utan

(25. abra).

p=0,04
I 1

p=0,05
1

p=0,02

®
- I ' I

JEG-3 LC OoC
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Relativ E-kadherin expresszid
a géncsendesitésutan (%)

- +

25. abra: Az E-kadherin tartalom valtozasa a PIBF kititése utan. A PIBF deficiens sejtek
E-kadherin fehérje mennyiségét a negativ kontroll sejtek E-kadherin tartalmanak
szazalékaban fejeztiik ki, és az értékeket B-aktinra normalizéltuk. Az oszlopok harom
fiiggetlen kisérlet atlagat +/- SD mutatjak, * p< 0.05.

49



4.2.5 A PIBF hatasa a multiadheziv fehérjék mennyiségére

ECM-sejt adhézids teszt segitségével megvizsgaltuk a sejtek adhézids kapacitasat
egyszerre hét kiilonb6z6 ECM komponensre (kollagén/K I, II, IV, fibronektin/F,
laminin/L, tenascin/T, vitronektin/V). Az ECM fehérjékhez kotddott sejtek mennyiségét
a sejtszammal egyenesen aranyos szinreakcio spektrofotometrids mérésével allapitottuk
meg. A negativ kontroll sejtekben mért optikai denzitast (OD) egynek tekintettiik, és
ehhez viszonyitottuk a PIBF csendesitett sejtek OD-at. A PIBF deficiens és kontroll sejtek
adhézios kapacitasa kozott szignifikdns kiilonbséget csak a kollagén I-hez kotodott JEG-
3 sejtek mennyiségének valtozasdban mértiink. A tobbi ECM fehérje vizsgalata soran
olyan magasak voltak a szoras értékek, hogy egyértelmiien a PIBF hianyanak

tulajdonithato adhéziés valtozast nem tudtunk megallapitani (26. abra).
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26. abra: Az ECM fehérjékhez (K I, K II, K IV, F, L, T, V) val6 kétddési hajlam relativ
valtozasa daganatsejtekben (JEG-3, LC) a géncsendesités utan. Az oszlopok négy kisérlet
atlagat +/- SD mutatjak, *p<0.01.
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erer

a. Ibidi-féle migraciés assay

Migracios assay segitségével vizsgaltuk a géncsendesitett PIBF hianyos (+) és a
negativ kontroll (-) sejtek vandorlasat. Mikro-inzert segitségével atmenetileg sejtmentes
zonat hoztunk létre a tenyészté lemezen, majd az inzert eltavolitasa utan kozvetlentil (Oh),
valamint 24, 48, 72 és 120 ora elteltével a sejtek helyvaltoztatasat fotokon rogzitettiik, és
mértiikk az egymassal szemben elhelyezkedd sejtcsoportok kozotti tdvolsagot (27. és 28.
abra, Ibidi-féle migracios assay). Ebben a rendszerben a sejtek nagymértékli pusztulasat
¢és a szokésosnal lassabb vandorlasat tapasztaltuk, igy a késobbiek soran a scratching

assay alkalmazasaval vizsgaltuk a migraciot.

Oh

24h

48h

72h

120h

27. abra: Ibidi-féle migracioés assay, normal (-) és PIBF hianyos (+) JEG-3 sejtek
vandorlasa a kiindulasi (Oh) allapotot kovetd 24-120 o6raban (h). A sejtcsoportok szélét
szaggatott vonal jelzi.
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Oh

24h

48h

72h

120h

28. abra: Ibidi-féle migracios assay, normal (-) és PIBF hianyos (+) primer tiidé adeno-
carcinoma sejtek (LC) vandorlasa a kiindulasi (Oh) allapottol eltelt 24-120 6raban (h). A
sejtcsoportok szElét szaggatott vonal jelzi.

b. Scratching assay

A scratching assay-t mindharom sejttipuson elvégeztiik. A sértést koveto 0. és 48. ora
kozott, kiillonb6z6 idépontokban felvételeket készitettiink, melynek soran a lemezen 1évo
lyukakat koordinataik alapjan, szamitogépes szoftver segitségével mindig ugyanabba a
helyzetbe pozicionaltuk. A kiilonbozé iddpontokban készitett felvételeken a
sejtpopulaciok kozotti tavolsadgot tiz ponton mértiik, majd ezek atlagat hasonlitottuk
Ossze. A 0. 6éraban mért, kiindulasi tavolsagot 1-nek vettiikk. A migracié dinamikajaban
egyik vizsgalt sejttipusnal sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a normal (-) és a PIBF

deficiens (+) sejtek kozott (29., 30., 31. és 32. abra).
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Oh

8h

24h

32h

48h

29. abra: Scrathing assay, normal (-) és PIBF hianyos (+) JEG-3 sejtek a kiindulasi (Oh)
allapottdl eltelt 8-48 ordban (h). A sejtcsoportok szélét szaggatott vonal jelzi.

Oh

24h

48h

30. abra: Scratching assay, normal (-) és PIBF hiadnyos (+) primer tiid6 adenocarcinoma
(LC) sejtek vandorlasa a kiinduldsi (Oh) allapotot kovetd 8-48 oraban (h), a zona
zarddasaig. A sejtcsoportok szélét szaggatott vonal jelzi.

53



Oh

8h

24h

31. abra: Scratching assay, normal (-) és PIBF hianyos (+) primer ovarium carcinoma
(OC) sejtek vandorlésa a kiindulasi (Oh) allapottdl eltelt 8. és 24. draban (h), a detektacids
zona zarddasaig. A sejtcsoportok szE€lét szaggatott vonal jelzi.
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32. abra: A migracids assay detektacids zondjanak zarodasa a géncsendesités utan a
kiilonb6z6 normal (-) és PIBF hianyos (+) daganatsejt tipusokban (JEG-3, LC, OC).
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erer

A PIBF specifikus (+) vagy a nem-specifikus/ kontroll (-) oligonukleotiddal kezelt
sejteket Calcein AM, zold fluoreszcens festékkel jeloltiik, majd a kollagén matrixba
torténd infiltracidjukat konfokalis mikroszkop segitségével kovettiik nyomon (33. 4bra).
A felvételeket Imagel szoftverrel elemeztiik, melynek sordn a sejtek altal bendtt teriiletet

mértiik, majd az invaziéo mértékét a detektacios zonaban a kovetkezd képlettel hataroztuk

sejtek altal benétt teriilet

meg: x 100.

teljes teriilet

33. abra: Normal (-) és PIBF deficiens (+) daganatsejtek (JEG-3, LC, OC) infiltracidja a
detektacios zondaba.

A PIBF csendesités mindharom tumorsejt tipus ivazidjat csokkentette. A JEG-3
tipusu negativ kontroll sejtek a detektacios zona 25%-at néttek be, mig a PIBF deficiens
sejtek csupan 4,6%-at. A primer tiido daganat (LC) esetén a negativ kontroll sejtek a
megfigyelt teriilet 71%-aba, a PIBF csendesitett sejtek pedig a teriilet 24,6%-aba
infiltraltak. A primer ovarium carcinoma (OC) sejteket tekintve a negativ kontroll sejtek

a detektacids zona 30%-at, a PIBF hidnyos sejtek a zona 14%-4t foglaltdk el. A PIBF
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hianya JEG-3 sejteknél 80%-kal, LC sejteknél 65%-kal, valamint OC sejteknél 50%-kal

csOkkentette az invazié mértékét (34. abra).
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34. abra: A sejtek (JEG-3, LC, OC) invaziv potencialjanak valtozasa géncsendesités
utan. Az egyes oszlopok (negativ kontroll (-), PIBF deficiens (+) sejtek) ot fiiggetlen
kisérlet eredményének atlagat +/- SD reprezentaljak, *p< 0.005.

4.2.8 A PIBF hatasa az MMP szekréciéra

A sejtek matrix metalloproteinaz (MMP) aktivitasat az in vitro invazios tesztbol
szarmazo, sejt-kondicionalt médium zselatin szubsztrat zimografids vizsgalataval
hataroztuk meg. A mintakat zselatin tartalmt poliakrilamid gélen futtattuk, és a gélben az

MMP-9 (92 kDa) és MMP-2 (72 kDa) zselatinaz enzimeket detektaltuk (35. abra).

JEG-3 LC oc

-+ - * - F
92kDa MMP-9 ~—— pummmy .- PP - —
72 kDaMMP-2 = [0 fdin b

35. abra: Negativ kontroll (-) és PIBF hianyos (+) daganatsejtektél (JEG-3, LC, OC)
szarmazo tapfolyadék felhaszndlasaval végzett zselatin szubsztrat zimografia.
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Az MMP aktivitds szemikvantitativ meghatarozasat denzitometrids analizissel
végeztilk. A negativ kontroll sejtek altal szekretalt MMP mennyiségét 100%-nak vettiik.
A géncsendesitett JEG-3 sejtek tapfolyadékaban az MMP-9 aktivitas 68%-kal, mig LC
sejtek esetén 64%-kal csokkent a kontrollhoz képest. Az OC sejtek médiumaban MMP-
9 nem volt detektalhato. A szekretadlt MMP-2 mennyisége RNS interferencia utan JEG-3
sejtek tapfolyadékaban 64%-kal, LC sejtek tapfolyadékaban 65%-kal, OC sejtek esetén

35%-kal redukalddott (36. abra).
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36. abra: A sejtek (JEG-3, LC, OC) altal szekretalt MMP-2 és MMP-9 mennyiségi
valtozéasa a géncsendesités utan. A PIBF deficiens sejtek (+) MMP aktivitasat a negativ
kontroll sejtek (-) MMP aktivitasanak szazalékaban fejeztiik ki. Az oszlopok harom
fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat +/- SD abrazoljak, *p<0.05.
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5. DISZKUSSZIO

1. Az in vitro fertilizacio sikerességének javitasa

Az asszisztalt reprodukcids laboratériumi eljarasok, igy az IVF soran mind az
ivarsejtek, mind az embridk szdmos potencialis stresszforrdsnak vannak kitéve. A
laboratériumi manipulacié és foleg a mikroszkdpos vizsgalatok alatt fény éri az
embridkat, mely hatassal lehet a fejlodésiikre, illetve az implantacios képességiikre.
Kisérleteinkben a human IVF laboratoriumi procedura iddtartamanak megfeleld (2x25
perc) fénykezelést végeztiink egér embridkon. Az els6 és a masodik kezelés kozott 24 ora
in vitro tenyésztés telt el, igy az embriok feljodését is nyomon tudtuk kovetni. Bar
korabban leirtak, hogy a legtobb emlds embridban a fénystressz az embriok kétsejtes
fejlédési allapotban vald megrekedését okozza [Takenaka és mtsai. 2007], egerekben nem
tudtuk igazolni a fény ilyen hatéasait. A kontroll és fénnyel kezelt embriok fejlodésében,
illetve az ¢életképes sejtek szamaban szignifikéns kiilonbséget nem tapasztaltunk. Ezek a
negativ eredmények egyrészt az egér embridk alacsonyabb fényérzékenységével,
masrészt a kisérletbe bevont embriok magasabb (négysejtes) fejlddési stadiumaval

magyarazhatok.

crer

befolyésolta, negativan hatott azok implantacios képességére. Ennek a jelenségnek a
hatterében a DNS karosodésa allhat. A fénystressz hatdsara szamos emlds faj embridiban
DNS karosodas jon 1étre [Kruger és Stander 1985; Nakahara és mtsai. 2010; Takenaka és

mtsai. 2007].

Korabban kutatocsoportunk megallapitotta, hogy a beagyazodni képtelen embriok
tenyésztd folyadékaban szignifikdinsan magasabb a DNS tartalmu extracellularis

vezikuldk mennyisége [Pallinger és mtsai. 2017]. Ezzel 6sszhangban, a fénykezelt
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embriok sejtmagjaiban szignifikansan tobb fragmentalodott DNS-t mutattunk ki, mint a
jO bedgyazodasi hajlammal rendelkezd kontroll embriokban. A kontroll és fénykezelt
embri6 lizatumok apoptozisban szerepet jatszo fehérjéinek vizsgalata soran nem talaltunk
kapcsolatot a programozott sejthalalt eléremozdité fehérjék mennyisége és a fény
karositd hatasa kozott. Ez az eredmény azt a feltételezést erdsiti meg, hogy jelen esetben

a DNS fragmentaciét nem apoptotikus kérosodas okozza.

Megallapithatjuk tehat, hogy a fehér fény nem befolyasolja az in vitro tenyésztett egér
embriok fejlodését, azonban implantacios képességiikre negativ hatassal van. Fontos,

hogy a fehér fény kedvezdtlen hatésa piros sziiré alkalmazéasaval csokkenthetd.

Mivel az emberi embriok fényérzékenységérdl nem rendelkeziink adatokkal, azonban
az egér és human embridk tobb szempontbdl hasonloak [Quinn és Hortsman 1998], az
IVF eljarasok soran nem szabad figyelmen kiviil hagyni ezeket a megfigyeléseket. Az
embriok manipulacidja sordn a piros sziird hasznalata hozzdjarulhat az embriok

implantacios képességének €s igy az [VF hatékonysdganak fokozasahoz.

2. A PIBF szerepe a daganatok invaziojaban

Malignus daganatok metszeteiben, choriocarcinoma sejtvonalon valamint tid6 és
petefészek eredetii primer tumorsejtekben kifejezett PIBF expressziot figyeltiink meg. A
daganatos szovetek sejtjei erds citoplazmatikus és/vagy perinuklearis pozitiv reakciot
adtak az anti-PIBF ellenanyaggal, mig a szovetek ép részeiben PIBF nem volt
kimutathat6. Az invaziv daganatos szovetek metszeteiben a PIBF és E-kadherin
expreszidja kozott negativ korrelaciot figyeltiink meg. Az ép szdvetben az E-kadherin
er6sen expresszalodott, a PIBF nem- vagy alig volt jelen, ezzel szemben a metszet

tumoros részén erds PIBF, és gyenge E-kadherin reaktivitas mutatkozott.
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sejt kapcsolatoknak. A lehorgonyzd zonula adherens, vagy 6vdezmoszéma olyan
sejtkapcsold  struktura, mely a két szomszédos sejt citoplazmatikus katenin ¢és
transzmembran kadherin fehérjéi kozott alakul ki, és kozvetve, aktin filamentumokon
keresztiil az ECM-szal is kapcsolatban all [Szeberényi 2011]. Az E-kadherin az epithel
eredeti sejtek adherens junkcidiban taldlhatd fehérje, amely a sejt-sejt kozotti
kolesonhatasok kialakitasaban jatszik szerepet. A sejtek kozotti junkcidk dinamikusan és
gyorsan valtozé struktirdk, melyek szamos invazidt befolyasold faktor célpontjai
lehetnek. Bizonyos tumorok ndvekedése soran az E-kadherin expresszidjanak és
sejtfelszini lokalizaciojanak csokkenése figyelhetd meg, mely metasztazis kialakuldsanak
magasabb kockazataval jar [Berx és van Roy 2009; Canel és mtsai. 2013]. Az E-kadherin
expresszido down-regulalodik a trophoblast sejtek infiltracidja soran is [Zhou és mtsai.
1997h].

A PIBF ¢és E-kadherin expresszid kozotti Osszefliggés igazolasa céljabol
choriocarcinoma, valamint a tiidd és petefészek eredetli primer tumorsejteken vizsgaltuk,
hogy a PIBF fehérje hidnya hogyan befolyasolja az E-kadherin expresszigjat. PIBF
deficiens tumorsejtekben fokozott E-kadherin expressziot figyeltiink meg, igy indirekt
moédon megerdsitve azt a feltételezést, hogy a PIBF down-regulalja az E-kadherin

expressziojat, és ezzel hozzajarul a daganatsejtek terjedéséhez.

Az E-kadherin erds sejt-sejt kapcsolatok eldsegitése révén hozzajarul a sejtek
mozdulatlan pozicidban tartdsdhoz, mig az adheziv sejt-sejt kapcsolodasok hibaja
lehetdveé teszi a daganatsejtek mobilitadsat [Guarino €s mtsai. 2007; Rodriguez €s mtsai.
2012]. A sejtmigracié szabalyozasa az E-kadherin expresszidjanak finom hangolasan
mulik, példaul talsdgosan magas E-kadherin expresszi6 a normalisnal lassabb migraciot

eredményez, E-kadherin hidnyaban pedig jelentdsen csokken az adhézio, mely a
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migraciés kapacitdas novekedésével jar [Kardash és mtsai. 2010]. Altalaban
megallapithatd, hogy az E-kadherin expresszidé csokkenése segiti a rosszindulatu
daganatok terjedését, mig termelddésének fokozodasa gatolja a migraciot €s a metasztazis
kialakuldsdnak esélyét [Baranwal és Alahari 2009; Kowalski ¢és mtsai. 2003;
Mohammadizadeh és mtsai. 2009]. Szdmos transzkripcios faktor negativan szabalyozza,
csokkenti az E-kadherin expressziojat [Mathias és Simpson 2009; Slattum €és Rosenblatt

2014].

Az extracellularis matrix (ECM) a tumor stroma egyik f0 alkotoeleme, melynek
jelentés szerepe van a sejtadhézidban és migracidban, a szdveti morfogenezisben és
regeneralddasban, az angiogenezisben €s nem utolso sorban a tumorgenezisben [Butcher
¢s mtsai. 2009; Paszek és mtsai. 2005]. Az ECM makromolekuldk komplex keveréke,
melynek alapvetd funkcidja, hogy sejtkozotti vazat biztositson a szovetek szamadra,
tovabba részt vesz a sejtalak meghatarozasdban ¢és jelatviteli folyamatokban. Az ECM
glikozaminoglikan és proteoglikan molekulakat, fibrillaris polipeptidlancokbol allo,
strukturalis kollagén fehérjéket, valamint multiadheziv proteineket (laminin, fibronektin)
tartalmaz, a sejtekkel pedig transzmembran receptorként funkcionald integrineken
keresztiil  létesit kapcsolatot [Szeberényi 2011]. A tumorsejtek terjedését
mikrokornyezetiik is nagymértékben meghatarozza. A daganat progresszidja soran az
ECM viaza szamottevd valtozasokon megy keresztil. A malignizalédas soran
proteoglikanok, fibronektin, I-es, Ill-as és IV-es tipust kollagén molekuldk fokozott
felhalmozoddasa, €s a matrix keresztkotéseinek ujrarendezddése figyelheté meg [Huijbers
¢és mtsai. 2010; Zhu és mtsai. 1995]. A kollagén az ECM legfontosabb épité elemeként
nemcsak egy statikus és passziv hattér, mely felszint biztosit a metasztazis
kialakuldsdhoz, hanem aktiv szabalyozoja is ennek az Osszetett folyamatnak [Fang és

mtsai. 2014]. Az l-es tipust kollagén példaul gatolja a makrofagok differencialodasat, és
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kozremiikddik a tumor novekedését gatlo és eldsegitdé makrofagok egyensulyanak
alakitasaban [Kaplan 1983]. A strukturdlis kollagén fehérjék a tumor kornyezetébe
infiltrald immunsejtek miikodésének szabalyozéasdban is aktivan részt vesznek. A
tumorndvekedést gatlo, illetve serkentd faktorok egyensulya pedig kulcsfontossagu a

daganatos megbetegedésekben [Egeblad és mtsai. 2008; Wyckoff és mtsai. 2007].

A komplex adhéziés tesztben csokkent a PIBF deficiens JEG-3, choriocarcinoma
sejtek adhézids kapacitasa az I-es tipusu kollagénhez, tehat a PIBF hidny altal okozott

sejt-ECM Kkapcsolat valtozasa szintén hozzajarulhat az invazié csokkenéséhez.

A PIBF csendesités nem volt hatdssal az altalunk vizsgalt tumorsejtek migracios
képességére. Bar egy korabbi tanulmanyban arrdl szamoltak be, hogy a PIBF fokozza
kisérleteinkkel nem sikertilt igazolni a PIBF migraciot befolyasold hatasat. Tekintve,
hogy a PIBF down-regulalja az E-kadherin expressziot, a migraciora gyakorolt hatas

hianyanak magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

A rdkos megbetegedések kezelésében a metasztazisok kialakuldsa jelenti az egyik
legfObb nehézséget [Justus és mtsai. 2014]. Szamos tumor invazids €s metasztazis
modellt fejlesztettek ki, melyek segitségével ezek a bonyolult, tobb 1épcsds folyamatok
jobban megismerhetdk. A rakos sejtek betorése az egészséges szovetbe sokkal nagyobb
kockézatot jelent a betegség elérehaladasa tekintetében, mint pusztan a proliferacio. A
helyvaltoztatasra képes sejtek 1) tapanyagforrdsokhoz férhetnek hozza, és infiltracidjuk a
kornyezd szovetbe hozzdjarul metasztazisok kialakuldsdhoz, melynek soran az aktivan
mozgd daganatsejtek a vérarammal a szervezet tavoli részeire transzportalodnak [Gerlee
¢s Anderson 2009]. A daganatsejtek terjedésének Szempontjabdl kulcsfontossagu a
leszakadt sejtek infiltracios képessége, mely nem azonos a migracids kapacitassal. A
migracié két dimenzioban lejatszodo folyamat, melyben nincs jelen sejtek mozgasat
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akadalyoz6 tényezd, mig az invazid6 hdromdimenzidés matrixon keresztiil torténd
sejtmozgast jelent. Utdbbi esetben a sejtnek moddositania kell alakjat, és kolcsonhatasba
kell 1épnie az ECM-szal, hogy az akadalyon at tudjon hatolni. Illyenforman migréci6 alatt
a sejtek nem-proteolitikus és nem-destruktiv szabad mozgasat, mig invazio alatt a sejtek
barrieren keresztiil torténd, szerkezet atalakito és destruktiv mozgasat értjiik [Kramer és

mtsai. 2013].

Figyelembe véve a migraci6 vizsgalatara kifejlesztett kisérleti modszerek
sokrétliségét, és a folyamat Gsszetettségét, indokolt lenne mas paraméterekkel beallitott

rendszerek tesztelése a normal és a PIBF csendesitett sejtek migracidjanak

O0sszehasonlitasara.

A PIBF deficiens daganatsejtek csokkent invazivitasat csokkent matrix
metalloproteinaz (MMP) aktivitas kisérte. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a PIBF
fokozza az MMP (MMP-9 és MMP-2) szekréciot, ezaltal a daganatsejtek invaziods
kapacitasat. Szamos tanulmény bizonyitja MMP-k szerepét ovarium és tiidé daganatok
invaziv sejtek - csokkent E-kadherin expresszié mellett - fokozott MMP-2 expressziot
mutatnak [Zhou és mtsai. 1997b]. A normalis koriilmények kozott alacsony MMP szint
az invazié soran megnd. A mobilis sejtek az aktiv invazid alatt olyan proteazokat
szekretalnak, melyek bontjdk az ECM o6sszetevoit, az MMP-k 4ltal hasitott kollagén
fibrillumok pedig olyan mintadzatba rendezddnek, mely lehetévé teszi az invaziv sejtek
mozgasat. Az aktiv protedzok és inhibitoraik kozotti, szigortian szabéalyozott egyensuly
elengedhetetlen funkciojuk fenntartasahoz. Ennek a finom egyensulynak a felborulasa a
daganatsejtek fokozott invazivitasat eredményezi [Brooks és mtsai. 2010; Yilmaz és
mtsai. 2007], melyhez a PIBF is hozzajarul. Az invazi6 soran szekretalodo és aktivalodo

MMP-k emésztik és atrendezik a matrixot, hogy a daganatsejtek behatolasa lehetévé
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valjon. Az MMP-9 ¢s MMP-2 a bazal membran egyik f6 komponensét, a IV-es tipusu
kollagént hasitjak, igy dontd szerepiik van az invazioban [Mason és Joyce 2011; Staun-
Ram és mtsai. 2004].

A PIBF az E-kadherin expresszio down-regulalasa révén gatolja a sejt-sejt

adhézios mechanizmusokat, az MMP aktivitas fokozasaval pedig az ECM

erer

crer

eredmények nem feltétleniil tiikr6zik az in vivo torténéseket, ezért volt sziikség a korabbi

eredmények primer tumorsejt tenyészeteken torténd megerdsitésére.

A daganatos attét szamos, kiilonféle bioldgiai funkciot érintd 1épés soran alakul ki.
Ennek a folyamatnak elsd eleme, hogy a daganatsejtek elveszitik a szomszédos sejtekhez
valo tapadas képességét. A malignus sejtek levalnak a primer tumorrdl, és eredeti
helyiikr6l elszabadulva, az extracellularis matrixot degradalva mas teriiletekre
infiltralnak. Normalis, egészséges szOvetben a matrixrdl leszakadt sejt apoptdzis
aldozataul esik, és eliminalodik. Tumorsejtekben ez a mechanizmus gyakran sériil, igy a
disszocialt sejt képes tavoli helyekre vandorolni, ahol megtapadva és szaporodva
metasztazist hoz létre [Celia-Terrassa ¢s Kang 2016]. Metasztazis kialakulasanak
kulcslépése az invazio, mely sok 1épcsds, bonyolult folyamat és szamos tényezd jatszik
kozre. Ilyenek a sejt-sejt adhézios molekuldk expresszidjanak csokkenése, az ECM alkotd
elemeinek Ujrarendezddése és degradacidja, valamint az ezeket szabalyozd faktorok

funkcidjanak valtozasa.

Primer daganat kultirak vizsgalata soran nyert eredményeink igazoljak a PIBF

invaziot szabalyozo szerepét, és elsdként mutattuk ki a PIBF ¢és az E-kadherin expresszio
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Osszefiiggését. Az adatok azt mutatjak, hogy a PIBF szerepet jatszhat a daganatok

malignussé valasanak, metasztatizalo képességének egyes 1épéseiben.

Figyelembe véve, hogy a legtobb tumorban expresszalodik PIBF, hogy a tumor
novekedése mind allatkisérletes modellben, mind emberben lassithato a PIBF
termelddésének gatlasaval [Check és mtsai. 2009, 2014], ¢és hogy tumoros betegek
progeszteron receptor blokkolokkal vald kezelése a PIBF termelddés gatlasa miatt
elényds hatasi [Gonzélez-Arenas és mtsai. 2014], a PIBF a tumor invazié korai
1épéseiben betoltott funkcidinak tovabbi jellemzése Uj terapias lehetéségekkel szolgalhat.
Minthogy a PIBF expresszio gatlasaval a daganatsejtek infiltracigja redukalhatd, a
jovoben potencidlis terdpias célponttd valhat bizonyos malignus daganatos

megbetegedésekben.
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6. OSSZEFOGLALAS

I. Azin vitro fertilizacio sikerességének javitasa

1.

A fénykezelés sem az embridk fejlodését, sem az életképtelen embridok
mennyiségét nem befolyasolja jelentésen.

A fénystressznek kitett embriok implantacios kapacitasa alacsonyabb,
mint a fénytdl elzart embridké, €s a piros fénnyel kezelt embridk
implantacios kapacitdsa magasabb, mint a fehér fénnyel kezelt embridké.
A DNS fragmentacio a fehér fénnyel kezelt embriokban nagyobb mértékdi,
mint a piros fénnyel kezelt vagy a s6tétben tartott kontroll embridkban. A
piros fénnyel kezelt és a sotétben tartott embridk kozott szignifikans
kiilonbség nincs.

Preimplantacios egér embriok fehér fénnyel vald kezelése nem indukalja

proapoptotikus molekulak termel6odését.

Az IVF eljarasok soran a petesejt, illetve az embriok mikroszkopos megfigyelése

szlikségszeri és elengedhetetlen. A piros szlird hasznalataval csokkenthetd a

fehér fény kéros hatésa, igy nagyobb eséllyel jon létre a bedgyazddas és a sikeres

terhesség. Mindezeket figyelembe véve érdemes megfontolni a piros sziird

alkalmazasat a klinikai gyakorlatban.

e rer

I1l. A PIBF szerepe a daganatok invaziéjaban

1.

2.

PIBF  jelentés  mennyiségben  expresszalodik  daganatsejtek
citoplazmajaban €s a sejtmag kornyezetében.

JEG-3, primer tiid0 adenocarcinoma és primer ovarium carcinoma
daganatsejtekben a PIBF expresszidja siRNS transzfektalasaval
szignifikans mennyiségben, reverzibilis médon csokkenthetd.

Invaziv daganatszovetek PIBF ¢és E-kadherin expresszidés mintdzata
ellentétes. A PIBF deficiens daganatsejtekben az E-kadherin expresszio
fokozaodik.
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4. A PIBF deficiens choriocarcinoma sejtek adhézidja az I-es tipust
kollagénhez csokken.

5. A PIBF deficiens daganatsejtek migracidja nem kiilonbozik jelent6s
mértékben a normal PIBF tartalmu daganatsejtek migracidjatol.

6. A PIBF deficiens daganatsejtek invazidja szignifikans mértékben
csokken, melyet az MMP aktivitas csokkenése kisér.

7. A sejtvonalakon kapott eredmények reprodukalhatok  primer

daganatsejteken.

PIBF

E-kadherin - |

Kollagén |
MMP-2, MMP-9

INVAZIO

37. abra: A PIBF a tumorsejt tovaterjedését eldsegitd hatdsanak mechanizmusa.

Mivel a daganatos betegek haldlozasanak legfobb oka metasztazis kialakulasa,
nyilvanvalo, hogy sziikség van 1) terapias stratégiak kidolgozasara a klinikai
gyakorlatban, a tumorsejtek metasztatikus terjedésének megakadalyozasara.
Ilyen 1 stratégiak kidolgozasara rendkiviil hasznos informaciokkal szolgalhat a
kiilonféle daganatok minél tobbrétli molekularis jellemzése. Minthogy a PIBF-
et az invazid pozitiv szabalyozojaként azonositottuk tiidé0 ¢és ovarium
daganatokban, expresszidjanak célzott gatlasa a jovOben hozzajarulhat

szétszorodasuk visszaszoritasaban.
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koszondom Polgar Bedtanak, akihez mindig, barmilyen gondommal fordulhattam, a
kisérletek tervezése, a modszerek kidolgozédsa és az eredmények megvitatasa soran
nyujtott Onzetlen segitségét. Koszondm tovabba Bacher-Szamuel Rékanak allando
biztatasat és barati jotandcsait. Koszonet illeti a klinikus kollégakat, Bohonyi Noémit €s
Jakab Laszlot a miitéti mintak biztositasaért €s rugalmas egyiittmiikddésiikért. Végezetiil
orok hala csaladomnak, hogy rendithetetleniil tdmogatnak &almaim és céljaim

megvalositasaban.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

During assisted reproduction the embryos are subjected to light. We investigated the relationship between light
exposure and the developmental- and implantation capacity of mouse embryos. In vitro cultured embryos were
exposed to white or red filtered light, then transferred to the uteri of pseudo-pregnant females. The mice were
sacrificed on day 8.5 and implantation sites were counted. The number of nucleic acid containing (PI+) ex-
tracellular vesicles (EVs) in culture media of light-exposed and control embryos, as well as, the effect of the EVs
on IL-10 production of CD8+ spleen cells was determined by flow cytometry. DNA fragmentation in control and
light exposed embryos was detected in a TUNEL assay. The effect of light on the expression of apoptosis-related
molecules was assessed in an apoptosis array.

Light exposure significantly reduced the implantation capacity of the embryos. The harmful effect was related
to the wavelength, rather than to the brightness of the light. Culture media of light exposed groups contained
significantly higher number of PI + EVs than those of the control embryos, and failed to induce IL-10 production
of spleen cells. The number of nuclei with fragmented DNA, was significantly higher in embryos treated with
white light, than in the other two groups.

In conclusion exposure to white light impairs the implantation potential of in vitro cultured mouse embryos.
These effects are partly corrected by using a red filter. Since there is no information on the light sensitivity of
human embryos, embryo manipulation during IVF and ICSI should be performed with caution.

Keywords:

Murine embryos
Light stress
Implantation rate
DNA fragmentation

1. Introduction

Among physiological conditions in mammals, the preimplantation
embryo develops to blastocyst in the fallopian tubes, whereas during
assisted reproduction, the embryo is removed from its natural en-
vironment.

Transition from the 2 cell embryo to the blastocyst stage is char-
acterized by rapid cell division and activation of a large number of
genes that control embryonic and extra embryonic differentiation
(Gardner, 1998). The high-speed development renders the embryo ex-
tremely vulnerable to environmental changes!, and being removed
from its natural environment, represents an array of stress factors for

the embryo (Khosla et al., 2001; Mann et al., 2004; Rinaudo et al.,
2006; Hamdoun and Epel, 2007; Schultz, 2007).

While undergoing the procedures of assisted reproduction, the ga-
metes, zygotes and the embryos are subjected to a variable spectrum of
light from different sources, including; ambient light, illumination of
the safety cabinet, light emitted from the microscope or from the time-
lapse imaging cameras (Ottosen et al., 2007; Pomeroy and Reed, 2013).

In some species, e.g. fish and amphibians embryonic development
takes place close to the water surface, exposing the embryos to strong
visible and UV light, (Schultz, 2007) and in response, these species have
developed mechanisms that protect the embryos from the harmful ef-
fects of light (Schultz, 2007). However, these defence mechanisms are
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possibly absent in mammals (Hamdoun and Epel, 2007; Schultz, 2007).

Light affects the embryo either directly, or indirectly, via increased
production of reactive oxygen radicals, inducing gene transcription
orincreasing the amount of breakdown products in the culture medium
(Pomeroy and Reed, 2013).

The duration of light exposure adds up to 25 min during IVF and
50 min in case of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) (Pomeroy and
Reed, 2013; Li et al., 2014). The light load—-depending on the frequency
of images captured- might be lower during time lapse imaging
(Takenaka et al., 2007; Li et al., 2014).

The harmful effects of light on embryo development are already
known in mammals. The extent of the damage depends on the intensity
and wavelength of the light, the length of exposure and the light sen-
sitivity of the embryos (Kruger and Stander, 1985; Oh et al., 2007;
Takenaka et al., 2007; Nakahara et al., 2010). Based on these data, the
revised ESHRE Guideline for good practice in IVF laboratories, re-
commends minimizing the light exposure of the embryos during all
phases of manipulation (ESHRE Guideline Group, 2015).

For ethical reasons, it is not possible to perform light stress ex-
periments on human embryos, therefore there is no information about
their light sensitivity (Schultz, 2007; Pomeroy and Reed, 2013). Ham-
ster and pig embryos are very sensitive to light, rabbit embryos are
relatively light resistant, and a somewhat less resistant model is the
mouse embryo (Takenaka et al., 2007). Light exposure has been shown
to affect cell division, production of reactive oxygen radicals (ROS), and
to cause DNA damage (Takahashi et al., 1999, 2000; Oh et al., 2007;
Takenaka et al., 2007) yet the evidence on implantation capacity of
light stressed embryos is sparse (Schultz, 2007; Takenaka et al., 2007).

We investigated the relationship between exposure to white or red
filtered light, and developmental- as well as implantation capacity of
mouse embryos. A further aim of this study was to determine, whether
the possible harmful effects of light are associated with brightness, or
rather the wavelength of the light. The duration of light exposure was
similar to, what human embryos suffer during IVF and ICSI.

2. Materials and methods
2.1. Embryo retrieval and culture

Eight to 12 weeks old CD1 female mice (Charles River, Germany)
were injected with 5 IU of FSH (Merional, IBSA Pharma, Switzerland).
Forty eight hours later the mice were treated with 5 IU LH (Chloragon,
Ferring, Hungary), and directly placed to CD1 males. Two days later
two cell stage embryos were flushed from the fallopian tubes, and
cultured in groups in 50l droplets in KSOM medium (Millipore,
England), supplemented with 0.4% of BSA, under mineral oil at 37 C°,
5% CO2 in air. The number of embryos in droplets varied between 10
and 14. Culture media were replaced every 24 h. During light treat-
ment, the embryos were placed in M2 manipulation medium.

2.2. Light treatment of embryos

Light treatment was performed in a dark room. The culture dishes
containing the embryos were placed under a polystyrene hood, which
was either covered with a red foil, or nothing. Two compact bulbs were
used as a light source. The intensity of the emitted light was measured
with a digital Lux meter (Hold Peak- HP 881B, accuracy <10,000 Ix
is = 4%) on the top of the dishes. The intensity of white light was
11301x and 450 1x of the red filtered light. In spectral analysis of the
emitted light (with a STS-VIS Miniature Spectrometer, Ocean Optics,
USA) two major peaks were seen; a lower peak at the 450 nm wave-
length and the higher one at the 600-620 nm. Red filter covering of the
culture dishes increased the wave length (peak at 620 nm), and di-
minished the intensity of the light to 450 1x (Supplementary Fig. 1).

The dishes containing the control embryos were handled under the
usual conditions, and were incubated in the dark, at room temperature
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during light treatment of the test embryos.

Four cell stage (at the 2.5 post coital day) mouse embryos in M2
medium (Millipore England), were exposed to light for 25min or
50 min at room temperature. The embryos were than cultured for 24 h,
and the light treatment was repeated under the same conditions.

In order to determine, whether it is the wave length or the light
intensity that matters, a group of embryos received 1130 Ix of red fil-
tered light.

2.3. Grouping
The following groups were formed;

1 Control embryos (N = 652).
a 2 X 50 min incubation at room temperature (N = 456)
b 2 X 25 min incubation at room temperature (N = 196)

2 Embryos subjected to white light (1130 1x) for 2 X 25 min (N = 81).

3 Embryos subjected to white light (11301x) for 2 x 50 min
(N = 520).

4 Embryos subjected to red filtered light (4501x) for 2 X 25min
(N = 81).

5 Embryos subjected to red filtered light (4501x) for 2 X 50 min
(No = 207)

6 Embryos subjected to red filtered light (11301x) for 2 X 50 min
(N = 394).

Three hours after the 2nd light exposure, a part of viable embryos
were transferred to the uteri of pseudo-pregnant females.

The rest of the embryos were examined under invert microscope,
and cultured for 24 h, when division potential and the number of de-
generated embryos were assessed under the microscope. Non-viable
embryos were excluded from further examinations.

2.4. Microscopic evaluation of developmental potential of the embryos

After 24 h of culture, following the light stress, the embryos were
scored for developmental stage. Embryos showing signs of degeneration
and those which did not divide during the 24 h culture were considered
non-viable. More developed (expanded and hatching) blastocysts and
less developed blastocysts were considered as distinct groups.

The development and the viability of the embryos was checked a)
before, b) 24 h after the 1st, and c) 24 h after the 2nd light exposure.
The development of control embryos was evaluated at the same time
points.

Four cell stage embryos were subjected to the first light treatment.
Twenty four hours later the embryos reached the morula or the cavi-
tating blastocyst stage, when the 2nd light treatment was performed.

Twenty four h after the 2nd light treatment viable embryos reached
the blastocyst stage (non-expanded, expanded, or hatching blastocyst).
In the statistical analysis, expanded and hatching blastocysts were
considered in the same group.

2.5. Embryo transfer

Light stressed and control (day 3.5) embryos were transferred to 2.5
day pseudo pregnant B6CBA F1 (Charles-River Germany) females.
Surgical, two sided embryo transfers were performed. Embryos exposed
to red filtered light were transferred to the right horn, while those il-
luminated with white light to the left horn of the same female, in order
to provide similar uterine environment for the different groups of em-
bryos. Six to eight embryos were transferred to each side. The mice
were sacrificed on day 8.5, and the implantation sites in the uteri were
counted. Altogether 611 embryos were transferred to 44 females.
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2.6. In situ detection of DNA fragmentation in control and light exposed
embryos

The TUNEL assay (Thermo Fisher Scientific) was performed ac-
cording to the instructions of the manufacturer. Briefly; the embryos
were fixed in 4% paraformaldehyde for 25 min at room temperature,
and stored in PBS at 4 °C until used. The cells were permeabilized with
0.5% Triton X-100 in PBS for 60 min at room temperature. After
washing, the cells were incubated with the DNA labelling solution for
3h at 37 °C. The embryos were then rinsed for 2 X 5min, and reacted
with Alexa488 labelled anti BrdU antibody for 30 min at room tem-
perature in the dark. Nuclei were counterstained with RNAse con-
taining propidium idodide for 30 min at room temperature in the dark.
The cells were examined under an Olympus FV-1000 laser scanning
confocal system (Olympus Europa, Hamburg, Germany). The number of
double labelled blastomeres was expressed as the % of all blastomeres.

2.7. Apoptosis array

Lysates of mouse embryos were subjected to an apoptosis array
(proteome profiler mouse apoptosis array kit, R&D Systems). All pro-
cedures were performed according to the suggestions of the manu-
facturer. The kit contains capture- and control antibodies, specific for
21 apoptosis-related molecules, spotted in duplicate on nitrocellulose
membranes. The membranes were blocked for 1 h at room temperature,
than the embryo lysates were incubated overnight with the membranes
at 4°C. The array was then washed to remove unbound proteins, and
incubated with a cocktail of biotinylated detection antibodies for
60 min at room temperature. Streptavidin-HRP and chemiluminescent
detection reagents were than applied for 30 min at room temperature,
and chemiluminescent detection reagent was added. A signal produced
at each capture spot corresponding to the amount of protein bound was
detected.

The images of the membranes were analysed with Image Software.

2.8. Determining the number of nucleic acid containing extracellular
vesicles (EVs) in culture media of light-exposed and control embryos

Propidium iodide (PI) was used for labelling of the nucleic acid
content of embryo-derived EVs as described earlier (Pallinger et al.,
2017). Pl is a fluorescent intercalating agent which is commonly used as
a DNA stain for flow cytometry. Twenty five pl of conditioned embryo
culture media were incubated for 15 min at room temperature with 100
ul of 4% formaldehyde (from paraformaldehyde (PFA) solution. At the
end of the incubation, 150 pl of filtered PBS, 1 pl of PI solution (50 pg/
ml) and 50 pl of Count Check beads (Sysmex Partec GmbH) were added
to the sample. FACS analysis was carried out within 30 min after PI
staining. Unstained samples were used for the detection of auto fluor-
escence. A FACSCalibur flow cytometer (Beckton Dickinson) was used
for measurments, and data were analysed by CellQuestPro software.
Gating strategy and controls are shown in Supplementary Figs. 2 and 3.

Microbeads-based absolute counting was used for calculating the
absolute counts of EVs in IVF medium. Count Check Microbeads
(SysmexPartec GmbH) was used as an internal standard. The number of
PI + EVS was calculated according to the formula: number of
PI + vesicles in sample = (detected PI + events in the EV gate minus
PI + events in staining control/ number of events in bead gate) x ab-
solute count of Count Check beads in the tube.

2.9. Isolation of CD4 and CD8 positive splenocytes

Mononuclear cells were separated from the spleens of female CD1
mice by density gradient centrifugation (Hystopaque 1083; Sigma, St
Louis USA). Then CD4 + or CD8 + T cells were isolated from this single-
cell suspension using the CD4 + T Cell Isolation Kit or the CD8 + T Cell
isolation Kit of Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany) and LS
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Table 1A
Development of embryos after the 1st (*) and 2nd (**) 25 min light exposure
(brightness of the red and white light are 450 1x and 1130 Ix respectively).

Control
No of
embryos (%)

Stage of embryo development White light
No of

embryos (%)

Red light
No of
embryos (%)

4 cell* 81 (100) 81 (100) 196 (100)

Compacting morula 62 (77) 66 (81.5) 161 (82.1)

Early blastocyst 11 (13.6) 12 (14.8) 24 (12.2)

Non-viable 8(9.8) 3(3.7) 11 (5.6)

Compacting morula + Early 48 (100) 48 (100) 124(100)
blastocyst**

blastocyst 7 (14.6) 7 (14.6) 54

Expanded blastocyst + hatching 30 (62.5) 34 (70.8) 102 (82.3)
blastocyst

Non-viable 11 (22.9) 7 (14.6) 17(13.7)

Table 1B

Development of embryos after the 1st (*) and 2nd (**) 50 min light exposure
(brightness of the red and white light are 450 Ix and 1130 Ix respectively).

Control
No of
embryos (%)

Stage of embryo development White light
No of

embryos (%)

Red light
No of
embryos (%)

4 cell* 520 (100) 207 (100) 456 (100)

Compacting morula 425 (81.7) 177 (85.5) 382 (83.8)

Early blastocyst 68 (13.1) 23 (11.1) 55 (12)

Non-viable 27 (5.2) 7 (3.4) 19 (4.2)

Compacting morula + Early 293 (100) 112 (100) 360 (100)
blastocyst**

blastocyst 39 (13.3) 26 (23.2) 16 (4.4)

Expanded blastocyst + hatching 201 (68.6) 72 (64.3) 304 (84.5)
blastocyst

Non-viable 53 (18.1) 14 (12.5) 40 (11.1)

Table 1C

Development of embryos after the 1st (*) and 2nd (**) 50 min light exposure
(brightness of the red and white light are both 1130 1x).

Control
No of
embryos (%)

Stage of embryo development White light
No of

embryos (%)

Red light
No of
embryos (%)

4 cell* 520 (100) 207 (100) 456 (100)

Compacting morula 425 (81.7) 355(90.1) 382 (83.8)

Early blastocyst 68 (13.1) 17(4.3)) 55 (12)

Non-viable 27 (5.2) 22 (5.) 19 (4.2)

Compacting morula + Early 293 (100) 203 (100) 360 (100)
blastocyst**

blastocyst 39 (13.3) 47 (23.2) 16 (4.4)

Expanded blastocyst + hatching 201 (68.6) 118 (58.1) 304 (84.5)
blastocyst

Non-viable 53 (18.1) 38 (18.7) 40 (11.1)

Columns by negative separation. The purity and also the viability of
isolated T cell subsets were characterized by flow cytometry.

2.10. Intracellular IL-10 staining of splenocytes

One hundred thousand CD4+ or CD8+ T cells were stimulated
with embryo-derived EVs for 4 h in the presence of the protein transport
inhibitor brefeldin A (Sigma, St Louis, USA). Pooled embryo culture
media were used for EV separation (5 culture media/treatment).
Stimulated cells were fixed (4% paraformaldehyde solution for 10 min,
at room temperature), permeabilized with 0.1% saponin and incubated
in 50 pl of staining buffer (PBS containing 1% BSA) with a pre-titrated
optimal concentration of phycoerythrin-conjugated anti-mouse IL-10
monoclonal antibody (PE Rat Anti-Mouse IL-10 Clone JES5-16E3 (RUO)
561060; BD BioSciences, USA) for 15-30 min, at room temperature.
The cells were washed in 2 ml of 0.1% saponin solution and centrifuged
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The numbers of implanted/transferred embryos are shown on the top of the bars.

*p < 0.001.

for 5min at 300g, and fixed with 300l of 2% paraformaldehyde
(Sigma, St Louis, USA). Stained cells were stored at 4 °C in dark before
analysis. Tests were carried out by measuring, 5 X 10* cells/tube, on
the day of the staining. All the FACS data were analyzed with
CellQuestPro software (Becton Dickinson, CA, USA).

2.11. Statistical analysis

To analyse the effect of light exposure on the development and
implantation capacity of the embryos as well as DNA fragmentation we
used the Chi-square-Test. To avoid the decision error we adjusted the p-
values with Bonferroni correction, p-value under 0.05 was considered
as significant. The two tailed t-test was used to compare PI + EV counts
in embryo culture media. For all calculations we used the IBM-SPSS
Version 22 software package.

2.12. Ethical approval

All methods were carried out in accordance with relevant guidelines
and regulations.

All experimental protocols were approved by the Animal Health
Committee of Baranya County.

3. Results
3.1. Development and viability of light stressed embryos

The frequency of the following developmental forms were com-
pared;

- morula stage embryos, cavitating blastocysts and non-viable em-
bryos, 24 h after the first light treatment

- blastocysts, expanded + hatching blastocyst and non-viable em-
bryos, 24 h after the 2nd light treatment.
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Seventy seven per cent of embryos exposed to white light, and 81%
of those exposed to red light for 2 x 25min reached the blastocyst
stage. Eighty one per cent of embryos exposed to white light and 88% of
those exposed to red light for 2 X 50 min developed to blastocysts.
Similarly to the white light treated embryos, 81% of embryos subjected
to red light of 11301x reached the blastocyst stage, while 88% of
control embryos developed to blastocysts.

These differences between the groups in either development or the
number of non-viable embryos were not statistically significant (Tables
1A-1C).

3.2. Implantation capacity of light stressed embryos

Implantation capacity of embryos subjected to either red or white
light for 2 x 25 min was significantly (p < 0.001) reduced, compared
to the controls. The implantation rate of the embryos treated with the
red light was significantly (p < 0.01) higher that of those exposed to
white light (Fig. 1a).

The implantation rates of embryos subjected to white light for
2 x 50 min, were significantly (p < 0.01) lower than of those, treated
with the red light, and both groups implanted at a significantly lower
(p < 0.001) rate than the controls (Fig. 1b).

In order to investigate, whether the wavelength, or rather the in-
tensity of the light was responsible, for the harmful effect, we illumi-
nated embryos with 1130 Ix of red light.

There was no significant difference (p = 0.058) between the im-
plantation rates of embryos subjected to 4501x or 11301x red light
(Fig. 1c), suggesting, that the wavelength of the light is responsible for
the impaired implantation capacity of the embryos.

3.3. Nucleic acid containing extracellular vesicles (EVs) in culture media of
light stressed and control embryos

In an earlier study we showed that competent human embryos
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Fig. 2. PI + EVs in culture media of light exposed and control embryos.

Side scatter signal (SSC) i

Side scatter signal (SSC) i Side scatter signal (SSC)

Four cell stage embryos were illuminated with white (11301x) or red filtered (450 Ix) light for 50 min.
A) The bars represent the mean+/— SEM of 31 (white), 12 (red filtered) and 38 (control) measurements.

*p < 0.01.
*#*p < 0.001.

B) A representative dot plot showing the numbers of PI + EVs in the culture media of embryos exposed to white or red filtered light, as well as of controls.

released less nucleic acid containing EVs in the culture medium than
those that failed to implant (Pallinger et al., 2017). This prompted us to
investigate the nucleic acid containing EVs in culture media of light
exposed and control embryos.

In 31 culture media of embryos treated with white light for 50 min,
the number of nucleic acid containing EVs was 1684 +/—260/ul,
significantly higher (p < 0.01), than the 691 +/— 113/ul measured in
12 culture media from embryos treated with 450 Ix of red light.

The culture media of both light exposed groups contained
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significantly higher (p < 0.001) number of PI + EVs than that mea-
sured in 38 culture media from control embryos (438+/—60/ul)
(Fig. 2A and B). There was no difference in either the number of An-
nexinV + Evs, or the size of the EVs between the groups.

3.4. Embryo-derived EVs induce IL-10 production in CD8+ spleen cells

CD8+ cells were isolated from mouse spleen and incubated with
EVs from untreated, or white light exposed embryos for 30 min. at
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The bars represent the mean+/— SEM of 7 experiments.
*p = 0.02.

37 °C. Than the cells were labelled with anti- IL-10 antibody, and the
number of IL-10 positive cells among the subpopulations was de-
termined by flow cytometry.

Compared to the controls (CD8 + spleen cells incubated with empty
medium), the percentage of IL-10+ CD8+ cells significantly increased
(p < 0.02) in the presence of EVS from untreated embryos, but not in
those from white light exposed ones (Fig. 3). The presence of EVs did
not alter IL-10 production in CD4 + cells (data not shown).

3.5. DNA fragmentation and apoptotic markers in control and light exposed
embryos

DNA fragmentation in the nuclei of light exposed (for 50 min) and
control embryos was tested in a TUNEL assay. The results were eval-
uated under a confocal microscope, by comparing the number of
TUNEL positive nuclei to all nuclei.

Six hundred and forty one nuclei from 32 embryos were counted.
Sixty two out of 202 (31.3%) nuclei from embryos exposed to white
light, 23 of 213 (10.8%) nuclei from embryos exposed to red light and
23 of 226 (10.2%)nuclei from control embryos were TUNEL positive
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Table 2
Altered expression of apoptosis-related molecules in the lysates of embryos
subjected to white light for 2 x 50 min.

Apoptosis regulator Increase compared to control

Bad {BBC6,BCL2L8}
Bcl-2
BeL-X {BCL2L1}

23%
47%
33%

(Fig. 4).

The number of nuclei with fragmented DNA, was significantly
(p < 0.0001) higher in embryos treated with white light, than in the
other two groups. There was no significant difference in this respect
between the red and the control group.

An apoptosis array was performed with lysates of untreated and red
light exposed embryos. Compared to the controls, the expression of two
anti-apoptotic molecules Bcl-2 and Bcl-x increased by 47% and 33%
respectively, in white light exposed embryos (Table 2).

4. Discussion

During IVF laboratory procedures, the gametes and embryos are
exposed to potential stressors. These include a lower CO2 atmosphere,
and light exposure during manipulation and microscopic evaluation of
the embryos.

The aim of this study was to investigate the effect of light exposure
on the developmental and implantation potential of in vitro cultured
murine embryos.

In attempt to simulate normal laboratory conditions during IVF, the
length of light treatments corresponded to the cumulated light exposure
during conventional (25 min) IVF and ICSI (50 min).

The embryos were in the morula - blastocyst stage, when transferred
after the 2nd light treatment. Though embryos illuminated for 50 min
had received the intended light load during the 1st treatment, another
50 min light treatment was performed before transfer. This allowed us
to check the development of the embryos during a further 24 h of cul-
ture (corresponding to the in vivo development of transferred embryos).

Exposure to 25, or 50 min of 1130 Ix warm light did not significantly
affect embryo development or the number of non-viable -cells,

Fig. 4. DNA fragmentation in nuclei of light stressed embryos.
A. The percentage of TUNEL positive nuclei in embryos sub-
jected to white light, red filtered light and in untreated con-
trols.

*p < 0.001.

B. Representative images of light exposed and control em-
bryos.

a. Representative image of a morula stage control embryo.
One of the 30 counted nuclei were TUNEL positive.

b. Representative image of a morula stage embryo, subjected
to red filtered light (450 Ix, for 50 min, 24 h before fixation).
Two out of 16 nuclei were TUNEL positive.

c. Representative image of a morula stage embryo, subjected
to white light (1130 1x, 50 min). Fourteen out of the 20 nuclei
were TUNEL positive.

26



Z. Bognar, et al.

compared to controls, or to red light (450 Ix) exposed embryos.

There is a considerable difference in the light sensitivity of the zy-
gotes from different species. Even a fraction of the above light load on
the zygotes from hamsters, results in 2 cell block, while light treatment
of hamster embryos inhibits cell division, and significantly reduces the
number of embryos that reach the blastocyst stage (Oh et al., 2007;
Takenaka et al., 2007).

In our hands, statistical analysis of altogether 970 light treated
embryos revealed no significant alterations in developmental potential
of the treated groups, suggesting that morphological evaluation of the
embryos does not reveal the potential damage caused by light stress.

Our negative results can partly be explained by the lower light
sensitivity of mouse embryos, and by the fact that the embryos in our
setup were at a higher stage of development (four cell, or morula stage),
when illuminated.

Nevertheless light stress must have had a deleterious effect on the
embryos, since light exposure — even if for 2 X 25min only - sig-
nificantly impaired the implantation capacity of the embryos. The use
of the red filter moderated this effect.

Red filtered light of 1130 Ix was used to test, whether the protective
effect was due to reduced brightness or to the different wavelength. The
implantation rate of embryos treated with 1130 Ix red filtered light for
2 x 50 min was still significantly higher, than of that of the embryos
subjected to the white light under the same conditions, suggesting that
the beneficial effect of red filtered light is due to the different wave-
length, rather than to the reduced brightness.

Though embryo culture media are designed to create conditions as
close to the natural environment as possible, still, removing the embryo
from its natural conditions is stressful and affects the developmental
potential of the embryo (Takahashi et al., 1999; Doherty et al., 2000;
Takahashi et al., 2000). Furthermore, in vitro culturing might cause
epigenetic modifications. Some of these are manifested in the pheno-
type, and, to what extent these induce genomic changes -is not known
(Gardner, 1998; Cox et al., 2002; DeBaun et al., 2003; Maher et al.,
2003).

Light stress causes in DNA damage in most mammalian embryos
(Kruger and Stander, 1985; Takenaka et al., 2007; Nakahara et al.,
2010).

Earlier we showed that the number of nucleic acid containing ex-
tracellular vesicles is significantly higher in culture media of embryos
that fail to implant, than in those of competent embryos (Pallinger
et al., 2017). The present study shows that in line with our previous
findings, the number of PI + EVs in the culture medium was related to
the well-being of the embryo. Culture media of white light exposed
embryos that showed an impaired implantation capacity, contained
significantly higher numbers of PI + EVs, than those of embryos ex-
posed to red filtered light or of controls.

In line with this, the number of nuclei showing DNA fragmentation
was higher in white light treated embryos, than in the other groups. On
the other hand, in a apoptosis array we observed the increase of anti-
rather than pro-apoptotic molecules, suggesting that the DNA frag-
mentation in this case is not connected with apoptotic damage.

A further indication of altered function in light exposed embryos is
their impaired capacity to act on the immune system. Earlier we re-
ported that mouse embryo-derived EVs induce IL-10 production in
murine CD8+ spleen cells (Pallinger et al., 2018). Here, the EVs from
white light exposed embryos failed to induce IL-10 in CD8+ murine
spleen cells.

Both PI + EV counts and DNA fragmentation were investigated in
embryos subjected to the light stress at four cell stage. They were fur-
ther cultured for 24h, before testing either the media for PI + EV
counts, or the embryos for DNA fragmentation. This is the time point,
when other embryos were transferred to the uteri of pseudo pregnant
females. Therefore, this arrangement was likely to provide information
about the changes occurring in the embryos prior to implantation.

Taken together; our results show that while light exposure did not
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affect the development of in vitro cultured mouse embryos, it clearly
had a negative influence on their function. The implantation potential
of light stresses embryos is significantly reduced, which might in part be
due to DNA damage, and in the failure of the EVs from light-treated
embryos to act on the immune system. Using a red optical filter sig-
nificantly reduces the harmful effects of white light, both on DNA
fragmentation and implantation capacity.

Data obtained on mouse embryos can of course, not be extrapolated
directly to human. However, various aspects of preimplantation de-
velopment are similar in mouse and human embryos. Not only the
timing of development and the size of the embryos, but also, the me-
tabolism, and therefore culture requirements of mouse and human
embryos are comparable (Quinn and Horstman, 1998). Mouse embryos
have for a long time been considered as a model for human IVF, because
of the many similarities between the embryos from the two species,
moreover several methodological considerations of human in vitro
fertilization stem from earlier mouse studies.

Because there is no available information on the light sensitivity of
human embryos, it is advisable to be cautious during embryo manip-
ulation in IVF.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

In addition to being immunomodulatory, Progesterone-Induced Blocking Factor (PIBF) plays a role in cell cycle
regulation and invasion. The full length protein is associated with the pericentriolar satellites and as such, it is
PIBF crucial for maintaining the integrity of spindle poles during mitosis. Another suggestive evidence for the in-
Invasion volvement of PIBF in tumour progression is the fact that the PIBF gene has been identified on chromosome 13 in
Tumour the region associated with breast cancer susceptibility. Earlier we showed that PIBF differentially regulates the
invasiveness of trophoblast and tumour cell lines. The aim of the present study was to further investigate the role
of PIBF in tumour development, using primary ovarian- (OC) and primary lung carcinoma (LC) cell cultures, and
JEG-3 choriocarcinoma cell line.

In the cultured cells PIBF was knocked down by siRNA treatment, and the impact of PIBF deficiency on MMP-
9 activity and E-cadherin expression as well as on invasive and migratory capacity of the cells was tested.

In conditioned media of PIBF-deficient JEG-3 cells, LC cells and OC cells MMP-9 activity was reduced to 36%
35%, and 65% respectively compared to controls. Though PIBF knock down did not affect migration, in JEG-3
cells, LC primary cells and OC primary cells PIBF deficiency resulted 20%, 50% and 50% decrease of invasion
respectively. PIBF silencing resulted in increased E-cadherin expression, suggesting that by down regulating E-
cadherin expression, PIBF might interfere with the cell-cell adhesion mechanisms and by increasing MMP ac-
tivity induced extracellular matrix degradation, facilitates the invasion of tumour cells.

Keyword:
Progesterone

1. Introduction progesterone receptor against ovarian carcinoma, while other studies

suggest that higher levels of progesterone expression and of proges-

Progesterone has a well-established immunomodulatory effect
during pregnancy. This hormone also affects the development of several
gynaecologic malignancies, as progesterone receptor block has been
shown to prolong survival in cancer patients as well as in tumour-
bearing mice (Check et al., 2009, 2014). The underlying mechanisms of
the latter have not been extensively studied. Several pathways, e.g.,
altering anti-tumour immune responses, apoptosis induction by up-
regulating p53 (Han et al., 2013), or cell cycle regulation might all
contribute to the tumour growth controlling effect of progesterone.
Progesterone definitely plays a role in the development of ovarian
carcinomas, but the correlation between progesterone receptor ex-
pression and the prognosis of ovarian carcinoma is controversial. Cer-
tain studies indicate the protective role of progesterone and

terone are risk factors for tumour formation (Kim et al., 2011, 2012; ,
2012; Lachmann et al., 2004).

Data, concerning the role of progesterone in lung cancer are also
conflicting. Most studies reported low levels or absence of classical
progesterone receptors in non-small cell lung carcinomas (Ishibashi
et al.,, 2005; Abe et al., 2010), yet the enzymes that are needed for
progesterone synthesis are present (Abe et al., 2010). Recently, mem-
brane progesterone receptors were demonstrated in a lung adeno-
carcinoma cell line and this receptor was shown to be involved in
progesterone induced inhibitory effects on cell migration and invasion
of this cell line (Xie et al., 2013). Clinical findings also suggest, that the
survival of women suffering from lung cancer is affected by the hor-
monal status (Moore et al., 2003; Wakelee et al., 2007).
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The Progesterone-Induced Blocking Factor (PIBF) was first identi-
fied as a 34 kDa progesterone-induced molecule- secreted by activated
maternal lymphocytes (Szekeres-Bartho et al., 1985) which mediates
the immunomodulatory effects of progesterone (Szekeres-Bartho et al.,
1989). PIBF is essential for the development of maternal immune-tol-
erance of the foetus (Huang et al., 2017; Szekeres-Bartho, 2002), by
inhibiting the activity of natural killer cells (Szekeres-Bartho et al.,
1997), and by modifying the cytokine balance (Szekeres-Bartho and
Wegmann, 1996), thereby contributing to the maintenance of preg-
nancy. The latter statement is supported by the fact that PIBF con-
centration in the urine in pregnant women correlates with pregnancy
outcome, and lower PIBF concentrations indicate imminent sponta-
neous pregnancy termination (Polgar et al., 2004).

In addition to being immunomodulatory, PIBF plays a role in cell
cycle regulation and invasion.

Expression cloning identified a transcript corresponding to a 90 kDa
protein (Polgar et al., 2004). The full length protein is associated with
centriolar satellites (Kim et al., 2012; Lachmann et al., 2004) and as
such, it is crucial for maintaining the integrity of spindle poles during
mitosis (Kim and Rhee, 2011). Likewise, a number of proteins involved
in tumorigenesis, e.g., known tumour suppressor proteins, such as
BRCA1 and p53 are associated with the centrosome and disturbed
centrosome function causes unequal segregation of chromosomes
(Fukasawa et al., 1996; Orban and Olah, 2003).

In addition to the full-length PIBF mRNA encoding for a 90 kDa
protein, several alternatively spliced isoforms are produced, all re-
sulting from perfect exon skipping, which are localized in the cyto-
plasm, and after secretion exert cytokine-like effects (Lachmann et al.,
2004). While the smaller isoforms are progesterone induced Gutiérrez-
Rodriguez et al. (2017), the full length form is constitutively expressed.

PIBF is expressed by a variety of tumour cell lines, e.g., leukaemias
(Srivastava et al., 2007) as well as glioblastoma (Kyurkchiev et al.,
2014) and astrocytoma cells (Gonzélez-Arenas et al., 2014). The PIBF
gene has been identified on chromosome 13 in the region associated
with breast cancer susceptibility (Rozenblum et al., 2002). Taken to-
gether, these data suggest that PIBF might pay a role in tumour pro-
gression.

Earlier data from our laboratory show that the transcription of in-
vasion related genes are regulated by PIBF in a tissue specific manner,
and thus PIBF inhibits the invasion of trophoblast cells, while it sti-
mulates the invasiveness of tumour cell lines (Halasz et al., 2013).
Gutiérrez-Rodriguez et al. (2017) reported that PIBF increased the
proliferation, migration and invasion of human glioblastoma cell lines.

The data obtained with cell lines suggest the regulatory role of PIBF
on invasiveness, however established cell lines do not necessarily re-
present what is happening in vivo. The aim of this study was to confirm
these findings in primary tumour cell cultures, as well as to investigate
the changes of E-cadherin in PIBF deficient tumour cells.

2. Materials and methods
2.1. Cell cultures

Human choriocarcinoma, JEG-3 (ECACC 92120308) cell line was
cultured in EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium; Lonza, Basel,
Switzerland) supplemented with 10% foetal bovine serum, 1% non-
essential amino acids and 1 mM Sodium-pyruvate.

The cells for primary cultures were isolated from surgical samples.
Twelve lung tumours and 8 ovarian carcinoma samples were obtained.
The criteria for inclusion were; epithelial origin and invasiveness of the
tumours. By the TNM classification, 2 samples were classified as TINO,
2 samples T1N1, 1 sample as T2NO, 1 sample as T2N1, and the rest as
T3N1-3.

Fat and necrotic parts were removed, samples were cut into 2-4 mm
pieces and washed in PBS. Snippets were digested in 1 mg/ml type IV
collagenase solution (Sigma, Saint Louis, MO, USA) for 60 min in 37 °C
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with continuous mixing, then the suspension was passed through a
100 um pore size mesh. Viable, washed cells were seeded to culture
plates, and after following fibroblast attachment for 30 min, the su-
pernatant containing epithelial cells was transferred to a fresh plate for
further culture. Cells isolated from lung adenocarcinomas (LC) were
cultured in DMEM (Gibco, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10%
foetal bovine serum (Gibco, Carlsbad, CA, USA) and 5 ng/ml epidermal
growth factor (Sigma, Saint Louis, MO, USA). Cells isolated from
ovarian cancers (OC) were cultured in 1:1 = DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium):F12 medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 10% foetal bovine serum.

2.2. Ethics statement

A written consent was obtained from each patient. The protocol of
the experiments complies with the ethical guidelines of Declaration of
Helsinki and has been approved by the Regional Ethical Committee at
Medical School, of Pecs University.

2.3. Immunohistochemistry

Cells were centrifuged on microscope slides and fixed in ice-cold
acetone. Following drying the cells were permeabilised with TBS con-
taining 0.5% Tween 20 as a mild detergent, then endogenous perox-
idase activity was blocked by treatment of the slides with 1% Hy0,
solution for 10 min, and non-specific binding sites were blocked 1%
BSA solution for 20 min. The cells were incubated with rabbit poly-
clonal anti-PIBF antibody (Polgar et al., 2003), diluted 1:100 in 0.5%
BSA for 60 min, then with secondary anti-rabbit horseradish perox-
idase-conjugated antibody (Dako, Glostrup, Denmark) for 30 min.
Specific labelling was visualized by diamino-benzidine substrate. Nuclei
were counterstained with haematoxylin.

2.4. RNA interference

Oligonucleotides were pre-designed by Ambion (Austin, TX, USA),
(PIBF1-silencer select siRNA ID: s20481 ambion, 4392422) to interfere
with PIBF mRNA (Table 1). Oligonucleotides pre-incubated with Oli-
gofectamine (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for
20 min at room temperature were added dropwise to the cells in final
concentration of 10 nM. After 4 h DMEM supplemented with 30% FBS
was added to each wells. Cells were lysed after 24, 48, 72, 96, 120,
144 h for Western blot analyses

2.5. Invasion assay

Oris Cell Invasion and Detection Assay (Platypus Technologies,
Madison, WI, USA) was performed according to the manufacturer’s
instructions. Briefly; basement membrane extract (BME, 3 mg/ml) was
applied on 96-well plates and the latter populated with Cell Seeding
Stoppers to restrict cell seeding to the outer annular regions of the
wells. Then wells were seeded with 2.5 X 10 cells. After 24 h, stoppers
were removed, resulting in a 2-mm diameter un-seeded region in the

Table 1
Characteristics of the siRNA used for PIBF silencing.

siRNA Sense Antisense
Sequence GGCAGCUAAUUGAACGAAATT  UUUCGUUCAAUUAGCUGCCTG
5 -
3)
Length 21 21
Percent G/ 38% 43%
C.
Molecular 6800 6600
weight
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JEG-3

Fig. 1. PIBF expression in tumour cells.
PIBF expression in cyto-centrifuged tumour cells;
JEG-3 cells, and primary cells isolated from lung
adenocarcinoma and ovarian cancer. Cells were la-
belled with polyclonal anti-PIBF antibody. Nuclei
were counterstained with haematoxylin.
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Fig. 2. PIBF expression is reduced by RNA interference.

Efficiency of PIBF knock down was determined by densitometric analysis of Western blots. Cells treated with PIBF-specific siRNA (+) were compared to negative control cells (—) treated
with scrambled siRNA (A). Quantification of PIBF protein level was normalized to B-actin. PIBF content of negative control cells was considered to 100%. Data are presented as
mean *= SEM from independent experiments, stars indicate significant differences at p < 0.005 (B).

The Western blot shows the result of a representative experiment, while the densitometric analysis of the expression of the 90 kDa band shows the mean of several independent
experiments.
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Fig. 3. Time dependence of PIBF knock down.

Gene silencing efficiency was examined in JEG-3 cells 24, 48, 72, 96, 120, 144 h post
treatment by comparing Western blots of PIBF-specific siRNA treated (+) and negative
control cells (=) (A). Quantification of PIBF protein level was normalized to 8-actin. PIBF
content of negative control cells was considered to 100%. Data are presented as
mean *= SEM from three independent experiments, stars indicate significant differences
atp < 0.05 (B).

center of each well, and cells were overlaid with 12 mg/ml BME con-
taining 15% FBS. After 72 h, cells were labelled with calcein AM and
the detection zone was analysed using multi-area scan by an Olympus

A

JEG-3 LC oc
-+ -+ -+

s W W W es» e 44kDaactin

Fig. 4. Changes in E-cadherin expression after PIBF knock down.

135kDa E-cadherin
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FluoView FV-1000 confocal microscope. Cell invasion was assessed by
measuring the area of the detection zone in the scrambled and knock-
down images using ImageJ analysis software. Invasion was determined
by area closure, which was calculated as follows: invaded area of de-
tection zone/full area of detection zone x 100.

2.6. Substrate zymography

Cell conditioned media from the invasion assay was used to examine
the matrix metalloproteinase activity. Samples were run in poly-
acrylamide gel containing 10% gelatine, under non-reducing condi-
tions, in constant (100 V) voltage for 80-100 min. Gels renatured at
room temperature for 30 min, developed at 37 °C overnight, and
stained in 0.5% coomassie blue, 40% methanol, 10% acetic acid solu-
tion at room temperature for 60 min. Finally it was differentiated in
40% methanol, 10% acetic acid solution for 30 min, until clear bands
appeared in the blue background. Bands were analysed by densito-
metry.

2.7. Migration assay

Migration assay: 10° cells were seeded in 24 well plate and cultured
until they reached confluence, then a scratch was inflicted in the middle
of the cell-attached area with a 200??L plastic pipette tip. The detached
cells were washed and removed by aspiration, and the media was re-
placed with one containing 5% FBS to reduce cell proliferation. Cell
migration was monitored by phase-contrast microscope, as cells move
into the scratched area. Cell movement was calculated by measuring
closure of scratched area at different time points, using an Olympus FV-
1000 System.

2.8. Western blot

Cell lysates were separated by 10% SDS-PAGE, and transferred to

B r p=0 1'14‘
p=0,05
r 1
p=0.0
2
) .
C *
2
5 2001
7
[)]
C
()] .
o)) *
b *
L 150 {
(]
C
(o]
o
3R
e
100 1
£
—
[
£
T
(]
Q@
W 50
()]
=
©
[0}
14
0
JEG-3 LC oc

- +

Alterations in E-cadherin expression in PIBF silenced cells were determined by densitometric analysis of Western blots. Cells treated with PIBF-specific siRNA (+) were compared to
negative control cells (—) treated with scrambled siRNA (A). Quantification of E-cadherin protein level was normalized to 3-actin. E-cadherin content of negative control cells was

considered to 100%. Data are presented as mean =+

11

SEM from three independent experiments, stars indicate significant differences at p < 0.05 (B).
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Fig. 5. The effect of PIBF deficiency on cell migration.

Journal of Reproductive Immunology 125 (2018) 8-15

ocC

-

o

Los

'

2 —e— JEG3-

i 8- JEG34

o

° 0.4 —e—LC-

5 ' e LC+

[

§o2 —a—O0C-
b= OC 4+

o
o

6 12

18 24 30 3B 42 48
Time (hours)

Migration of PIBF-specific siRNA (+), or scrambled siRNA (—) treated JEG-3 cells, primary lung adenocarcinoma (LC) and ovarian cancer (OC) cells was tested in a scratch assay. Cell
movement was calculated by measuring closure of thescratched area in different time points, using Olympus FV-1000 software.

nitrocellulose membrane at 4 °C overnight. Membrane was blocked in
5% non-fat dried milk TBS-Tween solution at room temperature for
60 min, then it was incubated with 1:500 diluted rabbit polyclonal anti-
PIBF (Polgar el al. 2003) or 1:000 diluted anti-E-cadherin antibody
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA Cat.No. 3195S) at 4 °C
overnight. Anti-B-actin (Sigma, Saint Louis, MO, USA) was used as
loading control. Next membrane was incubated with 1:5000 diluted
anti-rabbit HRP-conjugated secondary antibody (Dako, Santa Clara, CA,
USA) at room temperature for 60 min. Specific labelling was detected
by chemiluminescent imaging system, and bands were analysed by
densitometry, using ImageJ software. The extent of expression change
due to specific siRNA treatment was given in percentage, of the control.

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis of differences in protein expression level was
calculated using one-sample t-test, where test value was 100 according
the protein level of negative control cells. Paired samples t-test was
used for the statistical comparison of data derived from migration and
invasion assay. P value < 0.05 was considered as statistically sig-
nificant.

3. Results
3.1. PIBF is expressed in highly proliferating cells
Choriocarcinoma cells and primary tumour cells were reacted with a

polyclonal anti-PIBF antibody. PIBF was strongly expressed both in the
cytoplasm and in the nucleus of JEG-3 cells, primary lung

12

adenocarcinoma (LC) and, and to a lesser degree in ovarian carcinoma
(0Q) cells (Fig. 1).

In order to investigate the effect of PIBF on E-cadherin expression,
migration, and invasion, primary tumour cells as well as the JEG-3 cell
line were rendered PIBF deficient by PIBF siRNA treatment. Based on
earlier results, a concentration of 10 nM siRNA was used. Compared to
control cells treated with scrambled siRNA, PIBF expression of JEG-3,
LC cells and OC cells was reduced to 29%, 29% and 44% respectively,
thus the efficiency of gene silencing was between 71 and 56% (Fig. 2).

In order to determine the time dependence of silencing, JEG-3 cells
were treated with siRNA, and gene silencing efficiency was determined
24-144 h post treatment (Fig. 3). Since functional assays of several days
duration were performed with silenced cells, the information, how PIBF
expression would change during, and by the end of these experiments
was needed. Based on the above results PIBF siRNA was used in a
concentration of 10 nM and functional tests were performed 24 h post
treatment throughout the study, because this way silencing will still be
in effect by the end of the migration and invasion assays.

3.2. E-cadherin expression is increased in PIBF-silenced cells

Cell lysates were separated by 10% SDS-PAGE, and transferred to
nitrocellulose membrane and reacted with 1:000 diluted anti-E-cad-
herin antibody. Densitometric analysis of Western blots, revealed in-
creased E-cadherin levels in PIBF-deficient JEG-3 cells and in primary
lung adenocarcinoma cells. Compared to controls, E-cadherin protein
expression increased by 64% in JEG-3 cells, and by 29% in primary LC
cells after gene silencing (Fig. 4).
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Fig. 6. The effect of PIBF deficiency on invasion.
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Invasiveness of PIBF-specific siRNA (+), or scrambled siRNA (—) treated JEG-3 cells, primary lung adenocarcinoma (LC) and ovarian cancer (OC) cells was tested. Area overgrown by
cells were measured in the detection zone, invade cells were stained with fluorescent dye and visualized by confocal microscopy (A). Area closure was quantified by measurement of the
area overgrown by cells. Data are presented as mean + SEM from five independent experiments, stars indicate significant differences at p < 0.005 (B).

3.3. The lack of PIBF does not affect cell migration

Migration of gene silenced cells was investigated in a scratch assay.
Cell movement was calculated by measuring closure of scratched area
in different time points (8, 24, 32 and 48 h post scratching). Images
were analysed by Olympus FV-1000 System software, distance between
the cell populations was measured on ten points, and calculated means
of the readings obtained were compared. PIBF silencing did not result in
significantly altered migration rates either in JEG-3 cells or in the pri-
mary tumour cell lines (Fig. 5).

3.4. PIBF is a positive regulator of tumour invasion

To investigate the effect of PIBF on invasion, the primary tumour
cells as well as the JEG-3 cell line were rendered PIBF deficient by PIBF
siRNA treatment, and invasiveness was tested in an Oris cell invasion
assay according to the instructions of the manufacturer. In JEG-3 cells,
LC primary cells and OC primary cells PIBF deficiency resulted 20%,
50% and 50% decrease of invasion respectively (Fig. 6).

3.5. Reduced invasion is accompanied by decreased MMP activity

MMPs cleave type IV collagen, thus play a crucial role in the process
of invasion to the extracellular matrix. Therefore, to detect MMP ac-
tivity, conditioned media from the invasion assays were subjected to
PAGE containing 10% gelatine. MMP-2 and MMP-9 activity of cells was
compared. In the media from PIBF-silenced JEG-3 cells, LC cells and OC
cells MMP-2 activity was reduced to 36% 35%, and 65% respectively,
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as well as MMP-9 activity of PIBF-deficient JEG-3 and LC cells was
reduced to 31% and 36% to those of control cells (Fig. 7).

4. Discussion

Here we show that PIBF is positive regulator of tumour spreading in
primary lung- and ovarian cancer cells.

PIBF is expressed by a variety of leukaemia cell lines (Srivastava
et al., 2007), glioblastoma (Kyurkchiev et al., 2014) and astrocytoma
cells (Gonzalez-Arenas et al., 2014), and progesterone receptor block
has been shown to prolong survival in cancer patients as well as in
animal studies, by down regulating PIBF production (Check et al., 2009,
2014).

In line with this, in our hands, both choriocarcinoma cells and
primary tumour cells were found to express PIBF, both in the cytoplasm
and in the nucleus.

During the formation of metastases, malignant cells break away
from the primary tumour and escape or invade, by degrading the ex-
tracellular matrix.

When in a normal tissue, a single cell dissociates from the matrix,
the dissociated cell is eliminated by apoptosis. In tumour cells this
mechanism often fails, therefore the dissociated cells are able to mi-
grate to remote sites, where they attach and proliferate to form a me-
tastasis (Celia-Terrassa and Kang, 2016). The transmembrane glyco-
protein, E-cadherin mainly expressed by epithelial cells has an
important role in cell adhesion, by joining to the actin filaments of
cytoskeleton through catenin molecules. Reduced E-cadherin expres-
sion correlates with aggressive spreading of tumours during
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Fig. 7. The effect of PIBF deficiency on MMP activity.

Cell conditioned media from the invasion assay was used to examine the matrix me-
talloproteinase activity of PIBF silenced (+) and negative control (—) cells (A). Changes
of relative MMP-2 and MMP-9 expression was measured by densitometry, and MMP ac-
tivity of control cells was considered to 100%. Data are presented as mean * SEM from
three independent experiments, stars indicate significant differences at p < 0.05 (B).

tumorigenesis, while E-cadherin production decreases the invasion and
development of metastasis (Baranwal and Alahari, 2009; Kowalski
et al., 2003; Mohammadizadeh et al., 2009). Several transcription
factors, with E-cadherin repressing function have been identified
(Mathias and Simpson, 2009; Slattum and Rosenblatt, 2014), therefore,
we analysed E-cadherin expression after PIBF silencing. E-cadherin
expression was found to be increased in PIBF-deficient tumour cells,
suggesting that PIBF down regulates E-cadherin expression.

Halasz et al. (2013) reported that PIBF controls invasiveness of
trophoblast and tumour cell lines, however, though cell lines are more
convenient to work with, the results do not necessarily represent what
is happening in vivo, therefore, we tested the effect of PIBF deficiency
on invasiveness of primary tumour cell cultures. In contrast to
Gutiérrez-Rodriguez et al. (2017), who reported that PIBF increased the
migration and invasion of human glioblastoma cell lines, in our hands,
PIBF silencing had no effect on migration of primary ovarian carcinoma
or lung tumour cells, while invasiveness of these cells was reduced in
PIBF deficient cells. Considering, that PIBF down regulates E-cadherin
expression, these findings deserve an explanation.

Cadherin is considered a tumour- and invasion suppressor molecule.
E-cadherin contributes to holding cells in stationary position by pro-
moting strong cell-cell adhesion, while failure of cell-cell adhesive
connections allows the mobility of tumour cells (Guarino et al., 2007).
However, in certain contexts, E-cadherin appears to promote cell mi-
gration, invasion, and even tumour progression (Rodriguez et al.,
2012). It appears, that the fine tuning of E-cadherin concentration is
required for inhibiting cell migration. Too much E-cadherin results in
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slower than normal migration, whereas the complete loss of E-cadherin
results in no migration (Kardash et al., 2010). Furthermore, E-cadherin
is also associated with aggressive tumours. E-cadherin is increased, in
breast cancer, and it is also expressed in most ovarian carcinomas,
(Auersperg et al., 1999; Kleer et al., 2001). In a subset of glioblastomas,
E-cadherin is associated with decreased survival and its expression
correlates with increased invasiveness of xenografts in mice (Lewis-
Tuffin et al., 2010).

While migration is just cell movement; invasion implies secreting
proteases to digest the matrix that otherwise blocks the entry of cancer
cells. Invasion of surrounding tissues is mediated by a set of proteolytic
enzymes, among others, matrix metalloproteinases (MMPs). MMP-9
and MMP-2 cleave type IV collagen, (the main component of basal
membranes), thus play a crucial role in trophoblast and tumour inva-
sion (Mason and Joyce, 2011; Staun-Ram et al., 2004). There are sev-
eral reports, on the role of MMP-s in progression of ovarian cancer
(reviewed in Fu et al., 2015) and lung cancer (Qian et al., 2010).

Decreased MMP activity was observed in conditioned media of
PIBF-deficient cells and this further manifested in decreased invasive-
ness of the PIBF knock down cells.

Molecules acting in cell adhesion, migration and invasion are often
pleiotropic, which might be due to the diverse function of the different
isoforms or to the specific cellular environment (Srivastava et al.,
2007).

By down regulating E-cadherin expression, PIBF interferes with the
cell-cell adhesion mechanisms and by increasing MMP activity induced
extracellular matrix degradation, facilitates the invasion of tumour
cells.

In conclusion we can establish, that PIBF contributes to spreading of
tumour cells at several levels.

Considering that most tumours express PIBF and that treatment of
tumour patients with progesterone receptor blockers has a beneficial
effect by inhibiting the production of progesterone-induced PIBF
(Check et al., 2014), further characterization of PIBF functions in early
steps of tumour invasion may provide novel therapeutic opportunities.
Since infiltration of cancer cells can be reduced by inhibition of PIBF
expression, it could be potential therapeutic target in malignant dis-
eases.
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