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BEVEZETES

A dolgozat két, latszélag egymastol kiilonallo témat targyal, az egyik a
progeszteron-indukalta blokkolé faktor (PIBF) szerepe a daganatok
hatasaval foglalkozik. A valosagban a két téma Osszefiigg. A terhesség
1étrejottéhez a befogado anyai endometrium €s a j6 mindségli, bedgyazodasra
képes embrid egyarant sziikséges. Az implantdlodott embrid trophoblast
sejtjei behatolnak az anyai decidudba, és megteremtik azt a hatarfeliiletet az
anya és magzata kozott, ahol a megfelelé immunvalasz megvalosul. Az
invaziv hajlam a magzati eredetli trophoblast sejtek és a rosszindulatl
daganatok kozos tulajdonsaga, mig azonban a tumorok invazidja
szabalyozatlan, a trophoblast sejtek invazidja térben és idében szigortan

szabalyozott.

1. Asikeres terhesség kialakulasanak feltételei

A sikeres terhesség 1étrejotte és fenntartasa kétoldala folyamat: sziikséges
hozza egyrészt a beagyazddasra képes, megfelelé mindségli embrid, masrészt
a befogado anyai kornyezet. A két feltétel egyikének hianya infertilitdshoz
vezethet, mely vilagszerte meddé parok millioit érinti. A beagyazddas sikerét
meghatarozza az embri6 allapota, melyre a kornyezeti tényezok is jelentds
hatassal vannak. Az egyik ilyen tényez0 az asszisztdlt reprodukcios
technikak alkalmazasanal az embridt ér6 fény, mely direkt vagy indirekt
modon génexpresszids valtozasokat képes indukdlni, és modosithatja az
embri6 implantacios képességét.

A terhesség alatt az anyai immunrendszer olyan modon képes toleralni a

genetikailag  eltér6 magzat jelenlétét, hogy ekozben normalis
2



védekezOképessége nem karosodik jelentdsen. A magzat elleni immunvélasz
szelektiv gatlasaban részt vesznek mind a velesziiletett, mind a szerzett
immunvalasz komponensei. Az immuntolerancia kialakuldsat segitik eld a
Th2 iranyt citokintalsaly (IL-4, IL-10) és az alacsony citotoxikus aktivitas.
A magzati antigének felismerése utan a y/0 T sejtek aktivalt allapotba
keriilnek, és progeszteron receptorokat expresszalnak, majd progeszteron
jelenlétében egy mediatorfehérjét, a progeszteron-indukalta blokkolo faktort

termelnek, amely a progeszteron immunologiai hatasait kozvetiti.

2. A Progeszteron-Indukalta Blokkolé Faktor (PIBF)

Az aktivalt lymphocytakon kiviil szamos egyéb szovet, igy a placenta, a
decidua és az embrio is képes PIBF termelésére. A preimplantacios
idészakban termelédé PIBF hozzajarul az endometrium decidualis
atalakulasahoz és receptivitasanak fokozodasahoz.

A PIBF1 génrdl atiroddo mRNS 18 exont tartalmaz, melyrdl alternativ
splicing kdvetkeztében szamos, eltéré méretli fehérje izoforma képzddik. A
szekretalodd, kisebb molekulastlyG valtozatok az immunvalasz
befolyasolasa révén jarulnak hozza a terhesség sikeres lefolyasahoz. A PIBF
Th2 tipust citokin termelést indukal, részt vesz az NK sejtek
citotoxicitasanak  alacsony  szinten tartdsdban, ¢és  gatolja a
méhosszehuzodasokat  el6idéz6  arachidonsav  felszabadulasat. A
citoplazmaban lokalizalodo, teljes hosszusaga PIBF a trophoblast invazid

szabalyozasa révén segiti el6 a sikeres terhesség kialakulasat.



3. A PIBF szerepe az invazio6 szabalyozasaban és a daganatokban

Az invazid tobblépcsds folyamat, mely magaban foglalja a sejt-sejt,
valamint sejt-extracellularis matrix (ECM) adhézids kapcsolatok valtozasat,
az ECM lebontéasat és az erodalt kotészoveten keresztiili migraciot. Az
invaziv hajlam a trophoblast sejtek és a rosszindulati daganatok kozos
jellemzgje, illetve a fiziologids és patologids invazidban ugyanazok a
jelatviteli utak (pl.: MAPK, FAK, PI3K/Akt, STAT és Wnt utak) érintettek.

A PIBF fehérje erdsen expresszalodik éretlen, gyorsan szaporodd
sejtekben, igy nemcsak embrionalis sejtekben, hanem bizonyos malignus
daganatokban is. A tumorsejtekben a lokalis tumor ellenes immunvalaszt
elosegitd szekretalt forman kiviil, progeszterontol fiiggetleniil jelen van a
teljes lanct PIBF izoforma, melynek a sejtciklus szabalyozasaban, igy a
tumorgenezisben lehet szerepe.

A PIBF szovetspecifikus modon szabalyozza az invazidhoz kapcsolodod
mig a tumorsejtekben fokozza az invazivitast. Immunszuppressziv, valamint
az invaziot szabalyozo hatasai révén a PIBF hozzajarulhat ahhoz az 9sszetett
folyamathoz, melynek soran a kontrollalatlanul proliferalo, differencialatlan
sejtek malignus daganatokka alakulnak.

A PIBF szerepe az invaziv sejtek/sejtcsoportok leszakadasaban, a sejt-sejt
adhézios kapcsolatok lazulasa altal, még tisztazatlan kérdés. A
sejtadhézioban szerepet jatsz6 E-kadherin molekula expresszidjanak
vizsgalata PIBF deficiens sejtekben, segithet a PIBF tovabbi funkcidjanak

megértésében.



CELKITUZESEK

I. A fénystressz altal indukalt valtozasok vizsgilata egérmodell
segitségével.
Kérdések:
e A fénystressz befolydsolja-e az embriok fejlodését, élet-
képességét és beagyazddasi kapacitasat?
e A fény hatasara fragmentalodik-e az embrionalis sejtek DNS-e?
o A fejlodé embrio fehér fénynek valo kitettsége indukalja-e

apoptotikus molekulak expresszidjanak valtozasat?

Il. A PIBF invaziot szabalyozé hatasanak vizsgalata daganatmintakbol
izolalt primer sejtkulturakon.

Kérdések:

o Kifejezddik-e a PIBF er6s metasztazis hajlamot mutato
daganatokban? Ha igen, milyen az expresszios profilja?

e (Csokkentheté-e primer daganatsejtek PIBF expresszidja RNS
interferenciaval? Géncsendesités utan hogyan valtozik az
expresszio dinamikaja?

e Van-e Osszefliggés a PIBF ¢és az E-kadherin molekula
expresszioja kozott?

e Hogyan befolyasolja a PIBF a primer daganatsejtek ECM

e A sejtvonalakon kapott korabbi eredmények korrelalnak-e a

primer sejtkultirak vizsgalatabol szarmazo eredményekkel?



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az egér embriok fénykezelése

1.1. A fénykezelés hatasa az embriok implantacios képességére

Az embrid bedgyazddasi hajlamat szamos tényezd befolyasolja. Mig
természetes koriilmények kozott az embrio sotétben fejlédik, az IVF
laboratériumi manipulaciéi, féleg a mikroszkopos vizsgalatok alatt
viszonylag hossza ideig fényhatasnak van kitéve. Mivel human embriok nem
hasznalhatok  kisérleti  célokra, egér  embridkat  hasznaltunk
fényérzékenységiik vizsgalatara.

Négysejtes fejlodési stadiumban 1évé embridkat 2x25 percig, 450 vagy
1130 Lux erdsségii fehér fénnyel vilagitottunk meg. Az embridk egy részénél
piros szlr6t hasznaltunk, a kontroll embriokat sotétben tartottuk.
Mikroszkopos megfigyeléseink azt mutattak, hogy a fénykezelt embriok
fejlédése morfoldgiailag nem tért el a kontrollokétdl, és viabilitasuk is
hasonloé volt, viszont implantacios képességiik szignifikansan alacsonyabb
volt. A fehér fény karos hatasat a piros sziiré alkalmazasa jelentGsen
csokkentette. Alacsonyabb, ill. magasabb fényerdjii piros fénnyel kezelt
embriok implantacids kapacitasa kozott nem volt jelentds kiilonbség, ami
arra utal, hogy a piros fény hullamhossza felelés a védd hatasért. A
fénykezelés negativ hatasat az embriok implantacios képességére feltehetden

a DNS karosodasa okozza.

1.2. A csokkent implantacios kapacitas hattere
Annak tisztazasara, hogy az embriok csokkent beagyazodasi
képességének kialakulasaban a lathatdé fény DNS karositd hatasa jatszik-e

szerepet, megvizsgaltuk a fénykezelt és kontroll embriok sejtmagjainak DN'S
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nucleusanak 30%-a, mig a piros fénynek kitett és a sotétben tartott kontroll
embriok 10%-a tartalmazott fragmentalodott DNS-t, ami szignifikdns
kiilonbség volt.

Mivel a fehér fénynek valo kitettség DNS fragmentéciot idézett eld,
megvizsgaltuk, hogy apoptozis all-e a jelenség hatterében. Fehér fénnyel
kezelt és kontroll embridk lizatumainak apoptotikus molekula tartalmat
hasonlitottuk 0ssze membran-alapti szendvics immunassay modszerrel. Azt
tapasztaltuk, hogy a fénykezelt embriokban az anti-apoptotikus Bcl-2 47%-
kal, a Bcl-x 33%-kal és a pro-apoptotikus Bad fehérje mennyisége 23%-kal
volt magasabb. A t6bbi vizsgalt fehérje mennyisége 0,2 - 14,74% ko6zott
valtozott.

A kontroll és fénykezelt embrio lizatumok apoptodzisban szerepet jatszo
fehérjéinek vizsgalata soran nem talaltunk kapcsolatot a programozott
sejthalalt elére mozdité fehérjék mennyisége és a fény karositd hatasa kozott.
Ez az eredmény azt a feltételezést erésiti meg, hogy jelen esetben a DNS
fragmentaciot nem apoptotikus karosodas okozza.

Habar nincs informacionk a human embridk fényérzékenységét illetden,

ezeket az adatokat ajanlatos figyelembe venni az [VF eljarasok soran.

I1. A PIBF szerepe a daganatok invaziéjaban
Kutatoécsoportunk korabbi eredményei és irodalmi adatok alapjan sok
trophoblast és néhany daganat sejtvonalon végzett kisérletekbdl szarmaznak.
Jelen kisérleteinkben egyrészt a PIBF tovabbi, a tumorsejtek terjedésében

betoltott funkcidinak leirasat tiiztiik ki célul, masrészt a korabbi eredmények
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megerésitését trophoblast eredetli daganat, choriocarcinoma (JEG-3)
sejtvonalon, valamint primer tid6 adenocarcinoma (LC) és primer ovarium
carcinoma (OC) sejteken. A daganatmintakbdl izolalt primer sejtkultirdk a
szervezetben végbemend folyamatok pontosabb in vitro modellezését teszik

lehet6vé.

11.1. PIBF és E-kadherin expresszié daganatos szovetekben

Rosszindulata daganatmetszetek immunhisztokémiai vizsgalata soran a
PIBF és az E-kadherin fehérjék kifejezddése kozott negativ korrelaciot
figyeltiink meg. A daganatos szdvetek sejtjei er0s citoplazmatikus és/vagy
perinukledris pozitiv reakciot adtak az anti-PIBF ellenanyaggal, mig a
szoveteknek az ép részei nem mutattak immunreakciot. Emellett azt
tapasztaltuk, hogy azok a sejtek, melyek erdsen reagaltak anti-PIBF
ellenanyaggal, nem vagy csak enyhén jel6lddtek anti-E-kadherin antitesttel,

¢és forditva.

11.2. PIBF és E-kadherin expresszio JEG-3, LC és OC sejtekben

Mindharom erdsen invaziv sejttipus immuncitokémiai vizsgalata soran
erés citoplazmatikus és sejtmagi PIBF festddést mutattunk ki.

Western blot modszerrel valamennyi sejttipusban a teljes lanca PIBF (90
kDa) izoforma mellett detektaltunk egy kisebb (67 kDa) valtozatot. El6zetes
adatok alapjan feltehetd, hogy a sejtciklus szabalyozasaban a teljes lanct
PIBF jatszik szerepet, ezért a tovabbiakban erre a formara koncentraltunk. A
PIBF szerepének tanulmanyozédsa céljabol a sejtek siRNS kezelésével
atmenetileg felfliggesztettik a PIBF termelédését. Az RNS interferencia
JEG-3 ¢és LC sejteknél atlagosan 70%-o0s, mig OC sejteknél 65%-0S

hatékonysagu volt.



A PIBF hianyos sejtek er6sebb E-kadherin expressziot mutattak, mint a
negativ kontroll sejtek, ami arra utal, hogy a vizsgalt sejtekben a PIBF down-
regulalja az E-kadherin expressziot, ezaltal befolyasolva a sejt-sejt adhézids
kapcsolatokat.

Az E-kadherin erds sejt-sejt kapcsolatok eldsegitése révén hozzéjarul a
sejtek mozdulatlan pozicioban tartdsahoz, mig az adheziv sejt-sejt
kapcsolodasok csokkenése lehetdveé teszi a daganatsejtek mobilitasat. Az E-

kadherin expresszid csokkenése segiti a rosszindulatii daganatok terjedését.

11.3. A PIBF hatasa a sejt-ECM adhéziéra

Kolorimetrias ECM-sejt adhézids teszt segitségével megvizsgaltuk a
sejtek adhézios kapacitasat hét kiilonb6z6 ECM komponensre (kollagén I, II,
IV, fibronektin, laminin, tenascin, vitronektin). Az ECM fehérjékhez
kotodott sejtek mennyiségét a sejtszammal egyenesen aranyos szinreakciod
spektrofotometrias mérésével allapitottuk meg. A PIBF deficiens és kontroll
sejtek adhézios kapacitasa kozott szignifikans kiilonbséget csak a kollagén I-
hez ko6todott JEG-3 sejtek mennyiségének valtozasaban mértiink.

A strukturalis kollagén fehérjék az ECM legfontosabb épitd elemeiként
nemcsak statikus és passziv hatteret biztositanak metasztazisok
kialakulasahoz, hanem aktiv szabalyozoi is a folyamatnak. Részt vesznek a
tumor  mikrokOrnyezetébe infiltraldé  immunsejtek = miikddésének
regulaciojaban. A komplex adhézidos teszt eredménye arra enged
kovetkeztetni, hogy a PIBF hiany altal okozott sejt-ECM kapcsolat valtozasa

szintén hozzajarulhat az invazid csokkenéséhez.



11.4. A PIBF hatasa a daganatsejtek migraciéjara

crcr

crer

assay alkalmazasaval vizsgaltuk. A sejtek migraciojat mikroszkop
segitségével monitoroztuk, a sejtmozgis mértékét a felsértett teriilet
Osszezarodasanak mérésével hataroztuk meg. A migracio dinamikdjaban
egyik vizsgalt sejttipusnal sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a normal
¢és a PIBF deficiens sejtek kozott.

Tekintve, hogy a PIBF down-regulalja az E-kadherin expressziot, a
migraciora gyakorolt hatds hidnydnak magyardzata tovabbi vizsgélatokat
igényel. Ugyanakkor a daganatsejtek terjedésének szempontjabol
kulcsfontossagu infiltracios képesség nem azonos a migracios kapacitassal.
A migracid két dimenzioban lejatszodo folyamat, melyben nincs jelen sejtek
mozgasat akadalyozd tényezdé, mig az invazié haromdimenzidés matrixon
keresztiil torténd sejtmozgast jelent. Elképzelhetd, hogy a PIBF az invazid
szabalyozojaként elsésorban azokban a folyamatokban fukcional, melynek
soran a sejtnek moddositania kell alakjat, és kdlcsonhatasba kell 1épnie az

ECM-szal, hogy az akadalyon at tudjon hatolni.

erer

Géncsendesités utan invazios assay-t végeztiink, melynek 1ényege, hogy

a sejtek sejtkozotti allomanyt modellez6 kollagén matrixon keresztiil torténd

crcr

tumorsejt tipus ivaziojat csokkentette. A PIBF hidnya JEG-3 sejteknél 80%-
kal, LC sejteknél 65%-kal, valamint OC sejteknél 50%-kal csokkentette az

invazié mértékét.
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A sejtek matrix metalloproteindz (MMP) aktivitasat az in vitro invazios
tesztbdl szarmazd, sejt-kondicionalt médium zselatin szubsztrat zimografias
vizsgalataval hataroztuk meg. A PIBF deficiens JEG-3 és LC sejtek altal
szekretalt MMP-9 és MMP-2 mennyisége 64-68%-kal, mig a PIBF hianyos
OC sejtek altal kivalasztott MMP-2 mennyisége 35%-kal csokkent (az OC
sejtek médiumaban MMP-9 nem volt detektalhato).

A PIBF deficiens daganatsejtek csokkent invazivitasat csokkent MMP
aktivitas kisérte. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a PIBF fokozza az
MMP (MMP-9 és MMP-2) szekréciot, ezaltal a daganatsejtek invazios
kapacitasat. Az aktiv invazio alatt a mobilis sejtek altal szekretalt proteazok
bontjak az ECM 0sszetevoit, az MMP-k altal hasitott kollagén fibrillumok
pedig olyan mintazatba rendezédnek, mely lehetové teszi az invaziv sejtek
mozgasat. Ezek a helyvaltoztatasra képes sejtek a vérarammal a szervezet
tavoli részeire transzportalodhatnak, 10 tapanyagforrasokhoz férhetnek
hozza, és infiltracidjuk a kornyez6 szévetekbe hozzajarulhat metasztazisok

kialakulasahoz.
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OSSZEFOGLALAS

I. A fénykezelés hatisa in vitro tenyésztett egér embriokra

A fénykezelés sem az embriok fejléddését, sem az életképtelen
embriok mennyiségét nem befolyasolja jelentdsen.

A fénystressznek kitett embriok implantacios kapacitasa
alacsonyabb, mint a fénytdl elzart embrioke, és a piros fénnyel
kezelt embriok implantacios kapacitasa magasabb, mint a fehér
fénnyel kezelt embriokeé.

A DNS fragmentaci6 a fehér fénnyel kezelt embridkban nagyobb
mértékll, mint a piros fénnyel kezelt vagy a sotétben tartott
kontroll embridkban. A piros fénnyel kezelt és a s6tétben tartott
embriok kozott szignifikans kiilonbség nincs.

Preimplantacios egér embriok fehér fénnyel vald kezelése nem

indukalja proapoptotikus molekulak termelddését.

Tulajdonsag v

Fejl6dés
(morfoldgia) %
Viabilitas 5

Implantacios J/ 1
kapacitas

DNS

fragmentacid @ T
Anti-apoptotikus - T
fehérjék

A fénystressz dltal indukdlt valtozdsok egér embriokban.

Az IVF eljarasok soran a petesejt, illetve az embriok mikroszkopos

megfigyelése sziikségszerl és elengedhetetlen. A piros szliré hasznalataval
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csokkenthetd a fehér fény karos hatdsa, igy nagyobb eséllyel jon 1étre a

beagyazddas és a sikeres terhesség. Mindezeket figyelembe véve érdemes

megfontolni a piros sziiré alkalmazésat a klinikai gyakorlatban.

I1. A PIBF szerepe a daganatok invazigjaban

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

JEG-3, primer tiidd adenocarcinoma és primer ovarium
carcinoma daganatsejtekben a PIBF expresszioja siRNS
transzfektalasaval szignifikdns mennyiségben, reverzibilis
modon csokkenthetd.

Invaziv daganatszovetek PIBF ¢és E-kadherin expresszios
mintazata ellentétes. A PIBF deficiens daganatsejtekben az E-
kadherin expresszi6 fokozodik.

A PIBF deficiens choriocarcinoma sejtek adhézioja az I-es tipust
kollagénhez csokken.

A PIBF deficiens daganatsejtek migracioja nem kiilonbozik
jelentés mértékben a normal PIBF tartalmu daganatsejtek
migraciojatol.

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

A sejtvonalakon kapott eredmények reprodukalhatok primer

daganatsejteken.
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INVAZIO

A PIBF daganatsejtek tovabb terjedését eldsegitd hatasanak mechanizmusa.

Mivel a daganatos betegek haldlozdsanak legfobb oka metasztazis
kialakulasa, nyilvanvald, hogy sziikség van Uj terapids stratégiak
kidolgozasara a klinikai gyakorlatban, a tumorsejtek metasztatikus
terjedésének megakadalyozasara. Ilyen uj stratégiak kidolgozasara rendkiviil
hasznos informaciokkal szolgalhat a kiilonféle daganatok minél tobbrétii
molekularis jellemzése. Minthogy a PIBF-et az invazidé pozitiv
szabalyozojaként  azonositottuk tiidé6 és ovarium daganatokban,
expressziojanak célzott gatlasa a jovoben hozzajarulhat szétszorddasuk

visszaszoritasaban.
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