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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

bFGF basic fibroblast growth factor

BSA bovine serum albumin

CAF carcinoma-associated fibroblast

CD151 tetraspanin

cDNS komplementer dezoxiribonukleinsav

CO, szén-dioxid

COX-2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 /ooyslgenase-2
CSscCcC7 non keratinizing large cell cervical squammlscarcinoma
CXCR-4 C-X-C chemokine receptor type 4

DAB 3,3'-diamunobenzidine

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole (4’,6-diamidir@-fenilindol)
DEX dexamethasone

DMEM dulbecco's modified eagle's medium

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP deoxyribonucleotide triphosphate

ECM extracellular matrix

EDTA etiléndiamin-tetraacetét

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EMT epithelial-mesenchymal transition

FAP fibroblast activation protein

FBS fetal bovine serum

FSP-1 fibroblast-specific protein-1

HA hyaluronan / hyaluronic acid / hyaluronate

HNSCC head and neck squamous cell carcinoma

HPV human papillomavirus

IRF-1 interferon regulatory factor 1

MAPK mitogen activated protein kinase

M-MLV moloney murine leukemia virus

5



MMP
mRNS
MT-MMP
NF
PAGE
PAI-1
PBS
PBST
PCR
PDGF
PDL
RECK
RGD
RNase
RNS
SCC-25
SDF-1
SDS
a-SMA
TAF
TBS
TBST
TCA
TF
TGFp1
TGFBR
THBS1
TIMP
TMA
TNFa
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matrix metalloproteinase

hirviv ribonukleinsav
membrane-type matrix metalloproteinase
normal fibroblaszt (méhnyak)
polyacrylamide gel electrophoresis
plasminogen activator inhibitor-1
phosphate buffered saline

phosphate buffered saline and Tween 20
polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor

human peridontal ligament fibroblast
reversion-including-cysteine-rich proteinhwikazal motifs
arginylglycylaspartic acid

ribonukleaz

ribonukleinsav

human oral squamous carcinoma cell
stromal cell-derived factor 1 (CXCL-12)
sodium dodecyl sulfate

alpha smooth muscle actin
tumor-associated fibroblast

tris-buffered saline

tris-buffered saline and Tween 20
triklor-acetat

tumor-asszocialt fibroblaszt (méhnyak)
transforming growth factdgil

transforming growth factor beta receptor
thrombospondin-1 gene

tissue inhibitor of metalloproteinase
tissues microarray

tumor necrosis factor alpha

6
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TSP-1 thrombospondin-1

VEGF vascular endothelial growth factor
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3. BEVEZETES

Az 1980-as évekig a rakkutatds csupan a dagarekisejtfokuszalt,
figyelmen kivlil hagyta a tumor kialakulasdban égetesében szerepet jatszé
egyéb tényaiket [1, 2]. 1863-ban Rudolph Virchow a daganat stév
stromajaban fehérvérsejtek jelenlétészamolt be és a krénikus gyulladas
fontossagat feltételezte a daganat kialakulasatmegyéb szerepét nem vizsgalta
[3]. A daganatos betegségek lekiizdésének nagyif&kitelensége szemléletmadd
valtasra 0sztonozte a kutatokat. Az attorésre 1§8Bissell és munkatérsai
kozlemeényéig kellett varni, miszerint a tumor kial@saban az evollciés és
genetikai mutaciok halmozodasa mellett a dagankatokibrnyezetének is jelefd
szerep jut [2, 4].

Napjainkra nyilvanvaléva valt, hogy a daganat egyelogén rendszer,
melyben a daganatsejtek és kdzvetlen kérnyezetititkdinamikus kapcsolat all
fenn. Daganatszovetté szergdesuk alapvét feltétele a daganatos stroma
kialakitasa, igy a daganatok valodi természetét ekkor érthetjuk meg, ha a
tumorsejteket széveti kérnyezetikkel egyitt vizeg@all]. Emiatt manapsag a
tumor mikrokdrnyezet és extracellularis matrix (ECKitatds a daganatkutatas

egyik f6 célpontjava valt.

3. 1. A daganat kialakulasa

A daganatok olyan genetikai betegségek, melyek akidfsaban,
novekedésében és terjedésében a genetikai allorsZerkezetét nem érint
epigenetiai valtozasok is fontos szerepet jatszartad§-nyaki laphamrakok
(HNSCC) kialakulasaért disorban az alkoholfogyasztas, a dohanyzas és a
bételragas okolhatd. Mig a szimpla dohanyzas 3e9=ddig az alkoholfogyasztas
és dohanyzas egyittesen kozel 100x-ra ndveli a ndag&ialakulasanak
valosziriségét [5-7]. A ham eredetdaganatok esetében a fizikai és kémiai
karcinogének mellett a virusok daganatkélatasa jeleds. Az altalunk vizsgalt
két hameredét daganat - a fejnyaki és méhnyaki laphamrakok ‘tdébére

jellemz6 valamely magas kockazatl human papillomavirus (HEM6ZOttség. A
8
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fejnyaki daganatok esetében a HPV-16-on kivil ggaratiiregi rakok jeletis
hanyadaban HPV-18 és -33, a szajuregi rakok esetdB&-52 mutathato ki [8].
A méhnyakrakok tulnyomo tobbségében a HPV-16 és -Hi@Valalhatd, de mas
onkogén HPV-tipusok is &bordulnak, mint a HPV-31, -33, -35 és -45 [9]. Rjro
és munkatarsai 760 méhnyaki adneocarcinomas bd®gsttuszat vizsgalta. Az
adatok alapjan megallapitottak, hogy klasszikusxadarcinomak 71,8%-a HPV
pozitiv, mig a tobbi adenocarcinomaban ez az af% alatti volt. A HPV
pozitiv tumorok 91,8%-ban csak egyféle HPV tipudt wimutathatd, melyek
94,1%-a HPV-16 pozitivitast mutatott [10].

Ham

NTTTTTITIT777

Stroma
(e @‘*Immunsejtek
Endotél Fibrobm

1. &bra. Az invaziv karcindbma kialakulasa, tumor-stdma interakcio [11]. A hamban létrejott

Bazalis
membran

daganatsejtek attérve a bazalis membrant kozvetlekapcsolatba kertilnek a stréma sejtes
elemeivel, igy az endotélsejtekkel, fibroblasztokkaés immunsejtekkel. A koztik kialakult
dinamikus  kapcsolat hatasara a fibroblasztok aktivéddnak, tumor-asszocialt

fibroblasztokkéa valnak, a tumorsejtek pedig elkotebzédnek az invaziv allapot felé.

A ham j6 vagy rosszindulati atalakulasa szovetgnil jOl
nyomonkdvethét A dysplasia enyhe formajatol a sulyosabb allapel& a ham
rétegddése felbomlik. A sejtek mérete és alakja nagyovalibssagot mutat,
valamint bazalis jellefy sejtalakok jelennek meg a ham &b rétegeiben is. In

situ carcinoma-rol akkor beszéliink, ha a maligrejseek nem torik at a bazalis

9
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membrant. Amint ez bekdvetkezik mar invaziv a datiakialakulasaban és
terjedésében a stroma is szerepet jatszik. (1.) §btd Nem ismert pontosan,
hogy milyen molekularis mechanizmusok indukaljakimzziv allapot iranyaba
val6 elkoteleddést [12]. Az invaziv karcindbmak gyakori kisgr a kobszovetes
allomany felszaporodasa, az extracellularis matkemponensek tulzott
termebdése (dezmoplasztikus reakcid). Ezt részben azadiktiibroblasztok,

részben a daganatsejtek termelik.

3. 2. A bazalis membran és a stroma

A tobbréted el nem szarusodd laphamot a stromajatol fizikariba a
harom rétegl 4ll6 tdbbfunkcios membrana basalis (lamina basalilamina
lucida + lamina densa, lamina fibroreticularis) as#tja el. Ez egy olyan
specidlisan strukturalt hatarvonal, melynek fel&gsteltér a fibrillaris stromaétol.
Biztositja a hamsejtek alaphoz valo régziléséikdizgatat képez a készoveti
sejtek hamszovetek kozé nyomulasaval szemben. Obtamktira, amely
irdnyithatia a hamsejtek migracidjat, valamint gmieek altal kozvetitett
jelatviteli  utakon keresztil befolyasolla a hamdejt ndvekedéset,
differencialédasat, migracidjat [1]. A bazalis medt kulonféle fehérjék
hél6zata, dként IV-es és XVlll-as tipusu kollagének, lamininokntaktin,
matrilin és proteoglikanok (pl: perlekan, agrinjtépfel. A hamsejtek sejtfelszini
hemidesmoszomaikkal (integrubp4) kotott laminin-5 segitségével régzilnek a
membran felszinéhez [13].

A bazalis membréan alatt elhelyezkestroma kilonbdz kotészoveti sejtes
elemekisl és a sejtkozotti teret kitdlt extracellularis matrixbol all. A sejtes
elemek egy része vandorlasra képes immunsejt pkrafégok, hizosejtek,
limfocitdk és granulocitak. Ezek a mobilis sejtetiné@netileg tartézkodnak a
kotészOvetben, szamuk és Osszetételibbdh valtoz6. Szerepik leginkabb a
sejtes és humordlis immunvalasz, de termelnek mEilddi faktorokat,
matrixbontd enzimeket, mely funkciokkal jeléat mértékben hozzajarulnak a

kotoszOvet normalis fikodéséhez.

10
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A stroma sejtes elemeinek tobbségét a fibroblasaliaitjak. A 19. szazad
masodik felében irtak le @dzor, mint a kdiszovet elédleges sejttipusat az
elhelyezkedésik és mikroszkopos képuk alapjan. teetalis eredéek, de
nem tartoznak sem az érrendszerhez, sem az imnuszerhez, a szervezet
kotészovetében altaldnosansfelrdulé sejttipus [14]. A stromalis fibroblasztok
olyan heterogén sejtek 0sszessége, melyek extubredl matrixfehérjeket
(kollagén 1 és |lll, fibronektin, proteoglikdnok), rgteolitikus enzimeket,
novekedési faktorokat, citokineket termelnek éstdenszerepet jatszanak a
sebgyogyulas folyamataban [15, 16]. Szintetizaljdknntartjadk, valamint
glikoproteinekiél és proteoglikanokbdl haromdimenzids halézattéezek az
extracellularis matrixot [17]. KulonbdzbetegekBl és szdvetekdl szarmazan
vitro nevelt primer fibroblasztokat Chang és munkataesprmashoz hasonlo
vimentinre és mesenchimalis markerekre, de egyétipssokra jellemé
markereket nem hordoznak [13h vivo jol alkalmazhatd specifikus markert a
fibroblaszt-specifikus-protein-1  (FSP-1) kivételevenehéz talalni, mivel
tobbségiuk nem csak fibroblasztokra sepcifikus, vagm jeldlik a fibroblasztok
0sszes tipusét [14].

A normal fibroblasztok stressz hatasara - névekddktorok, mechanikai
hatasok, egyéb sejttipusok jelenléte vagy kornyenegvaltozasa miatt -
aktivalodnak és  fokozott  extracellularis  matrix rdékzisre  képes
myofibroblasztokka alakulnak. Tomasek és munkat@ szervezetben fellelkiet
myofibroblasztokat harom tipusba soroltak. Adsiatvetben éfordulo normal
fibroblasztokat stresszkabel eésg-simaizom-aktint (SMA) nem tartalmazo
sejtekként definialtak. A proto-myofibroblaszt ceopt stresszkabelek jellemzik,
de SMA-t nem termelnek. llyen sejtek a dudlveloaris szeptumaiban és a
sebgyogyulaskor észleltek. Az SMA-t expresszal&téssszkabeleket tartalmazé
sejtek a differencialt myofibroblasztok, melyek mais esetben csak a csontiel
stromaban és a maj Kdizovetes tokjaban talalhatok, de a fibrozis ésnsotos

stroma jellemé sejtjei is egyben [18].

11
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3. 3. Sejt és stroma kommunikéacidja

A tumorsejtek attétképzése soran kulonféle széstatktirakon haladnak
at, utkbzben a sejt-matrix adhéziéjuk és motilikas@ltozik, mikdzben utat
vajnak maguknak a méatrixban és az erek falan keéreg€zen események soran a
sejtkapcsolatok is folyamatosan valtoznak, igy dhéaids fehérjék szerepe
kulcsfontossagu. A homofilias sejt-sejt kapcsotaadkadherinek, a heterofiliasért
az immunglobulin szupercsalad és/vagy a szelekfiglelsek. A transzmembran
glikoproteinek csaladjaba tartozé integrineken &eti@d tartjak a kapcsolatot a

sejtek az extracellularis métrixal [1, 19].

'E'hrombosponcin

AN Q \ /

* Pk
a" g

Kollagén

Factor X 1I B

Fibrinogen

LAPTGF-B
2. abra. Integrinek és liganjaik [21]. A kilonbd#® o ésp alegységek 6sszekapcsoloddsa soran
|étrejott integrinek sejtfelszini egységeikkel szaws fehérje kotésére képesek. A fehérje-
fehérje kblcsbnhatas vizsgalataval négyfcsoportba sorolhatjuk 6ket: RGD-k6té integrinek,
LDV-kot 6 integrinek, aA-domént tartalmazé Bl integrinek, aA-domént nem tartalmazé

laminin kot é integrinek.

12
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Az integrinek altal kozvetitett sejtadhézié kulcsadmos normal és
patolégias folyamatnak, beleértve a sejtek tulélésendvekedéseét,
differenciaciojat, migraciojat, a szervezet a ggdéisra adott valaszat, a
vérlemezke aggregaciot, a sebgyogyulast és a tumaziot [20]. Minden
integrin nem kovalensen kotott heterodimer molekindh allo o (18 féle) e (8
féle) alegyseghl épil fel, melyekBl 24 kilénb6s a-p kombinaciot azonositottak
eddig fehérje szinten. Az alegységek hosszu, adigl (pl: kollagének, laminin,
fibronektin, fibrinogén, thrombospondin, fon Willeimd faktor) RGD (arginin-
glicerin-aszparaginsav) szekvenciajat felistnextracellularis és tébbnyire révid
citoplazmatikus alegységgel rendelkeznek.A&nc citoplazmatikus része jelet
kild a sejtbl a ligandkdd hely fele, aB lancé pedig a ligand jelét tovabbitja a
sejteknek (2. abra) [21].

Az integrinek a sejtek mechanikai rogzitése mellett sejtvaz
szervepdésének szabalyozasaban és kulotheélatviteli utak beinditasdban is
szerepet jatszanak. Letapadt allapotban megvaltazikejtek proliferacios és
differenciacios képesseége, valamint (] integringknnek meg a sejtfelszinen. A
ligandkotés hatdsara a sejtfelszini receptor @tphtikus alegysége
foszforilalédik, és ez szamos intracellularis jatutktival [22]. Sok esetben
mutatkozik eltérés a normal és daganatos szovegrint allapota kotott, mely
megnyilvanulhat az integrinparok jelenlétenek csiidseében (pl: ham eretlet
daganatokban az integribp1 fibronektin receptor dlhése) vagy névekedéseben
(pl: melanédmaban és edalaganat attétekbenénaz integrin avp3) [23]. A
tetraspanin (CD151) a bazalis keratinsejtekben képazakapcsolodni a laminin-
koto integrinekhez is (integrim3p1, a6pl, a6p4), ezzel segitve &laz HPV-16
keratinsejtekbe jutasat [24].

Szdmos integrin  kéti a sejtadhézidban fontos seerepetold
thrombospondin-1-et (TSP-1). Legjobban az integruf3 altali TSP-1 kotés
ismert, mely kulonb&Z sejttipusok, mint a veérlemezkék, melanoma sejtek,
endothel sejtek és simaizomsejtek adhézidjat eregezé [25]. Ezen kivul az
integrinallbf3, a2p1, a3p1, 04p1, a9B1 ésabBl integrinparok toltenek be TSP-1

13
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receptor funkciot [26]. John és munkatérsai biztottdk, hogy az endogén TSP-1
emlrakokban képes stimulalni az integri® expresszidjat mRNS és fehérje
szinten egyarant. Ez a fokozott jelenlét pedigsepiti a tumorsejtek
lamininhalézathoz kédést, és az invaziét [27]. A TSP-1 gatolja az ageiezist
azaltal, hogy kozvetlenll befolyasolja az endotggtek migraciojat és tulélését,
valamint indirekt hat a novekedési faktorok molitibjara. A tumoros
mikrokdrnyezetben is jelen van, ahol a T@Rktivalasan keresztil gatolja azon
tumorsejtek ndvekedését, melyek érzékenyek a F&-f28].

A kotészoveti fibronektin az egyik legismertebb matrixkdnolekula,
ismétbdsé szakaszokat tartalmazo, 250 kDa molekulatdimeaipeptid®! all. A
két polipeptidet a C-terminalis végeken két disddifid kapcsolja 6ssze. A
molekulan kollagén, fibrin, heparanszulfat, hepaés integrin kdthelyek is
taldlhatok, melyek segitségével egységes rendszemérvezi 0ssze az
extracellularis matrix elemeit. A fibronektin szélahdl6zatba rendédve
alkalmas fellletet biztositanak a sebgyogyulasrsorigrald sejtek vandolasahoz.
Hianya ebriondlis korban letalis, tehat fontos eper van az embrionalis
fejlodésben is [29]. A fibronektin génfdralternativ splicing révén a haldzatta
szerveddé sejtfelszini fibronektinen kivil szolubilis plazmiibronektin is
atirédik, mely a sebzés alkalmaval a de#dveti kollageritl aktivalodva a
vérlemezkék integrinjéhez kapcsolddik a véralvest@ain. Az alternativ splicing
a molekula harom kitlntetett régigjat érinti (ED-BD-B, V), melyek megléte
vagy hianya hatarozza meg a fibronectin tipusaf.[2@ alternativ splicing
beinditasaban szerepe van a TiGRak, mely kisérletesen noveli a fibronektin és
az integrinek szintézisét [30].

A lamininok olyan heterotrimer glikoproteinek, meky felépitéstiknek
koszbnhaeten a bazdalis membranban legalabb négy kotést Wépagpgszerre
létrehozni. Harom révid karjukkab( B, y lancok) tovabbi lamininokhoz kétnek,
igy az epitéel sejtek bazalis felszinén kégizv lamininhalézat adhézios
molekulakkal képes kapcsolddni a lamina basalisavadkoté kollagén IV
rosthalézatahoz [13, 31]. Azlanc C-terminalis végén talalhaté nagy globuléris

14
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alegységukkel heparanszulfat proteoglikdnokhoz, tlgust kollagénhez és
sejtfelszini receptorokhoz, példaul integrinekhezpdsek kda@tdni. Az egyes
alegységek tobbféle izoformaban leteznek, melyektkoaciojaként eddig 15
féle laminint irtak le. A lamininok az adheziv, magiét ebsegit, és jelatviteli
funkcidikat integrinkapcsolataik révéen érvényesitiR sejtfelszini laminin
receptorok koze tartoznakpd ésp4 integrinek. A normal prosztata epitél sejtek
felszinén az integrin6 specifikusan koti mindkét format, igy képezverdegrin
abBl és abp4 laminin kob integrinparokat, melyek lehaté teszik a sejtek
tapadasat a bazalis membranhoz [32, 33]. Prosakafamogresszidja sordn mig
szamos integrin, mint $4 szintje csdkken, addig ab éspl tulexpresszalodik a
primer daganatban és a nyirokcsomoi attétekben 384, Tehat az integrin6
és/vagypBl magas expresszié kedvez a prosztatarak sejjeddésenek [36].

Az integrineken kivll fontos receptor funkciot totte a CD44. A
keratinocitak felszinén a CD44 tobb varians forméjatathatd ki, melyek
alternativ splicing és poszt-transzlacios modos#asén alakulnak ki. A standard
izoforma (CD44s) a legkisebb méretdzulik, mely nem tartalmazza az exon
varidnsok altal kodolt epitopot, és fontos szerepszik a nyiroksejtek
irAnyitasaban, a szoveti regeneracioban, és a sajtek terjedésében [37]. A
molekula hyaluronsavat (HA) kot, ami szamos dagdggneban disegiti a
rosszindulati sejtek névekedését, migracidjat ésasmedzisat [38, 39]. A
hamsejtek MMP-7 és MMP-9 termelése korrelal a Cbhwehnyiségével [40]. Az
alacsony-gradust laphamrakok CD44 immunfestése nliasa normal
epidermiszéhez, mig az agressziv tumorokban metggissokken, mely a
sheddig kovetkezménye lehet [41]. A szérumbdl kathdtd szabad forma szintje

fontos tdmpontul szolgél a terapia hatékonysagéhekirzésében [42].

3. 4. A stroma atrendesdése

Ham ereddt tumorokban a reaktiv stroma, vagy masnéven dessiaph
kotoszovetes allomany felszaporodadsaval reagal a hteksealignus
transzformaciojara. A reaktiv stromat megnovekestedna aktivalt fibroblaszt és

kapillaris jellemzi, magas az | tipusu kollagén fésin tartalma [43, 44]. A
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daganatszovet vérellatas nélkil életképtelen, erygain ndvekedési faktoroknak,
mint a vaszkularis endothelidlis névekedési falabr{VEGF), és a bazikus
novekedési faktornak (bFGF, FGF-2) fontos szerémjdaganatos érujraképzés
stimulaldsaban, valamint a myofibroblasztok szapgésédnak serkentésében. Ezt
mi sem bizonyitja jobban, mint hogy gatlasuk akgoZta a daganat nbvekedését
[45]. A reaktiv stroma kialakulasaban fontos szetg@tszo VEGF-et termelhetik
maguk a daganatsejtek, déként a myofibroblasztok és immunsejtek feladata
[14]. A daganatos stroma kedvezhet a tumor terfuss €és ndvekedésének, de
tikrozheti a kornyez ép szovet védekezési, elhatarolasi torekvésditlist lehet
permissziv vagy szupressziv a daganat szamara.

Az utébbi iddben a tumort tamogat6 stromalis fibroblasztokag2SMA-
pozitiv myofibroblasztokat egylttesen tumor- vagyrcmoma-asszocialt
fibroblasztoknak (TAF vagy CAF) nevezik. Csontiseredet sejtekldl, vagy ép
fibroblasztok aktivalodasaval genetikai, epigeratihatasok kbvetkeztében, vagy
az epithelialis-mesenchimalis atalakulas (EMT) réwaakulnak ki. Fontos
szerepet jatszanak a tumorsejtek ndvekedésébewaadjaban, az angiogenezis
stimulaldsdban [2]. Extracellularis matrixprotedaiokés angiogén faktorokat
termelnek, valamint képesek maddositani a tumor gyberérzékenységét [46].
Egyes elméletek szerint az invazio soran a TAF-tkl dermelt proteazok
lebontjak a bazalis membrant, és az altaluk Ujorsmntetizalt matrix fehérjék
szubsztratként szolgalnak a vandorlé tumorsejtékngza, ezenkivil &egitik az
angiogenezist [44]In vivo egér xenograft modellben is serkentették a beoltot
prosztatabdl és prosztatarakbol nyert fibroblasatakamint egészséges prosztata-
epithelsejtek  keverékét oltottdk immundeficiens rbgé A normal
fibroblasztokkal ellentétben a TAF-ok daganatoslatdasra késztették az
egészséges hamsejteket [48]. A TAF-okat fokozatinshsejt eredét faktor-1
(SDF-1 vagy CXCL-12) termelés jellemzi, melynek gémti szerepe van a tumor
ndvekedésében és az érljrakigisben. Utdbbi CXCR-4 receptoron keresztil

fejti ki hatasat, az érképzést a kefingendothelsejt-éalakok tumorhoz
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vonzasaval idézi &l Emistumor xenograft modellben a TAF-a alakul6
fibroblasztok onfenntartdé SDF-1 és T@Fautokin jelutakat generalva segitik a
daganat progresszidjat [49, 50].

Kimutattak, hogy a fibroblasztokat aktivalé faktkroagy hanyadéat, mint
a vérlemezke eredendvekedési faktort (PDGF), az FGF-2-t, é€s a triamsrlo
novekedési faktor B-t (TGFf) maguk a tumorsejtek termelik [51]. A
daganatsejtek altal termelt novekedési faktorok céekinek parakrin Gton
serkentik, vagy gatoljak a stromasejteket. A fibashtok osztdédasat serként
PDGF receptora a tumorsejteken nem mutathatdé kétte daganatsejtek a
kotészoveti sejtek és pericitdk proliferaciojanak sat&eéhez termelik a PDGF
fehérjét [52]. A TGFB ketids szereppel bir a human daganatokban, mivel tumor
szupresszorként és promoterként is funkcionalhaup®@sszorként gatolja a
hadmsejtek proliferaciojat és apoptozist indukélorRdter szerepét ndvekedési
faktorként ervényesiti: fokozza a fibroblasztok  lijeoaciojat,
transzformaciojukat myofibroblasztokka, majd azoktmixtermelését. A TGB-
az EMT legfontosabb stimulatora [53-57]. Ahogy agal@at fejbdik nagy
mennyiségben juttat autokrin TGFat a mikrokdrnyezetébe [58]. Ezaltal nem
csak Onmagara hat, hanem a kordyetromara is a sejtadhéziéo gatlasa,
immunszupreszié, angiogenezis fokozasa, €s azceltriris matrix lebonto
folyamatainak serkentése révén, melyek mindegyikéttetképzest serkenti.

A TGF{ egy 3 tagbdl allé latens komplex formajaban szdkbdik. Két
prekurzor molekula diszulfid-hidakkal kapcsolodiksae, melyek furin hasitas
kovetkeztében latencia-asszocialt fehéjéthAP) és a hozza nem kovalensen
kapcsolddo inaktiv TGB-abdl all. Ez a kismeérétlatens komplex kovanlensen
kotodik a latens TGH kots fehérjéhez (LTBP), létrehozva a nagy latens
komplexet, mely kijut az extracellularis térbe.kdmplex LTBP tagja kovalensen
kotodik az extracellularis matrix fibronektinjehez ébriflin szalaihoz. Szoéveti
karosodas kovetkeztében a latens Tgskemplex konformacios valtozasokon
megy keresztil, melynek hataséra létrejon az PGleceptornak (TGERII)
ligandként szolgalé aktiv forma. A T@RIl ezaltal foszforilalodik és
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dsszekapcsolodik a T@RI-el, mely beinditja a SMAD jelatvitelt (3. abrgg9].
A TGFBRIl, Smad2 és Smad4 expresszid csbOkkenése gyakohuraan
daganatokban, mely agresszivabb viselkiédés rosszabb Kklinikai lefolyasu

tumort feltételez [7].
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3. &bra. Az LTBP komplex Osszeszerétfiése, szekrécidja, és az aktiv TGE-receptorhoz
kotédésének folyamata [59]. Az intracellularis térbe <=kretalddott, és péaroséaval
Osszekapcsolédott TGH prekurzor molakulak furin hasitasa kdvetkeztében étrejon a kis
latens komplex. Az LTBP molekulaval kovalensen kamolddva kijut az extracellularis térbe,

ahol matrixfehérjékhez, és TGFp receptorhoz kédidve beinditja a SMAD jelitvitelt.

A myofibroblasztok daganatba jutasat a#bbl emlitett érképz hatasu
FGF-2, és VEGF, valamint a novekedéstésebit TGFf mellett a
proinflammatorikus hatasua tumor nekrozis fakioffNFa) és interleukin csalad
tagjai (IL-1, -6, -8) segitik él[60]. A daganatsejtek immunogenitasanak fokozasa
citokinek helyi hatasnovelésével, &srban IL-ok és TNF-ek bevitelével
valosulhat meg.

Az interleukin-B (IL-1p) fontos autokrin és/vagy parakrin hatasu
citokinként képes a gyulladascsokkientitokinek aktivitasat fokozni, és a
kilonbod ciktokinek expresszidjat koordinalni a fejnyakplle@mrakokban. Az

IL-1p okozta E-cadherin expresszié csOkkenés, és atpghardin-endoperoxidaz
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szintdz-2 (COX-2) expresszié ndvekedés bizonyitd&jrayaki daganatsejtek, és
gyulladasi citokinek koézti direkt kapcsolatra az ENMoran [61]. Az IL-B a
felsoroltakon kivil még szamos gént szabalyozniekgépmint az interferon
szabdlyoz6 faktor 1IRF1), az interleukin-6 IL-6), €és a plazminogénaktivator
inhibitor-1 PAIL). Hatdsa dexamethason (DEX) kezeléssel gatolbaio [

3. 5. Invazio és metasztazis

A daganat mikrokdrnyezete nemcsak a daganat Kkids&tl) hanem
progressziojat is befolyasolja azaltal, hogy lékétet ad dedifferenciaciora és
transzformaciéra [63]. A lapham eretlelaganatok invaziojanak éldépése a
bazalis membran attérése. A daganat kdzvetlen kaeigbe terjedését nevezzik
invazionak. B lépései az adhézid, degradacid és migracié. Exeté@n a
kozvetlen kornyezetbe terjedés mellett a dagarieksepetornek a vér- és
nyirokerekbe, melyek atjan tavoli attéteket adrnak.a metasztazis kaszkaddon —
invazio, intravazacio, extravazacio, metasztakisresztil valdsul meg. A primer
tumorban és az attétekben a strontded annak mikroszkopos jellege szinte
teljiesen azonos, jelezve, hogy a tumor |ényegébenamatémiai helyi
fuggetlenll indukalja a réa jellefistromat.

A daganatos invazio egyik jellethzseménye az EMT, melynek soran a
sejtek elveszitik kapcsolatukat a normal sejtekksl jelents morfoldgiai
valtozasokon esnek &t [60]. A daganatsejtek ejpdtlieimesenchimalis
atalakulasat, mint kézponti folyamatot a tumor mé@@aban, progresszidjaban és
metasztazisaban a stromalis mikrokdrnyezet geaefddf]. A folyamat soran az
invaziv tumorsejtek elveszitik hamsejtre jellémantigénjeiket, polaritasukat,
morfologidjukat, majd Uj mesenchimalis &ssejtszdr tulajdonsagokkal vértezik
fel magukat [65-68]. Az EMT szerepet jatszik a pimumorok metasztatikus
atalakulasaban [69]. Kopantzev és munkatarsai azdmoltak be, hogy az
altaluk vizsgalt normal és tumoros stromasejt kakban vannak olyan EMT-n
ate® fibroblasztszdr sejtek, melyek epitehlalis és mesenchimalis makter
citokeratint és a vimentint - egyarant express#dlrf@0]. Egy masik
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munkacsoport nyelv eredetlaphdmrakokon bizonyitotta, hogy a TAF-ok
megtalalhatok a primer és az attétes daganatokbdreitételezik, hogy TAF-ok
nem csak a daganat invaziot, hanem az attétek, takéiszorés nyirokcsomoi
attétek létrejottét is ésegitik az EMT révén [71].

A matrix metalloproteinazok (MMP) fontos szerepétszanak mind a
bazalis membran, mind a stroma extracellularis iwaiak proteolitikus
bontasaban, mely folyamat a malignus tumorok metsalasahoz vezethet [72,
73]. A 28 szekretalt vagy transzmembran ensindlo MMP csalad 22 tagja
humén sztvetekben is kifefaik. Régen az MMP-ket aszerint csoportositottak,
hogy milyen extracellularis matrix 0©sszerdev bontottak (kollagenazok,
zselatinazok, stromeolizinek, matrilizinek). Ma m&eerkezetik alapjan 8
osztalyba soroljakoket: 5 szekretalt és 3 transzmembran tipus (MT-MMP)
Inaktiv zymogénként (pro-MMP) szintetizalédnak, pgeteindzok hasitasa révén
jon létre az aktiv forma. Aktivitasukat endogénilitorok szabalyozzak, mint az
a2-macroglobulin, szoveti proteazgatlok (TIMP), kisolekulak TIMP szdr
egységekkel, valamint a membran koétott reverziduladh ciszteinben gazdag
fehérje Kazal motivumokkal (RECK) [74]. A 72 kDa lekulattmeg MMP-2 és
az MT-MMP-k expresszidja szoros 0sszefiiggésben @limorsejtek invaziv és
metasztatikus fenotipusavat vivo és in vitro egyarant [75-77]. Melanoma
szovetmintakon bizonyitottak, hogy a daganatfészkei$ terelletein, ahol a
kotoszovetes allomany kapcsolatban all a tumorsejteakeMMP-2 és MMP-9
hatdsa kifejezett, mig a centralis &llomanyra ean ngellemz [78]. Az
alaphartyaban jelen l8vlaminin-5-6I az MT1-MMP (MMP-14) és MMP-2
lehasitja ay2 alegységet, mely a sejteket migraciora készaatieredeti fehérje
maradéka pedig elvesziti a sejtet kihorgonyz6 fiGt Vilagos sejtes
petefészek karcinoma vonalakban Western blottalutatték a lehasitotty2
alegység jelenlétét, valamint immunhisztokémiavgazoltak az MT1-MMP
kifejezOdését a hamsejtek felszinén [79]. Kifejezattétképzd képességgel
rendelkezd melanomakban és fibroszarkdmakban aniam alegységének
tizszeres felszaporodasat irtdk le [80]. Az MT1-MMiRzim a lamininon Kivl
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olyan sejtfelszini fehérjéket is hasit, melyekneterspilk van a hamsejtek
kihorgonyzasaban (phv integrin és a syndecan-1). Az enzim hasitasdal&ja

a TGF$-at is [81]. Az MMP-1, -3, -7 és MMP-9 magas expm§ja és a daganat
rosszindulatu jellege kozott is talaltak 6sszef@gygevivo ésin vitro [82, 83]. A
fibroblasztok &ltal termelt MMP-3 a hamsejtek Etoadnjének hasitasaval jarul
hozza a tumorsejtek migracios képességenéknadditasahoz [14]. Klinikali
adatok szerint az MMP-1 jelenléte vastagbélrakokban MMP-3 jelenléte
emlrakban egyeértelen rossz prognozist jelent [84, 85]. Normal hamban
amugy alacsony MMP-7 és MMP-9 expresszitansebgydgyulas és a hamsejtek
malignus atalakulasa soran. A korabban méar eml@&i51 koti az MMP-7
eléalakjat, segitve a matrix degradaciot [24]. TelatVMP-k az extracellularis

matrix lebontasa soran befolyasoljak a daganatedzidjat és metasztazisat [86].

3. 6. A tumor stréma, mint lehetséges terapias céipt

A fejnyaki laphamrak kifejezés magaba foglalja azrieg,
orrmellékiregek, a szajireg, a garat és a gégendsug betegségeit, mely a
hatodik leggyakoribb daganattipus vilagszerte. Bzek 650000 0j diagnézist és
~350000 halalesetet jelent évente [87]. A korézeritéti, sugarterapias és
kemoterapias kezelések ellenére e daganattipukediiigranya keveés javulast
mutatott az elmult 30 évben [7, 88]. Hasonléképpeméhnyakrak az évi Gjabb
~500000 Uj esettel jelatd egészségligyi problémat jelent a vilagon. A mellra
utdn a masodik legmagasabléfetdulasi ardannyal rendelkézbetegség a dk
korében [89].

A rosszindulati daganatos betegek életkilatassgtyben a terapiat
alapveben meghatarozza a daganat aktudlis kiterjedésdadfurma. Mindkét
laphamrak tipusnal prognosztikai jeléstdi a lokélis nyirokcsomoi érintettség.
A tumor invazivithsanak helyes értékelése klinikopgiai vagy
immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével megbara a terapiat, és a beteg
életkilatasait. A korai stadiumu laphamrakok kegzelélgsorban a sebészeti, ezt

kOveti a sugarterapia és/vagy kemoterapia, melitssggvel operabilissa valthat
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a tumor. Ezek a kezelések dderban a daganatsejtek eliminaldsat célozzak,
kevésbé koncentralnak a daganatos mikrokdrnyezZeedig a TAF-ok nem csak
a tumorok kialakulasdban és novekedésében fontobakem kilonbdy
molekulak termelésével nehezitik a daganatgatlthagétasat. Tehat a daganatos
mikrokornyezet szabalyozza a tumorsejtek kulodbderapiakkal szembeni
erzekenységet [90].

A daganatos mikrokdrnyezet, mint terapias célpuizsgalata soran
felfedezésre kerlilt a fibroblaszt aktivalo fehdi&\P), mely a myofibroblasztok
plazmamembranjdban megjeten sejtfelszini  szerin-protedz  glikoprotein.
Kizarolag a sebgydgyulasban részt ¥&s a tumor mikrokdrnyezetében talalhato
fibroblasztokra jellem& Tultermeléses vizsgalatok alapjan feltételezhleogy a
FAP fehérje befolyasolja az extracellularis matijxaszervezését, mivel magas
expresszidja korrelal az MMP-2 és egyéb matrix fighkétultermelésével [91].
Loeffler és munkatarsai olyan FAP elleni vakcinfiit@ttak els, mely hatasara a
CD8+ T sejtek szelektiven tamadjak a TAF-okat. Ejkerult egerekben a
multidrog-rezisztens tumorsejtvonalakbdl létrehbxasstagbél- és emak sejtek
novekedésesét és terjedését visszaszoritani. Azegerek, amelyekben a TAF-
okat ilyen mddon kiiktattak, haromszor olyan hosszdtek a kemoterapias
kezelés utan, mint a kontroll csoport egyedei. Dinéa a vakcinaval kezelt
allatokban a tumorok novekedése is gatolt, miviekitkkemoterapias szerekkel

nagyobb hatés érhetd el [90].
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4. CELKIT UZESEK

Elsédleges célunk a tumorok invazivitasat befolyasol&omsélis
valtozasok feltérképezése volt két, szbvettanilagohld tulajdonsagu, de elér
lokalizacioju lapham daganatban. Ehhez méhnyakegtelet (CSCC7) normal
(NF) és daganatos (TF) méhnyaki terifleszarmazo fibroblasztokkal, valamint
szajuregi laphamrak sejteket (SCC-25) fogbél efedetrmal fibroblasztokkal
(PDL) tenyésztettikn vitro modellrendszerekben. Masodlagos célként a normal
és a tumor-asszocialt fibroblasztok eltémikddésenek bizonyitasdiztik ki. Az
alabbi kérdésekre kerestuk a vélaszt:

- Milyen eltérések mutatkoznak a bazalis membrarexdsacellularis matrix
fehérjék lokalizacioja, valamint intenzitasa koziittép és daganatos méhnyaki
kotészovetben?

- Milyen expressziés kiulonbségek mutathatdk ki em@d és a tumor-asszocialt
fibroblasztok kozo6tt?

- A fibroblasztok milyen mértékben befolyasoljakuanorsejtek életképességét
és proliferaciojat?

- Milyen fibroblasztok altal termelt faktorok segitvagy gatoljak a daganatok
invaziojat?

- A két daganattipus invaziés képessége milyenékiéein hasonlit vagy tér el

egymastol?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5. 1. Vegyszerek, oldatok és pufferek

A méhnyaki modellrendszer vizsgalata a budapestinggweis Egyetem
I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet |&kalaris Diagnosztika
laboratériumaban tortént. A hasznalt oldatok ésfepek elkészitéséhez, és
higitdsdhoz steril, desztillalt, endotoxinmentedlipire desztillalé rendszerrel
eléallitott vizet hasznaltunk.

A fejnyaki modellrendszer vizsgalata az innsbrudkvosi Egyetem Ful-
Orr-Gége Klinikdjanak Onkoldgia-Molekuléaris biolégiaboratériumaban tortént.
Az ott haszndlt altaldnos vegyszerek a Carl RothbBrKarlsruhe, Germany)
cégbtl szarmaznak. A vizsgalatokban hasznalt reagense#tagyike molekularis
biologiai tisztasagu volt. Az oldatok és pufferellkészitéséhez, és azok
higitdsdhoz steril, desztillalt, endotoxinmentes AIWA (Fresenius KABI, Bad
Homburg, Germany) vizet hasznaltunk.

A disszertacioban é&lorduld specialisabb anyagok és reagensek adatait a
alabbi felsorolas tartalmazza:

DMEM-low glucose medium(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; D6046)
RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich Co.; R8758

DMEM/Ham’s F-12 medium (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria;
E15-817)

Amnio Grow Plus (CytoGen GmbH, Sinn, Germany; AGM-100M)

Fetal Bovine Serum Heat Inactivated Sigma-Aldrich Co.; F9665)
Penicillin-Streptomycin Solution (Sigma-Aldrich Co.; P4333)

Trypsin-EDTA Solution (Sigma-Aldrich Co.; T4049)

Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich Co.; D2650)

Sulforhodamine B sodium salt(Sigma-Aldrich Co.; S9012)

Mitomycin C from Streptomyces caespitosus (Sigma-Aldrich Co.; M0503)
DexamethasongSigma-Aldrich Co.: D4902)

Recombinant Human IL-1p (Sigma-Aldrich Co.; SRP6169)
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Recombinant Human TGF{f1 (Sigma-Aldrich Co.; T7039)

Fibronectin from human plasma (Sigma-Aldrich Co.; FO895)

Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma basement
membrane (Sigma-Aldrich Co.; L2020)

TRIZOL ® Reagent(Invitrogen by Life Technologies CdGarlsbad, California,
USA; 15596-026)

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany; 74134)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems by Life
Technologies CoWarrington, UK; 4368814)

Power SYBR® Green PCR master mix (Applied Biosystems by Life
Technologies Co.; 4367659)

Protease from Streptomyces griseu&Sigma-Aldrich Co.; P6911)

Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen Systen{DakoCytomation, Dako
North America Inc, Carpinteria, CA, USA; K3468)

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Rosche, Mannheim,
Germany; 04693159001)

Bromophenol Blue (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miunchen, Germany; 161-
0404)

Bio-Rad Protein Assay(Bio-Rad Laboratories GmbH; 500-0006)
2-Mercaptoethanol (Fulka, Sigma-Aldrich Co.; 63690)

30% Acrylamide/Bis Solution (Bio-Rad Laboratories GmbH; 161-0156)
Ammoniumpersulfate (Serva Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg,
Germany; 13375)

Sodium dodecyl sulfatg(Sigma-Aldrich Co.; L-4390)

TEMED (Bethesda Research Laboratories by Life Technetoginc.,
Gaithersburg, MD, USA; 5524UB)

Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard(Invitrogen by Life Technologies
Co.; LC5800)

Coomassie Brilliant Blue R-250(Bio-Rad Laboratories GmbH; 161-0400)
Zselatin (Reanal Finomvegyszergyar ZRt., Budapest, Hundgi#i91)
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Casein from bovine milk chromatography(Sigma-Aldrich Co.; C6780)
Ponceau §Sigma-Aldrich Co.; P-3504)
Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad Laboratories GmbH; 170-
6404)
Albumin from bovine serum (BSA) (Fulka, Sigma-Aldrich Co.; 05488)
Tweer® 20 (Sigma-Aldrich Co.; P5927)
Hydrogen peroxide 30% (Scharlau Chemie S. A., Sentmenat, Spain;
H101361000)
ECL SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA; 3478)

Az altalanosan hasznalt laboratériumi vegyszer8kgaa-Aldrich Co.(St.
Louis, MO, USA), Merck (Darmstadt, F. R. Germanys REANAL
Finomvegyszergyar Zrt. (Budapest, Hungary) vegypzetd cégekd
szarmaznak. A fehérje vizsgalatokhoz hasznaltbdiges és masodlagos
ellenanyagok adatait a fliggeléek 1. tablazata taeata A vizsgalatokhoz
hasznalt altalanos pufferek dsszetétele:
TBS (10x} 150mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH=7,5
TBST: 1 x TBS + 0,05% Tweéh20
PBS (10x) 1,7M NaCl, 33,5 mM KCL, 18,4 mM KWQO, 76,6 mM
NaHPO,.2H,0, pH=7,5
PBST: 1 x PBS + 0,005% Twe&r20
Fehérje extrakcios puffer 20 mM Hepes pH=7,8, 10 mM KCL, 0,1 mM EDTA,
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablddg, T, 10% v/v NP40
Zselatinaz lizis puffer. 50 mM Tris-HCL pH=7,6, 500 mM NaCl, 5 mM CacCl
Zselatindz emés4t puffer: 50 mM TRIS*HCI pH=7,4, 10 mM Cal
Laemmli puffer (5x): 250 mM Tris-HCL pH=6,8, 50% Glicin, 5% SDS, 0,05%
Bromophenol Blue
SDS-PAGE futtaté puffer (10x} 192 mM Glicin, 25 mM Tris, 0,1% SDS
Blottol6 puffer (10x): 192 mM Glicin, 25 mM Tris, 10% Methanol
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5. 2. Sejttenyésztés, sejtkisérletek
5. 2. 1. Sejtkultarak

A mehnyaki fibroblasztok egy Wertheimébéten atesett beteg méhnyaki
kotoszovetéBl szarmaznak. A méhnyak tumoros és a tumortol tavarmal)
terlleteibl kimetszett szoOvetdarabokat szikével aprora vagtukajd az
explantatumokat sejttenyééztdényben Cytogene Amnio Grow Plus médiumban
tenyésztettik, mig passzalhaté fibroblaszt tenyészkaptunk. A harmadik
passzalast kovéen a sejteket 3T-on 5% CQ tartalom mellett alacsony gliikz
tartalmi DMEM tapfolyadékban tenyésztettik, melyal@FBS-t, 2 mM L-
glutamint, 100 U/ml penicillint, és 10Qg/ml streptomycint tartalmazott. A
tovabbiakban a normal fibroblasztokat NF, a tumortestletsl kinott
fibroblasztokat TF jeloléssel hasznalom.

A méhnyakrdk sejtvonal (non keratinizing large aarvical squamous
cell carcinoma (CSCC7)) a leideni egyetémszarmazik [92]. A CSCC7
tumorsejteket 3T-on 5% CQ tartalom mellett RPMI-1640 tapfolyadékban
tenyésztettik, mely 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint00/ml penicillint, és 100
ug/ml streptomycint tartalmazott.

A huméan fogbél fibroblasztok (human peridontal tigant fibroblast
(PDL)) Prof. Dr. Miosgedl (Department of Prosthodontics, Georg-August-
University, Gottingen, Germany) szarmaznak. A Pibrdblasztokat 37C-on 5%
CO, tartalom mellett alacsony glikoz tartalimi DMEM ftdpadékban
tenyésztettik, mely 10% FBS-t, 2 mM L-glutamintQ10/ml penicillint, és 100
ug/ml streptomycint tartalmazott.

A human sz@juregi laphamrak sejtvonal (human ayabsous carcinoma
cell (SCC-25)) a German Collection of Microorganssand cell cultures (DSMZ,
Braunschweig, Germany) céfszarmazik. Az SCC-25 sejteket®®7on 5% CQ
tartalom mellett DMEM/Ham’'s F-12 tapfolyadékban yésztettik, mely 10%
FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint, €s0Q ug/ml streptomycint

tartalmazott.
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5. 2. 2. Direkt és indirekt kokulturak

A meéhnyaki modellrendszer esetében kezdetben tditedkultira
rendszerben vizsgaltuk a fibroblasztok és tumakdibzti kdlcsbnhatast, mely
esetben a két sejt kdzott fizikai kontaktus jomdéfz NF, TF és CSCC7 sejteket
kilon, és egyutt 10 cm atnégii tenyésziedényekbe (SARSTEDT AG&Co,
Numbrecht, Germany) 50000 sejt/ml sejtszammal kzélje 5% FBS tartalmu
kevert médiumban (50% DMEM-low glucose/ 50% RPM#Qp A kirakast
koveb 48. oraban a tenyészeteken tapfolyadékot csekelaii2. oraban az 5%
FBS tartalmat 0,3%-ra cseréltiik. A 96. 6rat kdeeta fellllszot lefagyasztottuk,
és a sejteket felkapartuk a kbBbi fehérje szint vizsgalatokhoz. A direkt
kokultiras mintdkat a tovabbiakban NF+CSCC7 és T$3C7 jeldléssel

hasznalom.
A
NF vagy TF CSCC7? NF/CSCC7 vagy
TF/CSCCT
B
SCC-25 PDIL SCC-25/PDL

4. abra. A méhnyaki (A) és a fejnyaki (B) modellredszerek: mono- és indirekt kokultiraban

valé tenyészés inzerttel elvalasztott tenyéggdényekben.

Az NF, TF és CSCCY7 sejteket, illetve a PDL és SGGdteket egymastol
inzerttel elvalasztott indirekt kokultira rendszmrbis tenyésztettik. A sejtek
Trypsin EDTA-val tortéti felszedését kovéen a fibroblasztokat f0nl
sejtszammal, az SCC-25 és CSCC7 sejteket “mlOsejtszammal sajat
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médiumukban, 10% FBS tartalom mellett 6 Iyuki paeen (Corning
Incorporated Life Scienses) tenyésztettik. A temgésdénybe 0,4nm mianyag
membran filterrel rendelkézTranswell®-clear polietiién membranokat (Corning
Incorporated Life Scienses) helyeztiink, melyekkéibeén elvalasztottuk a
fibroblasztokat a tumorsejtéit A méhnyaki modellrendszer esetében a NF és TF
az edény aljan, a CSCCY7 sejtek az inzertekléttek (4A. abra), mig a fejnyaki
modellrendszer esetében az SCC-25 sejtek a pl§tek a PDL fibroblasztok
pedig az inzertben dttek (4B. abra). Ezt a kisérleti rendszert alkalmiaza
kontrollok esetében is. A kokultdra rendszerberoal a kitevést kbvéen az
PDL illetve CSCCY7 sejteket tartalmazd inzerteketS&C-25, illetve NF és TF
sejtek folé helyeztik, a médiumot 5% FBS tartalnetrett médiumra (fejnyaki
modellrendszer: 50% DMEM-low glucose/ 50% DMEM/Hani-12; méhnyaki
modellrendszer: 50% DMEM-low glucose/ 50% RPMI-1p4€seréltik. A
kontroll mintédkon is a tapfolyadékot kevert médiansseréltik. A kitevést kouiet
5. napon a kontroll és kokultiraban nevelt teny@ken tapfolyadéekot
cseréltink, a 6. napon az 5% FBS tartalmu kevediuméot 0,3% FBS tartalmu
kevert médiumra cseréltik, majd 24 déra mulva fetkagk RNS és fehérje
izolalas céljabol.

A tovabbiakban az indirekt kokultira mintak esetébe alabbi jeldléseket
hasznalom:
NF/CSCC7 — NF minta az edény aljabdl izolalva CS@Cindirekt kokultirdban
NF/CSCC7 — CSCC7 minta az inzdittizolalva NF-el indirekt kokultiraban
TF/CSCC7 — TF minta az edény aljabdl izolalva CS@Cindirekt kokultiraban
TF/CSCC7 — CSCC7 minta az inzéitizolalva TF-el indirekt kokultaraban
PDL/SCC-25 — PDL minta az inzeéiizolalva SCC-25-el indirekt kokultiraban
PDL/SCC-25 — SCC-25 minta az edény aljabdl izolaRBL-el indirekt

kokultiraban
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5. 2. 3. Kezelések

A PDL és SCC-25 sejteket 10 cm atdjér tenyészi edényekben
(SARSTEDT AG&Co0) 2 x 10ml sejtszammal, monokultirdban, 10% FBS
tartalmi sajat médiumban tenyésztettik. 48 oravsdjiek kirakasat kovéen a
10% FBS tartalmi médiumot 0,3% FBS tartalmura dsgréés 0,015-1,5 ng/ml
IL-1B kezelést alkalmaztunk [93]. A kezelést kdvet., 8. és 24. d6raban a
sejtektdl RNS-t izolaltunk.

A fejnyaki kokultira rendszerben nevelt tenyészetegy részét
dexamethasone-nal (DEX) (Sigma-Aldrich) kezeltiR][6A tenyészeteket a drog
gyors felezési ideje miatt, a kokultira mind a négpjan 0,3% FBS tartalmu

kevert médium cseréje mellett 4nol/L DEX-el kezeltiik.

5. 2. 4. Proliferacios vizsgalat

A fibroblasztok és tumorsejtek proliferacios akgat szulforodamin B
(SRB) kolometrias modszerrel meértik. Az NF és Tfeket 2500 sejt/well, a
CSCC7 sejteket 3500 sejt/well sejtszammal R0@pfolyadekben helyeztik a 96
lyukd tenyészi edényekbe (Corning Incorporated Life Sciensesyiz&géalatok
minden sejttel minden kondiciéban 8 vagy 16 parmasahasznalataval torténtek.
A proliferacios aktivitast a sejtek letapadasateioen (kirakas utan 3 éraval) O,
24, 48, 72 és 96 orasdpontokbant meértuk.

A sejtek egyméashoz viszonyitott proliferativ kégegnek mérésekor
vizsgéltuk a szérumcsokkentés, lassu éheztetésahatd 10%, 5% és 0,3% FBS
tartalma tapfolyadéban tenyésztettik a sejteketyméea 0,3% FBS tartalmu
tapfolyadék mindig csak 24 éran at volt a sejtekenapfolyadéekot 48 orankent
cseréltuk.

Vizsgéltuk, hogy a fibroblaszt kondicionalt tapfadiéka hogyan
ellenke® konfluens sejttenyészet 48 6ras kondicionalirtdapfolyadekat (amit
~0% FBS tartalmunak tekintettiink) kevertiink 0ssp&o 1FBS tartalma friss
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tapfolyadékkal. igy az ~5% FBS tartalmi kondicionapfolyadékot 24 6ranként
csereltuk.

A mintakat 6t idpontban triklorecetsavval (TCA) fixaltuk 1 éran 4iC-
on 10%-os végkoncentracibban. A TCA ebben a kongeidban a letapadt
sejteket az edény aljahoz fixalta. A fixalast kéeet a mintakat 6tszor csapvizzel
atmostuk, majd szaritottuk. A fixalt sejteket 1% tsavban oldott 0,4% SRB-vel
festettik a fixalt sejteket 20 percen keresztil.fedesleges festéket 1%-0s
ecetsavval mostuk, majd szaritottuk. Végul a ma#ét lyukanként 150ul
pufferezetlen, 10 mM-os Trissel oldottuk a sejtekh@®©dott festékanyagot.
Teljes kioldodas utan Labsystem Multiskan MS 352zkéékkel (Labsystems,

Finland) 570 nm-en abszorbanciat mertik, mely ls@pennyiségével aranyos.

5. 2. 5. Tumorsejt migracios és invazios assay

A migréacios vizsgalatok esetében a két modellreadsnas modszerekkel
vizsgaltuk. A méhnyaki modellrendszernél az NF, & CSCC7 sejtek
kemoattraktansokkal szembeni migracios képessegdtddh-kamraban valo
migraltatdssal vizsgaltuk. A fejnyaki modellrendsesetében inzertes mono- és
indirekt kokultura rendszerekben vizsgaltuk mikébéfolyasoljak a PDL
fibroblasztok az SCC-25 tumorsejtek invazids esrauigs képesseget.

A méhnyaki modellrendszer sejtjeinek motilitasat-lviiku Boyden-
kamréban vizsgaltuk (48-Well Micro Chemotaxis ChambNeuro Probe,
Gaithersburg, MD, USA, 5A é&bra), melynek 48 daradkon végads alsé
kamrajat a feld kamraktdl egy 8um porusatméijic polikarbonat membran
(Whatman, GE, Healthcare Bio-Sciences Co., FlorRamk, NJ, USA) valasztja
el (5. 4bra).

Kemoatraktansnak 10% FBS tartalmi médiumot, sapsik sejt és a
ketts keverék kondicionalt médiumat, 2%&/ml savomentes médiumban higitott
fibronektint, valamint laminin-1-et hasznaltunk, Iyeket az alsé kamraba
toltottink. Erre helyeztik a membrant, majd a témsiilikonlapot, végul a fets

kamrat.
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sejt szuszpenzidban

migralé sejtek

-
e
felsé rész

pordzus membran

kemoatraktans

-
alsé rész

B

5. &bra. Az A &bran a 48 mintas Boyden-kamra als@s fel$ egysége lathato a koztes tondit
szilikonos gumilappal, valamint a két egységet 0ssipgd csavarokkal. A B abran a Boyden-
kamra egy cellajanak sematikus abraja lathaté a kemtaxis vizsgalat kézben. Az alsé
egységben a kemoatraktans, a félsegységben a vizsgalando sejt szuszpenzibja vanyleele,

melyeket pordzus polikarbonat membran valasztja ebgymastol.

Az NF és CSCC7 sejteket 10% FBS tartalmd DMEM éMRF640
tapfolyadékokban neveltiik a konfluencia allapotdkalasaig Petri-csészékben.
gatoltuk [94], majd a tenyészeteket 10% FBS tamiaimédiumban tenyésztettiik
tovabb egy napig. Az Osszedllitott Boyden-kamratfabszébe az EDTA-val
felvett, majd a centrifugalast koven 10% FBS tartalmd médiumban
szuszpendalt sejteket (50 10° sejt/ml) toltottink (5B abra). A Boyden-kamréat
24 6ran at inkubaltuk 5% COnellett 37°C-on, majd szétszedtik. A membrant a
nem migralt sejtek eltavolitasa utan -20°C-os nmadtahfixaltuk. A migrélt sejtek
mennyiségét Toluidin-kék festés utan denzitomesdianértik a Kodak Image
Station 4000MM készulékkel (Carestream Health,, IRochester, NY, USA) és a
hozzé tartozé programmal.

A mono- és kokultira rendszerben tenyésztett SCGepeket Trypszin
EDTA-val felszedtik és megszamoltuk. A sejteket R (3% FBS tartalmu
DMEM/Ham’s F-12 illetve RPMI-1640 médiumban szusmbétuk 2 x 16ml
végs® sejtszammal. A migracioés és invazids vizsgalatho@ lyuki edények
aljaba (Corning Incorporated Life Scienses), a 8§imébjii lyukakat tartalmazé
inzertek ala 2 ml 10% FBS tartaimi DMEM/Ham’s F-lli2tve RPMI-1640
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médiumot tettlink. Az invaziés assay esetében n#ditri00 pg/ml
koncentracidjura higitottuk, majd 1 6ran kerestiélontuk vele a filter fets
részét. Mindkét vizsgalatnal 1-1 ml sejt szuszp&niltottiink az inzertekre és 24
oran &t 37°C-on inkubdltuk, majd a 8 um vastag rieketetejésl a sejteket
Ovatosan egy vattapélcikaval letoroltik. Az elvawitovagy migralt sejteket

feltripszineztik az inzertek alsé oldalarol, majdgezamoltuk [95].

5. 3. Génexpresszios vizsgalatok
5. 3. 1. RNS izolalas

Teljes RNS izolalashoz a sejttenyészeteket 3x ukdsideg PBS-el, majd
1 ml a sejtekhez adott Trizol reagensben a sejtekleipartuk. A mintakat 5
percig jégen inkubaltuk, majd a mintakhoz 20&loroformot adtunk és 13000 g
fordulatszammal 15 percig®€-on centrifugaltuk. A felsvizes fazist tiszta ébe
pipettdztuk, majd ehhez 7@l 3M-o0s natrium-acetatot, ezt kdoven 700 pl
izopropanolt adtunk. Ismételt centrifugalas utgmeletet ebszor 500ul abszolut
etanollal, majd 75%-0s etanollal mostuk. Centrifagautan a csapadékot
szobaldmérsékleten kiszaritottuk, majd 30l vizben oldottuk. Az RNS
koncentriciét NanoDrop ND-1000 Full-spectrum UV/\4pektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USAgtéwroztuk meg. Az izolalt
RNS mintakat -8GC-on taroltuk.

5. 3. 2. Reverz transzkripcio

A teljes RNS-t reverz transzkripcioval cDNS-re lkrt@t. A reverz
transzripcio lineéaris kinetikat kovet, a keletkeeDNS mennyisége egyenesen
aranyos az mRNS mennyiségével. Az RNS-bemérésegsstipontatlansagabol
adodo hibak kikiszobolésére az expressziok@@TB belsy standardhoz
viszonyitottuk. A reakcidé 6sszemérésének adarait.aablazat tartalmazza. Az
atirdst koveten 20 pul cDNS terméket kaptunk, melyet vizzel 0Otszoroseére

higitottunk a tovabbi real-time PCR munkakhoz.
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1. tblazat. A reverz transzkripcié metodikgja.

Felhasznalt anyagok| Torzsoldat Térfogat (ul) | Végkoncentraciok
koncentracibja ill. mennyiségek

Ossz RNS - 10 fig
RT Buffer 10x 2 -
dNTP mix 25x 0,8 100 mM
RT Random Primers 10x 2 -
Reverse 1x 1 -
Transcriptase
RNase Inhibitor 1x 1 -
H.O - 3,2 -

25°C - 10 perc

37°C - 120 perc

85°C - 5 perc
4°C -0

5. 3. 3. Valos idej (real-time) PCR

A mMRNS expressziot reverz transzkripciot kdéveteal-time PCR
mobdszerrel mértiik. Ez a hagyomanyos PCR-hez képlelstinformaciét nydjt,
mivel minden egyes ciklusban (fluoreszcens tectlwa@Ba megméri a
reakcidelegyben aktudlisan jelen détermek mennyiségét. Az X-tengelyen a
ciklusszamot, az Y-tengelyen pedig a relativ flsapencia mennyiségét
abrazolva felrajzolja a reakcié kinetikai gorbéjeA polimeraz reakcio
exponencidlis szakaszara igaz"&ietika, mely szerint a termékek mennyisége
minden ciklusban megduplazédik. Tehat ha egy biasrfluoreszcencia értéket
két kilénbos reakcid egy ciklus kulonbséggel ér el, akkor ayilegeakcidoban
kétszer annyi kiindulasi templat volt, mint a mésik. Ezzel a moddszerrel
kilonbd® genotipusok, ill. kezelések hatasara bekovétkelzérjék mRNS-einek
mennyiségi valtozasait mérjuk.

A ciklusonkénti relativ termékmennyiség-meghatéseadSYBR Green
modszert hasznaltunk. A SYBR Green egy DNS-be katatodo fluoreszcens
festék, mely a kétszall DNS-hez kotve valik fluoesisen aktivva (6. 4bra). A
ciklusonként mért fluoreszcencia érték tehat ararayoeakcio elegyben jelen tév

termék mennyiségével.
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6. abra. A PCR termék detektalasa SYBR Green-nel. SYBR Green a denaturalt (egyszall)
DNS-hez nem kobdik, és igy fluoreszcensen sem aktiv (A). A festék kétszali DNS-be
interkalalédik és fluoreszcens fényt bocsajt ki, mgnek intenzitdsa aranyos a keletkezett

termék mennyiségével (B).

Fontos azonban megjegyezni, hogy ennél a detektdlédnal az esetlegesen
jelen léws aspecifikus termékek és primer-dimerek is jelebakd zavarva az
objektiv kiértékelést. Ezért célsten reakcid utan olvadaspont analizist végezni,
melynek soran a készulék arhérséklet emelésével parhuzamosan méri a
fluorszcenciat. A jelen I&vtermék olvadaspontjat elérve a termék egyszaluva
valik, és a fluoreszcencia hirtelen csbtkken. Amdmmy tobbféle termek
képadott a reakcidban, Ugy az olvadaspont vizsgalarstdbb fluoreszcencia
eseés is bekovetkezik, efitkovetkeztethetiink arra, hogy a reakcié neftkdaik
optimalisan, tovabbi bedllitasok sziikségesek.

A génexpresszids vizsgalatokhoz hasznalt primedshait a fliggelék 2.
tablazata tartalmazza. A 2. tablazat a reakciokdimgrésének és paramétereinek

adatait foglalja 6ssze.

2. tdblazat. A PCR reakcid 6sszemérésének adatai.

Felhasznalt Tdrzsoldat V (ul) Végkoncentraciok
anyagok koncentracidja ill. mennyiségek
Sybr green 2X 12,5 1X
Forward primer aM 1 0,005uM
Reverse primer bM 1 0,005uM
H.O - 8,5 _
cDNS 2 20 ng
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Minden génre a 3. tdbldzatban lathatd PCR progratkaimaztuk ABI
Prism 7000 Sequence Detection System készulékepligpBiosystems by Life
Technologies Co.) Sequence Detection Software omrsi.2.3. program
segitségével. A kapott Gartékisl a relativ expresszios értékeket A2 képlet

alapjan kalkulaltuk.

3. tablazat. A real-time PCR reakcio paraméterei.

Folyamat Hémérséklet CC) Id 6tartam Ciklusszam
Enzimaktivacié 95 10 perc 1
Denaturalas 95 15 sec 40
Anellalas 55-61 30 sec 40
Primer extenzio 72 10 sec 40
Olvadaspont 95 1 perc 1
elemzés 55 1 perc 1

55 10 sec 81

5. 4. Fehérje vizsgalatok
5. 4. 1. TMA, immunhisztokémia és immuncitokémia

A szbéveti microarray analizishez (tissue microar(@iA)) felhasznalt
szoveti blokkok az 1. sz. Szllészeti ésgpMogyaszati Klinikan végzett Wertheim
mitétekdl szarmaznak. Olyan mintadkat valogattunk vizsgdkitiwz, melyek
HPV statusza mar kutatocsoportunk egyik korabbi kajmsoran megallapitasra
kerilt [96]. A betegek életkorat, a FIGO stadiurerstti besorolast, a szovettani
diagnodzist, és a HPV statusz adatait a fuggelékal@azata foglalja 6ssze. A
portio vaginalis uteri terilait szarmazd szovetek paraffinos blokkjaibdl
metszeteket készitettlink. A hematoxilin-eozinnatet metszeteken kijeldltik a
tipikusan tumoros és ép terlleteket, majd a blokkbla jel6lt tertlet kivagott
szoveti hengerét 7x10 lyukat tartalmazo TMA parafflokkba helyeztik. Az igy
elkészitett 27 ép és 29 tumoros mintat tartalmazdtimokkbdl metszeteket
készitettlink, és az aldbbiakban leirt immunhisztodé modszerrel vizsgaltuk.
Elsddleges ellenanyagként SMA, laminin-1, laminin-5 é&sbronektin
ellenanyagokat hasznaltunk (fliiggelék 1. tablazaf§ész immunlemezeket Scan

Scope CS2 szkennerrel (Aperio Technologies IncstayiCA, USA) szkenneltiik
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és a niiszerhez tartoz6 MAN-0023 Color Deconvolution Alglon szoftverrel
elemeztik. A kapott adatok alapjan az immunreakdiikzitas kulonbségeit
statisztikailag értékelttk.

A formalinba fixalt, paraffinba &agyazott metszetektigén feltarasa
deparaffinalast (kétszer valtott xilol, majd lesad@thanol sor), és pufferes mosast
koveben a citrat pufferes (10 mM Na-citrat pH=6, 30 pdi@CFC) f6zés utan 10
perces protedz emésztéssel (2,5 mg/ml) torténteriogén peroxidaz aktivitast
10%-0s HO,-dal blokkoltuk 10 percig szob&mérsékleten. A mosasi lépést
koveten az aspecifikus kédések megakadalyozasahoz a lemezeket 5 w/v%-0s
BSA (PBS) oldattal inkubdltuk 1 6ran at szobmiérsékleten, majd az 1 w/v%-o0s
BSA-ban (PBS) oldott efslleges ellenanyaggal egész éjszakan°@toh. Az
immunreakcidk vizualizalasa egyrészt fluoroforralonjugélt masodlagos
ellenanyagokkal, masrészt konjugalt polimer modsteidrtént. A konjugalt
polimer méddszer esetében az immunreakciot Dako riation EnVision
System/HRP masodlagos antitestekkel, és HRP enkeh&knjugalt DAB/HO,
kromogén-szubsztrat kittel hivtuksel

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz 6 Ilyukd tenyéextényekbe
(Corning Incorporated Life Scienses) helyezettilstedélemezre ndvesztettik a
sejteket mono és direkt kokultiraban. A sejtek8fG20s methanollal 10 percig,
majd acetonnal 1 percig fixaltuk az lUveglemezel?BS-sel tortééhh mosast
kdveten a lemezeket 5 w/v%-0s PBS-ben oldott BSA oltattkkoltuk 1 6ran
at szobabmérsékleten, nedves kamrdban. Az 1 w/v%-os BSA{P&S) oldott
elssdleges ellenanyaggal egész éjszakarf@toh inkubaltuk nedves kamraban a
lemezeket, majd a mosasi Iépés utan fluorescebékked konjugalt masodlagos
antitestet alkalmaztunk 1 6ran keresztil. A sejiwkag kék szity 4',6-diamidino-
2-fenilindolal (DAPI) festettik. Az immunfluorescekészitmények vizsgélata, és
a fotok készitése Nikon Eclipse E600 epifluoresamitigoszkdppal (Nikon Co.,
Tokyo, Japan), VDS Vosskiihler CCD-1300 monokrém dewéval, LUCIA™
Cytogenetics version 1.5.6 szoftverrel, vagy BiaR&RC 1024 konfokalis lézer
mikroszkoppal (Bio-Rad Laboratories GmbH) tortént.
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5. 4. 2. Fehérje izolalas

A Western blot vizsgélatok esetében a sejteket 6Gukdy
tenyészéedényekben (Corning Incorporated Life Scienses)Pétsi-cseszekben
(SARSTEDT AG&Co) neveltik. A 0,3% FBS tartalmu kdeidnélt tdpfolyadek
eltavolitdsa és fagyasztasa utén a sejteket mbgtaly PBS-el, majd 50@ hideg
Bradford modszerrel [97], Ultroscpec-2000 UV/Visekpofotométerrel (Hoefer
Pharmacia Biotech Inc, San Francisco, CA, USA)roatak meg, és a mintakat -
80 °C-on taroltuk.

A zselatin és casein zymogramhoz a sejteket 0deg zselatinaz lizis
pufferben vettik fel, majd a 1qug fehérje mintdkat 2X koncentracioju

mintapufferben oldottuk.

5. 4. 3. Kazeinaz és zselatindz zymogram, Coomadsastés

Az MMP-1 és MMP-7 aktivitasanak mérésére kazeintetsaz MMP-2 és
MMP-9 aktivithsanak vizsgalatahoz zselatinaz-tésatégeztink sejtkultara
felliliszo és sejtlizatum mintakon.

A mintapufferben oldott, 2Qug fehérje tartalmd mintakat 30Qg/ml
kazeint vagy 150ug/ml zselatint tartalmazé 10%-os vagy 7,5%-0s SDS-
poliakrilamid gélre vittik fel. Az elektroforézisi@ mA, 1 ora) utan a géleket
2,5%-0s TritonX-100 oldatban mostuk 30 percig, nZf)ddran keresztil 3T-on
emészi pufferben inkubaltuk. A géleket 30% metanolt és%l@cetsavat
tartalmazo oldatban fixaltuk 30 percig, majd 0,5%nt@ssie Brilliant Blue R-250
oldattal festettik 30 percig. A fixalo oldatba vatett géleken néhany perc mulva
kék hattéren éLtiné atlatszo csikok jelentek meg a zselatindz akswitélyén. A
differencialtatott géleket a fejnyaki modellrendsesetében HP Scanjet G2410
szkennerrel (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, US&kenneltik és az ImagelJ
programmal denzitometraltuk. A cervix mintak esetéla géleket Kodak Image
Station 4000MM Digital Imaging System készllékkehastman Kodak Company,
Rochester, NY, USA) dokumentaltuk.
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Az SDS-PAGE gélek Coomassei festését aztért alkatlmk, hogy a
zselatin és kazein gélek esetében is tudjuk detelkth azonos mintabemérést. Az
elektrofozeézist kovéen a poliakrilamid géleket 30% metanolt és 10% secett
tartalmaz6 oldatban fixaltuk haromszor 15 perciggjdnaz ecetsavban oldott
Coomassie Brilliant Blue R-250 oldatban 1 éranriubaltuk enyhe mozgatas
mellett. A festéket az &bb leirt fixalo oldatban differencialtattuk, majd a
atlatszé gélen kék szinbeno®ing fehérjéket a fentiekben leirt mddokon

dokumentaltuk és denzitometraltuk.

5. 4. 4. Western bolt

Az izolalt fehérje mintakbdl 1mg-ot 6sszekevertiinR-merkaptoetanolt
tratalmaz6é Laemmli-féle mintapufferrel, denaturiélt9s’C-on 5 percig, majd
betéltottik standard 7,5% vagy 10%-os poliakrilangélek zsebeibe. Az
elektroforézis 200 V fesziiltséggel 30 percig BiadRRower Pac 3000 (Bio-Rad
Laboratories GmbH) készilékkel tortént.

A blottolas a fejnyaki modellrendszer esetébenooélluléz membranra
(Bio-Rad Laboratories GmbH) tortént, konstans 408 anameésség mellett 1
oran at. A cervix mintdkat PVDF membranra (MercKlipbre Co.) 75 mA
aramebésség mellett, 24 oOran keresztiil,°Cdon blottoltuk. A blottolas
hatékonysagat Ponceau-festéssel éfietiik. Ezt kovette az aspecifikus
antitestkdddés blokkolasa 5 w/v%-os tejpor és 1 w/v%-0s BSASTRNn oldott
keverékével 1 oran keresztil szobaigrsékleten inkubalva. Az éldleges és
masodlagos antitestek adatait a flggelék 1. tatalarmtalmazza. A cervix
mintaknal jeledsitést nem alkalmaztunk, a reakciot ECL szubsatraitituk eb
és Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging Swystekészulékkel
dokumentaltuk. A fejnyaki mintdk esetében a biddibhi masodlagos antitest
mosasat kovéen a jeledsitést 1:2000 higitasu tormaperoxidazzal jel6lt
streptavidin oldattal§outhern Biotech, Birmingham, AL, USAégeztik, majd a
reakciot TBM membran peroxiddz szubsztrattal (Krikegaard &errip

Laboratories, Inc.,Gaithersburg, Maryland, USAjivtuk eb. Az ebhivott
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membranokat szaradas utan HP Scanjet G2410 szkehidewlett-Packard)

szkenneltik, majd az ImageJ programmal denzitofhatra

5. 4. 5. Dot blot

A Dot blot vizsgélatndl a 96 kamréat tartalmazé iftild-Vakuum-
Filtrationssystem SRC-96 (Schleicher&Schuell, D38k Germany) berendezés
felsd részébe a sejtaMrleszivott 24 6ras 0,3% FBS tartalmu, 200térfogatu
kondicionalt tapfolyadékot pipettaztunk, majd a wdk-pumpa segitségével
(Merck Millipore Co.) a folyadékot a berendezés dqigbe helyezett PVDF
membranra blottoltuk. Minden mintanal harom parimaa lyukat hasznlunk
minden immunreakcio esetében. 1x TBS-ben valo mdsdeen a membrant
Ponceu-val festettiik a blottolas hatékonysagarakéetése végett. A 10 perces
3%-0s HO, endogén peroxidaz blokkot kodenh TBST-ben haromszor 5 percig
mostuk a membranokat, majd 5 w/v%-0s TBS-ben ol#8t#-val blokkoltuk az
aspecifikus fehérjék kétését. Az eldleges ellenanyaggal a membrant egy
éjszakan at %C-on inkubaltuk, majd a mosasi |épést kéeet a membranra az
elsbdleges antitestnek megfelel HRP-konjugalt mésodlagos ellenanyagot
helyeztik 1 6ran keresztil szolbaiérsékleten. Az enzim szubsztratjaként ECL-t
hasznaltunk, a membran kemiluminescens jeleit Kddakge Station 4000MM
Digital Imaging System készulékkel dokumentaltuk a&smiszerhez tartozo

software segitségével denzitometraltuk.

5.4.6. ELISA

A mono- és kokultira rendszerben novesztett segptaRtekil
eltavolitott kondicionalt médiummintakat hasznaltwaz ELISA vizsgalatokhoz.
A kokultiras tenyészeteknél a mintavétel az inzemdkét oldalardl tortént.
Minden esetben 100 ul sejtkultara felllUszot hadank az SDF-1 és TGB1
kvantitativ. meghatarozasahoz human SDF-1 és BGFELISA kittekkel
(RayBiotech, Norcross, GA, USA és R&D Systems, Mapolis, MN, USA) a
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gyartok ajanlasa szerint. Az ELISA plateket LabsgstMultiskan MS 352

készulékkel 570 nm-en dokumentaltuk.

5. 5. Statisztikai analizis
Minden esetben harom vagy négy, egymastél fluggetdwidgiai

parhuzamossal vegeztik kisérleteinket. A relativegépresszios eredményeket
D’Agostino & Pearson omnibus normalizacios teszéiesgaltuk a Graphpad
Prism 4.03 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, O8A) program segitségeével.
A mono- és kokultirds csoportok kozti szignifikdwndltozasokat az adatok
eloszlaséatdl fugéen nem parametrikus (Mann-Whitney) vagy Studerd-fel
probaval vizsgaltuk. A kisérletek reprodukalhat@agllerdriztik, és csak a
reprodukalhaté valtozasokat tekintettik p<0,05 édsmt szignifikansnak. A
génexpresszidos eredmények kozti korrelacios viasgdlSPSS 15.0 Software
(IMB Corporation, New-York, USA) programmal végeztiAz SRB meérések

eredményeif>-prébaval értékeltiik.
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6. EREDMENYEK

6. 1. Méhnyaki modellrendszer vizsgalata

6. 1. 1. Az extracellularis matrix komponensek vatizasa méhnyakrakban

Ep cervix Méhnyakrak

n

Hematox|

Laminin-1

Fibronektin

7. abra. Matrixfehérjék szoveti lokalizaciojanak vdtozasa méhnyakrakban az ép szévethez

képest. Mérce: 10Qum.
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A tumorsejtek hatdsara a stromaban végbénvaitozasok vizsgalatdhoz
extracellutiris matrixfehérjék immunhisztokémiai festéseit #ikaztunk. Ep és
tumoros szoveti blokkokbdl 6sszeallitott TMA-n \gastuk az SMA, laminin-1,
laminin-5 és fibronektin strémalis intenzitasvafisait. A hematoxilin festéssel
(7A. és 7B. abrak) kiegészitett immunhisztokémgkrezentativ képeit a 7. abra,

a TMA statisztikai elemzésének eredményét a 8. iramazza.
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8. dbra. Az SMA, laminin-1 és fibronektin TMA immunreakcidk statisztikai kiértékelése.

Az ép, hdm alatti stromaban az SMA csak ab&dibveti erek faldban
mutathato ki (7C. abra), a daganatos szovetbergandifeszkek koze ékelott
stroma myofibroblasztjait festi (7D. abra). A notmszdvethez képest az
immunreakcié intenzitdsa 5,2x 6n(Mann Whitney teszt: p<0,0001) a
méhnyakrakban (8. abra). A laminin-1 ellenanyagépzsztvetben kirajzolja a
hamsejtek bazalis sejtrétege alatt véekony vonalkeégighuzédd bazalis
membrant, valamint az SMA-hoz hasonldéan festi emsiban talalhaté erek falat
(7E. abra). A daganatos szdvetben a laminin-1 iéadirilrajzolja a daganatos
fészkek hatarat és kitolti a stromat (7F. abrajedkcio intenzitasa 3,8xr{Mann
Whitney teszt: p<0,0001) a daganatos szOvet stdimaj éphez képest (8. abra).
A laminin-5 a laminin-1-hez hasonléan ép szovethebazalis membrant festi
(7G. abra), de a daganat kialakulasat késetcsak a daganatfészkek és a stroma
hataran vonalszéen, valamint a tumor széli daganatsejtjeinek cépplajaban
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figyelhet® meg az immunreakcié (7H. abra). A kiterjedteblrstilis reakcio

hianya miatt a tobbi festéshez hasonlé kiértékaiést alkalmaztuk a laminin-5
esetében. A fibronektin a tobbi fehérjével elleméét homogénen oszlik el nagy
mennyiségben az ép stromaban (71. abra). A dagarstdvetben a reakcio
hasonléan homogén a daganatfészkek koruli strom@b@nl. abra), a reakcio
intenzitdsnovekedése csupan 1,2x (Mann Whitneyt:tgs20,0031) normalhoz

képest (8. abra).

6. 1. 2. Morfolégiai megfigyelések

A szoOveti metszeteken lathatd matrix atalakulasalbbv vizsgalatahoz
méhnyaki tertletd szarmazé fibroblasztokb6l és tumorsejt@kb allé
modellrendszert hoztunk létre. Rendszerinkbenralflasztok, mint a készovet
fé6 sejtalkotdi modellezik a stromét, a tumorsejtekligea daganatot. A koztik
levo kapcsolat feltérképezése, valamint a matrix atdéekvizsgalata céljabol a

sejteket monokultdraban, direkt és indirekt kokidhan is tenyésztettik.

: E . s '_’ .
Y g
FEASAA R cscqrﬂ’ ©

-

9. abra. Mono és direkt kokultaraban tenyésztett mBnyaki fibroblasztok és tumorsejtek

novekedése a kirakast kovek 48. 6raban. Mérce: 10Qum.

A 9. dbran az NF és CSCC7 sejtek lathatok monaréktdkokulturaban
48 oOraval a kirakast kowegn. A fibroblasztok orsé alaku sejtek, melyek a
tenyészi edényre valé kitapadaskor szétterlilnek. A tenyéskivekedése

alkalmaval egyre vékonyabb és hosszukasabb alaldlndk a hely fogyatkozasa
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miatt. A sejtek keresik egyméas tarsasagat, leggyddan orvényt formalo
alakzatban ének. A kis, kerek tumorsejtek a kitapadast kéeat csoportokba
rendeddnek. Ha direkt kokultiraban tenyésztjuk a két tigrjst, akkor a
fibroblasztok a tumorsejt fészk&kzé ekaebdnek, és azok kozott hatart képeznek.
Jol lathatd, hogy az ép fibroblasztokkal valé etglés hatdsara a tumosejtek

jobban szaporodtak, mint a fibroblasztok nélkilgra).

10. &bra. Tumorsejtek terjedése a fibroblasztok falzinén primer (A) és nem primer
sejtkultdrdban (B). Mérce: 100pum.

A szoveti explantatumokbdl nevelt primer tenyészede néhany esetben
nem csak fibroblasztok, hanem tumorsejtek is kitgda és ndvekedésnek
indultak. Minden esetben ez csak akkor valosult ,nfeg a fibroblasztok mar
elébb ndvekedésnek indultak, igy a tumorsejtek a fiels@n kapaszkodva voltak
képesek megtapadni és terjedni. Tehat a tumorsefiekkedéséhez sziikséges a
fibroblasztok jelenléte. Ebben az esetben a turjtekseem csoportokban, hanem
egyesével, nyulvanyokat képezve terjedtek a filastil sényegen (10A. &bra).
Ugyanezt a jelenséget tapasztaltuk a mar nem piitegyoti modellrendszerink
esetében is. Ha a CSCC7 sejteket fibroblagaty@gre ndvesztettiik (a konfluens
fibroblaszt tenyészet proliferacigjat mitomycin €}v gatoltuk), akkor a
tumorsejtek nem rendédtek nagy sejtcsoportokba, hanem egymastél szétvalv
helyezkedtek el a fibroblaszok rostjai mentén (1&3a).
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6. 1. 3. Proliferacio

A mono és kokultirdban nevelt sejtek tenyésztésansmegfigyeltik,
hogy a tumorsejtek gyorsabban proliferaltak, harobtasztokkal egyutt
tenyésztettik 6ket, mintha nélkiluk (9. abra). Ezt a megfigyeldsdin
proliferacios vizsgalatokkal tamasztottuk ala. $madamin B (SRB)
kolorimetrias modszerrel mértik az NF, TF és CSCSgjtek proliferacios

aktivitasat kulonféle kondicidk esetén.

A 10% FBS DMEM/RPMI B 5% FBS DMEM+RPMI

= =gp= =NF

20 | —8— TF
—a—Cscc7

1dé (6ra)

C 0,3% FBS DMEM+RPMI

Idé (ora)

11. abra. Kulénbo# dsszetétdi tapfolyadékok hatasa a méhnyaki modellrendszer sgginek

VA

proliferacidjara. A: sajat tapfolyadékban 10% széumkoncentracié mellett, B: kevert
tapfolyadékban 5% szérumkoncentracio mellett, C: keert tapfolyadékban 0,3%

szérumkoncentracidé mellett.

A 11. 4bran kilénbdgkondicidju tapfolyadéekok (10%, 5% és 0,3% FBS
tartalom) hatasat vizsgaltuk monokulturas sejttengteken. A CSCC7 tumorsejt
a leggyorsabban, a TF fibroblaszt a leglassabbalifgralt mindhdrom kondicio
esetében. A novekedési gorbék alapjan a kuléhks¥ZErum koncentracio és
tapfolyadék oOsszetétel csak kis meértekben befoligas®d sejtek proliferacios
aktivitasat, mely értékej¢ probaval statisztikailag nem szignifikdnsak (Stitde
féle t-proba: p=0,22). Tehat ezek a kondicidk alkalmadnatnyultak az indirekt
és direkt kokulturas kisérletek kivitelezéséhez.
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12. &bra. Kondicionalt tapfolyadékok hatasa a méhmki modellrendszer sejtjeinek

VA

A 12. abran olyan novekedési gorbék lathatok, ahdibroblasztokat a
tumorsejt, a tumorsejtet a fibroblasztok kondiclorfaliluszoéjaval kezeltik.
Ezaltal leheivé valt, hogy a kokultira hatasat vizsgaljuk SRBIea&rrel. Az NF
fibroblasztok proliferaciéjat nem befolyasolta a @& sejtek kondicionalt
tapfolyadéka, mig a CSCC7 sejtek szignifikAnsanrgpfiban (Student-féle
préba: p<0,0001) proliferaltak az NF kondiciona#ifuszéjanak hatasara 96
oraval a kitevést kovéen (12A. abra). A TF vs. CSCC7 kisérlet eseteben a
kondicionalt fellliszok szignifikans mértékben ndmafolyasoltak a sejtek
proliferaciojat (12B. abra).

6. 1. 4. A kokultira hataséara bekdvetked expressziods valtozasok

A fibroblasztok és tumorsejtek kozti kolcsonhatéistekt és indirekt
kokulttra rendszerekben vizsgaltuk. A direkt kolrdt esetében fizikai kontaktus
van a sejtek kozott, az indirekt kokulttiranal csatapfolyadék kozlekedik a két
sejt kozé illesztett 0,4m porusatméijic membranon keresztil. A méhnyaki
modellrendszerben az NF és TF fibroblasztok a way@&dény aljan, a CSCC7
tumorsejtek a fibroblasztok folé helyezett inzegmiranjara tapadvabtiek.

6. 1. 4. 1. mRNS expresszios valtozasok a mehnyakodellrendszerben
Az RNS szinit vizsgélatokat a direkt kokultdras mintadkon nemeztik
el, mivel nem vélaszthatd szét melyik sejt expréggzmérheb. Szamos gén

MRNS expesszids valtozasat vizsgaltuk azonban nubtdoikban és indirekt
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kokulttarakban. Az ACTB génre normalizalt mRNS expresszidos adatokat a
fuggelék 4. tablazata foglalja 6ssze. Az expresszaitozasok adatait a 4. tablazat
tartalmazza. A nyilak a>1,5x expesszio valtozast jelentik a fibroblaszt
monokultirdk és az indirekt kokultirds csoportokzdkf a csillagok a
szignifikans eltéréseket jeldlik Mann Whitney teszt *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001).

Ha a két fibroblaszt monokultiras eredményeit hidsatuk 6ssze, akkor
a TF sejtekben BN1, ITGA3, MMP3 és MMP1gzintje csokkent, mig dZGB1,
ITGB3ésTHBS1szignifikans mértékbenstt NF-hez képest.

A kokultara hatasara az NF/CSCC7 fibroblasztokbagrsfikansan it
az ITGB3 MMP2, THBS1 csokkent asMMP1 mRNS expresszioja kontrol NF-
hez képest. A TF kontroll mintdakhoz képest a TF/C3@nintakban csdkkent az
MMP1 és TIMP1 gének expresszidja. A tumorsejt kokultirds mingdkba
fibroblasztok hatasara szignifikAnsaéttnaz ITGA3, ITGA6, ITGB1, MMP&s
TIMP2 gének expresszioja kontrollhoz képest.

Ha a két fibroblaszt kokultira eredményeit haspiitossze, akkor a
gének expresszidja a két kontroll fibroblaszt destEEsének eredményeivel mutat
nagy hasonlésagot. A TF/CSCC7 mintakban szigniikancstkken aFN1,
ITGA3 MMP14 ésTIMP1, mig szignifikansan dra THBS1szintje NF/CSCC7-
hez képest. A tumorsejt kokultturak 6sszehasomlittsran csupan alMP7

szignifikans expressziobeli csokkenése jeélent
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4. tablazat. qRT-PCR mMRNS expresszios valtozasok mikultirdban és

indirekt kokulturaban.

MONO INDIREKT
Gének | Valtozas Véltozéas Véltozéas Valtozéas Valtozéas Véltozéas Véltozéas
TF vs. NE/CSCC7 | TE/CSCC7 NF/CSCC7 TF/CSCC7 TF/CSCC7 vs. | TF/CSCCY vs.
NF vs. NF vs. TF vs. CSCC7 vs. CSCC7 NF/CSCC7 NF/CSCC7
FN1 0.60 |* 1.26 1.07 - - 0.51 |**
ITGA3 0.53 | 0.85 0.77 450 1% 6.37 1** 0.48 |** 1.42
ITGA4 1.22 0.78 0.75 - - 1.17
ITGAS 0.81 1.23 1.02 - - 0.67
ITGAG - - 1.86 1** 1.40 * 0.75
ITGB1 1.36 * 1.08 0.74 1.09 1.24 * 0.93 1.14
ITGB3 1.37 * 1.56 1* 1.05 1.30 0.94 0.92 0.73
ITGB5 111 1.32 1.07 141 1.43 0.90 1.01
TGFB1 || 0.82 1.05 0.93 1.00 0.89 0.73 0.88
THBS1 | 3.04 f** | 1.91 1* 1.21 1.19 1.02 1.93 p** 0.86
CD44 1.00 0.88 0.69 1.15 0.97 0.79 0.84
MMP1 | 0.86 0.41 |** 0.39 |* - - 0.82
MMP2 0.90 1.35 * 1.00 - - 0.67
MMP3 0.58 | 0.74 1.04 - - 0.81
MMP7 - - - 9.10 f*** 2.651 - 0.29 |**
MMP14 | 0.50 |* | 0.66 0.80 - - 0.62 |
TIMP1 0.98 1.15 0.58 |* 1.24 1.07 0.49 |** 0.86
TIMP2 1.13 1.10 1.10 1.70 1** 0.81 1.14 0.81

6. 1. 4. 2. Fehérje expresszios valtozasok a méhhkiymodellrendszerben

Dot blottal vizsgaltuk sejtkultdra fellliszobol aamx atalakitasaban

fontos szerepet jatszo fehérjek mennyiségi valazasonokultiraban és mindkét

kokultira rendszerben. A 3 parhuzamossal végzsérlkiek ponceau S festésre

normalizalt jelintenzitas értékeit a 13. abra ftjglabssze, a csillagok a
szignifikans eltéréseket jelolik (Mann Whitney tes?p<0,05, **p<0,01). A

monokultirdban a direkt és indirekt kisérletek kalhtadatainak atlagabdl

szamoltuk a TF mintdkban bekdvetkazltozast NF-hez képest.
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13. &bra. Ponceau S festésre normalizalt dot blotliérje expresszios valtozasok sejtkultdra
felilszébdl a méhnyaki modellrendszerben. A: TF. R, CSCC7 monokultiraban; B:
TF+CSCC7 vs. NF+CSCC7 direkt kokultaraban; C: TF/CSCC7 vs. NF/CSCC7 indirekt
kokultiraban; D: TF/CSCC7 vs. NF/CSCCY indirekt kokultaraban.

A TF sejtek sejtkultdra feltliszéjaban szignifikAngdbb lamininel és -
B1, valamint szignifikAnsan kevesebb laminin-5, ditektin, kollagén Ill, CD44
és TIMP-1 szintet mértink NF-hez képest (13A. abwa)fibroblasztok és
tumorsejtek fizikai kblcsonhatasasaaljes fehérjeexpresszids valtozasokat idéztek
el6. Az NF és CSCCY7 sejtek kozt letrefofizikai kapcsolat jelerdts mertekben
fokozta a tumorsejtek MMP-7 termelését kontrollhleZpest. A TF+CSCC7
mintakban szignifikansanétt a lamininel, 1 és perlecan expresszid, mig
szignifikas mértékben csotkkent a laminin-5, fibrktime kollagén IIl, CD44,
MMP-7 és TIMP-1 szintje az NF+CSCC?7 csoporthoz képE3B. abra). Indirekt
kokultirdban a fibroblaszt oldalon a vizsgalt fgdlérmindegyikének szintje
csokkent a TF/CSCC7 mintdkban NF/CSCC7-hez képeghltozas szignifikans
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mértéki volt a laminingl, laminin-5, fibronektin, kollagén I, 1, IV és A4
fehérjék esetében (13C. abra). A tumorsejt oldaldaminin-5 és TSP-1 szintje
szignifikansan magasabb, mig a CD44 és MMP-7 egpi@slacsonyabb volt a
TF/CSCC7 mintdkban NF/CSCC7 -hez képest (13D. aBma)ndirekt kokultiura
nem idézett &l |ényei valtozast a tumorsejtek fehérjetermeléséh8A. és 13B.
abrak).

Kazein és zselatindz zymogrammal vizsgaltuk az MMPMMP-2 és
MMP-7 enzimaktivitasat sejtkultira feliliszobdlakt és indirekt kokultiraban
(14. abra). A pro-MMP-1-et csak a fibroblasztokmelik, mindkét kokultaras
rendszerben a TF fibroblasztokban mértik a legnaddpdehérjeszintet és a
CSCC7 sejtek jelenléte csokkentette az aktivitdstA( és 14B. abrak). A
zselatinaz zymogrammokon az MMP-2 aktiv és inakitikmajat is egyarant
detektaltunk (14B. abra), direkt kokultiraban a C3Gejtek aktivaltak az MMP-
2-t (14A. abra). Indirekt kokulturdban inkabb cséhkiette a tumorsejt jelenléte
mind az aktiv, mind az inaktiv MMP-2 forma felllégan mért mennyiségét a
fibroblaszt mintakban. A CSCC7 sejtek altal termgito-MMP-7 direkt
kokultiraban egyérteltien csak az NF+CSCC7 mintakbal volt kimutathato (14A
abra). Az indirekt kokultirdban lathatd, hogy aéied egyenletesen oszlott el az
inzert mindkét oldalan és a fibroblasztok jelenléem befolyasolta a CSCC7
sejtek pro-MMP-7 aktivitasat (14B. abra).

51



DOI:10.14753/SE.2015.1808

Pro-MNMP-1

Pro-MMP-2
Aktiv MMP-2

Pro-MMP-7

Coomassie

Pro-MMP-1

Pro-MMP-7

c 0,3% FBS NF CSCCy NF/CSCC7Y NF/CSCC7? 5%FBS kDa

. Pro-MMP-2 —,.
Atmeneti MIMP-2 —
Aktiv MMP-2 —>

Coomassie

D 0,3% FBS TF CSCC7 TF/CSCCY TFicScC? 5% FBS kDa
92

n Pro-MMP-2 —,
Atmeneti MMP-2 —,
Aktiv MMP-2 —>

Coomassie T T e e——— Y

14. abra. Kazeindz és zselatindz zymogramok direkfA) és indirekt (B-D) kokultarak

72

sejtkultdra feltluszéjabol.

6. 1. 4. 3. Az extracellularis matrix k66 membranfehérjék és receptorok a
méhnyaki modellrendszerben
A 15. abra tartalmazza a direkt (15A. abra) ésrakdi (15B. abra)

kokultira hatasara bekovetkemtegrin expresszios valtozasokat, a jeleget

52



DOI:10.14753/SE.2015.1808

actinra normalizaltuk. Az

integrinf5 ellenanyag csak

maodszerre volt vizsgalhato (15C. abra).
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15. abra. Integrinprofil direkt (A) és indirekt (B) kokultiraban. ITGB5 (z6ld) és fibronektin

(piros) fluorescens immuncitokémia (C). A magok kélDAPI festédiek, mérce 20um.

Az integrin a4-et ésu5-6t csak a fibroblasztok, az integrb-ot ésp4-et

csak a tumorsejtek, az integrinv-t, pl-et, B3-at €sp5-6t mindkét sejttipus

expresszalja (15. abra). Az ép és tumoros fibrabd&en, valamint a CSCC7

sejteken kimutatott

integrinek alapjan az alabbitegnnparok

jelenléte

feltételezhed. A fibroblaszok a thrombospondint3p1, a4p1 avp3), fibronektint
(a5B1, avpl, avp3), tenascint dvp3), vitronektint Gvp3, avp5) és VCAM-1-et
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(a4pl) ko integrinparokkal rendelkezhetnek. A tumorsejtdicdnektint ¢vp1,
avPB3, avp6), thrombospondintof/3) és vitronektint dvp5) ko integrineket
csak kis mértékben, lamininokat kket @31, a6p1, a6p4) nagy mennyiségben
expresszaljdk. Ezen kivil mindkét sejt rendelkeaikan integrinekkel qvp1,
avp6), melyek képesek kotni a matrixban szabad formdbakilhaté LAP-TGB
komplexet.

Az eddigi eredményekhez hasonloan a fibroblasztokumorsejtek kozti
fizikai kontaktus nagyobb hatassal volt a sejtektegnn expresszios
tulajdonsagaira, mint az indirekt kokultira. A diré&okultira esetében szinte az
dsszes integrin expesszidjétina kokultira hataséara, és a TF fibroblasztok gobb
expresszaltak a vizsgalt integrineket, mint az Mffek (15A. abra). Az indirekt
kokultira esetében azonban fibroblasztok integmpresszios tulajdonsagait
kevésbé befolyasolta a tumorsejt jelenléte, és a€ftek integrin expresszidja is
csokkent NF-hez képest (15B. abra). Azonban a Tteksgelenléte fokozta a
CSCC7 sejtek fibronektin és laminin kdhegrinjeinek expresszigjat (15B. abra).
Az ITGB5 a fibroblasztok és a tumorsejtek felszimgyarant detektalhatd volt
(15C. abra).

CD151

16. dbra. CD151 (z6ld) immuncitokémia mono- és diké kokultirdban. A magok kék DAPI

festédiek, mérce 20um.
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A pro-MMP-7 kot és integrin stabilizal6 CD151-etkent a CSCC7
sejtek, de a fibroblasztok is expresszaljak a felg@dn. A CSCC7 tumor
fészkekben a szorosan kapcsolodo sejtek kozét & imunreakcid, mely a TF
fibroblasztok hatasara direkt kokulturaban az egtdiaeltavolodd sejtekben
csokken (16. abra).

A membranfehérjék kdzul az integrineken kivil viasgk CD44 standard
format is, mely extracellularis és transzmembraységekidl all. Az ektodomén
proteolitikus hasitasa kovetkeztében I|étrejon alubdes CD44 forma, és a
membranban maradt intracellularis fragment [98kedtfelszini fehérjét Western
blottal, a lehasadt format dot blottal mutattuK1i. abra).

0%06\ c?oo« Y 0906\ %06\ o y %06\
¢ & & & & ¢« ¥ s« & & &&
CD44‘- - ‘ CDA3 e - o o
B-actin “_N B-actin ‘ e - ‘
CD44‘. ® ‘ coas 00 ...
Ponceau‘ o0 k) . .‘ ronceas @) @ @ @ . . .

17. dbra. CD44 Western blot sejtlizatumbol és dotlbt sejtkultira feliiliszobdl direkt (A) és
indirekt (B) kokultdraban.

A direkt (17A. &bra) és indirekt (17B. abra) kokm# eredményeket
egyuttesen elemezve meggallapithatd, hogy mind baoliasztok, mind a
tumorsejtek termelnek olyan proteazokat, melyekitaas képesek a CD44
fehérjét, mivel a feliliszéban mindegyik mintdbohktathaté a CD44 szoubilis
fragment. A Western blot eredmények arra utalnalgyha tumorsejtek altal
termelt proteazok (pl: MMP-7) mas helyen hasitjakCB44 fehérjét, mint a
fibroblasztok &ltal termelt enzimek (pl: MMP-1). §liaz NF/CSCC7 és
TF/CSCC7 mintakban a CSCC7 sejtek altal termelttgdaok hatasa nem
ervényesul, addig az NF+CSCC7 és TF+CSCC7 mintakbaumorsejtek altal

termelt protedzok hasitjdk a CD44-et. Feltételezhidigy a tumorsejt mintakban
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az enzimhasitas kovetkeztében olyan kisniémetracellularis darab jon létre,

melyet az ellenanyag Western blottal mar nem nkitglt7. szamaua kép).

6. 1. 4. 4. Szabalyoz6 mechanizmusok a méhnyaki nedidendszerben

A matrix fehérjék terméldését és mennyiségét tdbb komponens
befolyasolhatja. Ezek kdzil a fibroblasztok myodibiasztta alakulasaban fontos
SDF-1 és TGH1 szabalyozé szerepét vizsgaltuk. Teljes sejtliméiti mMRNS
szinten és sejtkultdra fellliszobol ELISA-val serdtunk kimutatni az SDF-1-et

egyik kisérleti rendszertinkben sem.
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18. abra. ELISA vizsgéalattal sejtkultira fellliszol kimutatott aktiv TGF- Bl

koncentraciodja direkt kokultdraban. *** p<0.0001.

Az mRNS szini eredmények azt mutattak, hogy mind a fibroblasztok
mind a tumorsejtek expresszaljak a T@&Fet, de a CSCC7 sejtek fokozottabb
mértékben, és a kilonb®ztenyésztési feltételek nem befolyasoltak a gén
expresszidjat (4. tablazat, fuggelék 4. tablazAt)TGF-1 ELISA vizsgéalat a
feliliszéban taldlhaté aktiv TGR-et képes kimutatni. A CSCC7 sejtek
fellluszdja tartalmazott immunreaktiv T@HE-et (mono-, direkt és indirekt
kokultiras mintakban is ~50 pg/ml), melynek menéges csak az NF+CSCC7

direkt kokultiras mintaban valtozott meg. Az NFtalejfizikai kdzelsége 3,63x
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magasabb (Mann Whitney teszt: p<0,008%pressziot eredményezett a CSCC7
és TF+CSCC7 mintakhoz képest (19. abra).

6. 1. 5. Migracios vizsgalatok a méhnyaki modellredszerben
— vam s

19. abra. Méhnyaki modellrendszer sejtjeinek migréd fenotipusa NF (A) és CSCC7 (B)

sejtek esetében. A jellegzetes migrald sejteket ps nyillal jeldltik. Mérce: 100pm.

A méhnyaki modellrendszerben Boyden-kamrdban valgréattatassal
vizsgéltuk kilonbo& kemoattraktansok migracioéra kifejtett hatasat. dhfluens
tenyészetek mitomycin C-vel tori€rkezelésével gatoltuk a proliferaciot, igy
hatékonyabban tudtuk vizsgalni a migral6 sejtekegralitett médszerekkel.

Kezdetben kulonbdz szérumkoncentracioju sajat tapfolyadékot, majd az
NF sejtek esetében a CSCC7 sejtek, a CSCC7 essptdben az NF tenyészetek
kodicionalt fellliszéjat hasznaltuk kemoattrakt@ms®t 6ran at. A kondicionalt
tapfolyadék egyik sejt esetében sem valtott ki édgit. Mivel alapveten a
tenyészetekben mindig lathatéak migraldé sejtek, igwlészitileg a
tapfolyadékban taldlhatd kemoattraktansok nem kaltemdelkezésre elég nagy
koncentriciéban az ellentétes sejttenyészetek ukd@jdban. Korabbi fehérje
vizsgalatainkbdl kiindulva a tovabbiakban a kéttitgmjs altal termelt fehérjék

kozul hasznaltunk kemoattraktansént koncentraltnyisgégben.

57



DOI:10.14753/SE.2015.1808

NF CSsCC7 NF+CSCC7

20. &bra. Az NF és CSCC7 sejtek migracijanak vizétpta Boyden-kamraval

monokultiraban és direkt kokultiraban 24 6ra utan. Mérce: 50 um.

Extracellularis métrix fehérje, mas néven matrigéind a normal
fibroblaszt, mind a tumorsejt esetében ap2ml koncentracidban bizonyult a
megfelebnek, ez esetben mindkét sejttipus atvandorolfua &tmeééjt lyukakkal
rendelked membran egyik oldalardl a masikra. A CSCC7 sefiskcsoportokba
rendeddve migraltak, mig az NF sejtek inkabb egyeséveal. &Hkét sejttipust
keverve toltottik a kamra félsrészébe, akkor a tumorcsomoék a fibroblasztok
kozelében csopotosultak, ahogy azt a direkt kokagtienyészetek esetében lattuk
(20. abra).

Az integrin receptorok vizsgalata soran megbizoogtsnk afebl, hogy a
fibroblasztok fibronektin és egyéb extracellulangtrix fehérje receptorokkal
rendelkeznek, mig a tumorsejtek leginkadbb lamingteptorokkal vannak
felvértezve, de kis mértékben fibronektin recemxpresszio is kimutathatd volt.
A fibroblasztok termelnek fibronektint és laminiratkis, mig a tumorsejtekre
foként a laminin-1 szintézis jellezA migracids vizsgélatokéként a CSCC7
sejtek esetében lényegesek, igy a tovabbiakban reezek kisérletekre
szoritkoztunk.

A 10% szérumtartalmu tapfolyadék mellett azonosckotracioju (25
ug/ml) fibronektin és laminin-1 fehérjét alkalmazkurkemoattraktansként a
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CSCC7 sejtek migracios vizsgalatanal. A 21. abrh gpemélteti, hogy a
tumorsejtek laminin-1-re 2,7x (Mann Whitney teg#0,0001) jobban migraltak,
mint fibronektinre. Ez az eredmény meggti az eddigi eredményeinket,
miszerint a laminin-1 fokozott jelenléte kulcsszee jatszik a tumorsejtek

migracidjaban.

aminin-1
BT

R4 2 3
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21. &bra. CSCC7 sejtek motilitasanak vizsgalata 24ras Boyden-kamrdban tortérd
migraltatdssal 10% szérum, 25pg fibronektin, és 25 pg laminin-1 kemoattraktdnsok

hasznélata mellett. Mérce: 20Qum.
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6. 2. Fejnyaki modellrendszer vizsgalata
6. 2. 1. A kokultiraban tenyésztés hatasara bekoveizé expresszios
valtozasok
6. 2. 1. 1. mRNS expresszios valtozasok a fejnyakodellrendszerben
A méhnyakrak modellrendszer eredményei és az inotiahdatok alapjan

a 7. tablazatban felsorolt extracellularis matromponensek mMRNS expresszios

valtozasait vizsgaltuk indirekt kokultiraban monibitahoz képest a fejnyaki

modellrendszerben is.

7. tébldzat qRT-PCR mMRNS expresszidés valtozdsok miomtaraban és

indirekt kokulturaban. Az expressziés értékek mindegyike x100.

Gén Norm. exp. Norm. exp. Norm. exp. Norm. exp. Valtozas a Valtozas az
PDL PDL/SCC-25 SCC-25 PDL/SCC-25 | PDL/SCC-25 PDL/SCC-25
vs. PDL vs. SCC-25
FN1 29,06£7,99 37,11+11,66 1,12+40,38 6,59+2,32 1,28 5,88 1
ITGA3 0,52+0,17 0,22+0,09 0,85+0,24 1,20+0,29 0,43 | 1,41
ITGA4 0,17+0,04 0,24+0,04 - - 1,41 -
ITGAS 1,19+0,24 3,48%1,19 0,87+0,13 1,75+0,30 2,92 1* 2,01 1*
ITGA6 - - 1,7740,21 1,72+0,22 - 0,97
ITGAV 0,74+0,20 1,61+0,08 0,92+0,03 0,53+0,03 2,18 pr** 0,57 [***
ITGB1 18,64+4,06 16,80+2,11 8,54+1,30 8,93+1,37 0,90 1,05
ITGB3 0,25+0,07 0,60+0,20 0,52+0,14 0,68+0,11 2,40 1* 1,30
ITGB5 0,38+0,05 0,47+0,09 0,13+0,01 0,14+0,01 1,22 1,09
ITGB6 - - 0,57+0,08 0,40+0,05 - 0,71
TGFB1 | 2,42+0,28 5,89+1,39 1,81+0,14 2,8810,26 2,44 1 1,59 1**
THBS1 | 40,45+5,60 76,96+10,07 3,88+0,55 3,60+0,71 1,90 t** 0,93
CD44 - - 19,18+7,344 20,77x4,42 | - 1,08
MMP1 0,05+0,02 0,20+0,05 0,02+0,00 0,26+0,07 4,01 1* 13,82 p+*
MMP2 12,24+1,40 27,8315,56 0,39+0,02 0,68+0,14 2,27 1 1,74 1
MMP3 0,26+0,14 0,9310,25 - - 3,60 1* -
MMP9 - - 0,16+0,04 0,22+0,08 - 1,35 ***
MMP14 - - 0,01+0,00 0,01+0,00 - 0,93
TIMP1 13,32+1,49 37,4316,39 0,09+0,02 0,24+0,03 2,81 1+ 2,56 R
TIMP2 2,12+0,36 1,73+0,25 0,09+0,01 0,17+0,03 0,82 1,85 1*
TIMP3 16,34+0,93 69,60+11,63 1,38+0,04 3,84+0,29 4,26 1*** 2,78 rx*

Az ITGA%4et és aMMP3-at csak a fibroblasztok, dZGAG-ot, ITGB6-ot,
CD44et, MMP9-et ésMMP14-et csak a tumorsejtek expresszaltak, mig a tébbi

gén esetében mindkét sejt méthetRNS intenzitast mutatott. AzonbarFall,
THBS1, MMP2TIMP1 ésTIMP3 esetében egyértelran a fibroblaszt mintdkban

meért expressz6 a meghataroz6é. A PDL fibroblaszttaklvan a kokultiras
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tenyésztés hatasara szignifikansabtt rmz ITGA5 ITGAV, ITGB3 TGFB]
THBS1 MMP1, MMP2, MMP3, TIMP1 és TIMP3 gének expresszioja,
ugyanakkor aiTGA3 szintje jelenss mértékben lecsdkkent. A tumorsejt oldalon
nagy mérékben dit a FN1, ITGA5 TGFB1L, MMP1, MMP2, MMP9, TIMP1,
TIMP2 és TIMP3 mRNS szintje és szignifikans mértékben csokkenlTézAV

expresszio (7. tablazat).

6. 2. 1. 2. Fehérje expresszids valtozasok a fejkyanodellrendszerben

Az mRNS expresszids eredményekkel ellentétben jiekgmten mar csak
a fibroblasztokban tudtunk fibronektin immunreakcidmutatni (22A. és 22B.
abrak), a cellularis fibronektin az SCC-25 sejtekbem expresszalodott (22C. és
22D. abrak).

PDL

SCC-25

22. abra. Fibronektin immuncitokémia a PDL (A) és £C-25 (C) sejteken. A B és D abran a

sejtek elhelyezkedése lathat6 a faziskontraszt féieleken. Mérce: 10@m.
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Paraffinba agyazott sztveti metszetek fluorescenmunhisztokémiai
festésével vizsgaltuk a CD44 és MMP-9 fehérjék stidukalizaciojat (23. abra).
Mindkét fehérje az RNS eredményekkel dsszhangbak esdaganatsejteken
expresszalodott. A daganatsejtek felszinén expibssz CD44, és a felszinen
valamint a citoplazmaban is kimutathatd MMP-9 reéakc kolokalizaciot

mutatnak (23. abra nyilak).

23. abra. CD44 (piros) és MMP-9 (zold) fluorescensmmunhisztokémia fejnyaki
daganatszoveten. Kék szind magfestés DAPI-val. A ik a vizsgalt fehérjék

kolokalizacidjat mutatjak. Mérce: 100 pm.

A fibrolblasztok sejtlizatumabdl kimutatott MMP{2hérjeszint igazolta
az mRNS eredményeket (24A. 4bra)pActinra normalizalt MMP-2 expresszio
szignifikans noévekedést mutatott (Mann Whitney ttepz0,05) kokultiraban a
monokultirahoz képest (24B. abra).
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24. abra. MMP-2 ésp-actin Westen blot mono- és kokultiraban tenyésztetfibroblaszt

mintakon (A). A B abra a p-actinra normalizalt denzitometrids eredményét abraolja.

Mindkeét sejttipus sejtlizatumabol (25A abra) esksdfura feltliszéjabal
(25B. abra) zselatinaz teszttel vizsgaltuk az MM 2MMP-9 fehérjek
aktivitasat.

A PDL fibroblaszt sejtlizatumabdl (25A. é&bra) ésejtlaultara
feliluszéjabol (25B. abra) a mono- és kokulturas/észtés esetében is csak az
MMP-2 inaktiv formdja volt kimutathatd, mennyiségem valtozott a tumorsejt
jelenlétében. Az SCC-25 tumorsejtek sejtlizatumabarom csik kulonithétel,
az inaktiv és aktiv MMP-9 formak, valamint az MMPeBalakja (25A. abra).
Kokulturaban a pro- (25C. abra) és aktiv (25D. alvEMP-9 intenzitasa is
szignifikans mértékbendtt a monokulturaban észlelthez képest (Mann Whitney
teszt: p<0,001), mig az inaktiv MMP-2 csikok haéomitenzitast mutattak. A
tumorsejtek feltliszojabol a pro-MMP-9, az MMP-alktiv és aktiv forméi is
kimutathatok (25B. abra). Mindkét MMP-2 forma mers@ge szignifikansandit
(Mann Whitney teszt: p<0,001) a fibroblasztokkalovagyutt tenyésztés hatasara
(25E. és 25F. abrék).

63



DOI:10.14753/SE.2015.1808

A
PDL SCC-25 PDL/SCC-25 PDL/ISCC-25 FBS L kDa
Pro-MMP-9
Aktiv MMP-9
Pro-MMP-2
B
PDL SCC-25 PDL/SCC-25 PDL/SCC-25 FBS L kDa
Pro-MMP-9
Pro-MMP-2
Aktiv MMP-2
C ik D *kk
401 | 14+ 1
o 337 @ 124 T
o aq o
= i = 101
s 2 Z 8-
2 0 w
E 45 E ¥
£ 104 E
o [}
P 5 =z 2_
(1] T T T 0 T T T
~ ) % % ) ‘.)
& ;O F S
&o & @o \}o., < \>°"
M
& ® & ®
E F
180= Kkk 180
o 1601 2 o 160 S
%' 1404 = g 1404
= 120- E 120
o £ 100~
£ 100 %
£ % £ ™
o —. 604
g ® £
K 40+ 5 40-
204 < 20-
ol - . (B ' .
> N N3 ) v N o
Qo G(,ﬂ' 0(,"» c’(,ﬂ' Qo (,C::b 00& 60:»
\)‘b o \)9 \)6 L) \)‘b
& ' & <

25. abra. A PDL és SCC-25 sejtek zselatidz aktivisa sejtlizatumbol (A) és sejtkultira
feliluszébol (B). A zselatinaz aktivitas denzitometas értékei a C-F grafikonokon lathatéak.
A tumorsejtek lizdtumaban az inaktiv (C) és aktiv D) MMP-9 formék is megjelennek, a
felliluszoban az MMP-2 inaktiv (E) és aktiv (F) forndja lathato.
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Az eredményeket Osszegezve elmondhatd, hogy az -IMiémorsejt
specifikus funkcioval rendelkezik, mivel aktiv foéja csak az SCC-25 sejtekben
fordul eb. Az MMP-2 inaktiv formajat mindkét sejt termelie caiz aktiv forma
csak a tumorsejtek altal termelt fellliszéban jelereg. A monokultirahoz
képest a kokultirdban mind az MMP-9, mind az MMR&iv formajanak

mennyisége étt az SCC-25 sejtekben, vagy azok kérnyezetében.
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26. abra. TIMP-1, TIMP-3 és B-actin Westen blot mono- és kokultirdban tenyésztet
fibroblasztokon (A). A B abra a TIMP-1, a C abra a TIMP-3 B-actinra normalizalt

denzitometrias eredményét abrazolja.

Az MMP-k természetes géatlojaként ismert négytagdH lcsalad TIMP-1
és -3 tagjat vizsgaltuk tovabb a fibroblaszt mibk az mMRNS eredmények
alapjan (26A. abra). Mind a két fehérje expresszidjt az SCC-25 sejtekkel valo
egyutt tenyésztés hatasara (26B. és 26C. abrdk\R-3 szignifikhns mértékben
(Mann Whitney teszt: p<0,05).
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27. abra. ITGA5 Western blot a fejnyaki modellrendgerben.
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A fejnyaki modellrendszer esetében az integrinelkziikéaz integrin a5-6t
vizsgaltuk Western blottal (27. abra). A mMRNS psEryekhez hasonldéan
mindkét sejtben 1,5xdtt a fehérje mennyisége kokultirdban monokultarahoz

képest.

6. 2. 2. Szabalyoz6 mechanizmusok a fejnyaki modelhdszerben
A matrix atalakulast szabalyoz6 SDF-1 és T@EF-hatasan tal
munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan [69]sgatuk az IL-B

szabdlyoz6 szerepét is.
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28. abra. SDF-1 mRNS (A) és fehérje (B) expressadPDL fibroblaszt mintdkban.

Az SDF1 gén mRNS expresszidja ahogy vartuk csak a PDL &kliran
volt detektalhato real-time PCR-el. Szintj&tra tumorsejt hatasara, de a valtozas
nem szignifikans (28A. abra). Sejtkultira feltldsabELISA-val vizsgaltuk az
SDF-1 szekretalt fehérje mennyiségi valtozasaitg Mionokultirdban 5,233
pg/ml koncentraciot mértiink, addig az indirekt kibktdban tenyésztés hatasara
az SDF-1 szint szignifikas mértékben (Kruskal-\Walteszt: p<0,0001) 2,1x-re,
azaz 10,94 pg/ml-redit (28B. abra).

A TGF$1-et, ahogy méar emlitettik mMRNS szinten mind a két
sejttipus kdzel azonos mértében expresszalta, kékwdtirakban szignifikansan

nétt az expresszidé a monokultirakban meért szintekk@ézest (8. tablazat).
66



DOI:10.14753/SE.2015.1808

ELISA-val vizsgéltuk a fellliszéban taladlhaté akfihérje mennyiségét. Az
TGF1 fehérje expresszio a PDL és SCC-25 mintakbannh@eo alakult (8,5-
37,8 pg/ml). Allandé TGRB1 szint volt mérhét a mintakban, a kokultiraban
val6 tenyésztés nem eredményezett szignifikAnezédt egyik sejt esetében sem.
Az aktiv fehérje allandé jelenléte viszont a jeitvtovabbi tagjainak vizsgalatara
0sztonzott minket, igy real-time PCR-el vizsgalaslRGFBR2 LTBP1 ésTIEG

gének mMRNS expresszios szintjeit (8. tablazat).

8. tAblazat. A TGFf1 utvonal szabalyoz6 génjeinek expresszios valtozaas
fejnyaki modellrendszerben. Az expresszios értékefd Ct) mindegyike x100.

Gén Norm. exp. Norm. exp. Valtozas Norm. exp. Norm. exp. Valtozas
PDL PDL/SCC-25 PDL/SCC-25 SCC-25 PDL/SCC-25 PDL/SCC-25
vs. PDL vs. SCC-25
TGFBR2 0,28+0,04 0,46+0,08 1,67 1* 0,06+0,01 0,05+0,00 0,85
LTBP1 5,17+0,65 5,98+0,69 1,16 0,20+0,03 0,67+0,10 3,35 1***
TIEG 0,51+0,10 1,4040,32 2,76 1* 1,5040,14 1,0740,08 0,71

A TGF$1 receptorai kozul aTGFBR2 féképp a fibroblasztokban
expresszalodott, szintje szignifikAnsafttra CSCC7 sejtek hatasara (8. tdblazat).
Az aktiv TGFf1 kialakulasaban fontos szerepet jatdZbBBP1 expresszidja
szintén a PDL mintakban volt magas, szingnifikangpressziobeli valtozas
viszont a tumorsejtek esetében volt tapasztal#atokultiras mintaban dit az
LTBP1 szintje a kontrollhoz viszonyitva (8. tablazat). TAEG gén a TGH1
hatékonysaganak és aktivitasanak markeréill szdjatkét sejt expresszalta, a
PDL mintakban 6tt a gén expresszidja a tumorsejt jelenlétébetafBazat).

A TGF-B1l jeltavitelben szerepet jatszo gének extracelkilanatrix
atepulést szabalyoz6 funkcidira SPSS program segitel vilagitottunk ra (9.
tablazat). A mono- és kokultirdban tenyésztetobltaszt mintAkMMP ésTIMP
génexpresszios értékeit dsszevetettikGEFBR2 LTBP1 ésTIEG gének mRNS
expresszioival. ATGFBR2 és a TIEG eredmények szignifikans mértékben
korrelaltak aTIMP és MMP2 eredményekkel, illetve egymassal (korrelacios
koefficiens magasabb, mint 0,66, p<0,01) (9. tadtlaz
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9. tabldzat. mMRNS expresszidos korreldcidés vizsgélata fejnyaki
modellrendszerben.

[Korreléciés koefficiens MMP2 | TIMP1 | TIMP2 | TIMP3 | TGFBR2
TGFBR2 (N=28; **p<0,01)\ 0,767** | 0,689** | 0,766** | 0,711** -
TIEG (N=28; **p<0,01) 0,854** | 0,760** | 0,766** | 0,660** | 0,891**

Az irodalomban taldlunk utalast arra, hogy az f_kezelés befolyasolja a
sejtek MMP termelését,élieg az MMP-1 és -3 esetében [99]. Emiatt és
kutatocsopotunk kordbbi eredményei alapjan vizegalaz IL-13 gyulladasi

citokin szerepét a fejnyaki modellrendszerben.

10. t4blazat. Az IL-1p és receptordnak mRNS expresszios eredményei a
fejnyaki modellrendszerben. Az expresszios értékakindegyike x100.

Gén Norm. exp. Norm. exp. Véltozas Norm. exp. Norm. exp. Véltozas
PDL PDL/SCC-25 PDL/SCC-25 SCC-25 PDL/SCC-25 PDL/SCC-25
vs. PDL vs. SCC-25
IL1B 0,02+0,01 0,06+0,01 2,7 prx* 1,83+0,25 1,88+0,26 1,03
ILIBR 0,16+0,02 0,53+0,07 3,8 pr* 0,03+0,01 0,03+0,00 0,76

Az IL1B foként az SCC-25 sejtekben, receptoldlBR) pedig a
fibroblasztokban expresszalédott. AL1BR expresszidja a PDL sejtekben
szignifikansan 6&tt a tumorsejtekkel valé egyuttélées hatasara (&blazat). A
tumorsejtek esetében immunprecicpitacioval kombingkestern blottal is ki
tudtuk mutatni az IL-f fehérje jelenlétét, az mRNS eredményekhez hasordda
expresszié fehérje szinten sem valtozott a koka#tleenyésztés hatasara (29.
abra).

SCC-25
sejtlizatum

SCC-25

felGlaszo kDa

IL-1B _t“w 16

29. dbra. SCC-25 tumorsejtek IL-P fehérje expresszidja.
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Az IL-1p MMP szabalyoz6 szerepének felderitéséhez kuldnboz
koncentraciéju (0,015-1,5 ng/ml) éséidrtamu kezelést (0, 4, 8, 24 Ora)
alkalmaztunk a PDL és SCC-25 sejtek monokulturagészeteinél, majd mRNS
expresszidbeli valtozasokat vizsgaltukMikIP ésTIMP gének esetében. A PDL
fibroblasztokndl azMMP1 és MMP3 gének expresszidja szignifikansaittn
(Student-félet-proba Welch korrekciéval: **p<0,01 és *p<0,05) 4 @ras 1,5

ng/ml IL-1B kezelés hataséara (30. abra)MidP2 szintje nem valtozott.
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30. abra. A PDL fibroblasztok MMP1 (A) ésMMP3 (B) mRNS expresszios valtozasai az IL-

1B kezelések hataséra.
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Az MMP1 és MMP9 eredmények a SCC-25 sejtek esetében nem bizokyulta
szignifikansnak. Ahogy vartuk, az ILB1 receptort szinte alig expreszalo
tumorsejtekMMP ésTIMP termelését nem befolyasolta a kezelés.

A gyulladasi ciktokinek hatasdnak visszaszoritasadekében a
klinikkumban alkalmazott szintetikus szteroid a dargazon (DEX), mely
ugyanugy gatolja a CRH és az ACTH termelését, mikortizol. A tumorsejtek
altal termelt IL-B fibroblasztokra gyakorolt hatasat kokulturaban DiEe¢eléssel
gatoltuk, és vizsgaltuk aZIMP ésTIMP gének expresszio valtozasait. TAVIP1
és TIMP3 génexpresszio szignifikans meértékben lecsokkerDEX kezelés
hatdsara a kezeletlen kokultiras mintakhoz képgtstdént-félet-proba Welch
korrekcioval: p<0,01). ATIMP3 DEX kezelt minta expresszi6ja a monokultaras

kontroll mintak szintjére cstkkent vissza. A tolgdén esetében a valtozas nem
volt szignifikans.

6. 2. 3. Invazios és migracios vizsgalatok a fejniamodellrendszerben

Invazios és migracios teszttel vizsgaltuk a kakalthatasat SCC-25 sejtek
motilitisara.
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31. abra. Az invaziv (A) és migralt (B) SCC-25 sajk szazalékos aranya monokultiraban és
indirekt kokulturaban.
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A fibroblasztok indirekt jelenlétének hatasara andwsejtek szignifikdnsan
nagyobb invazivitast mutattak (Student-félproba Welch: p<0,05) (31A. abra),
és szignifikansan tobb sejt vandorolt at a matiejddevont inzerten keresztil
(Student-félet-proba Welch korrekciéval: p<0,01) a kontroll tesyétekhez

képest (31B. abra).
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7. MEGBESZELES

Napjainkban bizonyitott ténynek tarthatjuk, hogyeganatokban jelenlév
nem tumoros sejtek szoros, funkcionalis kapcsomatieEnnak a tumorsejtekkel
[1]. Kbvetkezésképpen a tumorszovet bioldgiai WiedEsét ez a kdzbsség egylitt
hatarozza meg. Kérdés, hogyafikixdik a daganatszévet mint tarsadalom, milyen
munkamegosztds van a tumorsejtek és a stromalikekseyalamint az
extracellularis matrix koz6tt? A tumor-stroma irtiecio természetesen szamtalan
eseményt befolyasol a daganat életében a sejtatéinéls a sejtek kérnyezeteben.
Kutatdsunk ennek a kérdésnek néhany szeletét kivgotcé ald venni,
nevezetesen 1. a normalis €s a tumor-asszociatibfasztok kozott fellelhét
eltéréseket, 2. matrix fehérje szintetizaldé akéisitk valtozasat tumorsejtekkel
tortérd interakcio esetén. Kapott eredményeinket az imdal tikrében
értelmezzik.

Két modellrendszert alkalmaztunk, a fejnyak eréddaphamrak
tenyészetet fogbél erddfibroblasztokkal, a HPV-16 pozitiv méhnyakrak skt
méhnyakrakbol szarmazo fibroblasztokkal, illetve naitéti preparatumban
latsz6lag tumormentes portio-bdél tenyésztett fitaebtokkal neveltik
kokultarakban Lathat6 tehéat, hogy fibroblasztjaink harom csopoképviselnek:

1. biztosan daganatmentes szodkeflzarmazo sejtek (PDL); 2. tumor kérnyéki ép
szovetldl szarmazo sejtek (NF); 3. bizosan tumorbdl kinétets sejtek (TF).

Jollehet az 0Osszehasonlitas soran tekintetbe kefinink a sejtek
topografiai eredetének potencidlis hatasat az ualkalmegfigyelt fenotipusos
valtozasokban, bizonyos szZirdnaldgia a kétféle raktipus kdzott vonhatd, hiszen
mindkét esetben laphamrakokrél beszélink. Mégisetédik a kérdés, hogy az
eltén lokalizacioju laphamrakok és stromalis elemeikremomaodon viselkednek-
e a tumorprogresszié soran?

Tobb tanulmany is arrél szadmolt be, hogy a differéiddott testi sejtek,
igy a hamok és a stomalis fibroblasztok is ,pozigis memoriaval”

rendelkeznek. Sagi és munkatarsai igazoltak, hoggsemchymalis 6ssejt
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populacidk egyedi ,Hox koddal” vagy ,Hox gén kifef@ési ujjlenyomattal”
birnak, amely specifikus a sejtek anatomiai eredeté&nnek megfeléen
preferencialisan fejeznek ki olyan transzkripciaktérokat, melyek az adott szerv
vagy szOvet embriondlis féfiésében is nélkllozhetetlen szereppel birnak. A
sejtek topografikus hovatartozasa, illetve enngiszati emlékei a kulonbdy
szOveti eredét kultirakban még igen hosszu tainm vitro tenyésztés (10-15
atoltas) utan is meégzédnek [100]. Microarray vizsgalatok bizonyitjak, lyog
kilonbo®d donorokbol szarmazé fibroblasztok génexpressziogarata azonos
testtdjaknak megfelébn szignifikAns hasonlésagot mutat, ugyanakkor z0&0
donorbdl, de kilonbdrtesttajakrol szarmazo gének expressszioja jedenteltér.
Hox expresszidés mintazatuk alapjan meghatarozhatyy az egyes fibroblasztok
melyik anatomiai tertledt szarmaznak. Bizonyos fehérjék atirasa, vagy
mennyisége, mint az extracellularis matrixot alkdtollagének, fibronektin,
fibrillin tehat helyspecifikus lehet a fibroblaskt@setében [15]. A pozicionalis
memoria elméletet tamasztja ala egy masik kozlemgnynelyben nem talpi
eredeli hamsejteket kokultiraban novesztettek talpi dasm@apillakbdl
szarmazo, illetve talpi, de retikularis kézovetlbl szarmazo fibroblasztokkal. A
papillaris fibroblasztok az 6sszes esetben indakalttalpra jellemi keratintipus
expressziojat a nem-talpi hamsejtekben, mig auldtils fibroblasztok csak az
esetek felében [101].

A tumorprogresszio soran bekdvetkezxtracellularis matrixvaltozasok és
sejtes események sokban hasonlitanak a sebgyégyurdagfigyeltekéhez.
Kalluri szerint a tumor egy olyan seb, ami soseragyyl [14]. Jogos tehat, hogy
a valtozasok feltérképezése soran olyan makromik&uvizsgaljunk, melyek a
sebgyogyulasban is aktiv szekdpl Szoveti imunnfestések és PCR-el validalit
RNS microarray eredmeényei adtak megolednt a kutatas iranyvonalat a
méhnyakrakok esetében, ramutatva azokra a molelallakelyek valtozasa
jelens lehet a meéhnyakrak élete szempontjabdl. Ezek zalibamembran
laminin-al, $1, laminin-5, perlekan, az intersticidlis matrixnégjéi kozul a
fibronektin, tobb MMP, a thrombospondin, a CD44éEGFf1 voltak.
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A méhnyakrakok esetében mar a szoveti mikroarraihivita a
figyelminket arra a tényre, hogy ez a tumorfélesgégymeértékben atszervezi az
intersticialis matrixat. Kialoén felné volt az SMA pozitiv TF sejtek
felszaporodasa, a laminin-1 depozicidja, és a lemiirmegjelenése a tumorsejtek
citoplazmajéban.

In vitro kokultira rendszereink érdekes megfigyekbez vezettek,
melyek 0Osszhangban voltak az immunhisztokémiai gélegokkal. A
dagantmentes régiokbdl szarmazo fibroblasztoléselban fibrillaris matrix
komponenseket, I, 11l tipusu kollagént és fibromektermeltek, mig a TF sejtek
tobb bazélis membran komponenst szekretéltak aészbfolyadékba. A két
laphamrak sejtvonal elt@rMMP szintetizalé aktivitassal birt, és etiémddon
miikodott egyltt a stromalis fibroblasztjaival. A métszintézis és az EMTof
stimulatorat, a TGPBl-et a fejnyakrak modellnél a tumorsejt és a fitasht
egyarant termelte, mig a méhnyakrak modellben @sdkmorsejtben tudtunk
termelést kimutatni. Az ép fibroblaszt jelenlété&deni tudta a tumorsejtek TGF-
Bl termelését. Eltérvolt a tumorsejtek matrix fehérje igénye is. AzGGE5 sejt
fibronektin receptorokat expresszéalt és fibronektiatasara fokozta MMP-9
termelését, mig a CSCC7 sejtekéted) laminin receptorokat tudtunk kimutatni.
Utébbi tumorsejt laminin fluggséget bizonyitotta, hogy Boyden-kamraban

Annak ellenére, hogy a méhnyaki és fejnyaki modetiszereink
vizsgélatakor a tumor-stroma interakcid6 mas-mameie fokuszaltunk, mégis a
két modellrendszerben tapasztalt eredmények osgseveoran kozos vonasok is
fellelhetek voltak.

Mindkét daganattipus kialakulasaban az egyik |eglabb kivaltd
tényed a HPV-16 virusfetizés. Szamos kdzlemény szamol be arrél, hogy a TSP-
1 és CD151 Altal aktivalt integri6 felelbs a virus hamsejtbe jutasaeért [24, 27,
102, 103]. A CSCC7 sejtaMr koztudott a HPV-16 pozitivitas [92],
sejtlizatumaikbdl ki is mutattuk az integri® jelenlétét, mely az integripil-el és
B4-el péart alkotva laminin receptor funkciot tolt. ez SCC-25 sejtek igaz HPV-
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16 negativak [104], de a virustranszfekcido fokozzasejtek proliferaciojat,
életképesseget és terjedését [105]. ALGA6 MRNS expressziot ebben a
sejttipusban is kimutattuk, azonban sem a PDL, aeméhnyaki fibroblasztok
nem expresszaltak ezt a gént. Eddig nem emlitespéilataink alapjan az NF és a
TF sejtlizatumabdl sem mutathato ki a HPV-16 vjalenléte.

A topogréfiailag kulonb&k daganatrendszereink vizsgalatakor szamos
eltérées és hasonlésdg mutatkozott. Az altalunk galtslegfontosabb matrix
komponensek ismert szerepedésegiti rendszeriinkben észlelt valtozasok
értelmezését. A méhnyaki modellrendszerben totegibntosabb valtozdsokat a

32. abra foglalja 6ssze, melynek részleteit a kdakben taglaljuk.
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32. abra. Osszefoglalé abra a méhnyaki modellrendsden kapott eredményeinki6l. Az ép
fibroblasztok a stroma fibrillaris elemeit termelik, melyek elengedhetetlenek a daganatsejtek
lokdlis invaziéjahoz. A tumor-asszocialt fibroblastok az invaziv tumorsejtek progressziojat
és migraciojat segitik eb fokozott laminin-1 és perlekan, valamint cstkkentkollagén 1V
termelésiikkel. A szekretalt metalloproteindzok megbntjak a bazalis membran szerkezetét,
megemésztik az intersticidlis stroma fibrillaris kdlagénjeit, igy a lamininkoté integrinekkel
felvértezett tumorsejtek a stroméban rendezetlen Hazatként megjeleré laminin-1 mentén
hatékony migraciéra képesek. A tetraspanin altal mmbranhoz horgonyzott és aktivalt
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matrix metalloproteinazok lehasitjdk a CD44 extrac8ularis fragmentjét, igy csdkkentik a

daganatsejtek adhézidjat és ékeqiti terjedésuket.

7. 1. A bazalis membran és komponenseinek valtozasa

A laminin-1, illetve a mai terminologiaval laminittl, a nevének
megfelebenal, p1 ésyl lancbdl all [106]. Vizsgalataink soran @ éspl lancot
tanulméanyoztuk, melyekhez kizarélag yd lanc kapcsolodhat, tehat minden
bizonnyal az &ltalunk mért valtozdsok a lamininéltazasait reprezentaljak. A
laminin-1 tumorprogressziéban jatszott szerepe idmert. A molekula
mindharom lanca tartalmaz olyan peptidszekvencjakaelyek szignalként
szerepelnek és befolyasoljak a tumorok viselkedésgtal lancon talalhato
IKVAV és AG73, ayl lancra lokalizalédé C16 peptidekésen fokozzédk a
tumorndvekedést, mig $#1 lacon talalhaté YIGSR motivum gétolja azt.
Erdekességként megjegyzéndhogy az AG73 a tumorndvekedést és az
attétképadeést syndecan-1-hez tortehapcsolddassal fejti ki, az IKVAV viszont
integrin receptorhoz tortén kapcsolodassal fokozza a tumor novekedést és
metasztazis kégrést [107]. Az irodalmi adatok szerint azonban tdbint 40
biologiai aktivitassal rendelkéz peptid talalhtd a molekulan. Szikséges
hangsulyozni azt a tényt is, hogy a daganatokbagtail@hato proteazok ezek
mellet szamos, ma még nem biztosan ismert un. enptin anyagot képesek
lérehozni a laminin molekula emésztésével [107gdlébb négy eredményink
utal arra, hogy modellrendszertiinkben a laminin{d-fumtos szerepe van: 1. a
tumoros fibroblasztok sokkal tobb laminin-1-et teftek, mint a normal
fibroblasztok; 2. direkt kokultiraban a laminin-brikponenseinek szekrécioja
fokozddott; 3. indirekt kokultiraban, ha a fibraddtok laminin szekrécidja
csokkent, a tumorsejtek fokozott laminin-1 terme&&ezdtek, 4. a tumorsejtek
felszinén kitintetetten laminin receptorokat taidk

A laminin-5 (laminin-332) a sebgyogyulds soran &enszerepet jatszik
mind a Kkeratinocitdk migraciéjaban, majd annak ligdaban és a
hemidezmoszomak létrehozasaban [108]. Szamos modalat edsiti meg, hogy

a molekula disegiti a daganatsejtek invaziojat. Ennek soraylanc hasitasi
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termékének szerepét feltételezik, amit az MMP-2 ke [109]. A laminin-5
méhnyak adenocarcinomaban invaziés markerként Adeso [110, 111]. Az
altalunk készitett szoéveti microarray-n valéban j@ithatd volt Ildséges
immunreakcidja a tumorsejtek citoplazdjdban, és iawaziés frontoknak
megfeleben bazalis membrant is formalt. Ezért volt szamankezdetben
nehezen értelmezléethogyin vitro rendszeriinkben a laminin-5 szekrécioja az
NF-hez képest fokozatosan csokkent a TF és a kokklt médiumaban.
Ugyanakkor a tumorsejtek jelést mennyiség a6p4 integrint expresszaltak, ami
tudva lewen a laminin-5 & receptora. Az indirekt TF kokultdra tumorsejt dida
médiuma azonban szignifikAnsan tébb laminin-5-@tabmazott, mint az NF
kokulturaé. Ez az immunhisztokémiaval 0sszevetwebaonyitja, hogy nem a
TF, hanem a tumorsejt fokozza a laminin-5 termeldslénondhato tehat, hogy a
méhnyakrdk sejtek autokrin modon fokozzak a sajatdiojukat a laminin-5
termelésével. A szOvettani vizsgalatok soran amtagfigyelték, hogy a laminin-5
expresszioja csokken a daganat progresszidja ddBhl. Ez a megfigyelés
0sszecseng sajat adatainkkal, melyek szerint azuMBrsejt interakcid soran
magasabb laminin-5 expressziot mértiink, mint a uUFRersejt interakcio
esetében.

A perlekan a bazélis membrad heparan-szulfat (HS) proteoglikanja.
Molekulas#ir6 szerepe mellett HS lancain keresztil novekedéktorfak,
citokinek kotésére képes, ezdltal szabalyozva aykzetben taldlhaté sejtek
mikodését. A multidomén szerkeietmolekula angiogenezist fokozdé és
angiogenezist stimulalé szekvenciakat hordoz. Aekdl szerepél a daganatok
ndovekedésében ellentmondd adatok talalhatdék [1#2-1Kétségtelen, hogy
kitintetett szerepet jatszik az angiogenezishegamatntvekedést stimulaloé vagy
gatlé hatasa is részben ezen alapul. Vizsgalatamkdb perlekan termelése a
laminin-1-hez hasonldéan alakult. A daganatsejtedikdi kozelsége fokozott
perlekan szekréciora dsztonozte az aktivalododinssejteket, de a tumorsejtek
maguk is termelték a molekulat és ezt a TF sepédn|éte jobban stimulalta. A
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lamininhez hasonléan irodalmi adatok szerint résmsz a daganatos
extracellularis matrix kialakitasaban is [115].

A IV tipusu kollagén a bazalis membraé s$trukturalis komponense.
Rendszerlinkben termelésének csotkkenése §aiafjadva a szabalyos bazalis
membran kialakitdsanak. Expressziojanak csokkesléseqiti az EMT létrejottét
[116].

Osszességében a fentiek alapjan megallapithatdy hoghnyakrak
mintainkra jellem#é a bazalis membran komponensek szintézisének
egyensulyzavara. Mi tobb, a lamininek megjelenaekntersticialis stromaban.
A szabdlyos bazalis membran hianyaban a hamsegely, azin situ tumorsejtek
kapcsolatba kerllnek a 6lik addig elhatarolt intersticidlis stroma
komponenseivel. Ez 6nmagabaki@ézheti bizonyos MMP-k aktivalodasat [78,
86]. Masrészt az abortiv bazalis membran tbbbé seabdlyozza a hdmsejtek
statikus elrendé@lését a hemidezmoszomak altal, hanem a sebgydbpulas

“ sz

7. 2. Az intersticidlis stréma valtozasai

A fibrillaris stroma leghatarozottabb valtozaséteat leirtak jelentik. A
méhnyakrakos eseteinkben immunhisztokémiaval nendturilk szignifikans
eltérést kimutatni az ép és tumoros stroma fibroneknennyiségeében,
ugyanakkor a fibroblasztjaink szintetikus aktivdés vitro eltért egymastol
Adataink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk leggyha fehérje szerepe eltéa
fejnyakrak és a méhnyakrak esetéberbhinél ismert tény, hogy a fibronektin
az a5l és avp6 integrinen keresztul fokozza az MMP-9 termeléséhi a
fejnyaki tumorok invazi6jaban fontos szerepet jitspl17]. A fibronektin
szerepét hangsulyozzak émilk esetén a tumorsejtek alvéd allapotabdl invazivva
valasakor is [118]. A fibronektin ED-B izoformdjellemz a fejnyaki rakokra,
ezért terapias targetként is szolgal [119]. Ugy&oakaz a5B1 integrin nincs a
méhnyakrak sejtek felszinén, és a tumorsejtek memeinek MMP-9-etln vitro
a TF sejtek médiumaban feleannyi fibronektin taldt mint az NF sejtekében,
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és ez a kulonbség minden tenyésztesi feltétel thatlegmaradt. A méhnyakrak
sejtek sem termelik a fehérjét. Ezek az adatok atanak, hogy a méhnyakrak
invazidja soran kevéshé veszi igénybe a fibrongkjollehet annak srukturaja
szamos modon segithetné ak invaziét [29].

Feltiing, hogy a lll tipusu kollagén szekrécidja a TF ddjen jelendsen
lecsokkent, mig az | tipusu kollagéné kevésbé zatto A kollagén | szerepér
elté kdzlemények lattak napvilagot. Glioma sejteketlaipusu kollagénol
lancaval traszfektédlva azok novekedése és invakémessége szignifikansan
csokkent [120]. Ugyanakkor pancreas rakban az IllEstipust kollagén
felszaporodéasat a fokozott invazidval hoztak kalatba [121]. Feltételezések
szerint a kdiszOvet merevsége aktivalla a Rho-Rock rendszert, tamébb
fokozza a kollagén produkciot. Utdbbipakatenin Gtvonalon keresztil vezet a
sajat rendszeriinkben tapasztaltakkal arra utalhaly a kollagének szerepe

nagymeértekben fligg az alkalmazott tumormodellt

7. 3. Matricellularis fehérjék

Matricelularis fehérjéken azokat a molekulakatidgstimelyeket a sejtek az
extracellularis matrixba szekretalnak, de nincsemuksuralis funkciojuk.
Altalaban antiadhaziv tulajdonsaguak, és szamos masix komponenssel,
valamint sejtfelszini molekulaval képesek interake lépni. Legfontosabb
reprezentansaik a thrombospondin-1, a tenascinsCa &PARC. Ezek kozil
fehérje szinten a TSP1l-et vizsgaltuk a méhnyakradeatben. A molekula
fontossagéara utal folyamatosan magas relativ espid@a a fibroblasztokban,
mely a tumorsejtek kozvetlen interakciojara tovdbkozodik. A tumorsejtek
szintén képesek a termelésére. Jelenléte feltelgetaz extracellularis matrix
szervezéseében betdltott sokiréfunkcidja miatt elengedhetetlen. Multidomén
szerkezete miatt nagyszamu molekulaval lép intédalc ennek koszontigt
hogy az aktudlis interakcioktol fuggn adheziv és anti-adheziv képességét
figyelték meg, leirtak daganat gatld és serkehttdsat [123, 124]. Sajéat
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vizsgalataink szempontjabél két hatdsa érdemehtatatt figyelmet. Az egyik a
TGF1 aktivalo képessége, a masik az, hogy ugyktEGF szeit doménjeivel
képes annak receptorahoz kapcsolddva stimulalejtprsliferaciot [125, 126]. A
progresszié soran a tumorsejtek altal egyre kevéstg a stromasejtek altal
egyre inkabb terméts fehérje [127] efs stromdlis lokalizaciot mutat a fejnyaki
daganatok korul [128]. Fokozza a tumorsejtek lantioz kobdését, az integrin
a6 expressziot [27], és ligandjaul szolgal szamaep®rnak, ezaltal jelatviteli
utakat aktival [28].

Méhnyakrakokban szamos MMP aktivitasat kimutattékzben a HPV-16
E6 és E7 fehérje hatasaval 6sszefliggésben [128¢nyakrak modelliinkben a
tumorsejtek MMP-7-et, a fibroblasztok MMP-1-et é8IM-2-6t termeltek, RNS
szinten MMP3 és MMP14 is kimutathaté volt. A fejnyaki modellben a
tumorsejtek MMP-9-et, a fibroblasztok MMP-2-t teillte&, és utébbiakban RNS
szinten kevédMMP1 ésMMP3 volt mérhed. A legjelenésebb kilonbség tehat a
két modellrendszer kdzott az, hogy a CSCC7 sepdWlP-7-et expresszaltak és
az MMP-9-et nem, addig az SCC-25 sejtek mintaibdl MIMP-9-et tudtuk
kimutatni és az MMP-7-et nem. A két proteazban kjhingy képesek bontani a
bazalis membran struktuarfehérjéjét, a kollagén tVigy fontos szerepet jatszanak
az invaziv daganat kialakulasaban. Eredményeirk @walnak, hogy az invaziot
mindkét MMP ebsegiti a CD44 extracellularis egységének hasitaganr (35.
abra). Az MMP-9 esetében irodalmi adat is bizoayitjogy a membran kotott
MMP-9 lehasitjia a CD44 egy darabjat, és ennek &edamvazivabba valik a
daganat [130]. A méhnyakrak modellben CD44-et minésetben ki tudtuk
mutatni Western blottal a fibroblasztokon, a reékaiiszont elint, ha a
fibroblasztokat direkt kokultiraban novesztettik t@morsejtekkel. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az MMP-7 is lehjas& CD44 extracellularis
doménjét, ami megjelenik a médiumban. Ugyanakkor, filaroblasztok
médiumaban mindig meértink immunreakciot, ami artal, uhogy valamelyik
fibroblaszt &ltal termelt MMP (pl. MMP-1) szintées hasitani a molekulat, de
hatékonysaga lényegesen kisebb. A 17A. és 17Bndhthatd, hogy a CD44
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exracellularis, lehasadt doménje joval kevesebbFECICC7 mintakban. Erre
magyarazatul szolgal a 14B. és 14C. abra, ahchtidtthogy a tumor-asszocialt
fibroblaszt sokkal gyengébben stimulalta a dagaijtets MMP-7
produkciojat/vagy aktivaciéjat. A CD151 a pro-MMP-tmembranhoz
horgonyzésaval étegiti annak aktivalodasat és a matrix degraddtidt]. A
membran kotott MMP-7 feltehdeg a MMP-9 esetében leirtakhoz hasonloan
lehasitia a CD44 extracellularis doménjét, mely agahatsejtek adhézids
tulajdonsagait csokkenti. Az enzim hatékonyan fesit perlekant is, ezaltal
destabilizdlva a bazalis membrantysalgitve a tumorsejtek invaziojat. Emellett
felfliggeszti a perlekdn DmIV-3 doménjének sejtlesképsd hatasat, ami a
sejtek szétszorodasat eredményezi [132]. Aktivaljbroblasztok altal termelt

pro-VEGF molekulat, ezaltal stimulalva az angiogastg133].

SCC-25

=

Pelatvitel \\\

VP14 g PTO-MMP-2 Gn
Aktiv MMP-2
PDL

Aktiv-MMP-9 |:|
Aktiv MMP-9 %
, Invazid, migracié

33. abra. Sematikus dsszefoglal6 &bra a fejnyaki taorsejtekben végbemeé folyamatokrdl a
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fibroblaszttal vald interakcio hatdséara. A daganatsjtek kozelsége a stromalis fibroblasztokat
fokozott fibronektin termelésre készteti, mely a tunorsejtek fibronektin receptorain
keresztil fokozott MMP-9 termelést idéz dl. A sejtfelszinhez kotott aktiv MMP-9 lehasitja a
CD44 extracellularis fragmentjét, mely a tumorsejté& adhézidjat csékkentve serkenti azok
invaziés és migraciés képességét. A fibroblasztoltal termelt pro-MMP-2 a tumorsejt
felszinén lokalizaléd6 MMP-14-hez kapcsolodva aktélodik, és bontja a stroma fibrillaris

komponenseit.
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Mint mar emlitettik, a fejnyaki SCC-25 sejtek MMPtOrmeléseben
meghataroz6 szerepe van a fibronektinnek, ami iimeken keresztil fokozza a
proenzim termelését. Az MMP-2 termeléséért mindkételliinkben doen a
fibroblasztok feledsek, jéllehet kisebb mennyiségben a tumorsejtekivméban
kis kimutathaté volt az inaktiv és aktiv forma egyd. Az MMP-2 a
kokultirakban aktivalodott, amiért feltebeh a tumorsejtek membranjan
talalhatd MMP-14 a felés [134]. Utobbit RNS szinten tudtuk kimutatni
rendszerinkben (33. abra). Sem a pro-MMP-2 menggizn, sem
aktivaciéjaban nem volt kilénbség az NF és TF kekézott. Az MMP-1
aktivitasat csak a méhnyakrdk modellben tudtuk ajazitt is elsssorban a TF
sejtek zselatinaz aktivitdsa volt szentimét a CSCC7 sejtek nem termelték az
enzimet. Az MMP-1 elésorban a fibrillaris, igy az | és Ill tipusu kolkgeket
bontja, tehat aktivitasa rendszeriinkben szintén iatersticialis matrix
atszerveédése iranydba hat. Az enzim aktivitasdt méhnyalkiddo is
kimutattak, és forditott 6sszefiiggést talaltak &lé§ és az MMP-1-1607insG

polymorfizmus kdzo6tt, mely a gén fokozott atirédadazi eb [135].

7. 4. Az MMP-k szabdlyozasa

Elérebocsajtva, hogy az MMP-ket szamos faktor képesbayozni,
vizsgalatainkban ezek kozlul csak a TIMP-ek és aAplLhatasat vizsgaltuk.
Mindkét modellrendszertinkben ki tudtuk mutatni loiyos TIMP-ek jelenlétét. A
méhnyakrak modellben a TIMP-1 fehérje valtozasgydihettiik meg, itt a
varakozasnak megfetedn a TF-ben és a kokultiraban volt szignifikdnsan
alacsonyabb a fehérje szekrécidja. A CSCC7 sejteimelte a molekulat.
Ugyanakkor a fejnyaki modellben a fibroblaszt-tunioterakcio a TIMP-1 és
TIMP-3 fehérje szignifikans fokozodasat idézté @4. abra).
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34. &bra. Sematikus Osszefoglalé abra a SCC-25 st altal termelt citokinek PDL
fibroblasztokra tett hatasarol. A fibroblasztok elgsegithetik a tumorsejtek invazidjat részben

az MMP-k génexpresszidjanak parakrin szabalyozasa évén, részben az MMP-k
termelésével, mely egyben egy valaszreakcio a turseitek altal termelt citokinek jelenlétére.

A jelenség nehezen érthethiszen azt varnank, hogy a TIMP-ek fokozott
reprezentacidja gatolvan az MMP-ekt a tumoros iitv&tlen hat. Nagyszamu
fejnyakrakos beteg vizsgalatanal szintén megfigkela TIMP-1 fokozott
expressziojat, ami kedvétten tuléléssel jart egyutt. Ugyanakkor a séakrnem
vizsgéltak milyen ¢sszefliggés van a TIMP tulterselés az MMP-9 aktivitasa
kozo6tt [136].

Kollaboréacids partnereink mar korabban felfigyeltgka, hogy az SCC-25
sejtek altal termelt ILf4 a fibroblasztokat olyan molekula termelésére (BPNF
készteti, ami stimuldlja az EMT létrejottét [69EImerilt a kérdés, befolyasolja-e
az IL-13 az ECM komponensek termelését is? Braundmeier ausolportja mar
beszamolt arr6l, hogy az ILB1 kezelés dozisfudgn stimulalta az
endometriumbdl szarmazé fibroblasztok MMP-1, MMP-28s MMP-3
expresszidjat [137]. A PDL fibroblaszt mintakbamkitattuk az IL-B receptorat,
igy logikusnak tint a citokin kezelés hatdsanak vizsgalata. A feéjnya
modellrendszerben bebizonyosodott az fL-Rezelés MMP stimuléalé hatésa,

melyet a dexamethasone kezelés a kontroll szistigkentett vissza. EBbarra
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V4

MMP-k termelése révén fejtik ki, mely egy valaskmé a tumorsejtek altal
termelt citokinek jelenlétére (34. abra). A méhnyatodellrendszerben ILfL
szerepéil nem tettiink emlitést, mivel @etes vizsgalataink alapjan a CSCC7
tumorsejtek nem termelték az Il3-At, és a citokin kezelés nem gyakorolt

szamotte¥ hatast a sejtekre.

7. 5. Sejtfelszini molekulak és matrix receptorok

Jelen vizsgalatainkban két sejtfelszini molekal&andard CD44-et, és a
CD151 emlitjuk csak meg, tudatdban annak, hogyssxgjds lenne érintentink a
syndecan-1 és -4 szerepét is. Ez azonban meghaddéjzlis vizsgalataink
hatarait. A CD44 shedding szerepét a sejtinvazi@zaMMP-nél emlitettik, ezért
a tovabbiakban nem tériink ki ré.

Eredményeink értékelése soran szembesitltink a Ciohbds szerepével
mind a matrixbontas, mind a laminin-asszocialt meaesetén. A molekula
expresszioja immunhisztokémiaval a fibroblasztokae€SCC7 sejt felszinén
egyarant megfigyelhéek volt, tehat a neki tulajdonithaté invazidkaptsol
funkciok rendszeriinkben is feltételeailet Fizioldgias korilmények kozott a
CD151 interakcioba lép ax6p4 integrinnel és a laminin-5-el, igy meghatarozé
szerepet jatszik a hamsejtek bazalis membranhémitdogzitésében [138Es a
sebgydgyulasban139]. Integrinekkel valé kdlcsonhatasanak kovetkeztében
fontos szerepe van a sejt-ECM interakciojaban neak ez adheziv, hanem a nem
polarizalt, migralo sejtek (pl immunsejtek) esetéize

Fontos fizioldgias szerepe ellenére a tetraspdiih modon is ékegiti a
agy ftinik expressziojahoz is. A laminin recept@8p4 integrinnel kapcsolatba
lépve fokozza a laminin-integrin kotés stabilitasg#altal ebsegitve a receptort
expresszaldo tumorsejt migraciéjat [140]ekintetbe véve, hogy méhnyakrak

sejtiink felszinén kitlntetetten laminin receptokk el§sorban integrina6p4
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mutathato ki, a modellben a CD151 szerepe meglm@targy részletes vizsgalatat
tervezzik.

A matrixmolekulak hordozta informaciokat a matriceptor-integrinek
tovabbitjdk a sejtek felé, ezaltal befolyasoljalolamikodését. Az integrineket
mas vonatkozasban emlitettiik a megbeszélés soizsgdlataink nem terjedtek
ki az 0sszes integrinre, de szamos, a laminin,beoriektin és a vironektin
kotéseert feléls reprezentasuk valtozasat vizsgaltuk. Két modwelseerinket
0sszehasonlitva lathaté, hogy a tumorsejtjeinkrélté@aminin receptorokkal
rendelkeznek. Mig az SCC-25p6 ésa5B1 fibronektin receptorokat expresszal, a
CSCC7 felszinén dalsorban a6p4 és kisebb mennyiségbea6Bfl receptor
talalhaté. Ennek megfeli@n kokultaraban fibroblasztjaik fibronektint illetv
laminint termeltek. Még meg nem valaszolt kérdésgyh milyen szignalok
eredményezik a stroma és tumorsejt 6sszehangolasaSCC7 felszinén
kimutatott a6p4 specidlis integrin, szerepe tulmutat a sima recefonkcion. A
B4 molekulanak ugyanis szokatlanul hossz( intraggbu doménje van. Az
intracellularis rész szamos tirozin foszforilacibelyet tartalmaz és két
tirozinkindz receptorként tkodik. Juxtamembran szakaszaval a Sarc csalad
tirozinkindzaihoz kapcsolodik, ezaltal foszforildi® az 0t legfontosabb
foszforilacios helye. Ez az SHC adaptoron kereszkiivalja a RAS-ERK
jelatvitelt. Emellett a molekulat a PKC szerinens#forilalja. Mindkét
foszforilacio hemidezmoszomak lebomlasat és seftmigt eredményez [141].
Méhnyakrak modelliinkben azt is lathattuk, hogy a éFTF sejtek efsorban
fibronektin, vitronektin, és osteopontin recept@blexpresszalnak, mi tébb, az
avB3 integrin expresszidja a tumorsejt direk kolcsdas@ra novekszik is.
Jelenleg nem tudjuk pontosan értelmezni ezeket Hozésokat, hiszen
egyidejileg a TF sejtekben a fibronektin szekréciodja csiikke

7.6. A TGF1 szerepe
A TGF$1 kets szerepet jatszik a daganatok létrejéttében. Korai

stddiumban gétolja a tumorigenezist, mig aékbs szakaszban stimulalja a
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daganat névekedését [142, 143]. Kérdés, milyen mdxbdolyasolja a TGBL a

két modellrendszerink sejtjeit? A novekedési faldperepét a mehnyakrakok
stroma képzéseben leirtdk. A ndvekedeési faktortredza tumorsejtek termelik,
és a termelés mértéke parhuzamos a tumoros stroenayimégevel [144]. A
leirtakkal 6sszhangban a méhnyakrak modellinkbercsek a tumorsejtek
termelték a ndvekedési faktort, de a NF sejtek Ztddoa CSCC7 sejtek TR
produkciojat. A fejnyaki modellben a fibroblasztéls a tumorsejtek egyarant
termeltek TGH1-et. Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy akédibaoblaszt,
akar a daganatsejt termeli a T@Eet, a novekedési faktor hatdsat csak a
fibroblasztokon fejti ki. A fibroblasztok a TGt hatasara atprogramozzak
anyagcserejuket, amit ezutan a katabolizmus ésx#iattv stressz jellemez.
Ennek kovetkeztében tejsavat és egyeb olyan angegtsrmeékeket juttatnak a
matrixba, melyek fokozzak a tumorsejtek mitokonidsiaaktivitdsat és
proliferaciora késztetikket [145].Ez a kdzelmultban feltart mechanizmus valaszt
ad arra a kérdésre, miként valtozik at a TaFsejtnovekedést gatld hatasa
novekedeést stimulalova. Egyben magyarazatot nyig s, hogyan fokozza a
fibroblasztok kondicionalt médiuma a tumor névelgtdeendszerinkben. Nem
kapunk viszont valaszt arra, miért csak az NF détjaua tumorsejtek TGB1
termelését.

A novekedési faktor képes fokozni az integuiBl laminin receptor,
valamint a laminin expressziojat is [146, 147]. &dkelhet tehat, hogy hasonld
hatést gyakorol a méhnyakrak modell sejtjeire is.

A latens TGH31 aktivalasara nemcsak a thrombospondin képesphane
myofibroblasztok kontrakciojukkal szintén aktiv&dja molekulat. Ehhez a SMA
0sszehuzodasa mellett olyan integrinre van szikség, RGD szekvencia
kotésere képes. Lathattuk, hogy fibroblasztjainkzZi@én kimutathaté aavp3
integrin, melyél bizonyitottak is, hogy képes résztvenni a TFaktivalasaban.
Elképzelhed, hogy a TF sejtekben fokozodo integrin expresszi@repe a

novekedési faktor aktivalasa [148].
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8. Kovetkeztetések

1. Primer kultirdban a tumorsejtek csak a fitasblok jelenlétében életképesek.

2. A bazalis membrant attorinvaziv daganatsejtek tovabbi terjedéséhez
elengedhetetlen a stromalis elemekkel val6 fizikantaktus. A normal
fibroblasztok és a tumorsejtek direkt kapcsolakenigs aktiv TGFg1, MMP-

7 és TIMP-1 szekréciét eredményez.

3. A normal fibroblasztok altal termelt faktorokkfizzak, a tumor-asszocialt

fibroblasztok nem befolyasoljak a mehnyakrak sepieliferaciojat.

4. Az ép fibroblasztok a stroma fibrillaris eleinéis a méatrix degradacio
szabéalyoz6 komponenseit temelik, melyek elengetibaek a daganatsejtek

Ve

5. A tumor-asszocialt fibroblasztok az invaziv tusejtek progressziojat és
migréaciojat fokozott laminin-1 és perlekan, valamasokkent kollagén 1V
termelésikkel segitik & mikdzben metalloproteazaik megbontjak a bazalis
membran szerkezetét, megemeésztik az intersticigli®oma fibrillaris
kollagénjeit. A leirtak a bazalis membranfehérjékommalis lokalizaciojat
eredményezik. Az efsorban laminin k&t integrinekkel rendelkéz
tumorsejtek a stromaban rendezetlen hal6zatkéneteed laminin-1 mentén
hatékony migraciéra képesek. Méhnyakrakban a tugjteks altal termelt

laminin-5 kirajzolja a daganatfészkek hatarait.

6. A tetraspanin altal membranhoz horgonyzott és@k MMP-7 vagy MMP-9
lehasitja a CD44 extracellularis fragmentjét, metpkkenti a daganatsejtek
adhéziojat, és éseqiti terjedésiiket.

7. Fejnyaki daganatokban a tumorsejtek altal tareiwkinek, el$sorban az IL-
1B a fibroblasztok MMP-1 és -3, a TGH- pedig az MMP-2, TIMP-1 és

TIMP-3 termelést szabalyozzak.

87



DOI:10.14753/SE.2015.1808

8. A fibroblasztok disegithetik a tumorsejtek invazidjat részben az MMP-
génexpresszidjanak parakrin szabalyozasa révénzbeds az MMP-k
termelésével, mely egyben egy valaszreakcio a temjtek altal termelt
citokinek jelenlétére fejnyaki daganatokban.

9. A strOmalis elemek extracellularis matrix komposeinek termelése

elengedhetetlen a daganatsejtek invazidjahoz eésgrgmsridjahoz a
laphamdaganatok esetében.
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9. OSSZEFOGLALAS

A rosszindulati daganat egy Osszetett, heterogédsrzer, melynek
szovetté szervéréséhez elengedhetetlen a daganatos stroma kiakakipy a
daganatok valodi természetét csak akkor érthetjéy, lhha a tumorsejteket szoveti
kornyezetikkel egyutt vizsgaljuk. Az invaziv kam@mak gyakori kiséije a
kotoszovetes allomany felszaporodasa, melyet részbeaktazlt fibroblasztok,
részben a daganatsejtek termelnek.

Kutatasunk méhnyakrak és fejnyaki kokultira modelliszerek
vizsgalatan keresztll probalta feltarni a tumodisi interakcioban fontos
szerepet jatszo tényiket. Tumor-asszocialt és ép fibroblasztok dagajtaide!
tortérd interakcidjat kdvetve megallapitottuk, hogy ezdtéréen reagalnak a
daganatsejtek jelenlétére. Az ép fibroblasztok etiéld fliggetlentl inkabb a
fibrillaris stroma komponenseit, ésorban fibronektint és I, 11l tipusu kollagént
szintetizaltak. A sejtek eltérlokalizacibéjanak szerepére utalt, hogy a fogbél
eredeti fibroblasztok &ltal termelt fibronektin a fejnyékiszarmazé daganatsejtek
integrin receptoran keresztll stimulalta utobbiakiRt9 termelését. Ugyanez a
méhnyakrak sejtek esetén nem volt megfigyélhatt ezek egyaltalan nem
termeltek MMP-9-et. Az ép fibroblasztok &ltal teftnéaktorok serkentik a
tumorsejtek proliferaciojat, a stroma fibrillarisohponenseinek termelésével
megfeleb mikrokoérnyezetet hoznak létre a daganatsejtelbo@&emaradasahoz és
invaziéjahoz. A daganatsejtekkel valo direkt kapatsdk a fokozott
matrixdegradacié és UOjdonkéés U] egyensulyat eredményezik. A fenti
események szabalyozasaban a daganatsejtek atalttéiilonbod citokinek és
az aktivalodott TGH1 jatszanak kitlintetett szerepet.

A tumor-asszocialt fibroblasztok jeléist mértékben fokoztak a laminin-1
és a perlekan termelését, azonban csokkent a Uigitikollagén szintézisiik. igy a
szekretalt bazalis membran komponensek egyensidj@oréil, mely allapot
akadalyozza a bazalis membran struktiraba széaésgt. A tulsulyban
termebdé komponensek a fibrillaris stromaban jelennek mawml ebsegitik a

daganatsejtek hatékonyabb terjedését.
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10. SUMMARY

Malignant tumours are complex, heterogeneous systém the tissue
organization of which the formation of a malignatroma is necessary. Thus, the
real nature of cancer can only be understood wherodr cells are examined
together with their tissue environment. Invasivercteomas are often
accompanied by excessive parenchyma produced hytthetactivated fibroblasts
and the tumour cells themselves.

In our study we investigated the nature of tumdtorsa interaction in
cervical- and head and neck carcinomas usingtro co-culture model systems.
We observed that tumour-associated and normallfiasts reacted differently to
the presence of carcinoma cells. Regardless aieissigin, normal fibroblasts
synthesized primarily fibrillar components of theosna i.e.fibronectin, type |,
and type Il collagens. However, while fibronectmoduced by dental pulp
fibroblasts stimulated MMP-9 production from heatd aneck carcinoma cells
through integrin receptors on the latter, no suffece could be observed in
cervical cancer cells.

Secretion of normal fibroblasts stimulated probk##sn of tumour cells,
and by producing fibrillar stromal components thepntributed to a
microenvironment optimal for tumour cells to sueviand invade. Direct contact
with normal fibroblasts resulted in a novel equilin between an intensified
matrix degradation and renewal. These events wergominantly regulated by
cytokines and TGIB-L produced by tumour cells.

Tumour-associated fibroblasts significantly prondot@roduction of
various basal membrane components including larfiremd perlecan. Since, in
parallel, the expression of type IV collagen deseela the molecular composition
of basal membrane secreted by fibroblasts becastertdid. In its altered new
state the basal membrane failed to structurallamisg, and the excess of fibrillar
stroma promoted scattering of tumour cells. Theeased expression of laminin-
1 and perlecan, and decreased production of typecdNagen by activated

myofibroblast cells further facilited spreadingtomour cells.
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1. tAblazat. A kisérletekhez hasznalt ellenanyagads higitasaik.

Elsédleges antitestek Faj Gyart6* Cat. No. Higitas Higitas
IHC/ IF WB/DB
JLA20 B-Actin Egér IgM Developmental JLA20 - 1:100
Studies Hybridoma
Bank
B-Actin Nyl poliklonalis Cell Signaling 4967 - 1:1000
19G
Laminin Nyl poliklonalis Dako Z0097 1:200 -
[o] €]
Laminin al (H-300) Nyl poliklonalis Santa Cruz sc-5582 - 1:200
19G
Laminin B1 (H-300) Nyl poliklonalis Santa Cruz sc-5583 1:50 1:200
19G
Laminin 5 Nyl poliklonalis Abcam Ab14509 1:100 -
[o] €]
Laminin-5 (P3E4) Egér Santa Cruz sc-13587 1:50 1:200
monoklonalis
1gG1
Fibronectin Nyl poliklonalis Dako A0245 1:100 -
19G
Fibronectin (IST-9) Egér Santa Cruz sc-59826 1:40 1:500
monoklonalis
1gG1
Thrombospondin 1 Egér Santa Cruz sc-59887 - 1:250
(A6.1) monoklonalis
1gG1
Perlecan Egér Zymed 13-4400 - 1:500
monoklonalis
1gG1
Collagen | Nyl poliklonalis Abcam abh34710 - 1:1000
19G
Collagen IlI Nyl poliklonalis Abcam Ab7778 - 1:1000
19G
Anti-Human Collagen IV Egér DakoCytomation M 0785 - 1:200
monoklonalis
IgG1
a-Smooth Muscle Actin Egér Sigma A2547 - 1:1000
monoklonalis
IgG2a
MMP-2 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4022 - 1:1000
19G
Anti-Human MMP-7 Egér Chemicon MAB3315 - 1:500
monoklonalis
|gG1K
MMP-9 Nyl poliklonalis Diagnostic RP 066 1:100 -
IgG BioSystems
TIMP1 (D10E6) Nyul monoklonalis Cell Signaling 8946 - 1:1000

19G
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Elsédleges antitestek Faj Gyart6* Cat. No. Higitas Higitas
IHC/ IF WB/DB
TIMP3 (D74B10) Nyul monoklonalis Cell Signaling 5673 - 1:1000
[o] €]
Integrin a4 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4600 - 1:1000
19G
Integrin a5 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4705 - 1:1000
19G
Integrin a6 Nyl poliklonalis Cell Signaling 3750 - 1:750
[o] €]
Integrin aV Nyl poliklonalis Cell Signaling 4711 - 1:1000
19G
Integrin B1 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4706 - 1:1000
19G
Integrin B3 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4702 - 1:100
19G
Integrin B4 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4707 - 1:1000
[o] €]
Integrin B5 Nyl poliklonalis Cell Signaling 4708 1:100 -
[o] €]
CD44 Egér Antibodies online ABIN96695 1:100 1:500
monoklonalis
1gG2a
CD151 (PETA-3) Egér Novocastra™ Leica | NCL-CD151 1:50 -
monoklonalis Biosystems
1gG2b
Ets-1 (C-20) Nyl poliklonalis Santa Cruz sc-350 1:50 -
19G
IL-1 beta Nyul poliklonalis Thermo Scientific PA1-28380 - 1:200
19G Pierce Products
Masodlagos antitestek Faj Gyarté* Cat. No. Higitas Higitas
IHC/IF | WB/DB
Anti-egér IgM/Biotinilalt Nyl poliklonalis Jackson 115-067- - 1:1000
Immunoresearch 020
Anti-egér Ig/HRP Kecske DakoCytomation P0447 - 1:2000
poliklonalis
Anti-nyudl Ig/HRP Kecske DakoCytomation P0448 - 1:2000
poliklonalis
Alexa Fluor® 647 anti- Szamar Invitrogen A31571 1:200 -
egér 1gG (H+L) poliklonalis
Alexa Fluor® 488 anti- Szamar Invitrogen A21202 1:200 -
egér IgG (H+L) poliklonalis
Alexa Fluor® 647 anti- Kecske Invitrogen A21244 1:200 -
nyudl 1IgG (H+L) poliklonalis
Alexa Fluor® 568 anti- Kecske Invitrogene A11011 1:200 -
nyudl 1IgG (H+L) poliklonalis

* Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa city, lowa, USA; Cell Signaling Technology, Danvers, MA; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA; Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA, USA; Abcam plc, Cambridge,
UK; Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA; Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA; Antibodies-online Inc.,
Atlanta, GA, USA; Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle, UK; Thermo Scientific Pierce Biotechnology, Rockford, USA;

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., London, UK; Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, California, USA;
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2. tblazat. Vizsgalt primerek szekvencia listaja.

Primerpar  Primer szekvencia (5'- 3’ orientacio) Méret Hé  NCBI referencia

neve F: forward primer, R: rewerse primer (bp) (°C)  szekvencia

ACTB F: CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC 385 60 NM_001101.3
R: GATGGAGCCGCCGATCCACACGG

FN F: GGTGACACTTATGAGCGTCCTAAA 170 61 NM_11092
R: AACATGTAACCACCAGTCTCATGTG

THBS1 F: TGCTCCAATGCCACAGTTCC 132 57 NM_003246.2
R: CTGCTGAATTCCATTGCCACA

TNC F: TGCCCATTACAGGAGGTACA 132 57 NM_002160.2
R: CACTTTCCTCAAAGCCCTTC

MMP-1 F: GGGAGATCATCGGGACAACTC 72 60 NM_001145938.1
R: GGGCCTGGTTGAAAAGCAT

MMP-2 F: TGATCTTGACCAGAATACCATCGA 90 60 NM_001127891.1
R: GGCTTGCGAGGGAAGAAGTT

MMP-3 F: TGGCATTCAGTCCCTCTATGG 116 60 NM_002422.3
R: AGGACAAAGCAGGATCACAGTT

MMP-7 F: GTGGTCACCTACAGGATCGTA 492 60 NM_002423.3
R: CTGAAGTTTCTATTTCTTTCTTGA

MMP-9 F: GTGCTGGGCTGCTGCTTTGCTG 303 60 NM_004994.2
R: GTCGCCCTCAAAGGTTTGGAAT

MMP-13 F: AGTGGTAAGAATAGTAGATGTG 553 54 NM_002427.3
R: GGCCGATCATATATTCAATAAGT

MT1-MMP F: CGCTACGCCATCCAGGGTCTCAAA 497 55 NM_004995.2
R: CGGTCATCATCGGGCAGCACAAAA

TIMP-1 F: CTTCTGGCATCCTGTTGTTG 84 60 NM_003254.2
R: AGAAGGCCGTCTGTGGGT

TIMP-2 F: GCGGTCAGTGAGAAGGAAGTGG 357 60 NM_003255.4
R: GGAGATGTAGCACGGGATCATGG

TIMP-3 F: CCAGGACGCCTTCTGCAAC 71 60 NM_000362.4
R: CCTCCTTTACCAGCTTCTTCCC

ITGAL F: CCAAACATGTCTTCCACCG 102 60 NM_181501.1
R: CTGCTGCTGGCTCCTCAC

ITGA3 F: GGCCTGCCAAGCTAATGAGA 76 59 NM_002204.2
R: GAGCAGCTCCATCCTCTGGTT

ITGA4 F: TGGCTGTCTGGAAAGTGTGA 110 57 NM_000885.4
R: AGACGTGCGAACAGCTCC

ITGAS F: TGCCTCCCTCACCATCTTC 171 58 NM_002205.2
R: TGCTTCTGCCAGTCCAGC

ITGAG F: GCTGGTTATAATCCTTCAATATCAATTGT 113 60 NM_000210.2
R: TTGGGCTCAGAACCTTGGTTT

ITGAV F: TCCAAACCACTGATGGGACT 110 60 NM_002210
R: GTGACTGGTCTTCTACCCGC

ITGB1 F: CAAAGGAACAGCAGAGAAGC 168 57 NM_033668.2
R: ATTGAGTAAGACAGGTCCATAAGG
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Primerpar Primer szekvencia (5'- 3’ orientacio) Méret Héo NCBI referencia

neve F: forward primer, R: rewerse primer (bp) (°C)  szekvencia

ITGB3 F: TCATCAGAGCACCAGGCA 136 56 NM_000212.2
R: TCTGGGCGACTGTGCTG

ITGB5 F: TGTAACCTGCATGGCACTTG 106 57 NM_002213.3
R: CCTTTCTGTGAGTGCGACAA

ITGB6 F: CTGGAGAATGTTTCCGGAGT 104 60 NM_000888.3
R: TCGCTGTAACCCAAGAACAA

TGF-p1 F: GAGCCCTGGACACCAACTAT 326 60 NM_000660.4
R: GACCTTGCTGTACTGCGTGT

TGFBR1 F: GAGCCCATCTGTCACACAAGT 127 60 NM_004612.2
R: GCTGCTCCTCCTCGTGCT

TGFBR2 F: GGAAACTTGACTGCACCGTT 110 60 NM_003242
R: CTGCACATCGTCCTGTGG

LTBP-1 F: GGCAGCTAAAGACCAGTGTGAA 75 56 NM_10108
R: TTCCTGCACTGCCCATGA

TIEG F: CTCTGCAGTTTTGTTCCAGG 92 60 NM_005655
R: GTGCCTCTCTCCAGCAGACT

CD44 F: TGCCGCTTTGCAGGTGTAT 66 49 NM_001202557.1
R: GGCCTCCGTCCGAGAGA

IL-18 F: CAAGGGCTTCAGGCAGGCCG 214 60 NM_000576.2
R: TGAGTCCCGGAGCGTGCAGT

IL-1pR F: TTTAAGCAGAAACTACCCGTTGCAG 169 60 NM_000877.2
R: TCACGATGAGCCTATCTTTGACTCC
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3. tAblazat. Betegadatok a TMA vizsgélathoz.

Beteg |Eletkor |FIGO stadium | Szovettan HPV statusz
1 37 /A Adenosquamous carcinoma | -

2 51 /B Squamous cell carcinoma -

3 42 /A Squamous cell carcinoma -

4 48 /B Squamous cell carcinoma HPV18
5 39 /B Squamous cell carcinoma HPV 16, 18
6 41 /A Squamous cell carcinoma HPV16
7 38 /B Squamous cell carcinoma HPV16
8 59 /B Squamous cell carcinoma HPV16
9 39 /B Squamous cell carcinoma HPV16
10 39 /B Squamous cell carcinoma HPV16
11 71 /A Clear cell carcinoma HPV16
12 51 /A Squamous cell carcinoma HPV16
13 44 /B Squamous cell carcinoma HPV16
14 42 /A Squamous cell carcinoma HPV16
15 45 /B Squamous cell carcinoma HPV16
16 32 /B Squamous cell carcinoma HPV16
17 55 /B Squamous cell carcinoma -

18 56 /B Squamous cell carcinoma HPV16
19 57 /B Squamous cell carcinoma HPV16
20 44 /B Squamous cell carcinoma HPV16
21 35 /B Squamous cell carcinoma HPV16
22 66 /B Squamous cell carcinoma HPV16
23 57 /A Squamous cell carcinoma HPV16
24 38 /B Squamous cell carcinoma HPV16
25 40 /B Squamous cell carcinoma HPV16
26 52 /B Squamous cell carcinoma HPV16
27 62 /B Squamous cell carcinoma HPV16
28 57 /B Squamous cell carcinoma HPV16
29 54 /B Squamous cell carcinoma HPV16
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4. tAblazatACTB-ra normalizalt mRNA expresszids eredmények.

Gének

Norm. exp.
NF

Norm. exp.
NE/CSCC7

Norm. exp.
TF

Norm. exp.
TE/CSCC7

CD44
FN1
ITGA3
ITGA4
ITGAS
ITGB1
ITGB3
ITGB5
MMP1
MMP2
MMP3
MMP14
TGFB1
THBS1
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TNC

6.63x102+ 1.17x10°
4.02x10™" + 5.15x10%
9.85x102+9.41x10°
2.35x10%+ 6.23x10°°
3.42x102+ 2.80x10°°
6.02x10™ + 8.53x10?
2.62x10°+0.31x10°®
2.59x102+4.71x10°®
1.56x10™"+ 1.12x10°
1.86x10™"+ 1.16x10°
6.62x10%+ 1.28x10°
4.11x10°+ 0.80x10°
2.17x10™" + 2.65x10°
2.38x10™ + 4.99x10°°
4.25x10™ + 7.89x10°°
1.69x10™ + 2.23x10?
1.69x10™ + 2.23x10°?
1.43x102+1.91x10°

5.83x1072+ 6.41x107
5.05x10™ + 3.04x107
8.42x107%+ 1.48x1072
1.84x102+3.91x10°°
4.20x10° + 3.42x10°
6.52x10™ + 4.81x10
4.00x10° + 0.33x10°
3.42x107%+ 1.00x1072
6.47x1072 + 2.24x107
2.51x10™+ 1.37 x107
4.92x1072 + 1.24 x10®
6.12x10°+0.83x10°
2.27x10™ + 2.50x107
4.55x10™" + 6.48x10
4.89x10™" + 8.35x10
1.86x10™ + 1.23x10°
1.69x10™ + 2.23x10
1.08x102+ 1.93x10°

6.64x1072+ 8.71x10°
2.42x10™" + 3.78x10°
5.24x102+ 1.40x10°
2.87x10%+ 6.44x10°®
2.78x10%+ 2.31x10°®
8.16x10™" + 5.51x10°
3.50x10°+ 0.21x10°®
2.88x1072+ 3.70x10°
1.35x10™" + 1.83x10°
1.67x10™" + 1.61x10°
3.81x1072+ 4.44x10°®
0.42x10°+ 0.10x10°
1.78x10™" + 5.81x10°°
7.23x10™ + 6.45x10°
4.16x10™" + 6.67x10
1.92x10™" + 1.04x107°
7.32x10°%+0.30x10°®
4.71x10° + 1.63x10°

4.60x107 + 6.42x10°
2.58x10™" + 2.42x10°
4.05x102+5.10x10°
2.16x10%+ 3.62x10°°
2.84x10%+ 3.22x10°®
6.05x10™" + 5.15x10°°
3.71x10°+ 0.11x10°®
3.07x102+ 2.91x10°
5.30x102+ 1.80x10°
1.68x10™ + 6.63x10°°
3.97x102+ 6.10x10°®
0.31x10° + 0.311x10°
1.65x10™" + 1.41x10°
8.78x10™" + 5.19x10°
2.42x10™" + 2.88x107°
2.12x10™" + 4.81x10°®
5.62x10° + 0.54x10°®
4.50x10° + 1.22x10°

Gének

Norm. exp.
CscCcC7

Norm. exp.
NE/CSCC7

Norm. exp.
TE/CSCC7

CD44
ITGA3
ITGAG
ITGB1
ITGB3
ITGB5
MMP7
TGFB1
THBS1
TIMP1
TIMP2

2.10x10%+ 1.51x10°®
4.04x10™ + 7.39x10°°
2.35x10™ + 3.00x10
2.57x10™"+ 1.94x10°
2.11x10°+0.30x10°®
1.59x10%+ 1.51x10°®
0.22x10°+ 0.01x10°®
5.30x10™ + 2.81x10°
9.51x10°+ 0.60x10°
1.04x10™" +9.32x10°®
1.37x102+ 1.51x10°°

2.43x10%+ 3.32x10°®
1.82 +6.06x10™
4.37x10™ + 4.86x107
2.80x10™ + 2.00x10?
2.72x10°+ 0.44x10°®
2.24x10%+ 3.51x10°®
2.02x10°%+0.21x10°®
5.32x10™" + 4.52x10
1.13x102+0.72x10°°
1.28x10™" + 1.40x10°
2.33x10%+4.13x10°®

2.05x10%+ 1.53x10°®
2.57+8.77x10™

3.30x10™ + 1.52x10%
3.20x10™ + 2.39x10°?
2.00x10°%+0.21x10°®
2.27x10%+ 3.80x10°®
0.61x10°+ 0.23x10°®
4.69x10™ + 3.28x10%
9.83x10°+0.80x10°
1.11x10™" + 6.62x10°°
1.88x1072+ 2.22x10°
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