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1. BEVEZETES

A rosszindulati daganat egy Osszetett, heterogéwiszer,
melynek kialakulasdban az evollcidés és genetikaitaonk
halmozédasa mellett a daganat mikrokérnyezeténelelesnts
szerep jut. A daganatok valdodi természetét csakradithetjik meg,
ha a tumorsejteket szoveti kdrnyezetikkel egyuatgaljuk.

A ham ereddt daganatok esetében a fizikai és kémiai
karcinogének mellett a virusok daganatkeftatasa jeleds. Az
altalunk vizsgélt két hameredetlaganat - a fejnyaki és méhnyaki
laphamrakok - tobbségére jelletnzvalamely magas kockazatu
human papillomavirus feéizottség, mint a HPV-16 és HPV-18.

A hadm j6 vagy rosszindulatu éatalakuldsa szovetgnijol
nyomonkdévethét A dysplasia enyhe formajatél a stlyosabb allapota
felé a ham rétegaése felbomlik. A daganatsejtek attérve a bazalis
membrant kdzvetlen kapcsolatba kerlilnek a strémalkotéival, a
fibroblasztokkal. A stromdlis fibroblasztok olyaretbBrogén sejtek
Osszessége, melyek  szintetizaljak, fenntartjdk, amadt
glikoproteinekiél és proteoglikanokbdl haromdimenziés haldzatta
szervezik az extracellularis méatrixot. A tumorsejés fibroblasztok
kozott kialakult dinamikus kapcsolat hatasara arofitasztok
aktivalédnak, tumor-asszocialt fibroblasztokk& a&dna tumorsejtek
pedig elkdteleddnek az invaziv éllapot felé. Az invaziv karcinbmak
gyakori kisébje a kotszovetes allomany felszaporodasa, melyet
részben az aktivalt fibroblasztok, részben a dagejtek termelnek.

A matrix metalloproteindzok (MMP-k) fontos szerepszanak
mind a bazéalis membran, mind a stréma extracelfuldatrixanak
proteolitikus bontdsaban, mely folyamat a malignusnorok
metasztatizadlasahoz vezethet. Normal hamban az yamlagsony
MMP-7 és MMP-9 expresszi6éna sebgyogyulas és a hamsejtek
malignus atalakuldsa soran. A tetraspanin (CD1%%)dz MMP-7
eléalakjat, segitve a matrix degradaciot. Az MMP-k iakisat
endogén inhibitorok, példaul a szoveti proteadzgallivP-ek
szabdlyozzak.

A tumorsejtek  attétképzésiik soran  kilonféle szoveti
struktirdkon haladnak &t, utkdzben a sejt-matrikxéasbjuk és
motilitdsuk valtozik. Utat tornek maguknak a mébax és az erek
falan keresztll. Ezen események sordn a sejtkagtokolis
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folyamatosan valtoznak, igy a matrix receptorokytnaiz integrinek
szerepe kulcsfontossagu. A kulonbozo és B alegységek
0sszekapcsoldédasa soran létrejott integrinek kgtfe egységeikkel
képesek  kotni a kollagéneket, laminint,  fibronektin
thrombospondintFontos receptor funkciét télt be a CD44 is, mely
szamos daganattipusbadsagiti a rosszindulatl sejtek névekedését,
migraciojat és metasztazisat.

A tumorsejtek Aaltal termelt ndvekedési faktorok a@tokinek
parakrin Gton serkentik, vagy gatoljdk a stromakejt Kozulik a
kettss funkcioval bir6 TGH1 tumorszupresszorként gatolja a
hamsejtek proliferaciojat, és apoptozist indukabnidter szerepét
novekedési faktorként érvényesiti: fokozza a fitaebtok
proliferacigjat, transzformécidjukat myofibroblasizka, majd azok
matrixtermelését.



2.CELKIT UZES

Elsédleges célunk a tumorok invazivitdsat befolyasotorsalis
valtozadsok feltérképezése volt két, szovettanilagasohld
tulajdonsagu, de eltérlokalizacioju laphdm daganatban. Ehhez
meéhnyakrak (CSCC7) sejteket normal (NF) és dagangld-)
mehnyaki terlleti szarmazd fibroblasztokkal, valamint szajiregi
laphamrak sejteket (SCC-25) fogbél erédebrmal fibroblasztokkal
(PDL) tenyésztettiikin vitro modellrendszerekben. Mésodlagos
célként az ép és a tumor-asszocialt fibroblaszitgkéemiikodésének
bizonyitaséatitztik ki. Az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

- Milyen eltérések mutatkoznak a bazalis membraexéscellularis
matrix fehérjék lokalizacioja, valamint intenzitakedzott az ép és
daganatos méhnyaki kKisizbvetben?

- Milyen expressziés kilonbségek mutathatok ki amd@ és a
tumor-asszocialt fibroblasztok kdzott?

- A fibroblasztok milyen mértékben befolyasoljakt@morsejtek
életképességét és proliferaciojat?

- Milyen fibroblasztok éltal termelt faktorok segivvagy géatoljak a
daganatok invaziéjat?

- A két daganattipus invazidés képessége milyenékiéen hasonlit
vagy tér el egymastol?



3.MODSZEREK

A méhnyaki modellrendszer vizsgalatat a budapestirBelweis
Egyetem |. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutat@2at Molekularis
Diagnosztika laboratériumaban, a fejnyaki témajisgalatokat az
innsbrucki Orvosi Egyetem Ful-Orr-Gége Klinikajan@kkologia-
Molekularis biolégia laboratériumaban végeztiik.

A méhnyaki fibroblasztok egy Wertheimitéten atesett beteg
meéhnyaki kobszovetéBl szarmaznak. A méhnyak tumoros és a
tumortdl tavoli ép terlletedt kimetszett szdveti explantatumokat
hasznélva fibroblaszt tenyészeteket hoztunk Iéthe. CSCC7
sejtvonal a leideni, a PDL fibroblasztok a gottingegyetemsl
szarmaznak, mig az SCC-25 laphamrak sejtvonalaroffsk.

A méhnyaki modellrendszer esetében kezdetben diodktltira
rendszerben vizsgaltuk a fibroblasztok és tumakejkozti
kdlcsonhatést, mely esetben a két sejt kozott dizkontaktus jon
létre. Az NF, TF és CSCC7 sejteket, illetve a PDL SCC-25
sejteket egymastdl inzerttel elvalasztott indirelokultira
rendszerben is tenyésztettik. A méhnyaki modelszedesetében a
NF és TF az edény aljan, a CSCC7 sejtek az indwtekttek, mig
a fejnyaki modellrendszer esetében az SCC-25 sapakdény aljan,
a PDL fibroblasztok pedig az inzertbefttek.

A fejnyaki és méhnyaki modellrendszerekben tumtekegs az
atalakulas kulonb@z stadiumaiban 1&y fibroblasztok kozti
dinamikus kapcsolatot

- proliferaciés (SRB),

- invaziés (invazids assay),

- migraciés (Boyden-kamra, migracios assay),

- génexpresszios (QRT-PCR),

- fehérje expresszids (immuncitokémia, immunhisztoia
(TMA), kazeinaz zymogram, zselatinaz zymogram, \&tesblot,
Dot blot, ELISA) modszerekkel vizsgaltuk.



4. EREDMENYEK

4.1. A méhnyaki modellrendszer vizsgalata:

4.1.1. Az extracellularis méatrixkomponensek véltozsa

A portio vaginalis uteri tertileft szarmazé 27 ép és 29 tumoros
szoveti paraffinos blokkbdl szoveti array-t (TMAlJidttunk dssze,
melybsl készilt metszeteket SMA, Ilaminin-1, laminin-5 és
fibronektin  immunhisztokémiai  festésekkel vizsghkltu Az
immunreakciok intenzitaskilonbségeinek statisztikaértekelése
alapjan az ép szovethez képest az SMA immunredktémzitdsa
5,2x-re (Mann Whitney teszt: p<0,0001), a laminimimunreakcid
3,8x-re (Mann Whitney teszt: p<0,0001), a fibromektpedig 1,2x-
re (Mann Whitney teszt: p=0,0031jth méhnyakrakban.

4.1.2. Proliferacios vizsgéalatok

A fibroblasztokat és tumorsejteket tenyésztése nsora
megfigyeltik, hogy a tumorsejtek jobban szaporodnak
fibroblasztokkal |étrehozott direkt kokultdraban, inm
monokultaraban.

A proliferaciés vizsgalataink azt eredményeztékgyh@z NF
fibroblasztok proliferaci6jat nem befolyasolta a sejtek
kondiciondlt tapfolyadéka, mig a CSCC7 sejtek gfilginsan
gyorsabban (Student-félepréba: p<0,0001) proliferaltak az NF
kondiciondlt feluluszéjanak hatasara 96 éravatevést koveien. A
TF vs. CSCC7 Kkisérlet esetében a kondicionalt dsfilk nem
befolyasoltak szignifikans mértékben a sejtek peddiciojat.

4.1.3. A Kkokultara hatasara bekovetked mRNS expresszios
véaltozasok

Ha a két fibroblaszt monokultiras eredményeit hitsdiuk
0ssze, akkor a TF sejtekberil, ITGA3, MMP3 és MMP1gének
expresszidja csokkent, mig BZGBY, ITGB3 ésTHBS1szignifikans
mértékben étt NF-hez képest.

Ha a két fibroblaszt kokultira eredményeit hasplitissze,
akkor a _TF/CSCC7 mintakban szignifikAnsan csokkenFal1,
ITGA3 MMP14 ésTIMP1, mig szignifikAnsan da THBS1szintje
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NF/CSCC7-hez képest. A tumorsejt oldalon csupanVadP7
szignifikans expresszidbeli csokkenése jélent

4.1.4. A kokultira hatasara bekovetkeé fehérje expresszios
valtozasok

A dot blot vizsgalataink soran a TF sejtek sejthuat
feliliszgjaban  szignifikdnsan  tobb  laminin-1,  valam
szignifikAnsan kevesebb laminin-5, fibronektin, l&agén Ill, CD44
és TIMP-1 szintet mértiink NF-hez képest. Az NF 8CC7 sejtek
kozt létrejo fizikai kapcsolat jelerdls meértékben fokozta a
tumorsejtek MMP-7 termelését. A TF+CSCC7 mintdkban
szignifikhnsan 6tt a laminin-1 és perlecan expresszid, mig
szignifikds mértékben lecstkkent a laminin-5, fiwktin, kollagén
lll, CD44, MMP-7 és TIMP-1 szintie az NF+CSCC7 csahoz
képest. Indirekt kokultiraban a fibroblaszt mintéhkba vizsgalt
fehérjék szintje a kontroll mérések eredmeédlyétig tért el. Az
indirekt  sejtkdlcsonhatds nem befolydsolta a tusejtek
fehérjetermelését.

Kazein és zselatinaz zymogrammal vizsgaltuk az MMP-
MMP-2 és MMP-7 enzimaktivitasat sejtkultira felidabol direkt és
indirekt kokultaraban. A pro-MMP-1-et csak a fibtatztok
termelik, mindkét kokulturds rendszerben a TF fitesztokban
mértik a legmagasabb fehérjeszintet és a CSCC@ksggjenléte
csokkentette az expressziot. A zselatindz zymogr@komaz MMP-
2 aktiv és inaktiv formajat egyarant detektaltuAkCSCC7 sejtek
altal termelt pro-MMP-7 direkt kokultdraban egyéméen csak az
NF+CSCC7 mintdkbdl volt kimutathato.

Az integrinad-et éso5-0t csak a fibroblasztok, az integrif-ot
€s B4-et csak a tumorsejtek, az integrin-t, f1-et, f3-at €sp5-6t
mindkét sejttipus expresszalja. A Western blot matyek is azt
mutattak, hogy a fibroblasztok és tumorsejtek kéztkai kontaktus
jobban befolyasolta a sejtek integrin expresssgzi@jnt az indirekt
kokultira. A TF sejtek jelenléte fokozta a CSCCijtegefibronektin
és laminin kad integrinjeinek termelését.

A pro-MMP-7 kot és integrin stabilizald6 CD151-e6kent a
CSCCY7 sejtek, de a fibroblasztok is prezentaljzfaikon.



A CD44 membranfehérje vizsgalata soran azt tapasiztdnogy
mind a fibroblasztok, mind a tumorsejtek termelnekyan
protedzokat, melyek hasitani képesek a fehérjét. hdsitas
kovetkeztében létrejédv szolubilis forma a tépfolyadékbdl
detektalhato minden esetben.

4.1.5. Szabalyozé mechanizmusok

A fibroblasztok myofibroblaszttd alakulasaban fent8DF-1
szabalyoz6 szerepét méhnyaki modellrendszeriinkigen tudtuk
kimutatni.

A maétrixfehérje termelést befolydsol6 aktiv TBE-szintjét
fellliszobol ELISA-val vizsgaltuk. Csak a CSCC7 takn
tartalmaztdk az immunreaktiv TGH-fehérjét, expresszidja 3,63x-ra
nétt (Mann Whitney teszt: p<0,0001) az NF+CSCC7 ldire
kokultirads mintdban kontrollhoz képest.

4.1.6. Migracio

A fibroblasztok kondicionalt tapfolyadéka nem idézb a
tumorsejtek migraciojat Boyden-kamraban.

A CSCC7 sejtek 25ug/ml laminin-1 kemoattraktans hataséara
2,7x (Mann Whitney teszt: p<0,0001) jobban migigltaint az
azonos kontcentracioban hasznalt fibronektinre 244s 6
intervallumban.

4.2. A fejnyaki modellrendszer vizsgalata:

4.2.1. A kokultira hatidsara bekodvetkeé MRNS expresszids
valtozasok

A FN1, ITGA4, THBS1, MMP2UMP3, TIMP1és TIMP3
génexpresszibt csak a fibroblaszt mintakban mértimily az
ITGAG0t, ITGB6-ot, CD44et, MMP9-et ésMMP14-et csak a
tumorsejtek expresszaltak.

A PDL fibroblasztok és SCC-25 tumorsejtek kokulgira
tenyésztése szignifikansan néveltd B&A5, TGFB1lyalamint
a vizsgalt MMP-k és TIMP-ek génexpresszidjat.



4.2.2. A kokultira hatadsara bekévetked fehérje expresszios
valtozasok

Paraffinba  agyazott szoveti metszetek  fluorescens
immunhisztokémiai festésével a CD44 és MMP-9 fahérgo-
lokalizaciéjat mutattuk ki a tumorsejtek felszinén.

Az mMRNSszinti eredményeket mediitve az MMP-2 fehérje
expresszio szignifikansanéth (Mann Whitney teszt: p<0,05) a
kokulturas tenyésztés hatdsara a fibroblaszt nibatdk

Mindkét sejttipus sejtlizatumat és sejtkultira figdizojat
egyarant vizsgalo zselatindz tesztiinkkel kimutattwagy az MMP-9
tumorsejt specifikus funkciéval rendelkezik, mivaktiv formaja
csak az SCC-25 sejtekben fordub.eAz MMP-2 inaktiv forméjat
mindkét sejt termeli, de az aktiv forma csak a tgejpek altal
termelt felUliszoban jelent meg. A monokultirdhoépédst a
kokultirdban mind az MMP-9, mind az MMP-2 aktiv f@janak
mennyisége it az SCC-25 sejtekben, vagy azok kdrnyezetében.

Az MMP-k enzimaktivitasdt gatlé TIMP-1 és TIMP-3
expresszidja étt a fibroblaszt mintdkban az SCC-25 sejtekkel valo
egyutt tenyésztés hatasara.

A kokulturas tenyésztés mindkét sejttipusban nédettentegrin
a5 expressziobeli fokozéddast idézeti.el

4.2.3. Szabalyozé mechanizmusok

A meéhnyaki modellrendszerben tapasztaltakkal edtben az
SDF-1 szabdlyozdé szerepe fontosnak bizonyult a yédégn
modellrendszerben. Sejtkultara fellliszébdl  végzdhliISA
vizsgélatunkkal a fehérjeszint 2,1x szignifikAns vekiedését
(Kruskal-Wallis teszt: p<0,0001) detektaltuk.

Az TGF1 fehérje expressziéja mind a PDL, mind az SCC-25
mintakban hasonléan alakult (8,5-37,8 pg/ml). A Igdjttipus
indirekt kdlcsdnhatdsa nem befolyasolta az aktieéfie szekréciojat.

A matrix atalakulast szabdlyozé SDF-1 és T@Fhatdsan
tul munkacsoportunk korabbi eredményei alapjangéltsk az IL-
1B szabalyozé szerepét is. Az IIB-At az SCC-25 sejtek termelték,
receptora a fibroblasztok felszinén lokalizalodk. PDL sejtek
MMP1 és MMP3 génexpresszigjat szignifikans mértékben novelte
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(Student-félg-proba Welch korrekcioval: **p<0,01 és *p<0,05) 4 2
oras 1,5 ng/ml IL-f kezelés.

4.2.3. Invazi6 és migracio

Invazids és migraciés teszttel vizsgaltuk a kokalthatasat az
SCC-25 sejtek motilitAsara. A fibroblasztok indirgklenlétének
hatdséra a tumorsejtek szignifikAnsan nagyobb intazt mutattak
(Student-félet-proba Welch: p<0,05), és szignifikansan tobb sejt
vandorolt 4t a matrigéllel bevont inzerten keresg8iudent-félet-
préba Welch korrekcidval: p<0,01) a kontroll tergetekhez képest.
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5.KOVETKEZTETESEK

1. Primer kultaraban a tumorsejtek csak a fibratitds jelenlétében
életképesek.

2. A bazalis membrant attorinvaziv daganatsejtek tovabbi
terjedéséhez elengedhetetlen a stromalis elemeiatél fizikai
kontaktus. A normdl fibroblasztok és a tumorsejtikekt
kapcsolata jelefis aktiv TGFB1, MMP-7 és TIMP-1 szekréciot
eredményez.

3. A normal fibroblasztok altal termelt faktorabkbzzak, a tumor-
asszocialt fibroblasztok nem befolyasoljak a mékrgla sejtek
proliferaciojat.

4. A normal fibroblasztok a stréma fibrillaris mleit és a matrix

degradacié szabdlyoz6 komponenseit temelik, melyek
elengedhetetlenek a daganatsejtek lokalis invamiaja

5. A tumor-asszocialt fibroblasztok az invaziv trsejtek
progresszigjat €s migraciojat fokozott laminin-1 garlekan,
valamint csodkkent kollagén IV termelésiikkel segit#o,
mikdzben metalloprotedzaik megbontjdk a bazalis bmém
szerkezetét, megemeésztik az intersticialis stronimilldris
kollagénjeit. A leirtak a bazalis membranfehérjékomalis
lokalizaci6jat eredményezik. Az ésorban a laminin két
integrinekkel rendelkeéz tumorsejtek a strémaban rendezetlen
halézatként megjelénlaminin-1 mentén hatékony migraciora
képesek. Méhnyakrakban a tumorsejtek altal tertaefinin-5
kirajzolja a daganatfészkek hatérait.

6. A tetraspanin altal membranhoz horgonyzottkésat MMP-7
vagy MMP-9 lehasitja a CD44 extracellularis fragty@n mely
csokkenti a daganatsejtek adhéziojat ésegiti terjedésuket.

7. Fejnyaki daganatokban a tumorsejtek &ltal td#rroiokinek,
elsssorban az IL-f a fibroblasztok MMP-1 és -3, a TGH-
pedig az MMP-2, TIMP-1 és TIMP-3 termelést szabZhk.

8. A fibroblasztok éisegithetik a tumorsejtek invaziéjat részben az
MMP-k génexpresszijanak parakrin szabalyozasa nréve
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részben az MMP-k termelésével, mely egyben egyszédakcid
a tumorsejtek &ltal termelt citokinek jelenlétérejnfaki
daganatokban.

A stromalis elemek extracellularis matrix komposeinek
termelése elengedhetetlen a daganatsejtek invhedjées
progresszidjahoz a laphamdaganatok esetében.
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