DOI:10.14753/SE.2021.2437

A syndecan-1 és a TFPI-2 szerepe a méh fizioldgias
¢s patologias invazids folyamataiban

Doktori értekezés

Karaszi Katalin Judit

Semmelweis Egyetem
Patoldgiai Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
. EGYETEM

Témavezet6: Dr. Kovalszky llona, D.Sc., professzor emerita
Konzulens:  Dr. Than Nandor Gabor, Ph.D., tudomanyos fémunkatars

Hivatalos biralok: Dr. Borzsonyi Balazs, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Nagy Balint, D.Sc., egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Tordai Attila, D.Sc., egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Papai Zsuzsanna, Ph.D., cimzetes egyetemi tanar
Dr. Rénai Zsolt, Ph.D., egyetemi docens

Budapest
2020



DOI:10.14753/SE.2021.2437

TARTALOMJEGYZEK
1. ROVIDITESEK JEGYZEKE ........cooontriiriiriirinnississssssses s 4
2. BEVEZETES........coooooiiiiiiiiiiiieie et 7
200 EIBSZO ... s 7
2.2. A mikrokornyezet meghatarozo szerepe ...............ccccccevvviiiiiiiiniicnine e 7
2.2.1. Syndecanok mint multifunkciondlis fehérjék,; syndecan-1 .............ccccccu..... 10
22 2. TEPL-2 13
2.3. Invazios folyamatoK ..............cccoeiveiiiiiiiice s 15
2.3.1. Egészséges és kOros MERIEPENY .............c.cocouviioiiiiiiiiiiciiiiiec e 15
2.3.1.1. ATFPI-2 és a syndecan-1 szerepe a méhlepényben ..........c.cccooeveieennnne 18
2.3.2. A daganat kialakulasat befolyasolo epigenetikus és mikrokornyezeti hatasok
..................................................................................................................... 18
2.3.2.1. Syndecan-1 €s MaligNitas ..........cccourerreerienerinine e 19
2.3.2.2. A TFPI-2 szerepe rosszindulatu daganatokban ..............cccocveviiiiinnnnne 20
2.3.2.3. MEMNYAKIAK ....cocvviiiieiie e 22
3. CELKITUZESEK .......cooooiiiiiiiitiisiississssssssssssssssssss s sssssssssens 24
4. ANYAGOK, MODSZEREK .........ccoooommiiimiiiiiiiiiniiinsieiesssisseses s 25
4.1. Szovettani anyagok és vermintak ..................cccooi i 25
4.1.1. Méhlepény mintak és anyai VErmint@k ...............ccccocoeeviieeniieinineniieesnn 25
4.1.2. Méhnyakrdkbol nyert SZOVeIMINtAk..............c..ccooveiviiiiiiiiiiiiicie 28
4.2. Hasznalt vegyszerek, oldatok, pufferek és ellenanyagok .............................. 30
4.3. Morfologiai vizsgalatok ................ccooiiiiiiii 33
4.3.1. Szoveti mikroarray (TMA) és immunhisztokémia (IHC) ............ccccooevennnne.. 33
4.3.2. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése ..............c.cccovnviniiinniinnninn. 35
4.4, SEJLEENMYESZLES .........c.eiiiiiiiiiii 35
G4 1. SEIRUITUTA ... 35
44,2, KOKUITUFQ ..ot 36
4.4.2.1. Direkt kokultara (immunhiszto-, immuncitokémia, Western blot) ....... 36
4.4.2.2. Indirekt kokultara a TFPI12 metilacios vizsgalatdhoz............cccccvrunnen. 37
4.4.3. IMMURCTEOREMIQ ... 38
4.5. Feh€rje izolAlas................cooiiiiiii e 39



DOI:10.14753/SE.2021.2437

4.6. WESEEIN DIOT ... 40
A.7. TEPI-2Z ELISA ..ottt 40
4.8. Génexpresszios VIZSGAlatoK ...............occvviiiiiiiiii i 41
4.8. 1. NukleinSay izoOlALAS ...............cccoooiiiiiiiiiii e 41
4.8.1.1. DNS 1ZOIALAS ...eoveiiiieiiii et e 41
4.8.1.2. RNS 1ZOIAIAS ..ot 41
4.8.1.3. Nukleinsavak tisztasaga és KOncentracioja ........ccovververveeveseesveerueseeens 42
4.8.1.4. Nukleinsavak elvalasztasa agaroz gélelektroforézissel ............covvviunrnne 42
4.8.2. PCR alapui vizSgalatok ...............ccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 42
4.8.2.1. HPV tipizalas nested-PCR maddszerrel ..........ccccovviriiniiiniciicciee, 42
4.8.2.2. Real-time PCR az mRNS mikroarray eredményeinek validalasahoz.... 44
4.8.2.3. DNS metilacio meghatarozasa BS-PCR és MS-HRM moddszerrel........ 47
4.8.2.4. DNS metilacio meghatarozasa BS-PCR termékek piroszekvendlasaval49
4.8.2.5. TFP12-t szabdlyoz6 miRNS-ek predikcioja..........covvverviiinieiiniiinenn, 50
4.8.2.6. A prediktalt miRNS-ek validdlasa PCR modszerrel............ccccveveennnnne. 51
4.8.3. AMIR-€k transzfekCiOfa.............ccocoouiiiiiiiiiiiiiiiiieiseiee e 52
4.9, STATISZEIKA .....ocveeeiccce e 56
5. EREDMENYEK .....ccooooiiiriiimiiimieimieissssssessissssssssesssss s ssssssssssssssss s 57
5.1. Méhlepény mintak vizsgalata ..................cccooiiiiiiiiiii 57
5.1.1. Demogrdfiai és klinikai adatok ...................ccccocoviiviiiiiiiiiiiiiiii e 57
5.1.2. TFPI-2 expresszio valtozasa a terhesség elorehaladtaval.......................... 57

5.1.3. Méhlepények TFPI-2 és syndecan-1 expresszioja a terhesség harmadik

EPTIN@SZECYEDON ... 58
5.1.4. TFPI-2 expresszio Densitoquant értékeld programmal............................. 61
5.1.5. EVT sejtek TFPI-2 expresszidja harmadik trimeszterben........................... 63
5.1.6. A méhlepények szovettani vizsgalata ...............cccccovvveeiiiiiniiiiniiinieeen 63

5.1.7. A méhlepény TFPI-2 expressziojanak és a klinikopatologiai paraméterek

OSSZEJUZZESC ...ttt 64

5.1.8. Az anyai szérum TFPI-2 koncentrdcioja..............c.cccouviniiiiiiciiniinnennn 65
5.2. A TFPI-2 jelentosége méhnyakrakban ...............cccccooiiiiiiniiiinicncee, 66
5.2.1. Szovettenyeészeti sejtek karakterizaldsa és morfologidja............................. 66
5.2.2. mRNS expresszios VAltOZASOK...............cccccvviiiiiiiiiiiiiiiie e 68



DOI:10.14753/SE.2021.2437

5.2.3. ATFPI-2 fehérje valtozasai sejtkulturdkban és szoveti mintakban ............ 69
5.2.4. Epigenetikai szabadlyozo mechanizmusok..............ccccccoovoeiiiciiiiiicninnnn, 72
5.2.4.1. DNS metilacios mintazatok ..........c.cooeiiiiiiiiiienii e 72
5.2.4.2. mikroRNS-TFPI2 mRNS kolcsonhatasok monokultiraban ................. 75

5.2.5. A HPV és a miR-23a KapCSOlata ...........ccccceririiiniiieieecc e 77

5.3. A syndecan-1 vizsgalata méhnyakrakban ................c.ccocoooiiiiiiiininn 78
5.3.1. A syndecan-1 koros lokQlizACiOfa ..........c.cocvciiiiiiiiiiiieiiniie e 78
5.3 2. TUICIES ..o 80
3.3.3. Méhnyakszévetbol izolalt fibroblastok syndecan-1 expresszidja................ 81
5.3.4. Kokultura hatasa a résztvevo sejtek viselkedésére..............cccoovinninnnnnnnn. 82

6. MEGBESZELES .......cooovtiiiiiiiiieiesissiesss st 84
6.1. A TFPI-2 és a syndecan-1 szerepe a méhlepény patologiajaban.................. 84

o B R I PSR PRTSTRSN 84
6.1.2. TFPI-2 és syndecan-1 ...........cccccoooiiiiiiiiiiieie e 88

6.2. A TFPI-2 és a syndecan-1 méhnyakrakban ..................ccccooiiiiniiiinnns 89
0.2.1. TEPI-2 oo 89
0.2.2. SYNABCAN-L ...ttt 94

6.3. A fizioldgias és a patologias invazié osszehasonlitasa....................cccceeeee 96

7. KOVETKEZTETESEK ........ooooiiiiiiiinninninscsces s 98
8. OSSZEFOGLALAS ........cooiiviiiiiiiintrisssissss st 100
9. SUMMARY ..ottt bbb bbb 101
10. IRODALOMUIEGYZEK .....c.oiviviiieieieeeeeeesees st en st nesss s, 102
11. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE .......cooooovviiriririnniinninssnsseesssessesessnns 125
12. KOSZONETNYILVANITAS .......ooooiiiiiiininisessiss s 130
L3 FUGGELEK .......coootiiiiiiiiieeicseisssisesssse st 131
13.1. TFPI2 CPG @0ALOK ..o s 131



DOI:10.14753/SE.2021.2437

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

2.1. Eloszo

Amikor a sejtek invaziojarol beszéliink, elsésorban rosszindulati daganatokra
gondolunk. Tulajdonképpen jogosan, hiszen ezek végsé kimenetelét a tumorsejtek
kornyezetre gyakorolt rombold hatasa, majd a keringésbe jutva tavoli attéteik hatarozzak
meg. Ugyanakkor ugy tlinik, hogy a tumorsejtek és a veliilk kapcsolatba 1épd tumor-
asszocialt fibroblastok nem 1j programok alkalmazasaval fejtik ki karos hatasukat, hanem
a szervezet ismert programjait hasznaljdk rossz helyen ¢€s rossz idében, vagyis
szabalyozatlanul.

A Kkérdés tehat az, milyen szabalyozé rendszerek vesznek el a malignus
transzformaciot kovetéen kialakult tumorszovetben. llletve egy fizioldgias invazios
folyamat és a tumoros invazié Osszehasonlitasaval lehet-e informaciot nyerni arra
vonatkozoan, hogy melyek azok a kulcsszerepet jatszo folyamatok, amelyek
megkiilonboztetik a két eseményt.

Munkank sordn a kérdés megvalaszolasara fiziologids invazidos események
vizsgalatahoz a méhlepényt valasztottuk, ezt kivantuk Osszehasonlitani néhany a
méhnyakrak invazidja soran bekovetkezd eseménnyel, hiszen mindkét esetben az érintett
szerv a méh, és a két fehérje, melyek szerepét vizsgalni kivantuk a mikrokodrnyezet részét
képezi. Vizsgalataink elsd fazisaban szoveti mikroarray-n gyiijtottiink informéciokat az
invazidban szerepet jatszé syndecan-1 és TFPI-2 fehérjékrol. Az itt nyert adatok alapjan
a tovabbiakban szovettenyészeti modelleken tanulmanyoztuk a megismert molekulak
hatasat a tumorsejtek €s a tumor-asszocialt fibroblastok viselkedésére.

Kisérleteinktdl azt reméltiik, hogy informaciot szolgaltatnak arra a kérdésiinkre, mi

crer

2.2. A mikrokornyezet meghatarozo szerepe

A tobbsejtli szervezetekben a sejtek egymassal és a koriilottiik 1€vo sejtkozotti
allomany (extracellularis matrix, ECM) alkotorészeivel kommunikalnak. Az ECM egy
dinamikus struktira, amelyet szigoruan szabalyozott események folyamatosan
valtoztatnak. A sejtek altal termelt ECM fehérjék és poliszacharidok vazat alkotnak a

sejtek kozott; felszint biztositanak a sejtmozgasok és atrendez6dések szamara



DOI:10.14753/SE.2021.2437

differenciacioé és morfogenezis soran; részt vesznek a sejtek alakjanak kialakitasaban;
hormonokat, névekedési faktorokat kotve jelatvileti folyamatokban is kézremiikddnek,
(1).

Az ECM-ben a struktiralis fehérjékbdl felépiild halozathoz (kollagénvaz) fehérje-
poliszacharid komplexek (proteoglikanok) és multiadheziv fehérjék (fibronektinek és
lamininek) kotddnek, melyek az ECM mindkét formajaban, az intersticialis matrixban és

a bazalis membranban, megjelennek (1) (1. abra).
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1. abra. Az extracellularis matrix szerkezete. Forras: www.sigmaaldrich.com.

A proteoglikdnok egy fehérjelancbol ¢és az ehhez kovalensen kotédo
gliikbzaminoglikan (GAG) oldallacokbol allnak. A GAG-ok elagazas nélkiili anionos
poliszacharidok, amelyek ismétlddd diszacharid egységekbdl épiilnek fel. A negativ
toltés miatt a GAG-ok képesek kationt kotni, melyeket vizmolekuldk kisérnek. A vizkotés
eredményeként gél képzddik, és ez a hidratalt, kocsonyas anyag adja az extracellularis
matrix alapallomanyat. A GAG-okat felépitd cukorkomponensek alapjan négy nagy
csoport kiilonithetd el: hialuronan (hialuronsav), kondroitinszulfat (dermatanszulfat),
heparanszulfat (heparin) és keratanszulfat. Mig ezek a savanyu poliszaharidok
fehérjevazhoz kototten fordulnak eld a szervezetben, a nem szulfatalt hialuronsav nem
kapcsolodik fehérjelanchoz. A proteoglikan lehet intracellularis (serglycin), az
intersticialis matrix alkotorésze (aggrecan) vagy sejtfelszini (syndecan, glypican) (1.
tablazat) (2).
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1. tablazat. Proteoglikanok felosztasa (2, 3). HS: heparanszulfat, CS: kondroitinszulfat,

DS: dermatanszulfat, KS: keratanszulfat

Lokalizacio Tipus GAG lanc
Intracellularis

Serglycin HS/CS
Sejtfelszini

Syndecan-csalad

Syndecan-1 HS/CS

Syndecan-2,-3,-4 HS
Glypican-csalad

Glypican-1,-2,-3 HS
Részid6s proteoglikanok

Betaglycan, CD44 HS/CS

Extracellularis

Kis, leucinban gazdag proteoglikanok

I. Decorin, Biglycan, CS/DS
Asporin, ECM2, ECMX

Il. Fibromodulin, Lumican, KS
Keratocan, Osteoadherin

I11. Epiphycan, CS/DS
Osteoglycin, KS
Opticin

IV. Chondroadherin, Nyctalopin, Tsukushi

V. Podocan, Podocan-like 1

Modularis proteoglikanok
Hialuronsavat és lektint k6té proteoglikanok
Versican, Neurocan, Brevican CS
Aggrecan CS/KS
Hialuronsavat nem koté proteoglikanok

Perlecan, Agrin, Testican HS/CS

Egyes adhézios molekulak, mint példaul a fibronektin €s a laminin, fontos szerepet
jatszanak a sejtek €s az ECM kapcsolodasaban. Ez a kapcsolat a sejtek sejtadhézios

receptorain, az integrineken keresztiil valosul meg (4). Mas adhézi6s molekulak az ECM
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egyes elemeit kapcsoljak Ossze egymassal, ilyen példaul az entaktin (5) vagy a
trombospondin (6) (1. abra).

A bazalis membran epithelialis sejteket vagy mas sejtcsoportokat vesz koriil, ezzel
térben elvalasztva a sejteket a koriilottiik 1évé kotdszovettdl. Ugyanakkor egy specifikus
Osszekottetést is biztosit a sejtek és az ECM elemei kozott. Ennek soran az integrineken
keresztiil az aktin citoszkeletonhoz kdtddve modulalja a sejtkapcsolatokat €s a migraciot,
tovabba az intracellularis jelatviteli utvonalakat (7). Az alaphartya két f6 alkotojat, a 1V-
es tipusu kollagént és a laminint, az entaktin (nidogén) kapcsolja 6ssze (5). Két
heparanszulfat proteoglikan (agrin és perlecan) is megtalalhato az alaphartyaban (8, 9).

A szoveti homeosztazisért a fibroblastok altal szekretalt matrix metalloproteinazok
(MMP), illetve ezeket szabalyoz6 szdveti inhibitorok (TIMP) fontos szerepet jatszanak
(10). A fibroblastok a kotoszovet jellegzetes sejtjei, melyek nem csak az alapallomany
termeléséért felelosek, hanem ECM bonté proteolitikus enzimek termelésével
folyamatosan Ttjraszervezik azt. Ennek a dinamikus egyensulynak jo példaja a
sebgyogyulas folyamata, melyben a novekedési faktorok és a citokinek is fontos szerepet
jatszanak (11).

2.2.1. Syndecanok mint multifunkciondlis fehérjék,; syndecan-1

A syndecan csaladnak 4 tagja van, ezek a syndecan-1 (sdcl, 33 kDa, 310 aminosav),
a syndecan-2 (fibroglycan, 23 kDa, 201 aminosav), a syndecan-3 (N-syndecan, 43 kDa,
384 aminosav) és a syndecan-4 (ryudocan, 22 kDa, 198 aminosav). A kiilonb6z6
syndecanok jellegzetes szovet- és fejlodésspecifikus megoszlast mutatnak (12, 13).

Az l-es tipusu vazfehérjén (22-43 kDa) 3 domén azonosithato: egy rovid
citoplazmatikus a C-terminusnal, amivel a citoszkeleton aktin vazahoz kapcsolodnak; egy
transzmembran és egy hosszi cukoroldallancokat tartalmazé N-termindlis vég. Az
extracellularis domén egy hosszabb, varidbilisabb rész, melynek az ismétlodd
glikozilacios szekvenciaihoz (Ser-Gly) kotédnek a GAG-ok. A syndecan-1 és -3
fehérjevazan két kiilon klasztert alkotnak a GAG kotéhelyek, az N-terminushoz kozeli
kotohely heparanszulfatokat (HS), a membrankozeli pedig kondroitinszulfatokat (CS) kot
(14, 15). A két klasztert egy prolinban és treoninban gazdag ,,spacer” régi6 valasztja el
egymastol (16). A transzmembran doménnek az oligomerizacidban van jelentésége, ami

nagyobb stabilitast és ligandkotd affinitdst eredményez, illetve az intracelluléris részek

10
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konnyebben tudjak transzfoszforilalni egymast. A citoplazmatikus domén erdsen
konzervalt részei a membrankdzeli, 10 aminosav hosszisagu C-1 régio és a C-terminalis
C-2 régi6. Koztik egy nagyon variabilis szakasz, a V régid talalhat6. A legtobb
kolcs6nhatod partner ezt a részt ismeri fel (2. abra) (13). A syndecanok a C-1 régio6
konzervalt KKDEGSY szekvencia szerinjén foszforilalodnak in vivo (17). Megfigyeltek
olyan esetet a syndecan-2 molekulanal, amikor ebben a konzervalt szakaszban nem
foszforilalédott a szerin, egy masik aminosav szekvenciaban in vivo pedig duplan
(RKPSS) (18). A vazfehérje oligomerizacidja a transzmembran domén glicinben gazdag
régioi és a membrankozeli extracellularis domén rész (ERKE) kozremukodésével
torténik. Ezen feltevések igazoldsara mutans syndecan-3 molekulat vizsgaltak, ahol 2
glicint leucinra cserélve nem jott 1étre dimerizacié. Ha a membranproximalis 4 aminosav

kozil a bazikusakat alaninra cserélik, a dimerképz6dés szintén lecsokken (19, 20).

HS lancok
CS lancok
l"
\
\\
Ektodomén ‘,' TM  Citoplazmatikus domén
N | : e COO
\ N
‘!
'l
J
A
Ismeretlen | | Koreceptor- Receptor- Kotédés a ll-es tipusu
sejtfelszini | | k6t6 domeén? || oligomerizacio PDZ-domén-
I molekulak fehérjékhez
Variabilis domén;
Interakciok heparin-kétd syndecan-specifikus
ligandumokkal (pl. ECM,
novekedési faktorok, proteazok)

Kapcsolat az aktin citoszkeletonnal

2. abra. A syndecanok szerkezete és potencidlis kdlcsonhatdsai. TM: transzmembran

domén, C1 és C2: konzervalt régio6 1 és 2, V: variabilis régio (13).

A syndecanok a szabalyozas fontos elemei, mivel - elsdsorban cukorlancaikkal -
novekedési faktorok, extracellularis elemek, -citokinek, sejtadhéziés molekuldk,
protedzok, proteaz  inhibitorok, lipidkoté  fehérjék, véralvadasi  faktorok

receptoraiként/koreceptoraiként vesznek részt a sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatokban, a
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gyulladas és a sebgyogyulas folyamataban (21). Koreceptorként feldusitjak a sejt
felszinén a molekuldkat, ligandokat, ezaltal eldsegitik a primer receptorokkal vald
talalkozast. A ligandok az extracellularis domén heparanszulfat lancaihoz kotédnek.
Baktériumok (Pseudomonas aeruginosa) ¢és virusok (HIV, HPV, HCV) is képesek
kotddni syndecan-1-hez vagy syndecan-3-hoz (21-24). A fibroblast novekedési faktor
(FGF) a heparanszulfat oldallancokhoz kotédve oligomerizalodik, ami az FGF-receptor
aktivalodasanak feltétele. A transzformald névekedési faktor  (TGF-B) nem a GAG-hoz,
hanem a proteinhez kapcsolddva inaktivalodik (25, 26).

A syndecanokra jellemz6 a ,,shedding” folyamata, melynek soran csaknem az
egész ektodomén levagddik a hozza kapcsoloddo GAG-okkal egyiitt. Ez azt eredményezi,
hogy a megkotott faktorok is eltavolodnak a sejtfelszintdl, és bekeriilve a sejtkdzotti
alloméanyba a keringés révén a szervezet mas pontjaira is eljuthatnak a cukorldncokon
megkotott szabalyozo molekulak. A szérum magas syndecan-1 szintje prognosztikai
jelentdséggel bir bizonyos gyulladasok esetén és kiilonb6z6 daganatokban (27, 28). A
,»shedding” része a sejt normalis miikodésének, de bizonyos faktorok indukalhatjak,
fokozhatjak is, mint példaul a kalcium ionoférok, kemotaktikus peptidek, bakteridlis
fehérjék, citokinek, ndvekedési faktorok, tirozin kinazok, PKC aktivalé anyagok, mint a
forbolészterek, proteazok, ilyen a plazmin, trombin, matrix metalloproteazok (29-31).
Cirrhotikus majban a syndecan-1 6nmaga is képes a ,,shedding” szabalyozasara MMP-14
(MT1-MMP) termelésének fokozasan keresztiil. Az emelkedett syndecan-1 expresszid
fokozta az MMP-14 aktivalodasat, ami fokozott syndecan-1 ,,shedding”-et eredményezett
(32). Syndecan-4 esetében kimutattak, hogy a Lys (114) és az Arg (115), illetve a Lys
(129) és a Val (130) kozott torténik meg a levagddas trombin és plazmin hatasara (33). A
levagodas a membrantdl szadmitott 15 aminosav hosszlisagli szakaszon torténik. A
,,Shedding” helyét befolyasolja az intracellularis és a transzmembran domén 4 konzervalt
tirozinjanak foszforilaltsaga (34).

A syndecan-1 hamsejtek, simaizom sejtek, endothel sejtek, trophoblastok és
szamos B-sejt felszinén kifejezddik, bar nem mutathatd ki a keringésben talalhat6 B-
limfocitakon. A limfoid sejtek koziil a B-sejtek érése soran a csontveldi pre-B-sejteken
és az érett, immunglobulint termelé plazmasejteken mutathat6 ki (12, 35, 36). Polarizalt
sejtekben leginkdbb a bazolateralis membranon jelenik meg. Ezzel ellentétben egy olyan

syndecan-1-gyel, melynek C-terminalisan 12 aminosavas deléciét indukaltak, Madin-
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Darby kutyavese sejtek transzfektalasat kovetéen az apikalis felszinen is megjelent a

molekula (37).

2.2.2. TFPI-2

Aminosav szekvencia alapjan a szoveti faktor Gt gatlo 2 (TFPI-2) azonos a human
Placenta Protein 5-tel (PP5) (38). Hans Bohn és munkatarsai human placentabdl izolaltak
és karakterizaltak méhlepény-fehérjéket. A PP5 sorrendben az 6t6dik szolubilis placenta
fehérje volt - ezért is az elnevezés -, melyet 30-36 kDa-nal azonositottak (39). Tovabbi
kutatasok soran tobb molekulatomeget detektaltak (33, 31, 27 és 25,5 kDa), mivel ez a
glikoprotein kiilonb6z6 glikolizacios formaban jelenhet meg (40). A TFPI-2 a matrix-
asszocialt Kunitz-tipusu szerin proteinaz inhibitor (serpin) csaladba tartozik, melyet
harom Kunitz-tipusu inhibitor domén jellemez (41). Ezek koziil az els6 domén felel6s
leginkabb a protedz gatlas hatékonysagaért (42).

A TFPI-2 legnagyobb mennyiségben a placentdban van jelen, szerepe a terhesség
fiziologias folyamataiban még nem teljesen tisztazott. Than és munkatarsai is
megerdsitették a TFPI-2 placenta-specificitasat a BioGPS adatok alapjan (43). A fehérje
els6sorban a syncytiotrophoblastban mutathaté ki (44, 45), emellett az anyai és a
koldokzsinor vérben, a vizeletben és a magzatvizben is megtalalhatd (46, 47).
Szerkezetileg hasonlé a TFPI-hez, igy a véralvadasi folyamatokban szabalyozé szerepet
jatszik (48). A 3. abra a TFPI-2 gatlo szerepe lathatdo a proteolitikus véralvadasi
kaszkadban: az ,,intrinsic” Gtvonalon a plazma kallikrein és a Xla faktor; az ,,extrinsic”
utvonalon a Vlla faktor-szoveti faktor (TF) komplex; a k6zos uton a Xa faktor érintett
(49, 50). Ezzel parhuzamosan a TFPI-2 a plazmin gatlasaval a fibrinolizis szabalyozasban
is részt vesz, amivel visszahat a fibrinképzésre (50). A homeosztazis egyensulyanak
felbomlasa sulyos kovetkezményekkel jarhat. Ha a tulzott vérrogképzddés és
vérzékenység egyszerre van jelen, akkor disszeminalt intravaszkularis koagulacio (DIC)
alakulhat ki: a vér mikrocirkuldcioban torténd erdteljes alvaddsa sordn a véralvadasi
faktorok elhasznalodnak, a szervezet nem tudja hirtelen poétolni a hianyzoé faktorokat, igy
vérzékenység 1ép fel. A DIC fellépése varanddssag és sziilés tajan gyakoribb. A TFPI-2

tovabbi szerin protedzokat is gatol, mint a tripszint, kimotripszint és katepszin G-t (50).
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3. abra. A TFPI-2 szerepe a koagulacidban és a fibrinolizisben. Modositva (51) alapjan.

Z06ld nyil: aktivacid; piros nyil: gatlas.

A TFPI-2-t nem csak a placenta és az érrendszer dsszes sejtje (endothel sejtek, sima
izom sejtek, fibroblastok) termeli, kisebb mennyiségben més szovetekben is
megtalalhato, igy a majban, a vazizomban, a szivben, a vesében és a hasnyalmirigyben
(52, 53). A TFPI-2 a szerin proteinazok kozvetlen gatlasaval a szovetek extracellularis
matrixanak atrendezddését is szabalyozza, tobbek kozott gatolja a kollagéneket bonto €s
a proMMP-ket aktivald plazmint (3. abra, 5. abra) (53, 54). Rao és munkatarsai
kimutattak, hogy a TFPI-2 glikolizalt formai 70-75%-ban az ECM-hez, 25-30%-ban a
sejtfelszini fehérjék HS lancaihoz kotédnek (40). Ogawa és munkatarsai a TFPI-2 és a
glipikan-3 heparanszulfat oldallanca kozotti kapcsolatot bizonyitottak (44). Liu és

munkatarsai human bdr fibroblastok heparanszulfat és dermatanszulfat komponensei
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esetén mutattdk ki, hogy azok specifikusan kotédnek a TFPI-2-hoz. Mig a dermatan
gyengén, a heparin igen erdsen képes kotddni, tovabba a heparin fokozza a TFPI-2

plazmin gatl6 hatasat is (55).

2.3. Invazios folyamatok

Fiziologias invaziés folyamat és tumoros invazido Osszehasonlitasahoz
kisérleteinkben a méhlepényt és a méhnyakrakot vizsgaltuk, mivel a trophoblast sejtek
invaziv képessége hasonlosdgot mutat a rosszindulat daganatsejtekéhez. Egészséges
terhesség soran az endometrium és myometrium trophoblast invazidja szigoruan
szabalyozott, mely leginkabb az elsé trimeszterre jellemzd. Ezen fiziologids folyamat
legkisebb zavara is patologids terhességhez vezethet. Ezzel ellentétben a daganatok

lokalis invazidja szabalyozatlan patologias folyamat, amely tavoli attéteket is képezhet.

2.3.1. Egészséges és koros méhlepény

A méhlepény egy atmeneti szerv, amely 6sszekoto szerepet tolt be az anya és a
magzat kozott. Endokrin funkciojan kiviil részt vesz a gazcserében, a magzat taplalasaban
¢és a koros anyagcseretermékek kivalasztasaban ugy, hogy kdzben az anya és a magzat
vére nem keveredik (56). A megtermékenyitést kovetden a kialakult holyagesira sejtjei
trophoblast és embrioblast sejtekké differencidlodnak, majd a trophoblastok altal termelt
MMP-k erodalé hatdsara a holyagesira besiillyed a méhfal nyalkahartydjaba. A
beagyazoddassal parhuzamosan a méhlepény kialakulasa is kezdetét veszi, ami soran
eldszor a trophoblast sejtek tovabb differencialodnak a chorionbolyhok felszinén
elhelyezked6, sokmagva syncytiotrophoblastta. Az alattuk elhelyezked6, folyamatosan
proliferald cytotrophoblast sejtek fuzidjaval 1étrejott syncytiotrophoblast réteg
kozvetleniil érintkezik az intervillozus térben kering6 anyai vérrel, és abba hormonokat
(példaul progeszteron, leptin, human chorialis gonadotropin), novekedési és egyéb
faktorokat szekretal (57). A cytotrophoblastok egy csoportja késébb invaziv
trophoblastokka differencialodva attorik a syncytiotrophoblast réteget, és a trophoblast
invazios folyamat soran a méh falaba vandorolnak. Ezeket a sejteket extravillozus
trophoblastoknak (EVT) hivjuk. Az EVT-k proteolitikus enzimek és inhibitoraik (MMP-
l,-2,-3,-7,-9,-10,-13,-26,-28, MTI-MMP, MT2-MMP, plazminogén aktivator, TIMP-I-4)

crer
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decidua faktorai is segitik, amiket a hamsejtek, fibroblastok, makrofagok és leukocitak
termelnek. A trophoblast sejtek beagyazddasaban és invazivitdsaban sejtadhézios
molekulak is részt vesznek. Sok névekedési faktor és citokin (pl. EGF, HGF, TGF-q,
IGF-II, IL-B, VEGF, FGF, FGF-4, FGF-10) is szerepet jatszik a trophoblast invazio
folyamatanak szigoru szabalyozasaban (57, 60). Attol fliggden, hogy hol helyezkedik el
az EVT a méhben, megkiilonboztetiink intersticialis és endovaszkularis trophoblastot. A
méh spiralis artéridinak falat az endovaszkularis trophoblast sejtek infiltraljak, aminek
kovetkeztében az endothel és a simaizom sejtek egy része trophoblast sejtekre cserélédik.
fgy az erek falanak rugalmassaga csokken, azok kitagulnak, kovetkezményesen pedig a
magzat taplalasahoz sziikséges nagyobb véraramlast kis ellenallassal tudjak biztositani
(4. abra) (61).

A fent leirt pontosan szabalyozott fiziologids trophoblast invazio és a spiralis
artériafal atépiilésének zavara az uteroplacentaris keringés romlasahoz, méhen beliili
novekedési retardacio (IUGR) valamint praceclampsia (PE) és HELLP (haemolysis,
elevated liver enzymes, low platelet) szindroma kialakuldsahoz vezethet.

A PE a legsulyosabb sziilészeti korképek kozé sorolhatd, mivel az anyai -
perinatalis megbetegedések ¢és halalozasok egyik vezeté oka (62). A betegséget a
terhesség 20. hete utan ujonnan megjelend magas vérnyomas, fehérjevizelés ¢s 6déma
alapjan diagnosztizaljdk. A PE soran sulyos anyai szovodmények jelentkezhetnek,
melyek tobb szerv karosodasat is érinthetik, példaul a veséket, a majat és a kozponti
idegrendszert (62, 63). Attol fiiggden, hogy a terhesség korai vagy késéi szakaszaban
jelentkeztek a klinikai tlinetek, a PE-s esetek két alcsoportra oszthatok, a terhesség 34-35.
hete el6tt jelentkez6 korai PE-re illetve a terhesség 34-35. hete utan jelentkezd késoi PE-
re (64).

A korai PE sulyosabb lefolyasti, mint a kés6i, mivel a korai formaban a méhlepény
és a magzat is érintett. Ezenkiviil a korai PE igen gyakran HELLP szindromaval, [UGR-
rel vagy a terhességi korhoz képest kis sulyti magzat vilagra hozasaval tarsul (62, 64-66).
A PE kialakuldsdban tobb folyamat is kozrejatszik. Korai PE soran az abnormadlisan
sekély trophoblast invazi6 és az anyai spiralis artériafal karosodott atépiilése anyai
vaszkularis malperfuziot (MVMP) és oxidativ stresszt okoznak a méhlepényben (4. abra)
(61). A kialakult méhlepényi hipoxias-iszkémids 1ézidk hatasara felszabadulo lepényi

toxinok (syncytiotrophoblast sejttormelékek, gyulladaskeltd és anti-angiogén molekulak)

16



DOI:10.14753/SE.2021.2437

nagy mennyiségben az anyai keringésbe keriilnek (67, 68). Innen ered a praeeclampsia
korabbi elnevezése is, igy mint toxémia avagy terhességi mérgezés. Ezek a lepényi
toxinok anyai endothel sejtkdrosodast, illetve a keringésben szisztémas gyulladést
okoznak (61, 62, 69-74). Sulyosabb karosodas kovetkeztében trombotikus
mikroangiopatia alakulhat ki, ami HELLP szindréméhoz, azaz hemolizishez, alacsony
vérlemezke szamhoz, és a véralvadasi rendszer zavaraihoz vezethet, tovabba a
majenzimek szintje is megemelkedik. Ez egy életveszélyes korkép, melyhez tarsulhat
DIC, korai méhlepénylevalas, veseelégtelenség, tiidovizenyd és agyi szovOdmeények,
ezért nagyon magas az anyai €s a magzati mortalitas (75, 76).

Normalis placentacié Abnormalis placentacié

Spirélis artéria

Endovaszkuléris extravillosus
trophoblast
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trophoblast
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4. abra. A méhlepény normalis és abnormalis fejlodése (61).

A trophoblast invazid, a spiralis artériak falanak atépiilése és a lepény fejlodése,
valamint miikodése kevésbé érintett késdi PE-ben (77, 78). Felmeriilt, hogy a kés6i PE
kialakulasa olyan egyéb stressz faktorokhoz kapcsolhato, amelyek nem iszkémias stressz
kovetkeztében keletkeznek (79). llyen faktorok I1éphetnek fel kiilonféle anyai

betegségekben, mint példaul cukorbetegség, vesebetegség és autoimmun betegség soran
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fellépo gyulladasos és megvaltozott anyagcsere allapotok (65, 80). Ezen megfigyelések
alapjan a korai PE leginkdbb a méhlepény betegségének, mig a késéi PE anyai
betegségnek tekinthet6 (61, 81).

Jollehet ezek az Osszetett patofiziologias folyamatok és a kivaltdé okok még nem
teljesen tisztazottak, illetve a két PE csoport hasonld patologias megjelenést mutat az
anyai vaszkularis betegség tekintetében, egyértelmiien megallapithatd, hogy a lepény
szerepe kulcsfontossagti a PE kialakuldsaban. Ezt az a tény is aldtdmasztja, hogy a
jelenlegi egyetlen hatasos terapia PE esetében a méhlepény vilagrahozatala (62).
Kovetkezésképpen egyre novekvd érdeklddéssel probéljak megtaldlni azokat a PE
patogenezisében szerepet jatszo lepényi tényezdket, amelyek 0j diagnosztikus és

terapeutikus eszk6zok kifejlesztésének az alapjai lehetnek.

2.3.1.1. A TFPI-2 és a syndecan-1 szerepe a méhlepényben

Tobb tanulmény is vizsgalta a szoveti faktor és a TFPI szerepét komplikalt
terhességekben (82, 83). Ezzel ellentétben a TFPI-2 csak néhany esetben keriilt a
vizsgalat fokuszaba PE-s folyamatokat illetéen (44, 82, 84-88). Bar a megfigyelések
ellentmondasosak voltak, mégis ezen kutatasok eredményei azt sugalltak, hogy a TFPI-2
trophoblast invazio jellemzd, amely a proteinazok és azok inhibitorai megvaltozott
egyensulyat eredményezheti az anyai-magzati hatarfeliileten (89-92). Mindamellett ezen
tényezok szerepe a koros patologiai eseményekben, a PE kiilonboz6 alformaiban, még
nem teljesen tisztazott.

Munkacsoportunk lepényi syndecan-1-gyel végzett kisérleteinek eredményei
ravilagitottak a syndecan-1 esetleges szerepére koros terhességi patomechanizmusokban
(36). Lehetdségiink volt ugyanezen szdveti mintak, illetve az ezekhez tartozo anyai
szérum mintak TFPI-2 expresszios valtozasait is vizsgalni, és Osszehasonlitani a két

molekula expresszids mintazatat.

2.3.2. A daganat kialakulasat befolydsolo epigenetikus és mikrokornyezeti hatasok
A daganatok eredete, kialakulasa a genetikara vezethetd vissza, de biologiai
viselkedésiiket, vagyis fenotipusukat epigenetikus ¢és mikrokdrnyezeti hatasok

befolyasoljak (93).
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Kutatasaink soran két epigenetikai hatas kertilt el6térbe a vizsgalt modelleinkben:
a transzkripcids szinti DNS metilacio €s a transzlacios szinti miRNS szabalyozas. A
citozin 6todik szénatomjanak metilacioja (5-metilcitozin) a legismertebb ¢€s legstabilabb
epigenetikai marker. Differencidlt sejtekben a metilacidos események 99,98%-a
ugynevezett CpG helyeken torténik, ahol a citozin 3’-vég feldli szomszédja guanin. A
CpG-ben gazdag helyeket CpG szigeteknek, az azokhoz kozeli teriileteket CpG partoknak
nevezziik, melyek metilaltsagi foka forditott Osszefliggést mutat az adott gén
transzkripcios aktivitasaval (94).

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) rovid (15-23 nukleotid) egyszalt RNS molekulak.
az mMRNS nem atirodo végéhez (3° UTR) részleges vagy teljes komplementaritassal
kotédnek. Teljes komplementaritas esetén az mRNS degradalodik. EQy miR tobb gént,
mig egy gént akar tobb miRNS is szabalyozhat. (95). Az egyre névekvd adatbazisok
bioinformatikai modszerekkel torténd feldolgozasa segit beazonositani a lehetséges
MIRNS-mRNS interakciokat, amiket kisérleti modellekkel validalunk.

A stromasejteknek és az ECM elemeinek jelentds szerepiik van a tumor
természetének formalasaban (96). A tumorsejtek, hogy sajat novekedésiiket és
invazidjukat biztositsak, novekedési faktorok és citokinek termelésével atépitik a
kozvetlen kornyezetiikben 1€v6 ép szoveteket. Ezaltal kialakul a daganat strémdja, amely
tumor-asszocialt fibroblastokbol (TAF, CAF, TF), endothel és gyulladasos sejtekbdl épiil
fel (97). A sejtes elemek és az ECM komponensek megvaltozott dsszetétele a tumor
szoOvettani tipusara jellemz6 (12). A daganatsejtek és a kornyez6 stroma kozott allando,
dinamikus kapcsolat jon 1étre. Ezt az egyensulyt kétiranyu jelatvitel biztositja, vagyis a
matrixfehérjék a kiviilrél érkezd jelek tovabbitdsaval hatnak a daganatsejtekre, a
daganatsejtek a folyamatos humoralis hatasaikkal a stromara. Ezért fontos a sejtfelszini
és az extracellularis matrixfehérjék vizsgalata. fgy pontosabb képet kapva a daganatok

biologidjarol 1 lehetdségek tarulnak fel a daganatos betegségek kezelésére.

2.3.2.1. Syndecan-1 és malignitas
Bizonyitott, hogy a syndecan csalad tagjainak expresszidja daganatokban mRNS és
fehérje szinten is megvaltozik, és ez dsszefiiggésben van a prognozissal (98). A syndecan

szintjének tumorspecifikus csokkenése vagy novekedése hatassal van a sejtek invazios
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képességeire. A heparanszulfat oldallancokat a heparanaz enzim bontja, melynek
aktivitasa jelentdsen befolyasolja a tumorsejtek biologiai viselkedését. A GAG-okat kitd
extracellularis domén levagodasa, és szérumban valdo megjelenése gyakran a rossz
prognozis jele. Mas esetben a molekula oligomerizalodhat, és bekeriilhet a sejtmagba is
(19, 99). Majrakokban a GAG-ok mennyiségi €s mindségi valtozasa soran megvaltozik a
diszacharid-egységek szulfataltsagi foka és a szulfatcsoportok helye az ép szovethez
képest. Ennek kovetkeztében valtozik a cukorlanc molekularis kolcsonhatésa is. Ez is
mutatja a GAG-ok kulcsfontossagu szerepét a sejtek viselkedésében (2, 100, 101). A
syndecan-1 mennyisége ¢s bizonyos daganatok stadiuma kozott aranyossagokat irtak le.
A syndecan-1 megtartottsaga jo prognosztikai jel vastagbélrakoknal (102), ugyanakkor a
magas syndecan-1 expresszio rossz jel a hasnyalmirigyrakokban és a myeloma multiplex-
nél, valamint a tobbi malignus B-sejtes limfomanal (98, 103). Az emlérak
agresszivitasanak fokozodasaban az oyvf3 integrin aktivalodas is szerepet jatszik, melyet
a syndecan-1 ektodoménje szabalyoz. Ez a receptor az attétképzést és az angiogenezist is
elosegiti (104). Nem cirrhotikus majban fejlodé tumorok syndecan-1 expresszidjukat
elveszitik, viszont cirrhotikus majban megtartjak (105). A syndecan-1 expresszidjat
vizsgalva az epithelioid szarkomaknal és a szinovialis szarkomak epithelialis elemeinél
sejtfelszini pozitivitast, a fibroszarkomaknal és dermatofibroblastoknal pedig negativitast
irtak le (106). Mindazonaltal a tumorstroma is képes syndecan-1-et termelni (107). Fej-
nyak, gyomor- és emlérakoknal a tumorsejtek sejtfelszini syndecan-1 expresszid
csokkenése mellett a tumor-indukalta kot6szoveti elemek abnormalis syndecan-1

pozitivitasa rossz prognosztikus jel (108-115).

2.3.2.2. A TFPI-2 szerepe rosszindulatu daganatokban

A matrix-kotott szerin proteinazgatld TFPI-2 irodalmi eredmények szerint a

crer

crer

anti-invaziv képességét az MMP-1 és MMP-2 gatlasaval hoztak kapcsolatba. Az MMP-
9 kisebb mértékben vett részt ebben a szabalyozasban (116). Wang emldraksejtekkel
végzett munkassaga szerint a TFPI-2 tumorszuppresszor hatasara fiigg a molekula

intracellularis lokalizacigjatol. Eredményei szerint a citoplazmatikus TFPI-2 aktin-
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asszocialt fehérjékhez (aktinin-4 és miozin-9) koétddve gatolja az EGFR-ERK1/2
jelatviteli molekuldk foszforilaciojat és a pERK1/2 magi transzlokalizacidjat, ezzel
a TFPI-2 sejtmagi transzlokalizaciojara hivta fel a figyelmet. Azt tapasztalta, hogy a
TFPI-2 magi jelenléte gatolta az MMP2 transzkripciojat, ezaltal csokkent az
emloraksejtek invazidja (118). A TFPI-2 tumorszupresszor szerepér6l egyre tobb
kutatdcsoport szdmol be. A meningiomat, gliomat, orr-garatrakot, emld-, gyomor-, és
végbélrakot csokkent TFPI-2 expresszid vagy a TFPI-2 hidnya jellemzi. Inaktivalasat
csendesitéséhez vezet a metilaltsag fokanak fliggvényében (5. abra) (50, 119-123).
Emellett Ma ¢és munkatarsai prosztatardkban a TFPI2 miR-616 altali epigenetikai
géncsendesitésre vilagitottak ra (124).

A syndecan-1 és a TFPI-2 tumorinvazioban jatszott szerepét méhnyakrakban

vizsgaltuk.

Prométer
Metilacié uPAR

Extracellularis \

lIntracellularis
Jelatvitel

VARAN

uPAR §

AARAARAR |

~ Azonositatlan
\ TFPI-2
Receptor ?

Mas Szerin
Proteinazok

CITOPLAZMA

EXTRACELLULARIS
MATRIX

5. abra. Az ECM-asszocialt TFPI-2 szerepe a plazmin és az MMP-k szabalyozaséaban,

illetve a TFPI2 gén szabalyozasa promoter metilacioval. Modositva (53) alapjan.
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2.3.2.3. Méhnyakrak

A fokozottabb megeldzés, korai diagndzis, hatdsos és rendszeres szlirdvizsgalatok
¢és orvosi kezelések ellenére, nok korében még mindig magas a méhnyakrak okozta
mortalitasi rata vilagszerte (125, 126). A méhnyakrak kialakulasaért a vizsgalt esetek
99,7%-aban a magas kockazati human papilloma virus (HPV16, 18, 33) fert6zés a felelds
(127). A HPV fert6zott ndk tobbségénél azonban nem alakul ki méhnyakrak, ami arra
utal, hogy a tumor kialakulasahoz egyéb kornyezeti faktorok is sziikségesek.

Az invaziv tumorsejtek altal termelt MMP-2 ¢s MMP-9 megbontja a méhnyakrak
bazalis membran szerkezetét a 1V-es tipust kollagén és a laminin lebontasaval (128).
Attérve az alaphértyat, az epithelialis tumorsejtek az intersticialis matrixot folyamatosan
lebontva, majd ujjaépitve tovabb vandorolnak a nyirok- és véredények felé (129, 130). A
tumorprogresszi6é folyamataban a CAF-ok igen fontos szerepet toltenck be, fokozott
mennyiségben és megvaltozott mindségben termelik a matrixfehérjéket az ép szovethez
képest (6. abra) (131, 132). Emellett MMP-k (MMP-2, MMP-9) és szerin proteinazok
szekrécidjaval segitik a daganat invaziojat (133). Az MMP-9-et az MMP-2, az MMP-3
¢és a plazmin, az MMP-2-t pedig az MMP-14 aktivalja (134, 135).

Longitudindlis metszet

—Tumor

Ham Transzverzalis metszet

Bazalis membran

Stroma

Vérdény

o Tumorsejt

TS~ CAF/myofibroblast

~—" Extracellularis matrix

6. abra. A tumor és mikrokdrnyezete, tumorinvazio (132).
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A syndecan-1 expresszié csokkenése a méhnyak hamsejtjeinek felszinén a
malignus transzformacio kialakulasahoz vezetd t egyik 1épcséfokanak tekinthetd (136,
137). Inki ¢és munkatarsainak megfigyelése szerint Osszefiiggés lehet a csokkent
sejtfelszini syndecan-1 expresszid és a rossz progndzis kozott, ami azt sugallja, hogy a
daganatképzd6dés mikroevolucids folyamata soran a sejtfelszini syndecan-1 elvesztése
szelekcios elonyt jelent (138). A sejtfelszini syndecan-1 elvesztésének mértéke aranyban
all a méhnyakrak differencidltsagi fokaval, és feltehetden a nyirokcsomd metasztazis
jelentétével is, egyéb f6 klinikai paraméterek szambavétele nélkiil (138-141).
van a kiilonboz6 tipusu proteazoknak. Joggal felvetdédott a kérdés, jatszik-e szerepet a
TFPI-2 valtozasa az invazios folyamatokban? Zhang és munkatarsainak a méhnyakrak
prognézisaval kapcsolatos publikacioja csokkent TFPI-2 expressziot ir le. A folyamat
szignifikans Osszefiiggést mutatott a FIGO statusszal, a nyirokcsom6 metasztazissal és a
HPV fertézéssel. A fehérje expresszidjanak csokkenésével parhuzamosan csokkent a
tumorokban az apopt6zis, és fokozodott az angiogenezis (142). Dong és kutatocsoportja
kimutatta, hogy a TFPI-2 promoter hipermetilaltsaga Gsszefligg a kinai populacioban

megjelend méhnyakrakkal (143).

Munkénk soran arra kerestilink a valaszt, hogy a mikrokdrnyezet miként vesz részt
a méhnyakrak invazidés folyamataiban. Kordbbi vizsgalataink azt sugalljdk, hogy a
méhnyakrak altal indukalt tumorstréma kulcsfontossagl szerepet tolt be a HPV medialta

karcinogenezisben (144).
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3. CELKITUZESEK

Célunk az invazios folyamatok Osszehasonlitasa két, szovettanilag eltérd, de

invazios tulajdonsagokkal jellemezhetd szdvetben. A fiziologias és patoldgids invazid

eseményeinek Osszehasonlitd vizsgalatdhoz a méhlepényt valasztottuk, és ezt kivantuk

Osszehasonlitani néhany, a méhnyakrak invazidja soran bekovetkezd patoldgias invazios

eseménnyel. Szoveti mikroarray-eket és szovettenyészeti modelleket tanulmanyozva az

alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Megvaltozik-e a TFPI-2 expresszidja praceclampsias ¢s HELLP szindromas
betegektdl szarmazd méhlepényekben a varandos kontrollokhoz képest?
Tapasztalunk-¢ kiilonbségeket az anyai TFPI-2 szérumkoncentraciokban
praeeclampsias betegekben?
Amennyiben taldlunk véltozast, az 6sszefiiggésben lehet-e
o a korai praeeclampsia lepényi patogenezisével és a HELLP
szindromaval,
o illetve praeeclampsias betegekben bekovetkezett — syndecan-1
expresszios valtozasokkal?
Milyen mechanizmusok dllnak a TFPI2 csendesitésének a hatterében
méhnyakrakban?
Van-e osszefiiggés a syndecan-1 jelenléte és a méhnyakrakos betegek tulélése
kozott?
Van-e jelentdsége a syndecan-1 patologis expresszidjanak és lokalizacigjanak
méhnyakrakban?
A két szdvettipus invazios képessége milyen mértékben hasonlit vagy tér el

egymastol?
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4. ANYAGOK, MODSZEREK

4.1. Szovettani anyagok és vérmintak

Vizsgalataink soran a Semmelweis Egyetem . Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinika, illetve a Maternity Sziilészeti és Nogyogyaszati Maganklinika anyagabol
szarmaz6 méhlepény és méhnyakrak mintakat, valamint anyai vérmintakat dolgoztunk
fel. A vizsgalatban résztvevok irasos hozzajarulasat kovetden tortént meg a mintagyijtés.
A betegek adatait a vizsgalatok soran anonim moédon kezeltiik. Mintagylijtés soran a
Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag az
egészségiigyrol szolo jogszabalyai szerint jartunk el, a TUKEB 95/1999; 22-164/2007-
1018EKU; 4834-0/2011-1018EKU szamu engedélyek birtokaban.

4.1.1. Méhlepény mintak és anyai vérmintak
Az els6 trimeszterben (n=4; altagos terhességi hét: 7), illetve a 2. tablazatban
feltlintetett harmadik trimeszterben gytijtott méhlepény mintdkat és ugyanahhoz a
beteghez tartoz6 vérmintdkat vizsgaltuk. A terhesség korat az 5-13. héten végzett
terhességi ultrahangvizsgalat alapjan hataroztdk meg. Kutatdsunk szempontjabol az
ikerterhesség, a magzati fejlodési rendellenesség vagy a kromoszéma-rendellenesség
kizaro ok volt. A vizsgalatban részt vett harmadik trimeszteres varandosokat terhességi
kor, majd a PE-re jellemz6 klinikai tiinetek megjelenése alapjan csoportositottuk:
A) 35. terhességi hétig:
I.) Korai kontroll (n=5)
I1.) Korai PE (n=7)
I11.) Korai PE HELLP szindromaval tarsulva (n=8)
B) 35. terhességi hét utan:
IV.) Késdi kontroll (n=9)
V.) Késdi PE (n=8)
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Minden terhesség csaszarmetszéssel zarult.

A korai kontroll csoportba tartozd varandosok idd elétt sziiltek spontan
méhtevékenység és/vagy 1d0 eldtti burokrepedés kdvetkeztében, €s tartasi rendellenesség
tette sziikségessé a csaszarmetszést. Az jsziilottek a terhességi kornak megfeleld stlytak
voltak, és sem klinikai sem pedig szovettani jele nem mutatkozott a chorioamnionitisnek
(145).

A kés6i kontroll csoportba sorolt nék a terhességi hétnek megfeleld sulya
ujsziilottet hoztak a vilagra elektiv csaszarmetszéssel korabbi csaszarmetszés vagy
fekvési rendellenesség miatt, orvosi és sziilészeti komplikacio nélkiil.

A praceclampsia diagnézisa a nemzetk6zi meghatarozas szerint a kdvetkezokon
alapult: a betoltott 20. terhességi hét utan Gjonnan megjelend magas vérnyomas
(szisztolés/diasztolés vérnyomds >140/90 Hgmm, két iddpontban mérve >4 oOra
>1+ értéket mutat két mérés alkalmaval >4 ora kiilonbséggel, vagy >2+ értéket egyszeri
mérésnél) (62, 63).

HELLP szindromaval tarsult korai praceclampsias betegeknél hemolizis (szérum
LDH >600 IU/l, bilirubin >20 pmol/l; sisak-sejtek a vordsvértest kenetben),
majenzimszint emelkedés (szérum ALT és/vagy AST >70 IU/l), és trombocitopénia

(vérlemezkeszam <100000/mm?3) jelent meg (66, 146).

Az anyai vérmintakat 1300 g-n 10 percig 4°C-on centrifugaltuk, majd a vérsavot
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Rogton a sziilés utan a méhlepényeket megvizsgaltuk, majd placentdnként 5-7
szovetdarabot vagtunk ki centralis (k6ldokzsinor melletti) és periféridlis (k61dokzsinortol
tavolabbi) teriiletekrdl, illetve egy mintat a decidudlis felszinrdl. A mintdk egy részét
gyorsfagyasztottuk folyékony nitrogénben és -80°C-on taroltuk felhasznalasig, a tobbit
pedig 10%-os formalinban fixaltuk, és beagyaztuk (FFPE mintak).

Az FFPE mintak mikroszkopikus vizsgalatahoz 4 pm-es metszeteket készitettiink,
melyeket deparaffinalas és rehidratalas utan hematoxilinnal és eozinnal (H&E) festettiink.
A méhlepény szovettani vizsgalatat patologus végezte klinikai adatok ismerete nélkiil, a
terhességi kor kivételével. A perinatalis patoldgiai protokoll és a kordbban publikalt

diagnosztikai kritériumok alapjan a szovettani értékelés eredményét egy kompozit skalan
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(MVMP érték) fejeztiik ki 0-11 kozott, ahol a 11 értéke a legstlyosabb és legkifejezettebb
hipoxias-iszkémias 1éziokat jeloli (43, 147-151).

4.1.2. Méhnyakrakbdl nyert szovetmintak

A Wertheim-mitétbol (hiszterektomia és parametrialis és parailiacalis
nyirokcsomo eltavolitds) szdrmazd méhnyakrakbol nyert szovetmintdk egy részét
szovettenyészeti explantatumként dolgoztuk fel, a masik részét 10%-0s formalinban
fixaltuk, és beagyaztuk 2000 és 2019 kozott.

A paraffinos mintdkbdl a festett H&E metszetek alapjan patologids diagnodzis
készilt. A TFPI2 gén expresszidjanak epigenetikus szabalyozasat vizsgalo kisérletekben
a 3. tablazatban (n=3) feltlintetett mintakat, a fehérjeszintlii expresszios valtozasok

kimutatasahoz a 4. tablazatban (n=30) felsorolt eseteket vizsgaltuk.

3. tablazat. A human mRNS array hasznélataval vizsgalt méhnyaki explantatumokhoz

tartozo betegek klinikai adatai.

Eset | Kor |Gr| F T N M | HPV Diagnozis
Cervikalis kiindulasti invaziv
laphamrak nyirokcsomoi attéttel.

1. | 38 | 2 |I/B|pT2b | pN1|pM1| 16

Cervikalis kiindulast invaziv

2. 53 | 2 | IV/B | pT2b | pN1 | pM1 | 16 laphamrak nyirokcsomoi attéttel.

Cervikalis kiindulasu laphamrak

3. 44 | 2 | I/B | pTlb | pNO | pMO | 16 (részben elszarusodo).

Gr: Gradus, F: FIGO stadium; T: Tumorméret; N: Regionalis nyirokcsomo-statusz; M:
Metasztazis

A syndecan-1 vizsgalataihoz tartozo betegek klinikai és szovettani adatait (beteg
¢letkora, gradus, FIGO stddium, szdvettani diagndzis, HPV statusz, metasztazis) a 4.
tablazat részletezi csoportonként:

1) Tulélési csoport (N=55)
2) TMA (szoveti array) csoport (N=57)
3) Szovettenyészeti csoport (n=17 beteg, 22 sejtvonal).
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4. tablazat. A vizsgalt méhnyakrakos csoportok klinikai és szovettani adatai.

Syndecan-1 vizsgalatok

TFPI-2
IHC Tualélési TMA | Szovettenyészeti
csoport CSOpOFt CSOpOI"t
Esetszam 30 55 57 17
Median életkor (év) 43 (29-71) | 47 (25-77) | 45 (31-71) 51(36-70)
Mintagyiijtés éve 2000-2019 | 2000-2002 | 2004-2012 2006-2008
Szovettan Szam % |Szam Y% |Szam % | Szdm %
Adenosquamous karcinoma| 2 6,7 1 18| 5 88 1 5,9
Adenokarcinoma?| 3 100, 0 00| 7 12,3 1 59
Lapham karcinoma| 24 80.0| 54 98,2| 43 754 15 88,2
Nincs tumor| 1 33| 0 00| 2 35 0 0,0
FIGO stadium
IA| 4 133 2 36| 1 18 - -
IB| 10 33,3| 15 27,3| 16 28,1 1 5,9
IHA| 4 133| 12 218| 10 175 1 59
IB| 4 13,3| 23 418| 14 246 - -
I"iB| - - 3 55 - - - -
Nincsadat| 8 26,7 0 00| 16 28,1 15 88,2
Gradus
1/ 3 10,0 19 345| 13 228 - -
2| 13 433| 30 545| 23 404 - -
3| 2 6,7 6 109| 2 35 - -
Nincsadat| 12 40,0] 0 0,0 | 19 333 17 100,0
Metasztazis 10 33,3| 22 40,0 27 474 7 41,2
HPYV statusz
Csak HPV16| 9 30,0] 27 49,1| 17 29,8 - -
Csak HPV18| 1 33| 2 36| 2 35 - -
Csak HPV33| 0 00| 0 00| O 0,0 - -
HPV16+18| 2 6,7 12 218, 5 88 - -
HPV16+33| 0 00 7 127, 1 18 - -
HPV18+33| 0 o0 1 18| 0 0, - -
HPV16+18+33| 1 33| 5 91| 3 53 - -
HPYV negativ| 1 3,3 1 1,8 8 140 - -
Nincsadat| 8 26,7 0 00| 21 36,8 17 100,0
Nincs tulélési adat - - 4 7,3 - - - -

# Az adenokarcinomak igazoltan a méhnyak teriiletérsl indultak ki.
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4.2. Hasznalt vegyszerek, oldatok, pufferek és ellenanyagok

A Semmelweis Egyetem 1. Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatdo Intézet
Molekularis  Diagnosztika laboratoriumaban hasznalt altalanos laboratériumi
vegyszereket a Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) és Merck Kft. of Sigma-Aldrich
Co. (Darmstadt, F. R. Németorszag) cégektdl szarmaznak. A hasznalt oldatok és pufferek
elkészitéséhez és higitasahoz steril, tobbszor desztillalt, endotoxinmentes (Millipore,

Billerica, MA, USA) vizet hasznaltunk.

A disszertacioban eldfordulo egyéb reagensek:

DMEM-alacsony gliikoz tartalmu tapfolyadék (D6046); RPMI-1640 tapfolyadék
(R8758); Hoéinaktivalt FBS (magzati borjasavo) (F9665); Natrium piruvat (P5280); L-
glutamin (G7513); Tripszin-EDTA oldat (T4174); Proteaz inhibitor koktél (P1860); SDS
(natrium-dodecil-szulfat) (L-4390); Ponceau S (P-3504); BSA (borji szérum albumin)
(05488); Tween 20 (P5927); DAPI (D9542); 2-merkaptoetanol (63690) (Sigma-Aldrich
Co.)

Opti-MEM tapoldat (Gibco of Thermo Fisher Scientific, Dublin, frorszag; 31985062)
Lipofectamin 3000 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA; L3000001)
Amnio Grow Plus tapfolyadék (CytoGen GmbH, Sinn, Németorszag; AGM-100M)
Penicillin-streptomycin oldat (Merck Kft.; P4333)

Bromfenol kék (161-0404); Bio-Rad fehérje esszé festék reagens (500-0006); 30%
Akrilamid/Bis oldat (161-0156); Tejpor (170-6404) (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Németorszag)

Ammoniumperszulfat (Serva Electrophoresis GmbH&Co., Heidelberg, Németorszag;
13375)

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletiléndiamin) (Bethesda Research Laboratories by Thermo
Fisher Scientific, Gaithersburg, MD, USA; 5524UB)

Hidrogén peroxid 30% (Scharlau Chemie S. A., Sentmenat, Spanyolorszag; HI01361000)
ECL SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat (Pierce of Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA; 3478)

Kecske szérum (Vector Laboratories, Burlingame, CA USA; S-1000)
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GelRed Nucleic Acid gél festék (Biotium, Inc., Fremont, CA, USA; 41001)
LightCycler 480 ResoLight Dye (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Németorszag; 04
909 640 001)

A vizsgadlatokhoz hasznalt pufferek és oldatok dsszetétele:

TBS (10x): 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH=7,5

TBST: 1XTBS + 0,05% Tween 20

PBS (10x): 1,7 M NacCl, 33,5 mM KClI, 18,4 mM KH2POg, 76,6 mM NaHPO4*2H,0,
pH=7,5

PBST: 1xPBS + 0,05% Tween 20

TE feltar6 puffer (1x): 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH=9, 0,05% Tween 20

Citrat puffer: 10 mM Na-citrat pH=4

Laemmli puffer (5x): 250 mM Tris-HCI pH=6,8; 50% glicin, 5% SDS, 0,05% bromfenol
kék

Lizis puffer: 10 mM Tris-HCI; pH=7,5; 1% SDS; 2 mM natrium ortovanadat; 10 mM
natrium fluorid; 0,5% proteaz inhibitor koktél

SDS-PAGE futtato puffer (10x): 192 mM glicin, 25 mM Tris, 0,1% SDS

Blottol6 puffer (10x): 192 mM glicin, 25 mM Tris, 10% metanol

TAE (10x): 0,4 M Tris-HCI, 0,02 M EDTA, 11,4 ml/l ecetsav pH=7,5

A kisérletekhez hasznalt elsddleges és masodlagos ellenanyagok adatait és higitdsait az

5. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat. A kisérleteknél hasznalt elsddleges és masodlagos ellenanyagok.

Elsodleges L oo Katalégus  Higitas Higitas
Faj, izotop Gyarto* i
ellenanyag sZam IHC/IF  WB
. . Egér monoklonalis
Vimentin Dako MO0725 1:2008 -
IgG, klon V9
. . Nyul poliklonalis
Citokeratin 8 19G Abcam AB52949 1:200 -
. . Egér monoklonalis
Citokeratin Dako M3515 1:100 -

IgG, klon AEL/AE3

Egér monoklonalis
a-SMA Dako MO0851 1:200 -
IgG, klon 1A4

Egér monoklonalis 1:100
Syndecan-1 ) Dako M7228 -
IgG, klén MI15 1:508

Egér monoklonalis
Syndecan-1 . AbD Serotec MCAG681F  1:500 -
IgG, klon B-B4

Pan citokeratin Egér monoklonalis
FITC jelolt  IgG, klon LP34

Dako F0859 1:100 -

Syndecan-1 .
Egér monoklonalis
Alexa Fluor ADbD Serotec MCAG681A647 1:100 -
o IgG, klon B-B4
647 jelolt
Nyul poliklonalis .
TFPI-2 19G Merck Millipore ABT27 - 1:1000m
' . 1:500m
Nyul poliklonalis
TFPI1-2 (PP5) oG Dr. Hans Bohn - 1:10000p11:1000p1
: 1:6000p,

Egér monoklonalis
PLAP Dako M7191 1:608 -
IgG, klon 8A9

Egér monoklonalis

GAPDH IgG, klon AbD Serotec MCA2427 - 1:2000
FF26A/F9
. Egér monoklonalis Sigma-
B-aktin A2228 - 1:4000

IgG, klon AC-74  Aldrich/Merck
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Misodlagos L oo i Higitas Higitas
Faj, izotop Gyarto* Kat. szam
ellenanyag IHC/IF  WB
Anti-egér . i .
Kecske poliklonalis DakoCytomation P0447 - 1:2000
Ig/HRP
Anti-nyul ) ) .
Kecske poliklonalis DakoCytomation P0448 - 1:2000
Ig/HRP
Anti-nyul ) . .
. Nyul poliklonalis DakoCytomation EO0447 - 1:1000
Ig/biotin
Anti-egér ) ) .
o Kecske poliklonalis DakoCytomation E0433 1:200 -
Ig/biotin
Alexa Fluor
568 anti-egér Szamar poliklonalis  Invitrogen 43497A 1:200 -
IgG (H+L)

Anti-egér IgG . , . .
TRITC Kecske poliklonalis  Sigma-Aldrich T5393 1:100 -

Alexa Fluor
488 anti-egér Szamar poliklonalis  Invitrogen A21202 1:200 -
1gG (H+L)

Alexa Fluor
568 anti-nytal Kecske poliklonalis  Invitrogen Al1011 1:200 -
IgG (H+L)

*Dako/DakoCytomation, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA. USA; Invitrogen
by Life Technologies. Carlsbad. CA. USA; Merck Millipore Co., Darmstadt,
Németorszag; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; AbD Serotec, Kidlington, UK, Abcam,
Cambridge, UK, Hans Bohntol, Behringwerke AG, Marburg-Lahn, Németorszag

THC: immunhisztokémia DAB-bal, IF': fluoreszcens immuncitokémia, WB: Western blot,
m-méhnyakrak; pi-placenta; p-EVT vizsgdlata harmadik trimeszteres decidudban; g-
Bond automataval festve

4.3. Morfologiai vizsgalatok

4.3.1. Szoveti mikroarray (TMA) és immunhisztokémia (IHC)
A H&E metszeteken méhlepény-bolyhokban gazdagabb teriileteket, illetve ép és

méhanyardkos teriileteket valasztottunk ki a TMA blokkok készitéséhez. A szoveti
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blokkokon azonositott részeket manualisan egy 2 mm atmérdji ,,toll-szeri” eszkdzzel
vettilk ki. Ezeket az tgynevezett core-kat elére kivajt 7x10 lyukbol allo recipiens
blokkokba helyeztilk. Minden TMA blokk egy maj szOvetet is tartalmazott, amely
pozicionalas mellett immunfestési kontrollként is szolgalt. Az elkésziilt multiblokkok 4-
5 um vastagsagl metszetein IHC-1i vizsgalatokat végeztiink:

A) 3 db placenta TMA: 37 minta, mintanként 5 blokk (1 centralis, 3 periférialis, 1

decidualis)

B) 2 db méhnyakrak TMA: 57 minta, mintanként 1 blokk (1-4 core/blokk).

A méhnyakrak mintak teljeskortibb vizsgalatdhoz egész szoveti blokkokbdl szarmazo
metszetekkel is dolgoztunk.

Az immunhisztokémiai vizsgéalatokat festd automata segitségével vagy kézi
festéssel végeztiik el. A Bond festd automata (Leica GmbH, Nussloch, Németorszag) és
a hozza tartozo Novolink Polymer detekcios kit (Peroxidase/DAB+, Rabbit, Novocastra
Laboratories, Newcastle, UK) hasznalatanal kovettiik az el6irt protokollt.

Mind a két modszer a kdvetkezd 1épésekkel tortént: a szoveteket kétszer valtott
xilollal deparaffinaltuk, majd abszolit és 70%-os alkohollal rehidrataltuk. A szoveti
endogén peroxidazt H2O» metanolos vagy vizes oldataval (3%-10%) blokkoltuk 20 percig
szobah6n. Ezt kovette a kiilonboz6é pH-ja pufferekkel torténd hdinkubalt és/vagy
enzimatikus antigén feltaras, amit tobbféleképpen végeztiink el a vizsgalt szovettdl,
illetve az ellenanyagtol fiiggéen: mikrohullam siit6ben citrat pufferrel (pH=4) 18 percig
600 W-tal, majd 3 perces emésztés 0.01%-os tripszinnel szobahdmérsékleten vagy
kuktaban TE feltar6 pufferrel 30 percig (3 perc 100°C-on) vagy Bond automataval Bond
feltar6 oldattal (pH=9, pH=6) 100°C-on 20-30 percig. A tovabbiakban kézi (RE7200)
vagy automata festéshez (DS9800) megfeleld Novolink Polymer detekcios kitet
hasznaltunk. Az aspecifikus kotddést Novolink fehérje blokkoldval blokkoltuk 10 percig.
A kézi festés esetében az elsddleges ellenanyagokat egész éjszakan at 4°C-on, automata
festés esetében szobahdmérsékleten 20 percig inkubaltuk az 5. tablazatban feltiintetett
higitasban PBS-ben oldott 1 w/v%-0s BSA oldatban. A Novolink amplifikacios oldatot
(kézi: 30 perc, automata: 8 perc; szobahdn) kdvetden a Novolink Polymert hasznaltuk a
szoveteken (kézi: 30 perc, automata: 15 perc). DAB-hidrogén peroxid kromogén-

szubsztrattal vizualizaltuk a fehérje expresszidjat. Hattérfestésre hematoxilint
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hasznaltunk. Az egyes 1épések kozott TBST-vel mostuk a mintakat. A technikai negativ

kontroll (elsédleges vagy masodlagos ellenanyag elhagyasa) negativ volt minden esetben.
A festett lemezeket digitalizaltuk (Pannoramic P1000, 3DHistech Ltd., Budapest,

Magyarorszag vagy Scan Scope CS2, Aperio Technologies Inc., Vista, CA, USA).

4.3.2. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése

A fehérje expressziodjat tobb vizsgald értékelte a klinikai adatok ismerete nélkiil. A
kiértékelést nagyban megkonnyitette a digitalizalt lemezek Pannoramic Viewer-rel
(3DHistech Ltd.) torténd megjelenitése. A kiértékelést egy altalunk felallitott 0-tol +3-ig
terjedd intenzitasi skala alapjan (+3 a legintenzivebb festodést jeloli) vagy a festodés
jelenléte és hianya alapjan végeztiik szemikvantitativan és/vagy kiértékeld szoftverek
hasznalataval, mint példaul a pixel alapa Densitoquant (3DHistech Ltd.) és az Algorithm
Positive Pixel Count Analysis (Aperio Technologies Inc.) szoftverek.

M¢hlepények esetében legalabb 25 db 20-150 um atmérdji villust, illetve 100 EVT-
t értékeltiink TMA core-onként. A core-onkénti atlag intenzitast placentanként, majd
csoportonként atlagoltuk.

M¢éhnyakrakok esetében a tumoros és a tumor kdrnyezetében 1évo ép szovetekben
stromalisan vagy sejtfelszinen expresszalt fehérjék megjelenését vagy intenzitasat

értekeltiik.

4.4. Sejttenyésztés

4.4.1. Sejtkultira

A tenyésztés folyamata 37°C-on 5% CO: atmoszféraban zajlott. A tenyésztd
tapfolyadékhoz FBS-t (10%), antibiotikumot (100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin) €és glutamint (2 mM) adtunk.

A miitétileg egy-egy betegbdl frissen eltavolitott tumoros és normal (tumortol
tavoli) teriiletrdl szdrmaz6é méhnyakbol nyert szoveteket, 1-1 esetben nyirokcsomokat
kisebb szeletekre apritottuk. Az explantatumokat 6 lyuka sejttenyésztd lemezekbe
(Corning Incorporated) helyezve Amnio Grow Plus tapfolyadékban inkubaltuk. A tumor
stromajat alkoto sejtes elemek, a fibroblastok a szovet sz€li részébdl kivandoroltak, és

tenyészthetd primer sejtkultira keletkezett beldliik. A fibroblast sejteket a harmadik
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passzazs utan hasznaltuk fel kisérletre alacsony gliikoz tartalmu DMEM tapfolyadékban
tovabb-tenyésztve.

A tumortol tavoli teriiletrél kindtt fibroblastokat normal fibroblastnak (NF), a
tumoros teriiletrdl szarmazo6 fibroblastokat tumoros/tumor-asszocialt fibroblastnak
(TF=CAF=TAF) neveztiik el. Az egyik beteg nyirokcsom6jabdl is sikeriilt 1étrehozni egy
stabil sejtkultirat, amit metasztatikus fibroblastként (MF) jeloltink. Az egyik TF
tenyészetbdl tumor sejtek néttek ki, egy id6 utan kiszoritva a fibroblastokat. Ez a
sejtkultdra sajat tumor (T) jelolést kapott. gy a 4 sejtkultara (NF, MF, TF és T)
lehetdséget adott a TFPI-2 fehérje teljeskorti 6sszehasonlitd vizsgalatahoz.

Kisérleteinkhez a méhnyakrak sejtvonalakat (CSCC1 és CSCC7) a leideni
egyetemrdl kaptuk (152). A CSCC7 sejtvonalra C-ként hivatkozunk az abrakon. A
tumorsejteket 1 mM natrium piruvat tartalmi RPMI-1640 tapfolyadékban tenyésztettiik.

4.4.2. Kokultura

A tumor ¢és mikrokdrnyezete kozotti kolcsonhatds vizsgalatdhoz kokultira
modelleket hoztunk 1étre méhnyakrak sejttenyészetek (T, CSCC1, CSCC7) és fibroblast
sejtek (NF, MF, TF) egyiitt-tenyésztésével kozos tenyésztéedényben. Az inkubalas
folyamata 37°C-on 5% CO. atmoszféraban zajlott. A tenyészt6 tapoldatokhoz FBS-t
(10%), antibiotikumot (100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin) és glutamint (2

mM) adtunk. Kontrollként a sejtek monokulttrait hasznaltuk.

4.4.2.1. Direkt kokultara (immunhiszto-, immuncitokémia, Western blot)

Kisérleteink tobbségében a sejtek kozvetlen egymasra hatasat direkt kokulturakban
vizsgaltuk, vagyis a fibroblastok és a tumorsejtek kozvetlen fizikai kontaktusban voltak.
A monokultiras primer tenyészeteket azonos sejtszdmmal inditottuk: 5x10° sejt/10 cm
atméroji tenyésztéedény (SARSTEDT AG&Co, Niimbrecht, Németorszag) (7. abra A,
B). Ahhoz, hogy a monokulturakkal dsszehasonlithato legyen a kokulturajuk, a vizsgalt
két tenyészet sejtjeit azonos sejtszamban (5x10°-5x10° sejt/tenyésztéedény) tettiik ki (7.
abra C). A kokultaraban a sejtszam 6sszeadodik. Ezt alapul véve értékeltiik a Western
blot-okat.
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L. BB

Fibroblast Tumor Direkt
monokultura monokultira kokultara

7. abra. Kontroll monokultara (A, B) és direkt kokultara (C) tenyésztése.

A syndecan-1 immunfluoreszcens vizsgalatahoz az NF sejttenyészetet és a CSCC1
sejtvonalat tenyésztettiik direkt kokultiiraban. A kokultara és a kontroll tenyészeteket az
alacsony gliikkéz tartalmi DMEM és RPMI-1640 médium 1:1 ardnyt keverékében
tenyésztettiik.

A TFPI-2 fehérje vizsgalataihoz a kovetkezo fibroblast sejttenyészeteket és tumor
sejtvonalakat ndvesztettiik direkt kokultarakban:

» NF+C, MF+C, TF+C

» NF+T, MF+T, TF+T
A CSCC7-tel (C) képzett kokultura tenyészeteket és a kontroll tenyészeteit az alacsony
gliikéz tartalmi DMEM és RPMI-1640 médium 1:1 aranyu keverékében tenyésztettiik.
A sajat tumorral (T) képzett tenyészeteket €és kontroll tenyészeteit az alacsony gliikoz
tartalmia DMEM médiumban tenyésztettiik. A sejteket 96 6ra mualva begylijtottiik fehérje

¢és metilacids vizsgalatokhoz.

4.4.2.2. Indirekt kokultira a TFPI12 metilacios vizsgalatdhoz

Lehetséges a sejtvonalakat/primer tenyészeteket mechanikailag elkiilonitve,
ugynevezett inzertes sziir6betéttel (Transwell-clear inzert, Corning Incorporated)
noveszteni. Ebben az esetben az egyik sejttenyészetet (fibroblast) a tenyésztéedény aljan
(8. abra A), a masikat (tumor) pedig az edénybe helyezett sziir6betét porusokkal ellatott
membranjan novesztjiik (8. abra B). A tenyésztd médium kozlekedik a porusos
membranon keresztiil. E16szor kiilon tenyésztettiik a fibroblastokat és a tumorsejteket 6
lyukt sejttenyészt6 lemezeken kétszeres mennyiségben (2-2 iireg/sejttenyészet):

1. lemez: NF vagy TF, 2,5x10* sejtszammal alacsony gliikéz tartalmi DMEM

médiumban a tenyésztdedény aljara ndvesztve;
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2. lemez: CSCC7 (C), 5x10* sejtszammal RPMI-1640 médiumban az inzert

membranjara ndvesztve.

o

Fibroblast Tumor Indirekt
A monokultira B monokultira C kokultura

8. abra. Kontroll monokultara (A, B) és inzerttel elvalasztott indirekt kokultira

tenyésztése (C).

A kitevés utan 48 oréval a 2. lemez inzertjét, az 1. lemez iliregébe helyeztiik at, ezzel
1étrehozva az indirekt kokulturat (8. abra C). A duplikaltumokbdl az érintetleniil maradt
sejtek a kontroll sejtvonalak. Az 6sszes minta médiumat 1:1 aranyu kevert médiumra
cseréltiik. A kitevést kdvetd 7. napon a sejteket felkapartuk a metilacios vizsgalatokhoz.
A 1étrejott indirekt kokulturdk: NF/CSCC7 és TF/CSCC7. A metilacids eredmények
abrain a jelolések a kdvetkezok:
- NF(+C): CSCC7-tel indirekt kokultiraban novesztett ép fibroblast (tumorsejtet
nem tartalmaz);
- TF(+C): CSCC7-tel indirekt kokultiraban novesztett tumor-asszocialt fibroblast
(tumorsejtet nem tartalmaz);
- C(+NF): ¢ép fibroblasttal indirekt kokultirdban nétt CSCC7 sejtek inzertbdl
izolalva (fibroblastot nem tartalmaz);
- C(+TF): tumor-asszocialt fibroblasttal indirekt kokultiraban nétt CSCC7 sejtek

inzertbdl izolalva (fibroblastot nem tartalmaz).

4.4.3. Immuncitokémia

A monokultarakat és a direkt kokultarakat fedélemezekre novesztettiik, majd 72
oraval a szélesztés utan a sejteket fixaltuk -20°C-os metanollal 10 percig, majd -20°C-o0s
acetonnal 1 percig. Ezt kovetéen vagy H&E vagy fluoreszcens festést végeztiink. A
fluoreszcens immunjeloléshez PBS-ben oldott 5 w/v%-o0s BSA oldattal inkubaltuk 1 6ran

at szobahon a fed6lemezen 1évo sejteket, majd az elsddleges ellenanyagokkal egész
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¢jszakan at inkubaltuk 4°C-on az 5. tablazatban feltiintetett higitasban PBS-ben oldott 1
w/v%-0s BSA oldatban. Masnap sotétben szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubaltuk a
lemezeket a fluoreszcens festékkel jelolt masodlagos ellenanyagokkal az 5. tablazatban
feltiintetett higitasban PBS-ben oldott 1 w/v%-o0s BSA oldatban. A sejtmagokat 1 ug/ml
4’6-diamidin-2-fenilindol-dihidrokloriddal (DAPI) festettiik.

A tobbszords immunhisztokémia esetén a vimentin vagy a desmin TRIC-cel, a pan
citokeratin FITC-cel és a syndecan-1 pedig Alexa Fluor 647-tel volt jeldlve. A harmas
jelolésnél melldztiik a magi festést.

A technikai negativ kontroll (elsddleges vagy mésodlagos ellenanyag elhagyasa)
minden esetben negativ volt. Az inkubalasokat nedves kamraban végeztiik és az egyes
lépések kozott PBST-vel mostuk a mintakat.

A képeket faziskontraszt vizsgalatok esetében 48 Oraval a szélesztés utan Olympus
CK2 faziskontraszt mikroszkoppal (Olympus Corporation, Tokid, Japan) és Olympus
DP50 CCD kameraval, H&E festés esetében az Olympus BX50 fénymikroszkdppal
(Olympus Corporation), fluoreszcens festés esetében Nikon Eclipse E600 mikroszkoppal
(Nikon Corporation, Tokio, Japan) és a hozza tartozé Lucia Cytogenetics programmal
(Laboratory Imaging, Praga, Csehorszag) vagy Bio-Rad MRC-1024 tipust konfokalis

1ézermikroszkoppal készitettiik.

4.5. Fehérje izolalas

A Western blot vizsgalathoz a fagyasztott, majd folyékony nitrogénben poritott
méhlepény mintakat, illetve a méhnyakrdk szovettenyészeti mintdkat (mono- és
kokulturak, transzfektalt sejtvonalak) 100-200 pl forré lizis pufferben vettiik fel. Rovid
szonikalast és 30 perces jégen torténd inkubalast kovetden a homogenizatumokat 13000
g-vel 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. A mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A sejttormeléktdl mentes felilluszok fehérje tartalmat Bradford modszerrel (153)
hataroztuk meg. Mintanként 10 pl fehérje oldatot csaptunk ki abszolut alkohollal, majd
0,1 N natrium hidroxiddal feloldottunk. Ezzel a lizis puffer SDS tartalmat tavolitottuk el,
ami fehérjékhez kotve zavarja a szinreakciot. A koncentraciot Ultrospec-2000 UV/VIS
spektrofotométerrel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc, San Francisco, CA, USA) és BSA

standard sorral hataroztuk meg.
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4.6. Western blot

A méhlepényekbdl izolalt fehérje mintdkbol csoportonként 3 mintdt mértiink
0ssze azonos fehérjemennyiségben. A méhnyakrdk ¢és a ,,pool”’-0zott méhlepény
extraktumokbol 10 ug-ot oldottunk B-merkaptoetanolt tartalmazo Laemli pufferben, amit
95°C-on 5 percig inkubaltunk, majd jégen taroltuk. A denaturalt mintakat 10%-0S
poliakrilamid gélen futtattuk 200 V fesziiltséggel 30-40 percig Bio-Rad Mini Protean
elektroforézis késziilékkel. A fehérjéket PVDF membranra (Millipore) elektroblottoltuk
(16 6ra, 75 mA, 4°C). A protein transzfer hatékonysagat Ponceau festékkel ellendriztiik.
Az avidin-biotin-peroxidaz komplexet (ABC) hasznalé moddszer esetén az endogén biotin
¢és avidin blokkolasara avidin/biotin blokkol6 kittet (Vector Laboratories; SP-2001; 15-
15 perc) hasznaltunk. A nem specifikus kotédést TBS-ben oldott 5 w/v%-0s tejport és
kecske szérumot (1:1500) tartalmaz6 oldattal blokkoltuk. Az els6édleges ellenanyagokat
egész ¢jszakan at 4°C-on, a masodlagos és a biotinilalt masodlagos ellenanyagokat 1 6ran
at szobahdn inkubaltuk 1 w/v%-0s tejporban (TBS-ben oldva) az 5. tablazat szerint. A
TFPI-2 immunjelolés érzékenységét néhany esetben Vectastain Elite ABC Kittel
(Standard; Vector Laboratories; PK-6100) erésitettiik fel. A jeleket SuperSignal West
Pico ECL reagenssel és iBright Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific) vagy Kodak
Image Station 4000MM Digital Imaging System (Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA) késziilékkel tettiik lathatova, és a képeket dokumentaltuk. A jelintenzitas
meghatarozasahoz ImagelJ szoftvert (Bethesda, MD, USA) hasznaltunk. A Western blotot
a GAPDH vagy a B-aktin fehérjéhez normalizaltuk. A technikai negativ kontroll
(elsédleges vagy masodlagos ellenanyag elhagydsa) minden esetben negativ volt. Az

egyes 1épések kozott a membranokat TBST-vel mostuk.

4.7. TFPI-2 ELISA

Az anyai szérummintdk TFPI-2 koncentracidjat human TFPI-2 szendvics ELISA
Kit-tel (Abnova Corporation, Taipei, Tajvan; KA4494) hataroztuk meg a kovetkezd
csoportokban:

1) korai kontroll (n=3);

2) korai PE (n=6);

3) korai PE + HELLP szindréma (n=8);
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4) késai kontroll (n=9);

5) késoéi PE (n=5).
A mintakat duplikatumban tettiik fel a monoklonalis TFPI-2 ellenanyaggal bevont 96
lyuku lemezre (100 pl/minta; 1,5 6ra inkubalas 37°C-on). PBS-sel torténé mosas utan a
megkotott antigént a biotinildlt poliklonalis human TFPI-2 ellenanyaggal 1 6rdn at
inkubaltuk 37°C-on. Ezt kdvetden ABC komplexet adtunk hozza és 37°C-on 30 percig
inkubaltuk, végiil 3,3’,5,5’—tetrametilbenzidin szubsztrat (TMB) bemérését kovetden
szinreakciot kaptunk, melyet 15 perccel késébb kénsavval leallitottunk. Az egyes 1épések
kozott a mintakat PBS-sel mostuk. Az optikai denzitast 450 nm-en mértiik Labsystem
Multiskan MS 352 késziilékkel (Thermo Fisher Scientific). A kvantitativ mennyiséget a
standard gorbék (156-10000 pg TFPI-2/ml) alapjan szamoltuk. Az essz¢é érzékenysége

<10 pg/ml, az intra- és inter-essz¢ variacios koefficiensek pedig <5.6% ¢és <6.1% voltak.

4.8. Génexpresszios vizsgalatok

4.8.1. Nukleinsav izolalas

4.8.1.1. DNS izolalas

A szovettenyészeti sejteket tripszin-EDTA-val szedtiik fel a tenyésztdedény aljardl,
majd friss médium hozzaadasat kovetéen a sejteket 10 percig 1000 rpm fordulattal
centrifugaltuk. A pelletet 200 ul PBS-ben szuszpendaltuk, majd a High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnostic GmbH; 11 796 828 001) Binding Buffer-ét
¢és Proteindz K-t hozzaadva kovettiik a kit protokolljat.

Paraffinos anyag feldolgozdsa sordan néhany 10 um vastagsagh metszetet
mikrocentrifuga cs6ében xilolban deparaffinaltunk, majd leszalld alkoholsorban
rehidraltuk. A mintakat minden Iépés utan 13000 g-vel 10 percig centrifugaltuk
szobahdmérsékleten. Az tiledéket 20-30 perces szaritas utan High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostic GmbH) szdveti lizis pufferében vettiik fel, kovettiik a

kit DNS izolalasi protokolljat.
4.8.1.2. RNS izolalas

A szOvettenyészeti sejteket PBS-es mosas utan 350 pl Qiagen RNeasy Mini kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag; 74134) RLT pufferét és 35 ul f-merkapto-etanolt
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adtunk a sejtekhez. A sejteket gumirendorrel Osszeszedtiik, és kovettik a kit RNS

izolalasi protokolljat.

4.8.1.3. Nukleinsavak tisztasadga és koncentracidja

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg 2 ul mintabol. Az RNS
integritasat Experion Automated Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories GmbH)
késziilékkel hataroztuk meg. Az izolalt DNS és RNS mintdkat -80°C-on taroltuk

felhasznalasig.

4.8.1.4. Nukleinsavak elvalasztasa agaroz gélelektroforézissel

A keletkezett PCR termékeket 1XTAE pufferben oldott 2 w/v%-os agaroz gélen
futtattuk (0,5 pg/ml GelRed Nucleic Acid gél festék vagy 1 pg/ml etidium-bromid
tartalommal) 5 V/cm fesziiltséggel. A PCR termékek vizualizacidja és dokumentacioja
iBright Imaging Systems vagy Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging System

készilékek hasznalataval tortént.

4.8.2. PCR alapu vizsgalatok

4.8.2.1. HPV tipizalas nested-PCR moédszerrel

A méhnyakrakokbdl, vagy azok szdvettenyészetébdl izolalt DNS 1x, 10x és 100x
aranyl higitasait hasznaltuk. A negativ kontroll nem tartalmazott templatot. Az elsd
(altalanos) PCR 1épésben olyan kiils6 primereket alkalmaztunk, amelyek a HPV16, 18 és
33 E6 ORF konszenzus DNS szekvenciait tartalmaztak. Az igy felszaporitott termékek 1
ul-ét hasznaltuk a kovetkez6 (tipus-specifikus) PCR Iépésben, ahol HPV 16, 18 és 33-ra
specifikus primereket hasznaltunk. A primerszekvenciak adatait a 6. tablazat

tartalmazza.
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6. tablazat. HPV tipus-specifikus nested PCR primerszekvencidk.

. ., ..» Meéret
Primer név Szekvencia (5°-3’ orientacio) Lokalizacio (bp)*
Konszenzus F: ACCGAAAACGGTTGAACCGAAAACGGT  35-61 .
kiils6 R: AATAATGTCTATATTCACTAATT 319-341
HPV 16-  F: ATGTTTCAGGACCCACAGGA 104-123 o
specifikus R CCTCACGTCGCAGTAACTGT 208-227
HPV 18-  F: ATGGCGCGCTTTGAGGATCC 106-125 -
specifikus  R- GCATGCGGTATACTGTCTCT 274-293
HPV 33-  F: GCAGTAAGGTACTGCACCAC 88-107 s
specifikus  R- CCTCAGATCGTTGCAAAGGT 213-232

F. forward, R: reverz, “lokalizacié és termékméret a HPV16 genom alapjan, ha
konszenzus a primer

Az amplifikaciot REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich Co.; R2523)

hasznélataval tortént a 7. tablazat szerint.

7. tablazat. A nested-PCR reakcidelegye.

Komponensek Bemért térfogat (ul)
DNS templat” 1
2xReadyMix 12.5

10 pmol/pl forward primer” 2

10 pmol/ul reverse primer” 2

Viz 7,5

Ossz térfogat 25

“1. PCR: Ix, 10x, 100x higitasa; 2. PCR: az 1. PCR terméke
#1. PCR: konszenzus kiilsé E6 ORF; 2. PCR: HPV tipus-specifikus

A Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) késziiléket a 8.

tablazatban részletezett paraméterekkel hasznaltuk.
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8. tablazat. A nested-PCR soran hasznalt ciklus paraméterek.

1.PCR 2. PCR
Reakci6 lépései | Hgmérséklet | 1d6 | Ciklusszam | Homérséklet| Idé | Ciklusszam
(°C) (perc) (db) (°C) (perc) (db)
Kezdeti 08 9 1
szalszétvéalasztas i i )
Szalszétvalasztas
12 94 15 94 0,5
/denaturalas
Primer
hibridizalas 42 15 40 54 0,5 40
/annellalas
Szintézis
, ., 60 2 70 2
/elongaciod
Veégso
. 60 5 1 70 5 1
szalszintézis
Leallitas 25 0 1 25 o 1

4.8.2.2. Real-time PCR az mRNS mikroarray eredményeinek validalasahoz

A human mRNS mikroarrayhez (Whole Human Genome Microarray Kit 4x44K;
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA; G4112F) magas integritasui RNS
mintakat (NF-TF parok, 3. tablazat) hasznaltunk. A mikroarray koézel 41000 cél
szekvenciat fedett le. Az mRNS mikroarray vizsgalat a Semmelweis Egyetem Genetikai
Tanszékének mikroarray laboratoriuméban tortént.

Az mRNS array eredményeinek validalasat real-time (valés ideji) PCR modszerrel
veégeztiik, amellyel a DNS sokszorositast kvantitativan nyomon tudjuk kdvetni, mivel a
reakcid0 exponencidlis szakaszaban a termékek mennyisége minden ciklusban
megduplazodik. Igy nagy pontossaggal meg tudjuk hatirozni a DNS templat kiindulasi
mennyiségét. Ehhez cDNS-re volt sziikségiink. A teljes RNS-t cDNS-re irtuk at magas
kapacitasi cDNS reverz transzkripcios kit (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific, Warrington, UK; 4368814) protokolljat kovetve (9. tablazat, 10. tablazat). A
keletkezett cDNS-ek mennyisége egyenesen aranyos a vizsgalt mMRNS-ek mennyiségével.

Az expressziokat ACTB belsé standardhoz viszonyitottuk.
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9. tablazat. Reverz transzkripcio reakcidelegye.

Komponensek

Bemért térfogat (nl)

0,1 pg/ul teljes RNS

10x RT puffer

25X dNTP mix

10x RT random primerek
1x Reverz transzkriptaz
1x RN4z inhibitor

Viz

0,8

3,2

Ossz térfogat

10. tablazat. Reverz transzkripci6 soran hasznalt paraméterek.

Koriilmények 1. 1épés 2.1épés | 3.1épés | 4.l1épés
Homérséklet (°C) 25 37 85 4
1do (perc) 10 120 5 0

A kapott 20 pl cDNS terméket vizzel 6tszorosére higitottuk a tovabbi valos idejli
PCR munkakhoz, melyekhez Power SYBR Green PCR master mix-et (Applied
Biosystems; 4367659) (12. tablazat) és a 11. tablazatban feltiintetett primereket
hasznaltuk. A SYBR Green egy olyan fluoreszcens festék, amely a kétszala DNS-hez
kotddve fluoreszcensen aktivva valik. Igy a ciklusonként mért fluoreszcencia érték
aranyos lesz az amplifikalodott termék mennyiségével. Minden DNS fragmentumra
jellemz6 az olvadaspontja (Tm). A Tm azt a hémérsékletet jeloli, melyen az adott DNS
fragmens 50%-a egyszalu. Olvadasi gorbe analizissel nem csak a termékeket tudjuk
azonositani, hanem az esetlegesen jelen lévé nem-specifikus termékeket €s primer-
dimereket is, melyek jelenléte téves eredményhez vezethet. Ha melléktermékeket is

detektaltunk, akkor valtoztatni kell a reakcio beallitasain.
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11. tablazat. Az mRNS array-t validalo real-time PCR reakcidhoz hasznélt szekvenciak.

Primer név Szekvencia (5°-3’ orientacio)

Lokalizacio Méret (bp)

F: AACGCCAACAATTTCTACACCT 526-547
TFPlz R: TACTTTTCTGTGGACCCCTCAC 629-650 2
GAPDH F: ATCATCCCTGCCTCTACT 780-797
referencia gén  R: CTGCTTCACCACCTTCTTGA 947-966 ol
12. tablazat. Az mRNS array-t validal6 real-time PCR reakcioelegye.
Komponensek Bemért térfogat (ul)
0,01 ng/ul cDNS 2
2x Sybr green 12,5
5 uM Forward primer 1
5 uM Reverse primer 1
Viz 8,5
Ossz térfogat 25
13. tablazat. Az mRNS array-t validalo real-time PCR reakcié paraméterei.
Reakcio 1épései Hémérséklet (°C) Idé6 (perc) Ciklusszam (db)
Enzimaktivacio 95 10 1
Denaturalas 95 0,25
Anellalas 56 0,5 40
Primer extenzid 12 0,167
95 1 1
Olvadaspont elemzés 55 1 1
55 0,167 81

A valods idejii PCR reakcié soran a 13. tablazatban részletezett paramétereket

allitottuk be az ABI Prism 7000 Sequence Detection System késziiléken (Applied

Biosystems) a hozza tartozd6 Sequence Detection Software version 1.2.3. program
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hasznalataval. Az eredményeket az attorési pont kiiszob ciklusszamaban (Ct) kaptuk meg.

A relativ gén expresszids aranyokat a 27A¢t képlet alapjan szamoltuk.

4.8.2.3. DNS metilacié meghatarozasa BS-PCR és MS-HRM modszerrel

Szovettenyészeti sejteket (NF, MF, TF, T, C, NF(+C), TF(+C), C(+NF), C(+TF))
hasznaltunk a DNS metilacio meghatarozasahoz. A tisztitott DNS-eken az EZ DNA
Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA; D5001) segitségével biszulfit
konverziot végeztiink, ami a nem-metilalt citozint dezaminaldssal uracilla alakitotta at.
Az elucios térfogat 20 pl volt. A biszulfit konvertalt DNS (bcDNS) mintak
DNS (‘ssDNA’) mérési beallitassal, mivel a konvertalas utan a szalak mar nem teljesen
egészitik ki egymast.

A ‘The Cancer Genome Atlas’ (TCGA) adatbazisban elérheté Illumina Infinium
HumanMethylation450k BeadChip adatok alapjan biszulfit specifikus PCR (BS-PCR)
primereket terveztiink azokra a DNS szakaszokra, melyeknek metilacios mértéke
statisztikailag jelentés mértékben eltér méhnyakrakokban az ép cervixhez képest
(Fiiggelék, 9. abra). A metilalt CpG helyekhez kozeli BS-PCR primereket a PyroMark
Assay Designer szoftver (SW 2.0; Qiagen GmbH) hasznélataval terveztiik meg (14.
tablazat). A primerek tervezésénél elkeriiltiik a CpG-gazdag régiokat, ezzel is eldsegitve
a primerek kotoédését a bcDNS-hez. A primerek specificitasat in silico is ellendriztiik a

BiSearch algoritmussal (http://bisearch.enzim.hu). A TFPI12 génre specifikus 3 metilacios

esszét hoztunk 1étre: 4., 5. és 6. esszé (Fiiggelék, 9. abra).

Exon 2 Exon 1
Intron 2 Intron 1 5-UTR

auimnEnm # --------

Déli part CpG sziget Eszaki part
o R —

4,
TFPIZ esszék — ——
(assay-k) EEEE

(CpG_1, CpG_2, CpG_3, CpG_4)

9. abra. A tervezett TFPI2 esszék vazlatos rajza.
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14. tablazat. TFP12 HRM/piroszekvenalashoz hasznalt primerek.

Esszé Szekvencia (5°—3’ orientscié) Lokaliz4cié “gg;;t

F:GGGAGAGGAATTTTTAGTTAAGTTGAAAAGTTG  20202-20234

4 R:ACCTTTCAAATACCTAAACTTCATACCT 2037720008
SSTGTTTTTTAAATTTTTTTTTGTAGT 20239-20263
F:GGTTAGATATTTGTTGGTTTTTGAGTAGTA 19893-19922

5  R:AAAAATTCCTCTCCCTCTTACACAATTTAC 2018720216
S:AATCAACCACCCCTC 20136-20150
F:-TTAGGTATTTGAAAGGTTGGTGGAGAGA 20388-20415

6 R"CACAATTATCAAAATTTATCAAACTATCCACCTAC 2056720601
S:TGGTGGAGAGAAAGT 20405-20419

F: forward, R: reverz, S: szekvenald primer; ~ biotinilalt

A BS-PCR reakciohoz AmpliTaq Gold 360 Master Mix-et (Applied Biosystems;
4398886) ¢s LightCycler 480 ResoLight Dye-t a 15. tablazatban leirtak alapjan mértiik
Ossze, majd a LightCycler 480 Instrument II (Roche Applied Science) késziilék
hasznalataval a 16. tablazatban leirtak szerint amplifikaltuk a bcDNS-t real-time PCR
technikaval, amit metilacié szenzitiv nagyfelbontasu olvadaspont elemzés (MS-HRM)
kovetett.

A metilaltsagi (Cp) értékeket és a normalizalt MS-HRM gorbéket a LightCycler
480 szoftver 1.5.0 (Roche) segitségével kaptuk meg. Az olvadasi gorbéket (Tm) a
hémérséklet (T) fliggvényében abrazoltuk a fluoreszcencia és hdmérséklet hanyadosanak
negativ derivaltjat véve (-dF/dT) a LightCycler GeneScanning program alkalmazasaval.
A vizsgalt mintdk metilacios szintjének meghatarozasahoz az EpiTect PCR Control DNA
Set (Qiagen; 59695) in vitro biszulfit konvertalt DNS-eit hasznaltuk ugy, hogy a 100%-
ban ¢és 0%-ban metilalt mintakbol eltérd metilaltsagi szintli standardokat (0%, 10%, 25%,

50%, 75%, 100%) mértiink 6ssze.
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15. tablazat. A BS-PCR reakcioelegye.

Komponensek Végkoncentracio vagy mennyiség
bcDNS 20-40 ng
2x AmpliTaq Gold 360 Master Mix 1x
20x LightCycler 480 ResoLight Dye 1x
primerek 0,2 umol/l
MgCl; 2,5 mmol/l
Viz valtozo
Ossz térfogat 15 ul
16. tablazat. A BS-PCR soran hasznalt paraméterek.
Reakcio Reakeié 1énései Homérséklet Idé Ciklusszam
tipusa P (°C) (perc) (db)
Kezdeti denaturalas 95 10 1
95 0,5
Touchdown ciklus | 60 (-0,4/ciklus) 0,5 10
Valos idejii
PCR 72 0,5
95 0,5
Amplifikacid 56 0,5 50
72 0,5
95 1
MS-HRM i
, . | Hémérséklet-gradiens 40 1 1
analizis
95 20 adatgytijtés/ °C

4.8.2.4. DNS metilaciéo meghatarozasa BS-PCR termékek piroszekvenalasaval

A 6. essz¢é bizonyos CpG helyeinek (TCGA alapjan: CpG 3 (kék); CpG 4

(rozsaszin); Fiiggelék; 9. abra) tovabbi metilaltsagi vizsgalatdhoz piroszekvenalast

alkalmaztunk. A detektalas luciferaz enzim alapi: a DNS masolasakor a beépiild

nukleotidrol leszakado pirofoszfatot jelzi a luciferaz enzim felvillanasa. A BS-PCR

termékek piroszekvenalasa a PyroMark Q24 (Qiagen) késziilék és a hozzatartozo
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PyroMark Gold Q24 reagensek (Qiagen) és a PyroMark Assay Design szoftver (SW 2.0;
Qiagen) hasznalataval tortént. A PCR primerek koziil az egyik tag (reverz vagy forward)
biotinilalt volt. A biotinalt termék szalat streptavidin gyongyok (Streptavidin Sepharose
High Performance, GE Healthcare, London, UK) segitségével izolaltuk a tovabbi
szekvenalashoz. A szekvenald reakcioelegyet a szekvenald primer hozzaadasat kovetden
80°C-on melegitettiik 2 percig, majd szobah6mérsékleten inkubaltuk 5 percig. Mivel a
tervezett amplikonok hossza meghaladta a késziilék altal egy szekvenalasi reakcio alatt
analizalhatd nukleotidok szdmat (maximum 100 bp), igy amplikononként a
piroszekvenalast megismételtik egy masik szekvenald primerrel is (14. tablazat). A
piroszekvenalas egyiranyl, amely az altalunk megadott hosszig, szakaszig torténik
(altalaban 40-50 bp). A szekvencia eredményeket a PyroMark Q24 szoftver (v2.0.6;
Qiagen) segitségével értékeltiik. A piroszekvenalas eredményeit egy hétérképen

vizualizaltuk.

4.8.2.5. TFPI2-t szabalyoz6 miRNS-ek predikcioja

Az in silico vizsgalat soran tobb miRNS-mRNS interakciot prediktalo
bioinformatikai algoritmust hasznaltunk parhuzamosan. Azokat a miRNS-eseket
predikaltuk, amelyek a TFPI2 gén szabalyozasaban vehetnek részt. Azokkal a miRNS-
ekkel dolgoztunk tovabb, amelyek tobb adatbazisban is atfedést mutattak. A miR-616-rol
mar bebizonyosodott, hogy a TFPI2 gént célozza meg prosztata raksejtekben (124). A
tovabbiakban a miRNA body map (http://mellfire.ugent.be/public/body _map/) honlap

altal 6sszegzett miRNS-mRNS interakciot prediktalo algoritmusokat hasznaltuk:

- TargetScan (www.targetscan.orq)

- TargetScan_cons (www.targetscan.org)

- Exigon (www.exigon.com/microrna-target-prediction)
- miRDB (www.mirdb.org/miRDB)
- DIANA (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.qr/)

- Pita (https://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07 dyn data.html)
- RNA22

(https://cm.jefferson.edu/data-tools-downloads/rna22-full-sets-of-predictions).

A fenti adatbazisok alapjan a kovetkezd 5 miRNS-t valasztottuk:
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1) miR-616-3p (Exigon, DIANA, RNA22)

2) miR-646 (TargetScan, Exigon, miRDB, Pita, RNA22)
3) miR-554 (TargetScan, Exigon, miRDB)

4) miR-3529-5p (TargetScan, Exigon and miRDB)

5) miR-23a (TargetScan, DIANA, TargetScan_cons, Pita).

4.8.2.6. A prediktalt miRNS-ek validalasa PCR modszerrel

Az egyes miRNS-ck expresszios vizsgalataihoz TagMan MicroRNA Assay-ket
(Applied Biosystems) rendeltiink:

- miR-616 (ID: 002414)

- miR-646 (ID: 001599)

- miR-554 (ID: 001522)

- miR-3529-5p (ID: 463411 mat)

- miR-23a (ID: 000399)

A szovettenyészeti mintakbol (NF, MF, TF, CSCC?7) izolalt teljes RNS mikroRNS-
einek reverz transzkripciojahoz TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit-et
(Applied Biosystems; 4366597) hasznaltunk a 17. tablazatban és a 18. tablazatban

részletezett paraméterekkel.

17. tablazat. A prediktalt miRNS-eseket validalo reverz transzkripcio reakcioelegye.

Komponensek Bemért térfogat (ul)
20 ng/pl teljes RNS 0,5

10x RT puffer 0,75
100mM dNTP mix 0,075
Forward miR primer 1,5

Reverz miR primer 1,5

50 U/ul MultiScribe RT enzim 0,5

20 U/ul RNaz inhibitor 0,095

Viz 2,58

Ossz térfogat 7,5
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18. tablazat. A prediktalt miRNS-eseket validalo reverz transzkripcié paraméterei.

Koriilmények 1. 1épés 2.1épés | 3.1épés | 4.1épés
Hémérséklet (°C) 16 42 85 4
1dé (perc) 30 30 5 0

A valds idejii PCR reakciohoz TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase
UNG reagenst (Applied Biosystems; 4324018) hasznaltuk LightCycler 480 Instrument I1
késziilékkel a 19. tablazatban és a 20. tablazatban feltiintetett kondiciokkal.

19. tablazat. A prediktalt miRNS-eseket validalo real-time PCR reakcioelegye.

Komponensek Bemért térfogat (ul)
miR cDNS 0,66

2x TagMan Mix 5

Primerek 0,5

Viz 3,84

Ossz térfogat 10

20. tablazat. A prediktalt miRNS-eseket validalo real-time PCR ciklus paraméterei

Reakcio 1épései Hémérséklet (°C) Idé (perc) Ciklusszam (db)
Kezdeti denaturalas 95 10 1
Denaturalas 95 0,25

50
Annellalas/elongalas 60 1

A relativ expressziot a 2444 (2Ca(eN-Caltarget)y  peplet alapjan szamoltuk a
NormFinder applikacioval meghatarozott legstabilabb referencia génhez (miR-195; ID:
000494) viszonyitva (154), illetve a normal fibroblast (NF) ACq értékére normalizalva.

4.8.3. A miR-ek transzfekcioja
A mikroRNS-ek prekurzor alakja az mRNS-ekétol eltérden kétszalu (hajtii-alak).

Az érés soran a termindlis hurok levagodik, és 2 egyszalu, részlegesen ismétlddd
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komplementer keletkezik (5p ¢és 3p szal). A cél mRNS-sel a komplementer szal

kivalasztodik (vezetd szal), és 1étrejon a mikroRNS indukalta csendesité komplex

(miRISC). A masik szal (kiséré szal) a folyamat soran kivalik a komplexbdl, és

degradalodik. A miR a miRISC segitségével az mRNS nem atirodé végéhez (3> UTR)

kotodik. Részleges kotddés esetén a transzlacio gatlodik, mig teljes komplementaritassal
az mRNS degradalodik (95).

A transzfekciohoz hasznalt modositott mikroRNS-ek (mMiRCURY LNA™ lakatolt
nukleinsav) az Exiqon-QIAGEN cégtél (Vedbaek, Dania) szarmaznak. Ezek egy metilén

hiddal a 2’ oxigént és a 4’ karbont Osszekotve jelentOsen stabilisabb dupla-hélixet

képeznek, mint a modositatlan nukleotidok (10. abra). Nagy

elényiik még, hogy minimalis a toxicitasuk.

Egy fehérje (esetiinkben a TFPI-2) expresszidjat

megvaltoztathatjuk, ha az azt szabalyozé microRNS-t (mimik

miR), vagy annak komplementerét (inhibitor miR) a sejtekbe

juttatjuk (pl. transzfekcioval). A 21. tablazat és a 22. tablazat

tartalmazza az altalunk haszn4lt Mimikek és Power Inhibitorok

részletes adatait (miR-23a-5p, miR-23a-3p, negativ kontrollok

- NK).

21. tablazat. A miR-23a mimikek és inhibitorok adatai (Exiqon).

%

o}
o. B
\
o o)
o=|§-0'
10. abra. LNA

szerkezete. Forras:

Www.exigon.com.

) Kat. szam

miR név Azonosité Korabbi MikroRNS cél

(human) azonosito szekvencia Mimik Power

Inhibitor

hsa-miR- | MIMATOO | hsa-miR- | 45-AUCACAUUGC 470983 | 4103406-
23a-3p 00078 23a CAGGGAUUUCC-65 | -001 100
hsa-miR- | MIMATOO | hsa-miR- | 9-GGGGUUCCUGG 473453 | 4101840-
23a-5p 04496 23a* GGAUGGGAUUU-30 | -001 101
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22. tablazat. A mimik and inhibitor negativ kontrolljainak adatai (Exiqon).

Kontroll miRNS név mikroRNS cél szekvencia Ka,lt'

sZam
Negativ kontroll 4 miRCURY 479903-
LNA miRNS Mimik GAUGGCAUUCGAUCAGUUCUA 001
Negativ kontroll A, miRCURY 199006-
LNA miRNS Inhibitor Kontroll TAACACGTCTATACGCCLA 100
Negativ kontroll A, miRCURY 199006-
LNA miRNS Inhibitor Kontroll, | TAACACGTCTATACGCCCA 111
5’-fluoreszcein jeldlt

Ha mikroRNS-t visziink be, akkor az a cél mRNS-hez kotdédve gatolja a gén
kifejezddését (géncsendesités). A mimik specificitasat 3 RNS szél teszi lehetové: 1 vezetd
szdl (miRNS) és 2 kiséré szal (LNA miRNS). A kisérd szalak tul révidek, hogy
mikroRNS-ként viselkedjenek, igy csak a vezetd szal keriil be a miRISC-be (11. abra).

miRCURY LNA miRNS Mimik

Vezetd szal (miR) ’

Kiséré szal (2 db LNA miR)

Vezetd szal (miR)

miRISC

+

Gyorsan degradalodott kiséré szalak

miRISC
— ).

L, AAA

Transzlacioé represszidja

ct» =

AAA 1

mRNS bomlas tarolas
Pbodies Esetleges késobbi
transzlacio

11. abra. Géncsendesités LNA miRNS mimikkel. Forras: www.exiqon.com.
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Ha a cél mikroRNS-sel antiszensz mikroRNS-t vissziik be a sejtbe, az a mikroRNS-
hez kotédve a gén kifejez6dését teszi lehetévé. A komplementer mikroRNS
bejuttatasahoz az RNaz H aktivitasat hasznaljuk fel. A DNS/RNS kettds szal az RNaz H
RNéz H aktivitasat, ez biztositja, hogy az LNA inhibitor/RNS kettds szélakat nem bontja
az RN4z H. Viszont a riboszomak helikdz aktivitasa elég erds ahhoz, hogy levagja az
LNA nukleotidokat az antiszensz mikroRNS-rél.

A Power Inhibitor a tobbi inhibitorhoz képest sokkal stabilabb szerkezetii, mivel
egy modositott foszforotioat vaz alkotja, ami megndveli a miR rezisztancidjat az
enzimatikus degradacioval szemben. Annyira stabil, hogy akar kozvetlenil a

sejtkultarahoz adva is ki tudja fejteni a hatésat.

A transzfekciohoz 2,5x10° normaél fibroblast sejtet szélesztettiink 6 lyuku
sejttenyésztd lemezekben alacsony gliikkoz tartalmu DMEM tépfolyadékban 10% FBS,
10% Amnio Grow Plus médium, 2 mM L-glutamin, és 1% penicillin/streptomycin
hozzéadasaval. A normalis szovettenyészeti atmoszférdban torténd 72 oras inkubalas utan
a tapfolyadékot antibiotikummentes tapoldatra (1750 ul/lyuk) cseréltiik. Majd 24 ora
elteltével tovabbi 250 ul transzfekcios oldatot (mikroRNS/lipid komplex) adtunk a
médiumhoz, melyet tovabbi 24 6ra utdn a szokvanyos tenyésztdmédiumra cseréltiik. A
transzfekcios oldat 6sszemérése (lyukankénti mennyiség):

e A cs6: 2 ul Power Inhibitor vagy 0,25 ul Mimik + 125 ul Opti-MEM médium

e B csd: 3,75 ul Lipofectamine 3000 reagens + 125 ul Opti-MEM médium

e Ccsd: 250 ul az A cs6bol + 250 ul a B cs6bdl, vortexelés, inkubalas szobahdn 20

percig
A transzfektalast kovetd 72 ora mulva felkapartuk a sejteket tovabbi fehérje és RNS
vizsgalatokhoz.

A fluoreszceinnel jeldlt kontroll miR-t hasznaltuk a transzfekcid hatékonysaganak
azonnali vizsgalatahoz. Ehhez az MRC-1024 tipust konfokalis 1ézermikroszkopot (Bio-
Rad Laboratories GmbH) hasznaltuk.
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4.9. Statisztika

Az adatok értékelése Microsoft Excel v.2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA,
USA) és GraphPad Prism 7/8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) programok
segitségével tortént. A terhességi csoportok, az ép és a méhnyakrakos szovetek, illetve a
normal (NF) és a tumor-asszocialt (TF, MF) fibroblast monokulturdk kdzotti valtozasokat
a nem normal eloszlasu Kruskal-Wallis vagy Mann-Whitney tesztekkel vagy a normal
eloszlast Student-féle t-probaval vizsgaltuk az adatok eloszlasatol fliggden. A terhességi
csoportok klinikai paramétereinek Osszehasonlitasat a megoszlasok tekintetében y?-
probaval vagy Fisher-egzakt teszttel végeztik. A méhlepény csoportoknal hasznalt
normalizalt TFPI2 mikroarray adat (155) a Gene Expression Omnibus adatbazisbol
(GEO; azonosité szdm: GDS4037) szdrmazik, melyet boxplot diagramon abrdzoltunk

,»R” statisztikai program hasznalataval (www.r-project.org). A TFPI-2 expresszidja és az

MVMP érték, a placenta sulya illetve a sziiletési suly, tovabba a syndecan-1 IHC érték és
a betegek klinikopatologias paraméterek  kozotti  korrelacido  vizsgalatahoz
nemparametrikus Spearman-féle rangkorrelaciot hasznaltunk. A talélést Kaplan-Meier
analizissel, a kiilonb6z6 csoportok talélési gorbéje kozti kiillonbséget log-rank teszttel
hataroztuk meg. Az 5% alatti értéket vettiik szignifikancia-szintnek ("p<0,05; ““p<0,01;
“p<0,001).
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5. EREDMENYEK
5.1. Méhlepény mintak vizsgalata

5.1.1. Demogradfiai és klinikai adatok

A kisérleteink soran vizsgalt esetek demografiai és klinikai adatait a 2. tablazatban
foglaltuk Ossze. Magas sSzisztolés és diasztolés vérnyomas, illetve proteinuria volt
megfigyelheté a PE-s betegcsoportokban. A kontroll csoportokba sorolt eseteinknél a
vérnyomas értékek normalisak voltak, és nem jelent meg fehérje a vizeletben.
Vizsgalatainkban az irodalmi adatoknak megfeleléen korai és kés6i PE csoportokat
hoztunk 1étre, valamint a terhességi hétnek megfeleléen parositottuk a betegeket a
kontrollokkal. A méhlepény stlya a betegcsoportokban szignifikansan alacsonyabb volt
a megfeleld kontroll csoportokhoz viszonyitva. Az Gjsziilottek sziiletési sulya kisebb volt
a betegcsoportokban a megfelelé kontroll csoportokhoz képest, és ez a kiilonbség

szignifikans volt a késdéi csoportokban.

5.1.2. TFPI-2 expresszio valtozdsa a terhesség elérehaladtaval

Egészséges terhességbdl szarmazd méhlepényeknek a GEO adatbazisbol nyert
mikroarray expresszios adatait (azonositd szam: GDS4037) elemezve szignifikansan
novekvé TFPI2 mRNS szint volt megfigyelheté a terhességi kor eldrehaladtaval
(Student-féle t-proba; els6 kontra masodik trimeszter: p=0,07; elsé kontra harmadik
trimeszter: p=0,005; masodik kontra harmadik trimeszter: p=0,006) (12. abra A). Ezt az
adatot az els6 és a harmadik trimeszteres mintdink TFPI-2 immunfestései is
alatamasztottak (12. abra B-E).

A villézus trophoblastok erésen, mig az EVT-k gyengén expresszaltak a TFPI-2-t
mind az els6, mind a harmadik trimeszterben. A nagyitott képeken jol lathat6 a TFPI-2
specifikus expresszioja a syncytiotrophoblast sejtekben. igy a cytotrophoblast sejtek
jellegzetesen kirajzolodtak a syncytiotrophoblastok mellett. Ez arra utal, hogy a TFPI-2
expresszio a trophoblast differencialtsagatol fiigg, azaz a proliferalod cytotrophoblastban

alacsony, a differencialt syncytiotrophoblastban pedig megnovekszik.
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12. abra. A placenta TFPI-2 expresszidja emelkedett a terhesség elérehaladtaval. Az
egészséges méhlepények mikroarray adatdnak (GEO) ujraclemzése emelkedett TFPI2
mRNS expressziot mutat az elsd trimesztertél a terhesség végéig (A). A villozus
trophoblastok erdsen, mig az EVT-k gyengén expresszaljak a TFPI-2-t mind az els6, mind
a harmadik trimeszterben (B-E). A nagyitott reprezentativ képeken jol lathaté a specifikus
syncytiotrophoblast festédés (C, D). ST: syncytiotrophoblast, CT: cytotrophoblast, EVT:
extravillozus trophoblast, 200x (B, E) vagy 400x (C, D) nagyitas.

5.1.3. Méhlepények TFPI-2 és syndecan-1 expresszioja a terhesség harmadik

trimeszterében

Tovabbiakban a méhlepényben expresszalt TFPI-2 mennyiségi valtozasaira
voltunk kivancsiak PE-ben és HELLP szindromaban, azon korképekben, amelyeket a
trophoblastok megvaltozott differenciacios és invazios folyamata jellemez. A ,,poolozott”
mintakban a TFPI-2 fehérjét 36-37 kDa ¢és 30-31 kDa-nal detektaltuk a Western blot
membranon (13. abra). Ez teljesen megfelelt a Bohn és munkatarsai altal publikalt TFPI-
2 molekulasulynak (39), illetve a késobbi tanulmanyok is ezt mutattak (156, 157). A
kontroll csoporthoz képest azonos molekulasullyal, de emelkedett expresszioval jelent
meg a TFPI-2 a betegcsoportokban. Ez a valtozas arra utalt, hogy a lepény TFPI-2
expresszioja PE-ben megvaltozott az abnormalis placentacié hatasara. Ennek
kovetkeztében gy dontdttiink, hogy megvizsgaljuk a lepény TFPI-2 expresszigjat

immunhisztokémiaval is a méhlepény szovettani valtozasainak a fiiggvényében.
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13. abra. A TFPI-2 Western blot analizise placenta mintakon. Reprezentativ blot kép (A)

¢és B-aktinra normalizalt denzitometria eredménye (B).

A TMA-k immunhisztokémiai vizsgalata lehetéséget adott 37 harmadik
trimeszteres placenta egyidejii vizsgalatara (14. abra, 15. abra). A syncytiotrophoblastok
TFPI-2 expresszidja nem mutatott jelentds kiilonbséget a fiziologids terhesség
elérehaladtaval harmadik trimeszterben (korai kontroll: atlag+szoras: 2,02+0,08, késoi
kontroll: 1,99+0,07, Student-féle t-proba: p=0,75) (14. abra K, N, 15. abra B, C).
Ugyanakkor novekedett TFPI-2 expressziot detektaltunk a korai betegcsoportokban a
korai kontroll csoporthoz képest (korai PE: 2,37+0,07, Student-féle t-proba: p=0,001;
korai PE+HELLP szindroma: 2,35+0,07, Student-féle t-proba: p=0,003; korai kontroll:
2,02+0,08) (14. abra L-M, 15. abra B, C). A késéi beteg- és kontroll csoportok kozott
nem volt expresszios kiilonbség (késoi PE: 1,86+0,1, Student-féle t-proba: p=0,26; kés6i
kontroll: 1,99+0,07) (14. abra N, O, 15. abra B, C).

A TFPI-2 expressziojat (14. abra K-G) 0Osszehasonlitottuk a mar korabban
publikalt syndecan-1 expresszioval (14. abra P-T). A syndecan-1 expresszioja hasonloan
valtozott, mint a TFPI-2 expresszidja, kivéve a késéi csoportokat, ugyanis a syndecan-1
esetében a kés6i PE-ben is fokozott expresszio volt jelen a kés6i kontrollhoz képest (36).
Korabbi mikroarray eredményeink alapjan (43) belsé kontrollnak olyan fehérjét
valasztottunk (placenta-alkalikus foszfataz, PLAP), melynek génexpresszidja PE-ben
(ALPP; GEO azonosité: GSE65866) nem valtozott a syncytiotrophoblastokban (14. abra
F-J). Ugyanazon mintakbol készitett reprezentativ képeken lathato, hogy a PLAP, TFPI-
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2 ¢és syndecan-1 immunfestddése a syncytiotrophoblastban volt detektalhato, a

chorionboholy mas sejttipusaban nem jelent meg (14. abra).

Kontroll

Korai

PE + HELLP

Kontroll

Késoi

14, abra. Harmadik trimeszteres placenta mintak H&E (A-E), PLAP (F-J), TFPI-2 (K-
O) és syndecan-1 (P-T) festése. Reprezentativ képek ugyanazon placentakrol
csoportonként. 400x nagyitas.
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15. abra. A villozus trophoblastok TFPI-2 immunreakcidja. A vizsgalt és értékelt
placentak, analizalt TMA core-ok és bolyhok szama az egyes csoportokban (A). A Korali
PE csoportokban nagyobb aranyban voltak jelen a +3 értéket kapott bolyhok, mint a korai
kontrollban. Ez a kiilonbség nem figyelhetd meg a késdi csoportoknal (B). A TFPI-2
immunreakcié szignifikansan magasabb volt a korai betegcsoportokban a korai
kontrollhoz képest (C). PE: praeeclampsia; PE+HELLP: praeeclampsia HELLP

szindrémaval, *p<0,05, **p<0,01.

5.1.4. TFPI-2 expresszié Densitoquant értékelé programmal

Mivel jol koriilirt TFPI-2 festddése csak a syncytiotrophoblastnak volt, igy
Densitoquant programmal is tudtuk értékelni a TMA lemezeket (16. abra, 17. abra).
Hasonloan a szemikvantitativ értékeléshez, a korai PE csoportokban nagyobb aranyban

voltak jelen a +3 értéket kapott bolyhok, mint a korai kontroll csoportban (17. abra A).
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Az eltérés a korai PE csoportokban a korai kontrollhoz képest szignifikansnak bizonyult
(korai PE: atlagtszoras: 2,214+0,04, Student-féle t-proba: p=0,017; korai PE+HELLP
szindroma: 2,21+0,04, Student-féle t-proba: p=0,015; korai kontroll: 2,08+0,04) (17.
abra B). A kés6i csoportokban ugyanigy nem volt expresszids kiilonbség, mint a
szemikvantitativ értékelésnél (kés6i PE: 1,97+0,04, Student-féle t-proba: p=0,86; késoi
kontroll: 1,98+0,03) (17. abra B). Elmondhatd, hogy a lepényi TFPI-2 expresszid
értékelése Densitoquant hasznalataval megerdsitette a szemikvantitativ értékelés

eredményét.

Toggle Mask
Detecton
Bue teerance
Brown tolerance.
Scovieves: @

16. abra. Az értékeléshez hasznalt Densitoquant paramétereinek beallitasa (A) a DAB
festés intenzitasanak megfeleléen (B). Szinkodok: ; ;

; +3 intenzitasu pixelek; magok.

100% 1 37 M/
*
- Bl | —
75% A
2
|3+
50% A @2+
o1+
1 .
25%
0% T T T T 1 0
Korai Korai Korai Késbi Késoi Korai Korai Korai Késoi Késoi
kontroll PE PE+ kontroll PE kontroll PE PE + kontroll PE
A HELLP B HELLP

17. abra. A Densitoquant hasznalata megerdésitette a szemikvantitativ értékeléssel kapott
lepényi TFPI-2 expresszié eredményét. TFPI-2 expresszidjanak aranyai (A), és atlagai
(B) harmadik trimeszterben. PE: praeeclampsia; PE+HELLP: praeeclampsia HELLP

szindromaval, *p<0,05.
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5.1.5. EVT sejtek TFPI-2 expresszioja harmadik trimeszterben

A méhlepény anyai felszinérél gytijtott szovetmintaink lehetéséget adtak az EVT-
k TFPI-2 expresszidjanak vizsgalatara is (12. abra E, 18. abra). AZ EVT-ket festve
sokkal gyengébb citoplazmas intenzitast kaptunk, mint a syncytiotrophoblastban. A korai
PE csoportokban a legtobb EVT +1 értéket kapott a korai kontrollhoz képest. Emellett
nagy aranyban jelentek meg a +2 értéket kapott EVT-K is kés6i PE-ben (18. abra A).
Emelkedett TFPI-2 expresszi6 volt megfigyelhetd korai PE-ben (korai PE: atlag+szoras:
0.33+0.14; korai PE+HELLP szindréma: 0.46+0.45) a korai kontrollokhoz viszonyitva
(0.05£0.00). A TFPI-2 expresszid6 magasabb volt késéi PE-ben (0.55+0.39) kés6i
kontrollokhoz képest (0.29+0.17) (18. abra B).

100% - 3 -
75% A
o B3+ 2
o2+
oL
50% o1+
mo 11
25% A
0% - 0 -
Korai Korai Korai Késéi Késébi Korai Korai Korai Késéi Késoi
kontroll PE PE+ kontroll PE kontroll PE PE + kontroll PE
HELLP B HELLP

18. abra. Az EVT sejtek TFPI-2 expressziojanak aranyai (A) és atlagai harmadik
trimeszterben (B). PE: praceclampsia; PE+HELLP: praceclampsia HELLP szindromaval.

5.1.6. A méhlepények szévettani vizsgalata

Az MVMP ¢értékekben is lattunk kiilonbségeket az egyes csoportok kozott.
Magasabb atlag értéket kaptunk a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, ez a
kiilonbség a korai csoportoknal szignifikans volt (korai PE: atlagtszoras: 6,57+1,36,
Student-féle t-proba: p=0,029; PE+HELLP szindréma: 6,88+0,74, Student-féle t-proba:
p=0,002; korai kontroll: 1,8+1,11; illetve késoéi PE: 2,88+0,79, Student-féle t-proba:
p=0,39; késo6i kontroll: 2+0,62) (19. abra).
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19. abra. A placentak atlagolt MVMP értéke. PE: praeeclampsia; PE+HELLP:
praceclampsia HELLP szindromaval, *p<0,05, **p<0,01.

5.1.7. A méhlepény TFPI-2 expresszidjanak és a Klinikopatologiai paraméterek

osszefiiggése

A kontroll esetekben a TFPI-2 expresszid negativ Osszefliggésben volt a lepényi
MVMP értékkel (R=-0,18, Student-féle t-proba: p=0,54), a sziiletési sullyal (R=-0,27,
Student-féle t-proba: p=0,36) és a méhlepény stulyaval (R=-0,52, Student-féle t-proba:
p=0,08), de ezek nem voltak szignifikansak (20. abra A-C). A PE-s esetekben a TFPI-2
expresszio szignifikansan pozitivan korrelalt a lepényi MVMP értékkel (R=0,43, Student-
féle t-proba: p=0,04), illetve negativan a sziiletési stllyal (R=-0,68, Student-féle t-proba:
p=0,0003) és a placenta stlyaval (R=-0,74, Student-féle t-proba: p=0,0001) (20. abra D-
F).
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20. abra. TFPI-2 expresszid ¢és klinikopatoldgiai paraméterek korrelacidja PE-s és

egészséges esetekben.

5.1.8. Az anyai szérum TFPI-2 koncentracidja

A terhesség elérehaladtaval az anyai szérum TFPI-2 koncentracidja novekedett

(korai kontroll: atlag+szoras: 8,88 ng/ml+4,18; késéi kontroll: 33,4 ng/ml+5,28, Student-

féle t-proba: p=0,036) (21. abra). A korai PE-s csoportokban magasabb volt a TFPI-2

koncentréciodja a korai kontroll csoporthoz képest, ez a kiilonbség szignifikans volt a korai
PE esetében (korai PE: 29,75 ng/ml+6,68, p=0,048; korai PE+HELLP szindroma: 21,55
ng/ml+5,35, Student-féle t-proba: p=0,19; korai kontroll: 8,88 ng/ml+4,18). A kés6i
csoportok kozott azonban nem volt kiilonbség (késoi PE: 38,15 ng/ml+14,37, Student-
féle t-proba: p=0,60; késdi kontroll: 33,4 ng/ml+5,28).
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21. abra. Az anyai szérumok TFPI-2 koncentracidja. PE: praeeclampsia; PE+HELLP:

praeeclampsia HELLP szindromaval, *p<0,05.

5.2. A TFPI-2 jelentéosége méhnyakrakban

5.2.1. Szovettenyészeti sejtek karakterizalasa és morfologidja

Az anyag ¢és moddszerben leirt 3. tablazat 3 méhnyakrakos esetének ép €s tumoros
részeibol sikeriilt primer sejttenyészeti parokat (NF-TF) Iétrehozni. Emellett a
metasztazis-asszocialt fibroblast sejttenyészet (MF) is 1étrejott. A 10. passzazst kovetéen
az egyik TF sejttenyészetben a sejtek egy része elkezdett megvaltozni (EMT-MET) (22.
abra A, B). A megvaltozott kerekebb fenotipust sejtek citoplazmajaban a vimentin
mellett a citokeratin is megjelent. Ez a sejtpopulacio igen gyorsan kezdett szaporodni, és
hamarosan az Gsszes sejt ham jelleget 6ltott (kerek) citokeratin pozitivitassal, mikzben
elveszitette vimentin pozitivitasat (22. abra C). Ezt az 1jj sejttenyészetet sajat tumornak
neveztiik el (T). Ezt a T sejttenyészetet sszehasonlitottuk a CSCC7 tumoros sejtvonallal
(C), melyet gyakran vizsgalunk kisérleteink soran. Mindkét tumorsejt expresszalja az
epithelialis marker citokeratint, de nem expresszalja a fibroblast marker vimentint (22.
abra C, D). Ugyanakkor a TF sejtek negativak citokeratinra és pozitivak vimentinre mind

a két kokultaraban.
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22. abra. A kisérlet soran hasznalt sejtek morfoldgiaja és kokultarak. A valodi tumor-
asszocialt fibroblastok (TF) vimentin pozitivak, ezek mellett 3 epithelialis-
mesenchymalis transzformalt (EMT), kettds (vimentin és citokeratin) pozitivitasa sejt
lathato (TF-szeri sejtek) (A). Mesenchymalis-epithelialis atalakulas (MET) fazisa (B). A
MET soran ham fenotipust 6lt6tt citokeratin pozitiv sejtek (T sejtkultara) lathatok egy
vimentin pozitiv tumor-asszocialt fibroblast tarsasagaban (C). A CSCC7 citokeratin
pozitiv lapham sejtvonal (C) vimentin pozitiv tumor-asszocialt fibroblastokkal koriilvéve
(D); 100x (B), 200x (A, C) és 600x (D) nagyitas.

A morfolégiai vizsgalatokhoz az NF, TF és MF fibroblast sejteket direkt
kontaktusba hoztuk a T és a C tumorsejtekkel, majd H&E festéssel tettiik lathatova azokat
(23. abra). fgy a T és a C sejtek 6sszehasonlithatova véltak. Mind a ketté epithelialis
morfologiat mutatott, és fészkeket képzett. Mindegyik fibroblast tipus orsé alaku,
sejtmagjuk kicsit megnyult, ovalis. Az NF sejtek vékonyak és hosszukésak, a TF sejtek
szélesebbek valamivel, mig az MF sejtek a legnagyobbak.

Osszességében elmondhatd, hogy a T is valédi tumoros sejttenyészet, és sok

szempontbol hasonlit a CSCC7 sejtvonalra.
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23. abra. A kokulturak H&E festése. Fibroblastok kokultaraja CSCC7 tumorsejtekkel

(C) és sajat tumorsejtekkel (T). 200x nagyitas.

5.2.2. mRNS expresszios valtozdsok

Annak eldontésére, hogy milyen valtozasok jarulnak hozza a tumor-asszocialt

fibroblast fenotipus létrehozasahoz, 3 NF-TF part (3. tablazat) teljes génexpresszios

(mMRNS) mikroarray vizsgalatokkal hasonlitottuk Gssze. A lehetséges kozel 41000 gén

kozil 67 gén mutatott szignifikans kiilonbségeket. Ezeket az eredményeket a GEO

adatbazisban rogzitettiik (azonositdé szam: GSE148747). A 23. tablazatban kiemeltiik az

5, NF parjukhoz képest TF-ben legnagyobb mértékben novekedett, illetve csokkent gént.

23. tablazat. A human mRNS array eredményei koziil kiemelt legjelentsebb

valtozasokat mutato gének.

Expresszio novekedés

Expresszio csokkenés

Gén neve mértéke Gén neve mértéke
FGF1 3,898 TFPI2 prekurzor 13,082
KISS1 13,627 TFPI2 9,845
LTBP2 3,310 MATN2 7,895
THBS1 3,296 DCN 4,637
IL32 3,766 SDC4 2,119
SMAD3 4,673
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fgy keriilt figyelmiink kozpontjaba a TPFI2 mRNS (NM_006528) és prekurzora
(Uniprot/SWISSPROT azonosito: P48307; ENST00000222543) (24. abra A). A
prekurzor (transzkript varians) az 5’ kodold région végbemend splicing kovetkeztében
30-40 bp-vel rovidebb a teljes MRNS-hez képest.

Az mRNS array eredményét valds ideji PCR modszerrel validaltuk a primer
sejttenyészeteken (NF, MF, TF, T) és a CSCC7 sejtvonalon (C). A TF (0,01-szeres,
Student-féle t-proba: p<0,001) és az MF (0,23-szoros, Student-féle t-proba: p<0,001)
TFPI2 mRNS szintje szignifikdnsan csokkent az NF-éhez képest. Az MF-ben mért TFP12
mRNS szint csokkenés mértéke kevésbé volt intenziv, mint a TF-ben. Sema T, sema C

nem expresszalta a TFPI2-t (24. abra B).

Gén TEvs. NF | b ortex Teszt
valtozasa

TFPI2 prekurzor 0.076 0.001 | Student-féle t-proba

TFPI2 mRNS 0.101 | 0.01 |Student-félet-proba
A *%k

0.23x

k%
0.01x

o o
(%) w

Normalizalt TFPI2 expresszio
o

T - T

NF TF MF T C

v1)
e
=)

24. abra. A harom NF-TF par alapjan kapott TFP12 mRNS expresszi6 human mRNS
array modszerrel (A) és ezen eredmények validalasa primer sejttenyészeteken és CSCC7

sejtvonalon valés idejii PCR mddszerrel (B). **p<0,01.

5.2.3. ATFPI-2 fehérje valtozasai sejtkultiurdkban és széveti mintdkban

A fenti eredmények tiikrében felvetddott a kérdés, hogy a fehérje expresszidja
koveti-e az mRNS szinten tapasztalt valtozdsokat, és ha igen, van-e szerepe a
tumorsejteknek a TFPI2 expresszid csokkenésében? A TFPI-2 fehérje mennyiségének
valtozasait Western blottal mutattuk ki monokultarakban (NF, MF, TF, C, T) (25. abra
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A, B) és direkt kokultarakban (NF+T, MF+T, TF+T, NF+C, MF+C, TF+C) (25. abra C-
F). A detektalt intenzitasi értékeket GAPDH-ra normalizaltuk.
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25. abra. Cervix sejttenyészetek és sejtvonalak TFPI-2 fehérje expresszidja Western blot

N W w
N =@
Normalizalt intenzitas
N A O
o o o
1 1 L

M

modszerrel monokultarakban (A, B) és direkt kokultirakban T tumorsejttel (C, D), illetve
C tumorsejttel (E, F). A kokulturat osszetevé monokulturak denzitometria értékeket
Osszegeztiikk kultranként (F + T vagy F + C), és ezt hasonlitottuk Gssze a kokultara
denzitometria értékével. A denzitometria eredményét GAPDH-ra normalizalt. ) :

Osszegzett érték.
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A glikoprotein kiilonboz6 glikolizacios forméaban jelent meg: 33, 31 és 27 kDa
molekulatomegnél (40). Az NF sejttenyészet mutatta a legmagasabb expressziot, ehhez
képest az MF 0,68-szoros értékkel csokkent. A fehérje, hasonléan a C és T tumoros
sejtvonalakhoz, alig detektalhato a TF sejtekben (25. abra A, B). A direkt kokulturaban
a monokultira modellekhez hasonld valtozasokat tapasztaltunk. Mivel egy-egy
kokulturat ugyanannyi sejtszammal szélesztettiink, mint az azt 6sszetevd, parhuzamosan
tenyésztett 2 monokultura szélesztett sejtszamanak 0sszege, igy a kokulturat 6sszetevo
monokultarak denzitometria értékeit 6sszegeztiik kultiranként (F + T vagy F + C), és ezt
hasonlitottuk Gssze a kokultara denzitometria értékével. A monokulturak Osszegzett
expresszios értékei magasabbak voltak, mint amit a kokultarakban mértiink (25. abra D,
F). Ez a fibroblastok csokkent TFPI-2 expresszidjat jelzi tumorsejt jelenlétében. A
kokultaras modellben kontrollként feltiintetett monokultarak (25. abra C, E) meger6sitik
a 25. abra A és B eredményeit: itt is egy csokkend TFPI-2 fehérje expressziot
detektaltunk a fibroblastokban az NF-MF-TF sorrendjében (25. abra C-F).

A tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy ez a véltozads jellemz6-e humdén
méhnyakrak esetekben is. Ezért 30 beteg (4. tablazat) paraffinba agyazott méhnyakrak
mintajat vizsgaltuk, kozottik azt is, melybdl az NF, a TF, az MF és a T primer
tenyészeteket izolaltuk. Amellett, hogy egy szekretalt fehérje a TFPI-2, az ép méhnyak
hamsejtjeiben is kimutathato (142). A méhnyakrakos esetekben a ham bazalis rétegében
erds sejtmagi festddést tapasztaltunk, ami késébb a teljes hamrétegben valtozo
intezitassal jelent meg (26. abra A). Mérsékelt mennyiségli TFPI-2-t detektaltunk a
citoplazmaban. A méhnyak felszinéhez kozel esé laphamrak €s a tumorstroma sejtjeinek
citoplazmdjaban is kimutathat6 volt valtozé mennyiségi TFPI-2. A felszintdl tavolodva
ez a mennyiség fokozatosan csokkent (26. abra B-E). A tumoros minta mélyebb
rétegeiben mar nem detektilhatd a fehérje sem a tumoros fészkekben, sem a
kotdszovetben (26. abra F). A plazmasejtek erés TFPI-2 expressziot mutattak (26. abra
C).
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26. abra. Cervix FFPE mintdk TFPI-2 fehérje expresszioja IHC modszerrel. 200X

nagyitas.

5.2.4. Epigenetikai szabdlyozo mechanizmusok
5.2.4.1. DNS metil4cios mintazatok

Az altalunk vizsgalt 5 sejttenyészet/sejtvonal (NF, TF, MF, T, C) TFPI2 gén
promoéter régidnjanak metilacios statuszat MS-HRM és piroszekvenalas segitségével
vizsgaltuk meg az altalunk tervezett 4., 5. és 6. esszével. MS-HRM csak a tumorsejtekben
mutatott metilaciot, mind monokulturaban, mind indirekt kokulturaban. Ezeknek a
mintaknak az olvadasi profilja nagyon hasonlit a 100%-ban metilalt kontroll minta
olvadési profiljahoz, ezzel azt sugallva, hogy a vizsgalt amplikon 0Osszes CpG

dinukleotidja metilalt (27. abra, 28. abra).
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27. abra. Monokulturak (A) és indirekt kokultirak (B) MS-HRM analizise a TFPI2 4.

esszé alapjan. A méhnyak fibroblastok és tumorsejtek metilaciojat a 0%-ban, 25%-ban,
50%-ban, 75%-ban és 100%-ban metilalt kontroll DNS-ek olvadasi gorbéjével

hasonlitottuk Gssze. A tumorsejteket hipermetilacio, a fibroblastokat hipometilacio

jellemzi.
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28. abra. Indirekt kokultirak MS-HRM analizise a TFPI2 5. esszé alapjan. A méhnyak
fibroblastok és tumorsejtek metilaciojat a 0%-ban, 25%-ban, 50%-ban, 75%-ban és
100%-ban metilalt kontroll DNS-ek olvadasi gorbéjével hasonlitottuk Ossze. A

tumorsejteket hipermetilacio, a fibroblastokat hipometilacio jellemzi.

A tovabbiakban alkalmazott piroszekvenalas mind a 4 vizsgalt CpG ponton 100%-
ban metilaltnak bizonyult a tumorsejtekben, ami megerésitette az MS-HRM sroan
tapasztalt méhnyakrak sejtek TFPI2 gén metilacidjat. A 29. abra hétérképe nagyon
alacsonyfoku metilaciot mutat NF-ben a CpG_1 és CpG_4 pontok esetében. Amig a TF
¢s MF, hasonldan az NF-hez, nem mutat metilaltsagi statuszt a CpG_4 esetében, addig a
CpG_1 pontjukat kozepes metilaltsagi fok jellemzi. A TCGA adatbazis a CpG 3 és
CpG 4 helyek metilaltsaganak fokat kulcsfontossagunak jeloli ép cervixben és
méhnyakrakban (9. abra, Fiiggelék). A mi mintdink metilacids mintazata a CpG_4-et
valoszintsiti, mint lehetséges f6 csendesitési hely a TFPI2 esetében. Bar a TF-ben a

CpG_3 sem metilalt, jelentéségét mégsem tudtuk igazolni.
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29. abra. Monokulturdk piroszekvenalds analizise a TFPI2 6. esszé alapjan. A

tumorsejtekben (T, C) magasabb a metilaltsagi fok mindegyik vizsgalt CpG helyen, mig
ez a fibroblastokban nagyon valtoz6. A CpG_4 helyen nem vagy minimalisan metilaltak
a fibroblastok. Hotérkép zo6ld szine 0%-os, piros szine 100%-os metilaltsagot jeldl, igy a

z061d-piros szinatmenet a 0% és 100% kozotti metilaltsagi gradiensnek felel meg.

5.2.4.2. mikroRNS-TFPI2 mRNS ké&lcsonhatasok monokulturaban

Mivel az el6z6 vizsgalataink bizonyitottak, hogy az MF és TF nem metilaltak, és
mégis a fehérje mennyisége vagy lecsokkent (MF-ben) vagy nem is mutathato ki (TF-
ben), mas epigenetikus csendesités utan kellett kutatnunk. A jelenség hatterében egy
masik epigenetikus mod, a mikroRNS-ek lehetséges szerepe vetodott fel. A TFPI2 gént
célz6 miRNS-ek azonositdsdhoz bioinformatikai modszerek segitségét vettiik igénybe.
Ebben a TFPI2 mRNS 3°-UTR szakaszan talalhato potencialis miRNS kotohelyek in
silico azonositasa nyujthat segitséget. A szobajové miR-ek kivalasztasdhoz 7 miR
adatbazist vettiink igénybe (TargetScan, TargetScan_cons, Exiqon, miRDB, DIANA,
Pita, RNA22). Ezek alapjan 5 miR lehetséges szerepe vetddott fel, ezeket vizsgaltuk a
tovabbiakban. A 30. abra a szoba jové 5 miIRNS (miR-616-3p, miR-646, miR-554, miR-
3529-5p, miR-23a) expresszidjat tiinteti fel a vizsgalt 5 sejttenyészetben (NF, MF, TF, T,
C). A miR-23a, miR-646 és miR-3529-5p expresszidja a TF-ben (fekete oszlop) volt a
legmagasabb. Ugyanakkor csak a miR-23a expresszios profilja felelt meg a fibroblastok
Western blotton tapasztalt fehérje expresszidés mintazatanak, ahol a fehérje expresszio
intenzitasa és a miRNS mennyisége forditottan aranyos. Ebben az esetben a miR-23a
mennyiségének az NF-MF-TF sorrendjében kell emelkednie. Ahogy az a 30. abra

lathato, valoban ez tortént. Mivel korabban bebizonyitottuk, hogy a tumorsejtek esetében
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a fehérje hianyat a TFPI2 prométer hipermetilaltsaga okozza, ezért a prediktalt targetek

kisérletes validalasat csak fibroblastokkal végeztiik el.

Relativ expresszio

m:R-616-3p miR-646 miR-554 miR-3529-5p miR-23a

crer

expresszidja valos idejit PCR moédszerrel.

A négy miRNS adatbazis altal feltételezett miR-23a TFPI2 gatld hatasanak
bizonyitasahoz olyan fibroblastot kellett valasztani, ami a legtobb TFPI-2 fehérjét
tartalmazza, vagyis az NF-et. Az NF sejtekbe miR-23a-3p, és -5p mimikeket és
inhibitorokat, illetve ezek negativ kontrolljat (NK) transzfektaltuk. Ezzel parhuzamosan
kezeletlen NF sejttenyészetet is felhasznaltunk pozitiv kontrollként (eNF-eredeti NF). Bar
a gyarto szerint a kontroll miR-ek nem befolyasoljak a fehérje expressziot, mi mégis
tapasztaltuk ezek expressziot csokkenté hatasat az eNF-hez képest. A miR-ek
expresszidjanak valtozasat a megfeleld negativ kontrollhoz hasonlitottuk. A miR-23a
mimik transzfekcioja csokkentette, mig a miR-23a inhibitor transzfekcioja novelte a
TFPI-2 fehérje expresszidjat (31. abra). Mivel a miR-23a-3p volt jelentésebb hatassal az

NF sejtek fehérje expresszidjara, ezért a miR-23a-3p lehet a kulcsszereplé a tumor-

crer
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31. abra. TFPI-2 fehérje expresszidja NF-ben TFPI2-t célzo6 miRNS-ek transzfekcidja
utan. Reprezentativ Western blot kép (A) és a P-aktinra normalizalt denzitometria

eredménye (B). eNF: eredeti NF, mint pozitiv kontroll.

5.2.5. AHPV és a miR-23a kapcsolata

Mivel irodalmi adat alapjan (158) felvet6dott, hogy a HPV gatolni képes a miR-
23a-t, igy megvizsgaltuk a HPV E6 DNS jelenlétét a vizsgalt beteg daganatos FFPE
mintajaban (2. eset a 3. tablazatban) ¢és a mintabdl létrehozott fibroblast és tumoros
sejttenyészetekben (NF, TF, T), illetve a CSCC7 tumor sejtvonalban. A HPV16
egyértelmiien kimutathatdo volt tumorokban, mig az Osszes fibroblast negativnak

bizonyult (32. abra).

FFPE T HPV16 NF TF C__HPV16

NK 1x 10x 100x 1x 10x 100x DNS 10x 100x 10x 100x 10x 100x DNS
- ‘

A - e o - - B . - . s

32. abra. HPV statusz meghatarozasa nested PCR modszerrel ugyanazon beteg
méhnyakrak FFPE mintajaban és a l1étrehozott T (A), NF és TF tenyészet sejtjeiben,
tovabba a C tumorsejtekben (B). Az izolalt DNS-eket 1x, 10x és 100x higitasban
vizsgaltuk. NK: a nested PCR els6 (DNS nélkiili) és masodik korének negativ kontrollja;
HPV16 DNS: HPV16 DNS-sel klonozott plazmid, mint pozitiv kontroll.
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5.3. A syndecan-1 vizsgalata méhnyakrakban

5.3.1. A syndecan-1 koros lokalizdacioja

Otvenhét méhnyakrakos eset szovettani mintajat hasznaltuk fel TMA készitéséhez
(TMA csoport). Ez tette lehet6vé az ép és a daganatos méhnyak egyidejii vizsgalatat.
Adenokarcindma és laphamrak, valamint a kornyezd ép szovet H&E festése lathato a 33.
abra A-C képein. Adataink szerint a vizsgalt rosszindulati daganatokra tipusuktol
fliggetleniil els6sorban a syndecan-1 fehérje sejtmembran lokalizaciojanak a csokkenése
esetleg a citoplazmaban torténd megjelenése jellemzo, ezért eltekintetiink a
daganatonként torténd targylastol.
méhnyak kotészovetében (33. abra D) és a tumoros stromaban is homogénen festddott
(33. abra E, F). A rakos teriilet stromalis sejtjei tobb vimentint tartalmaztak, mint a nem
tumoros régiokbol szarmazé sejtek (1,6-szoros, Mann-Whitney teszt: p<0,0001) (33.
abra D-F, J). Néhany tumorsejt citoplazmajaban a vimentin is megjelent, ami az EMT-t
jelzi (33. abra E). A syndecan-1 a laphamsejtek felszinén expresszalodott (33. abra G).
A tumorsejtek sejtfelszini syndecan-1 intenzitasa csokkent, és jelenléte az intersticialis
stroma fibroblastjaiban is kimutathat6 volt (33. abra H, ). A méhnyakrak stromajaban
7,3-szor tobb syndecan-1 volt, mint a kdrnyezé tumormentes kotdszovetben (Mann
Whitney teszt: p<0,0001) (33. abra J). Emellett a 33. abra I, K és L reprezentativ képei
jO példdk a syndecan-1 megvaltozott lokalizacidjara. Lathato, hogy a heparanszulfat
proteoglikdn megjelenhet a rakos sejtek citoplazmajaban, ritkan a magjukban és

perinukledris membranjukban is.
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33. abra. Vimentin és syndecan-1 expresszid ép cervixben és méhnyakrakban.
Reprezentativ IHC képek (A-l). Citoplazmatikus vimentin pozitivitdas mutathatd ki
adenokarcinomaban (zold nyil) (E), 100x nagyitas. Denzitometria értékelése az
immunpozitiv stromalis sejteknek az értékelt teljes teriileti pixel aranyaban (J).
Ugyanazon betegminta syndecan-1 festése MI15 klonu (K, 200x nagyitas) és BB-4 klont
(L, 400x nagyitas) ellenanyaggal. A sejtfelszini syndecan-1 koros transzlokacidja
figyelhetd meg a sejtmagban (fekete nyil), a perinuklearis membranban (sarga nyil) és a

citoplazmaban (sarga csillag) (L). ***p<0,001.

79



DOI:10.14753/SE.2021.2437

5.3.2. Tulélés

Ahhoz, hogy a syndecan-1 szerepét a méhnyakrakos betegek talélésében egy
hosszabb iddintervallumban tudjunk vizsgalni, 55, 2000-2002 ko6zo6tt gyiijtétt mintat
dolgoztunk fel (Tualélési csoport). Teljes szovettani metszeteket festettiink syndecan-1-
gyel.

A 26 (47%) méhnyakrakban koros stromalis syndecan-1 lokalizaciot talaltunk, amit
valoszintileg a fibroblastok termeltek. Erdekes modon a nyirokcsomo-metasztazisok
mego6rizték syndecan-1 indukcidés képességiiket a stromasejteken, mivel a
metasztazisokban kimutatott fibroblastok szintén pozitivak voltak syndecan-1-re. Annak
ellenére, hogy valosziniinek tiinik, hogy a syndecan-1 rendellenes expresszidja eldsegiti
nincs jelentds 0sszefliggés a stromalis syndecan-1 expresszio €s a tulélés kozott (log rank
teszt: p=0,2765) (34. abra A). Azt is lattuk, hogy minél t6bb syndecan-1 lokalizalodott a
strdmaban, annél kevesebb syndecan-1 volt a rakos sejtek felszinén.

A vizsgalt daganatok tobbségében kimutathatd volt a sejtfelszini Syndecan-1
expresszid csokkenése. Az ép hamsejtekben tapasztalhatd erds membranreakcido a
tumorsejtek felszinén csokkent. A csokkenés mérsékelt (2+) volt 13 esetben, erésen
csokkent (1+) 20 esetben, és a reakcio hianyzott (0) 22 esetben. A nyirokcsomokban 1évo
attétek szintén csokkent syndecan-1 membranpozitivitast mutattak.

A korabbi vizsgalatokhoz hasonléoan a sejtfelszini Syndecan-1 expresszid
csokkenésének mértéke a szovettani gradust kdveti, azaz a differencialtabb daganatok
membranjan tobb syndecan-1 volt megfigyelheté (Spearman-korrelacié: p=0,0055, r=-
0,3696). A membran syndecan-1 expressziojdnak elvesztése magasabb haladlozasi
arannyal jart (51/55) (34. abra B). Az 5, 10 és 15 éves teljes talélés 64,7% (log rang teszt:
p=0,0374), 60,8% (log rang teszt: p=0,1721) és 49% (log rang teszt: p=0,3666). A kezdeti

tulélés a hetedik évig szignifikans volt.
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34. abra. Méhnyakrakos betegek Kaplan—Meier 15 éves tulélési gorbéje stromalis (A) és

sejtfelszini (B) syndecan-1 (sdcl) expresszidja tekintetében.

5.3.3. Méhnyakszovetbdl izolalt fibroblastok syndecan-1 expresszidja

Hét NF és 15 CAF primer sejtkulturat sikeriilt létrehoznunk. Ebbdl 3, ugyanabbol
a betegb6l szarmazdé NF-CAF parunk volt. Az 0sszes 22 sejttenyészetben
(Szovettenyészeti csoport) vimentint és desmint mutattunk Ki. A primer tenyészetek
koziil 17 esetben eltéré mértékii a-SMA pozitivitast is megfigyeltiink, ami a sejtek

miofibroblast iranyt aktivaciojara utal (35. abra A).

A B Des+Cito™ 100 pm (o4 Vim+Cito

35. abra. A fibroblastok fluoreszcens festése a-SMA-val (A), kettds fluoreszcens festése
desminnel és citokeratinnal (B), illetve vimentinnel és citokeratinnal (C). 200x és 600x

nagyitas.

Tizennégy sejttenyészet mutatta a syndecan-1 jelenlétét, ebbdél 13 CAF volt. Az
NF-CAF parjaink esetében mindegyik NF negativ, mig mindegyik CAF syndecan-1

pozitiv volt. A fibroblastra jellemzd citoplazmatikus desmin/vimentin expresszio mellett
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6 CAF néhany sejtje citokeratin pozitivitast is mutatott, melyek a tumorsejtek EMT
atmenetét prezentaljak (35. abra B, C).

5.3.4. Kokultura hatdsa a résztvevé sejtek viselkedésére
NF-et és CSCC1-et kiilon €s egyiitt tenyésztettilk azonos sejtszammal szélesztve.
Azt vettiik észre a szélesztés utan 48 draval, hogy a CSCCI sejtek gyorsabban ndttek NF-

ek jelenlétében, mint monokulturaban (36. abra).

36. abra. Mono- és kokulturak faziskontraszt képe. Fekete nyil: NF sejt. 200x nagyitas.

Ugyanakkor az eredetileg syndecan-1-et nem expresszald NF sejteket CSCC-1-gyel
direkt kokultaraban tenyésztve az NF is elkezdte termelni a syndecan-1-et. A fibroblastok
tovabbra is expresszaltdk a fibroblast marker vimentint, illetve a tumorsejtek az
epithelialis marker citokeratint (37. abra). Tehat a syndecan-1 expressziojat a normal

fibroblastokban a tumorsejtek jelenléte és direkt kapcsolata idézte eld.
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C

37. abra. A méhnyak eredeti fibroblastok tumor indukalt syndecan-1 expresszidja.

Vimentin ~ (A), citokeratin  (B), syndecan-1  (C), egyesitett kép:

vimentin+citokeratin+syndecan-1 (D). 200x nagyitas.
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6. MEGBESZELES

Keresve a valaszt a feltett kérdésiinkre, hogy mi kiilonbozteti meg a malignus és
Mivel az implantacid és a placentacio fiziologias molekularis mechanizmusa hasonlit a
malignus betegségek patoldgias invazios folyamataihoz, kisérleteinkben a méhlepényt,
illetve annak koros allapotait és a méhnyakrakot vizsgaltuk. Egészséges terhesség soran
a trophoblast invazioja szigortan szabalyozott fizioldgias folyamat, legkisebb zavara is
patologias terhességhez vezethet. Ezzel szemben a daganatok invazioja szabalyozatlan
patologias folyamat, melyben a tumor mikrokornyezetében jelenlévd, nem-tumoros,
sejtek és az ECM is jelentGs szerepet jatszanak (159). Korabbi tanulmanyunkban mar
bemutattuk az ép fibroblastok szupportiv szerepét a tumorndvekedésben, ugyanis a
CSCCT7 cervikalis tumorsejtek szignifikdnsan gyorsabban néttek direkt kontaktusban ép
fibroblastokkal, mint egyediil (144). Lorusso és kutatocsoportja azt is bemutatta, hogy a
tumorképzddés sordn az ¢ép stromalis fibroblastok tumor-asszocialt stromava
ez az atalakulas els6sorban epigenetikai szinten jon 1étre, melynek szerepe egyre nagyobb
hangsulyt ¢élvez a daganatok kialakuldsa és progresszidja soran (161, 162). Munkank
soran ez motivalt benniinket, hogy elsdsorban epigenetikus tényezoket vizsgaljunk
méhnyakrdkban ¢és annak mikrokornyezetében. Vizsgalataink kozéppontjaba az
invazidban szerepet jatszo syndecan-1 és TFPI-2 fehérjék keriiltek. Korabbi kutatasi
eredményeink a syndecan-1 sokrétli szerepét mutattak be majbetegségekben és
majrakban (2, 163), fej-nyaki laphamrakban (113), fibroszakromaban (164), a méhlepény

crer

szarmazd primer tenyészetek human mRNS mikroarray analizise soran keriilt a

latokoriinkbe a TFPI2.

ere s

6.1.1. TFPI-2
A koros placentacid folyamata szorosan kapcsolddik a praeeclampsia és a HELLP

szindroma megjelenéséhez (61, 62, 71, 73, 74). A placenta patologias valtozasai a korai
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praceclampsiaban kifejezettebbek, mint a késéi praceclampsiaban (72). A korai PE
korképe gyakrabban tarsul HELLP szindromaval, mint a késdi forma.

Az altalunk végzett atfogo MVMP értékelés Gsszhangban volt az irodalommal
(165) , ugyanis a korai PE-ben, HELLP szindromaval vagy anélkiil, jelent6s szovettani
valtozasokat lattunk a korai kontroll csoporthoz viszonyitva. Késéi PE-ben viszont az
atlag MVMP érték nem kiilonbozott a késdi kontrollokhoz képest. Az emelkedett MVMP
értékek a trophoblast invazid és a spiralis artériafal atépiilés koros folyamatait tiikrozik
korai PE-ben, amely méhlepényi perftizio csokkenéshez és hipoxias-iszkémias 1éziokhoz
vezet. Késoi PE-ben kevésbé volt megfigyelhetd ez a patologias allapot. Ezek alapjan ugy
121), a praeeclampsias folyamatokban is mutathat expresszios eltéréseket, melyek korali
PE-ben és HELLP szindromaban feltehetéen Osszefliiggnek az elégtelen trophoblast
invazidval. A hipotézis tanulmanyozasahoz 37 korai és kés6i praceclampsias nd, illetve
terhességi kornak megfeleléen parositott kontroll varandos méhlepény mintaibol TMA-
kat hoztunk létre, melyeken TFPI-2 immunhisztokémiat végeztiink. fgy elséként
vizsgaltuk, és kozoltiik a méhlepény TFPI-2 expresszidjat HELLP szindroméval tarsult
korai PE-ben. Hasonldan a korabbi tanulmanyokhoz, megallapitottuk, hogy a TFPI-2 a
syncytiotrophoblast citoplazmajaban expresszalodik (45, 85, 166, 167), és a villusok mas
sejtjeiben nem jelenik meg.

Harmadik trimeszterben kontroll esetekben a terhesség elérehaladtaval a TFPI-2
expresszidja nem valtozott a syncytiotrophoblastban. Ezzel szemben megnovekedett
expresszidjat detektaltuk korai PE-ben, HELLP szindromaval tarsulva vagy anélkiil, akar
szemikvantitativ kiértékeléssel, akar kiértékel6 programmal vizsgaltuk. Hasonlo
eredményeket kaptak Xiong és munkatarsai, illetve Xiao és munkatarsai, akik értékeld
program hasznalataval intenzivebb TFPI-2 festddést detektaltak PE-ben egészséges
terhességhez képest. Fontos megjegyezni, hogy ezen szerzék nem bontottak korai és
késo6i tipusokra a praceclampsias eseteket (85, 86). Xiao és kutatocsoportja hivta fel a
figyelmet arra is, hogy a tilzott TFPI-2 expresszio PE-ben a TFPI2 gén promoterének
hipometilaltasanak koszénhet6 (86). Erdekes modon Ogawa és munkatarsaia méhlepény
csokkent TFPI-2 szintjérél szamolnak be stlyos PE-ben (44). Ezek az egymasnak

ellentmond6d eredmények talan az alkalmazott moddszerek, a hasznalt TFPI-2
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ellenanyagok ¢és a vizsgalt klinikai csoportok Osszetételének kiilonbozdoségével
magyarazhatok.

Hogy megvizsgaljuk a méhlepény TFPI-2 expresszidjanak viszonyat a trophoblast
invazidhoz, a klinikai tényezOket is vizsgaltuk. El6szor a placenta szovettani eltéréseit
MVMP értékkel pontoztuk, amit aztan korrelaltattunk a TFPI-2 festddési intenzitasaval.
Mig a kontroll esetekben nem igazolodott Osszefliggés, a praeeclampsias esetekben
pozitiv korrelaciot sikeriilt igazolni az MVMP értékek és a TFPI-2 festédés kozott. Ez is
arra utal, hogy a TFPI-2 talzott expresszidja és a trophoblast invazids és placenta
perfuzids probléma Osszefliggésben van. Emellett PE esetében negativ Osszefliggést
talaltunk a TFPI-2 expresszioja és a placenta sulya, illetve a sziiletési suly kozott is, amit
a kontroll csoportban nem tapasztaltunk. Tehat elmondhatd, hogy a TFPI-2 expresszio
fokozodasa mind a méhlepényi, mind a magzati fejlédési zavarral dsszefiiggésbe hozhato,
valdsziniileg a trophoblast invazios zavar kovetkeztében csokkent a méhlepényi perfuzio.

Az anyai vér TFPI-2 koncentracidja a méhlepény TFPI-2 expressziojat tiikkrozi.
Egészséges terhesség esetében a terhesség elorehaladtaval emelkedik az anyai szérum
TFPI-2 koncentracioja, ami 6sszhangban van mas tanulmanyok eredményeivel (47, 84,
85, 87, 168). Jollehet, a terhesség soran kialakuld TFPI-2 szérumszint emelkedésnek a
syncytiotrophoblast a fé forrasa, azonban mas sejttipusok is hozzajarulhatnak a keringd
TFPI-2 szinthez. A kozelmultban Vadivel és munkatarsai bemutattadk példaul a
perivaszkularis és/vagy endovaszkularis EVT-k és vérlemezkék szerepét is (49). Az
EVT-k szerepét egy masik kozlemény is megerésiti, ugyanis a terhes nék szérumaban
EVT-bél szarmazo faktorok jelennek meg (169).

A terhességi kornak megfeleld egészséges terhességekkel Osszehasonlitva, a
praeeclampsiaval diagnosztizalt n6knél emelkedett anyai szérum TFPI-2 koncentraciot
talaltunk. Az alacsony esetszam kovetkeztében ez a kiilonbség csak a korai PE esetében
volt szignifikdns, a HELLP szindromaval tarsult PE-nél a korai kontrollokhoz
viszonyitott emelkedett TFPI-2 koncentracio nem volt szignifikans. A legtobb eddig
megjelent tanulmany megfigyelései az anyai szérum TFPI-2 szintjére vonatkozdan
Osszhangban vannak a mi eredményeinkkel (44, 87, 88, 170, 171), ugyanakkor két egyéb
tanulmany csokkent TFPI-2 szintr6l szamol be a praeeclampsiaval diagnosztizalt nék

vérplazmajaban a vizsgalt kontroll terhességekhez képest (85, 172). Az eltérd
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eredmények oka talan a plazmaban és szérumban 1év0 TFPI-2 eltérd szerepe, viselkedése
okozza a koagulacids folyamatok soran.

Elmondhatjuk tehat, hogy a TFPI-2 tulzott méhlepényi expresszidja Osszefiigg a
méhlepény hisztopatologias elvaltozasaival, a kovetkezményes lepényi perflzids
zavarral, és a csokkent placenta és magzati novekedéssel, vagyis a koros trophoblast
invazid hisztopatologiai és klinikopatologiai kovetkezményeivel. Ezért ugy gondoljuk,
hogy a TFPI-2 egy trophoblast invazidt szabalyozé faktor lehet. Azt is lattuk, hogy az
elsé trimeszterben, amikor a trophoblastok a leginvazivabbak, a TFPI-2 mennyisége a
méhlepényben alacsonyabb. A harmadik trimeszterben, amikor mar nincs trophoblast
invazio, joval magasabb TFPI-2 expressziot lathatunk a méhlepényben az elso
trimeszteres mintakhoz képest.

Figyelemre mélt6, hogy néhany nem invaziv tumor is képes TFPI-2-t termelni,
ilyen az alacsony gradust glioma, benignus meningeoma (50, 120). Wojtukiewicz ¢és
munkatarsai tobb tumor TFPI-2 expresszidjat vizsgalva azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy minél differencialtabb a tumor, annal tobb a detektalhatdé TFPI-2 fehérje (173).
Kutatasok sora igazolja, hogy ez a fehérje tumorszuppresszor szerepet tolt be, és gyakran
inaktivva valik a tumorokban (121-123, 143). Mivel a trophoblast invazidja hasonlo a
szabalyozott (174, 175), a TFPI-2 egy olyan lehetséges fehérje, amely a hemosztazisban
betdltott szerepe mellett fiziologias koriilmények kozott hivatott szabalyozni az invazio
folyamatat. Ez a funkcioja rekapituldlodik az MMP-k aktivalodasa kovetkeztében a
daganatos invazi6 soran, vagyis a fehérje barmilyen invazios folyamatban részt vehet. A
TFPI-2 az MMP-kK inhibitora, gatolja példaul az MMP-1-et, -2-t, -3-at, -9-et, -13-at (176-
180). Az MMP-k ¢és inhibitoraik azon folyamatok résztvevdi, melyek a fiziologias
trophoblast invaziot szabalyozzak (89-91, 175, 181-190). Ezen szabalyozas zavara PE-
ben is kimutathaté (191, 192). Ugyanakkor, a TFPI-2 taltermelése korosan csokkent
trophoblast invazidt vonhat maga utan a megvaltozott MMP egyensuly kovetkeztében az
anyai-magzati hataron. Mindamellett eddig nincs arra vonatkoz6 kozvetlen adat, hogy az
els@ trimeszter praceclampsias eseteiben a TFPI-2 taltermelése vezetne a koros
trophoblast invaziohoz. Felvetodik annak a lehetésége is, hogy korai praeeclampsia
késébbi fazisaban a TFPI-2 tultermelés mar a hipoxias-iszkémids méhlepény stressz

valasz kovetkezménye. Ekkor, mivel a TFPI-2 gatolja a TF-et és a VII-es faktort,
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csokkentve ezdltal a trombin keletkezését és a koaguléciot, igy kompenzatorikusan
akadalyozhatja a hiperkoagulacios allapot kialakulasat, amely igen gyakori méhlepényi
hipoxias és iszkémias allapotokban (193-197). Ahhoz azonban hogy az esetleges okozati
Osszefiiggést is igazoljak, mindkét feltevést részletesen meg kellene vizsgalni
funkcionalis kiséretekkel is a késObbiekben, melyre sajnos nekiink nem volt

lehetdséglink.

Kisérleteink er6sségét a szigorti klinikai besorolas és homogén betegcsoportok
létrehozdsa, a standardizalt mintavétel a méhlepény megfeleld tertileteirdl
csaszarmetszést kovetden, a nemzetkdzi kritériumokon alapuld hisztopatologiai
vizsgalatok, TMA-kon végzett standardizalt fehérje expresszids vizsgalatok, melyeket
szemikvantitativ és programmal torténd értékelés kovetett, a TFPI-2 expresszio
egybevetése a méhlepény ¢és a magzat klinikopatologiai értékeivel, valamint az anyai
szérumban és a placentaban jelenlévo TFPI-2 fehérje parhuzamos vizsgalata adja.

Az altalunk hasznalt szigoru klinikai és hisztopatoldgias besoroldsi kritériumok
csoportonként ugyanakkor mérsékelt esetszamot eredményeztek. Tovabba, mi elsésorban
a syncytiotrophoblast TFPI-2 expresszidjat vizsgaltuk, mig a trophoblast invazio inkabb
az EVT-khez kotédik. Ennek ellenére, a syncytiotrophoblast altal termelt TFPI-2-nek,
mint egy parakrin hirvivé molekulanak, feltehetéen fontos szerepe van az EVT invazid

gatlasaban. Ezen feltevés igazolasahoz tovabbi in vitro vizsgalatok sziikségesek.

6.1.2. TFPI-2 és syndecan-1

Mivel a syndecan-1 egy heparanszulfat proteoglikan, és a TFPI-2 pedig egy
heparanszulfat kotd fehérje jogosan feltételezhetd, hogy fizioldgias koriilmények kozott
kooperalnak a placentacio folyamataban (44). Irodalmi adatok szerint a heparin kotés
fokozza a TFPI-2 affinitasat a plazminhoz, ezaltal noveli a fehérje proteaz gatld hatasat
(55).

Korabbi tanulmanyunkban, mely a harmadik trimeszterben a syndecan-1
expresszio valtozasait kovette a terhesség elérehaladasa soran (36), a proteoglikan a
szovodménymentes esetekben a TFPI-2-h6z hasonldé mdodon valtozott Az elmondhato,
hogy a két fehérje viszonya kiegyenstlyozott volt. A korai PE-s betegcsoportokban a két

fehérje expresszidjanak kiegyensulyozatlan ndvekedése sordn a proteoglikdn
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heparanszulfat lancainak mennyisége is fokozddik, ami tovabb stimulalja a TFPI-2
aktivitasat, vagyis a plazmin és MMP-k gatlasat. Ez a gatlas nem csak az trophoblast
invaziot akadalyozza, hanem a syndecan-1 extracellularis doménjének lehasadasat is.
Ugyanakkor a heparandz enzim, a syndecan-1 HS lancait a megkotott TFPI-2-vel egyiitt
lehasitja, igy ez megjelenik a keringésben (198, 199). Ez a - jelenleg teoretikus folyamat
- j0l magyarazza azokat a méréseinket, melyek soran a 3. trimeszterben koros terhesség
soran a szérumban a kontroll esetekhez képest a syndecan-1 expresszidja csokken, mig a
TFPI-2-¢ fokozaodik.

A TFPI-2 és a syndecan-1 kozotti kozvetlen kapesolat pontosabb feltérképezéséhez

tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

6.2. A TFPI-2 és a syndecan-1 méhnyakriakban

6.2.1. TFPI-2

A human fibroblastok mRNS mikroarray analizise a TFPI2 gént a tovabbi
vizsgalataink kdzéppontjaba helyezte. A vizsgalt 41000 transzkriptum koziil a TFPI2,
illetve annak prekurzormolekulaja mutatta a legjelentésebb mRNS szint csokkenést a TF-
ben az NF-hez viszonyitva. A TFPI-2 méhnyakrakban vald szerepének tovabbi vizsgalata
céljabol 3 fibroblast tenyészeteket hoztunk 1étre: NF, MF és TF. Ezen tilmenden, egy
EMT transzformalt tumorsejtekkel szennyezett tumor-asszocialt fibroblast tenyészet
egyikébdl ujabb differencialddason atesve néhany passzalast kovetden tiszta tumoros
sejttenyészet alakult ki (T). Az igy létrejott NF, MF, TF és T sejttenyészetek lehetové
tették a TFPI-2 szerepének részletes tanulmanyozasat a méhnyakrak viselkedésében. A
tumoros sejttenyészetiinket HPV16 pozitivnak azonositottuk, ami egyezést mutat a
kontrollként hasznalt HPV16+ CSCC7 sejtvonallal (C) (152). A vizsgalt fibroblast
sejttenyészetek egyike sem tartalmazta a virust.

Az NF sejtek nagy mennyiségii TFP12 mRNS-t és TFPI-2 fehérjét tartalmaztak. Az
MF-ben ez az expresszié csokkent. A TF, T és C monokultirdkban mar alig volt
Kimutathato expresszios jel. Kérdés volt, hogy mi eredményezi a TF és az MF sejtekben
a TFPI-2 mennyiségének a csokkenését? Indirekt kokultiraban a monokultira
modellekhez hasonlod valtozasokat tapasztaltunk, itt is egy csOkkend TFPI-2 fehérje
expressziot detektaltunk a fibroblastokban az NF-MF-TF sorrendjében azzal a

kiilonbséggel, hogy a fibroblastok TFPI-2 expresszioja tovabb csokkent tumorsejtek
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jelenlétében. Ez azt jelezte, hogy a rdkos sejtek képesek a TFPI-2 termelddésének
csOokkentésére mind a normal, mind a metasztazissal asszocialt fibroblastokban. Az
eredmény arra utalt, hogy a fehérje csokkent szintje eldsegiti a rak progressziojat. Ezt az
altalunk vizsgalt méhnyakrakok szévettani mintéi is alatamasztjak. Ezekben az invazid
soran a felszintél tavolodva a fehérje mennyisége mind a tumorsejtekben, mind a
fibroblastokban csokken, majd eltiinik. Ez teljes mértékben Osszhangban van
Wojtukiewicz és munkatéarsai megfigyelésével, miszerint minél differencialtabb a tumor,
annal tobb TFPI-2 fehérjét tartalmaz (173). A TFPI-2-t elsOsorban citoplazmatikus
markerként irtak le, mi a citoplazmatikus expresszié mellett erés sejtmagi festédést is
tapasztaltunk a ham bazalis rétegében. Ezzel a sejtmagi megjelenéssel nem vagyunk
egyediil, ugyanis emldrakban a TFPI-2 magon beliili lokalizacidjarol szamoltak be, ahol
az Ap2-o transzkripciés faktorral kolcsonhatdsba 1épve modosithatja az MMP-2

expresszidjat (118). Feltételezziik, hogy a rakos sejtek eddig még ismeretlen tényezoi

rrrrr

crer

A teljes genomra kiterjed6 vizsgalati adatok alapjan azt feltételezik a TFPI2 génrél,
hogy hipermetilalt promoétere miatt valik inaktivva a kiilonboz6 rak tipusokban (119,
143). Egy nem rég kozolt tanulmany is megerésitette, hogy a méhnyakrak sejtvonalakban
a gén TET2 altali demetilezése csokkenti a sejtek novekedését, €letképességét és a
kolénidk kialakulasat (200). Jelen munkankban harom TFPI2 metilacios vizsgalatot
végeztiink el ép és tumor-asszocialt fibroblastokon, valamint méhnyakrak sejteken. Dong
¢s munkatarsai megallapitasaival egyetértésben, az altalunk vizsgalt két méhnyakrak
sejttenyészeten (T, C) mi is kimutattuk a TFPI2 gén promdterének csaknem 100%-0s
metilacidjat mind monokultara, mind indirekt kokultura tenyészetekben (143). Ezért sem
a TFPI2 mRNS, sem a fehérje nem mutathato ki a T-ben és a C-ben. Szamos génnel
Osszehasonlitva a CCNA1L és a TFPI2 géneket talaltak a leginkabb metilezett géneknek a
méhnyakrakban, és ez gyakran magasabb daganat stadiummal tarsult (201). Annak
ellenére, hogy a tumor-asszocialt fibroblastok sem képesek a TFPI-2 fehérjét eléallitani,
a HRM vizsgalatok szerint a fibroblastokban a TFPI2 gén DNS-e metilalatlan vagy
gyengén metilalt. Ez arra utalhat, hogy a rakos sejtek metilezése onmagaban nem
elegend6 a TFPI-2 szoveti szintli gatlasahoz, mivel az NF-ek tovabbra is képesek ezt a

faktort a tumor stromajaba szekretalni. Feltételezziik, hogy a TFPI-2 termelddés gatlasa
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a TF-ben tovabb novelheti a daganat agresszivitasat. Ugy tiinik, hogy a TFP12 elnémitasa
a fibroblastokban egy kiegészitd folyamat, amelyet inkabb gatld6 mikroRNS-ek
eredményeznek, mint a metildcio. A kozelmultban szdmos tanulméany 6sszpontositott
mikroRNS-ek daganatgatld hatasara (124), azonban csak kevés vizsgalat tiizte ki célul a
stromasejtekben talalhato mikroRNS-ek szabalyozé szerepét a malignus progresszioban.
A specifikus mikroRNS-eket és azok jelenlétét a tumor mikrokornyezetében Soon és
Kiaris 0sszegezték (202). Mitra és munkatarsai petefészekrakban végzett kisérleti
eredményei meger6sitik azt a feltevést, hogy a fibroblastok atalakulasa tumor-asszocialt
fibroblastokka a mMiRNS-ek (miR-31, miR-214 és miR-155) hatasara torténik (203).
Kunita és munkatarsai kimutattak, hogy a tiid6 fibroblastok miR-21 expresszidja
stimulalhatja az ép fibroblastok CAF-okka torténd atalakulasat, ezzel is tamogatva a rak

progressziojat (204).
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38. abra. A TFPI2 epigenetikus csendesitésének lehetséges két modja méhnyakrakban.
Tumorsejtekben a HPV E6/E7 expresszidja gatolja a miR-23a megjelenését. Ezért a
TFPI-2 expresszionak gatlasa génjének hipermetilacidjaval megy végbe. A TF-ben a
TFPI2 promoéter nem metilalt, és még sem expresszalodik a fehérje. Erre adhat
magyarazatot az, hogy a tumorsejtek olyan, eddig ismeretlen stimuldlé molekuldkat
szekretalnak, melyek a miR-23a expressziojat fokozzak TF-ben. EzamiR a TFPI12 mRNS
3’ nem atirt szakaszahoz kotédve gatolja a fehérje transzlacojat.
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Tovabbi kisérleteinkhez kiilonb6z6 miR adatbazisokat hasznalva in silico
predikcidval 6t lehetséges miRNS-t (miR-616, miR-646, miR-554, miR-3529-5p és miR-
fibroblastokban. Az egyes miRNS-ck expresszidjat mind az ot altalunk vizsgalt
méhnyakbdl szarmazo sejttenyészetben/sejtvonalban meghataroztuk (NF, MF, TF, T és
C). A miR-616 magasabb expressziot mutatott mindkét méhnyakrak sejtvonalban — mint
a prosztatarakban (124) is -, azonban figyelembe véve ezek tumorsejtjeinek jelentés
metilaciojat, és azt, hogy hatdsidra a metasztazisbol izolalt fibroblastban a TFPI-2
expresszio csokkent, szerepe nem tekinthetd egyértelmiinek. A fibroblastokban leginkabb
a miR-23a expresszids mintazata volt 6sszhangban a TFPI-2 fehérje szintli valtozasaival,
ezért ezt a miR-t valasztottuk a tovabbi funkciondlis vizsgalatainkhoz.

Feltételezésiink helyességét a kisérleteink alatamasztottak, azonban ennek
megerdsitésére tovabbi ellenérzé vizsgalatot végeztiink. A validalashoz miR-23a-5p és
miR-23a-3p mimikekkel és inhibitorokkal végeztiik el a transzfekciot. Mivel a méhnyak
ép fibroblastjai béséges mennyiségiit TFPI-2 fehérjét termeltek, ezért ezt a sejttenyészetet
hasznaltuk fel a kisérlethez. A TFPI-2 fehérje expresszidjat a miR-23a mimik
csendesitette, mig a miR-23a inhibitor aktivalta. Ennek alapjan a miR-23a szerepe a
TFPI2 transzlaci6 szabalyozasaban megerdsitést nyert.

A kovetkez6 kérdés az volt, hogy miért van sziikség két epigenetikai folyamatra a
rakos sejtek és a tumor-asszocialt fibroblastok TFPI-2 expresszidjanak inaktivalasara. A
valasz az onkogén HPV virusok hatasaval lehet kapcsolatban. Honegger és munkatarsai
altal végzett atfogd szekvenalasi elemzés ramutatott, hogy a HPV virus E6/E7
onkoproteinjének elnémitasa jelentds szintli miR-23a-3p upregulaciét indukal. Ez a
megallapitas azt sugallja, hogy az E6/E7 onkoproteinek gatoljak a miR-23a-3p
expresszigjat, ennek kovetkeztében nem tudja kifejteni a TFPI-2 gatld hatasat a HPV-
fert6zott sejtekben, ugyanakkor képes a TFPI-2 expresszidt csendesiteni a virusmentes
tumor-asszocialt fibroblastokban (205). A miR-23a hidnyanak kompenzalasara a
tumorsejtek a promoter hipermetilacidjaval inaktivaltak a TFPI-2 transzkripcidjat (38.
abra).

Az altalunk vizsgalt mikroRNS-ek mellett - miR-616, miR-646, miR-554, miR-
3529-5p és miR-23a - a miR-130a hatasairdl is beszamoltak a HPV18+ méhnyakrakban

(206). HPV pozitiv méhnyakrakok kiilonb6z6 rakmegel6z6 elvaltozasaiban megvaltozott
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expressziot talaltak a miR-21, a miR-27a, a miR-34a, a miR-155, a miR-196a és a miR-
203 esetében. Ezek a megfigyelések nem zarjak ki a mir-23a szerepét a TFPI2
miikddésének szabalyozasaban, hiszen egy daganatban szamos egyéb folyamat Iétezhet,
melynek eseményeit miR-ek szabalyozzak.

Noha a TFPI-2 tumorszupresszor jelent6ségét egyre inkabb hangsulyozzak,
méhnyakrakban még nem keriilt jelentésen gorcsé ald. Rots és Huisman munkdja
elegansan kiemeli ennek a proteinnek a jelentéségét (200). Eredményeinkkel mi is
megerdsitettilk a TFPI-2 kapcsolatat, és feltartuk szokatlan inaktivaciés mintazatat
méhnyakrakban. Ennek ellenére a vizsgalt gén két epigenetikus szabalyozasi folyamata
kozotti dsszetett kapcsolat jobb megértéséhez sziikség van a TFPI-2 inaktivalas tovabbi
részleteinek a feltarasara.

Chou ¢és Werb helyesen utal arra, hogy sok tisztdzatlan kérdés meriil fel a
mikroRNS hatasmechanizmusarol a daganat mikrokornyezetében. Jelenleg még nem
tudjuk megmondani, hogy a rakos sejtek miként inditjak el a TFPI2 gén miRNS-ekkel
torténo gatlasat a CAF-okban, vagy hogy milyen promoterek vagy mas ,,upstream” jelek
vesznek részt a miR-23a szabalyozasaban (207).

Egy nemrég megjelent tanulmany alapos felmérések utan arra a kdvetkeztetésre jut,
hogy a miR-23a az egyik leggyakrabban vizsgalt miRNS, ami szamos daganatos betegség
kialakulasaban, progresszidjaban szerepet jatszik, és a daganat mikrokdrnyezetét is képes
szabalyozni (158). Ez a megfigyelés alatamasztja a miR-23a szerepét a TFPI2
miikodésének szabalyozasaban a tumor-asszocialt fibroblastokban. A kovetkezd 1épés
annak a tisztazasa, hogy milyen modon stimulalja a tumorsejt a miR-23a expresszidjat a
fibroblastokban.

Chhabra és munkatarsai Osszefoglald kozleményiikben a 9922 kromoszéman
lokalizalt miR-23a~27a~24-2 klaszter kooperativ miikodését elemzik. A 3 miR egyidejl
deregulalt expresszidja szamos daganatos betegségben eléfordulhat, beleértve az akut
limfoblastos leukémiat, az akut mieloid leukémiat, a kronikus limfoid leukémiéat, az emlo,
a gyomor-, az epeut- és a majrakot (208). Ugyanakkor ezek a miR-ek egymastol
fiiggetleniil is milkddhetnek, ami funkcidjuk megértését még bonyolultabbd teszi.
Keveset tudunk a miR-23a transzkripcids szabalyozasarol. Az ismert, hogy a c-Myc

gatolja a miR-23a/b-t, és ez a mitokondrialis glutamin-anyagcsere fokozodasahoz vezet.
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A folyamat kiemelked6é fontossagi a bioenergetikai allapota szamara és a daganatos
sejtek redox homeosztazisanak fenntartasara (209).

Azonban sokat kell még tanulni a miR-23a transzkripcios szabalyozasarol (158). A
fent emlitett tényezék mellett az AP1, SP1, CREB, p65 nukleéris faktor, p53
transzkripcids faktorok, MAPK ERKS5, GASS jelatviteli fehérjék, mind a miR-23a
potencialis partnereiként tekinthetéek a méhnyakrak patogenezisében (209-214).

6.2.2. Syndecan-1

Az elmult években egyre nagyobb érdeklédés iranyul az ektopias stromalis
syndecan-1 expresszio irant. Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a human tumorsejtek
képesek indukalni a stromalis sejtek, elsdsorban a fibroblastok, syndecan-1 expresszidjat.
Irodalmi adatok a stromalis syndecan-1 expressziot a rovidebb taléléssel hozzak
Osszefiiggésbe (109, 215). A méhnyakrak TMA-k stromalis syndecan-1 és vimentin
expressziot mutatd €p és tumoros teriileteit komputeres vizsgalattal hasonlitottuk Ossze.
A méhnyakrak mintak vimentin-pozitiv fibroblastjainak tekintélyes hanyada syndecan-1
pozitivnak bizonyult, vagyis ezek a sejtek termelik a syndecan-1 fehérjét. A kéros, tumor-
indukalt  stromalis  syndecan-1  megjelenése mind  laphamrakban, mind
adenokarcinomaban egy 10j, eddig még nem kozolt elvaltozas. Emellett a méhnyakrakban
mas rendellenességek is megtalalhatok. A proteoglikan kimutathatdé a tumorsejtek
citoplazmajaban, sejtmagjaban, ahogy irtuk, a CAF-okban is. A rendellenes expresszio
specifikussdganak megerdsitésére két syndecan-1 antitestet hasznéaltunk, amelyek
ugyanazt a koros jelenséget mutattak. Ezeket a valtozasokat tobb, a rak mas tipusait kutatd
tanulmanyok is alatamasztjak (216-219). Kim és munkatarsai a méhnyakrakban a
citoplazmatikus syndecan-1 festodését értékelve azt talaltak, hogy az erds syndecan-1
expresszio a jobb taléléssel jar egyiitt (220).

A TMA blokkokba keriilt kis szovetdarabok (core-0k) nem tudtak elegendé
informaciot szolgaltatni talélési vizsgalatokhoz. Ehhez a korabbi esetek koziil egy
rendelkezésre 4all6 alcsoportot valasztottunk, amelyek legalabb kétszer nagyobb
daganatos teriileteket tartalmaztak. A stromalis syndecan-1 expresszi6 altalaban egyiitt
jar a tumorsejtek csokkent membran syndecan-1 pozitivitasaval. Ennek ellenére nem
sikertilt igazolnunk a strémadlis syndecan-1 expresszid ¢€s a tulélés kozotti szignifikans

Osszefliggést.
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A korabbi tanulmanyok, amelyek a syndecan-1 daganatokban bet6ltott szerepével
foglalkoztak, elsdsorban a fehérje sejtfelszini kifejezodésének valtozasait vizsgaltak a
tumorsejtekben (98, 102, 103, 106). A mar korabban lek6zolt eredményekkel
Osszhangban a syndecan-1 expresszioja az invaziv méhnyakrakban is megvaltozik. Az
esetek jelentds részében az ép hamhoz képest mérsékelt vagy jelentds csokkenést
figyelhettiink meg a tumorsejtek felszinén. Sok esetben jelenlétét nem is tudtuk kimutatni.
A magasabb syndecan-1 expresszi6 szignifikansan jobb taléléssel tarsult az els6 7 évben.
Ez a szignifikancia a kovetkez6 8 évben eltiint, feltehetéen a csokkent esetszam miatt.
Eredményiink Osszhangban van a Numa és munkatarsai altal publikélt hosszii tava
talélési adatokkal (141). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtfelszini syndecan-1
valtozas a méhnyakrak prognosztikus markere lehet.

Egy éaltalanos megfigyelés, hogy a stroma és a tumorsejtek kozotti Osszetett
kapcsolatban a syndecan-1 mint egy kolcsonds kapesolattartd, kozvetitd vesz részt, ezt
tiikrozi a fehérje neve — ,,syndein” = §sszekotni - is (114). Ennek a proteoglikannak a
GAG - elsdsorban heparanszulfat - oldallancai jelentés mértékben befolyasoljak a
novekedési faktorok és citokinek érvényre jutasat, ami szituaciotol fliggden lehet hasznos,
vagy karos (21). A stromasejtek felszinén korosan megjelend syndecan-1 heparanszulfat
oldallancok megvaltoztatjadk a mikrokdrnyezet szabalyozd faktorainak lokalizaciojat,
ezaltal agressziv fenotipust idéznek eld. A szovettanilag vizsgalt méhnyakrak mintak
koziil tobb esetben modunk volt fibroblast sejtkultirakat 1étrehozni. A tumor-asszocialt
fibroblastok 1 kivétellel syndecan-1 pozitivak, mig az ép fibroblastok negativak voltak.
Daganatsejttel kokultiraban tenyésztve Oket bebizonyosodott, hogy a fibroblastok
fokozzak a tumorsejtek novekedési iitemét, mig a tumorsejtek a kordbban syndecan-1
negativ ép fibroblastokban indukaljak a proteoglikan expresszigjat. In vitro kisérleteink
megerdsitették, hogy a stromadlis syndecan-1 a tumorsejtek agresszivitasat fokozzak. Ezt
a hipotézist mas in vitro vizsgalatok is alatamasztjak, melyek soran a duktalis
emlddaganatok sejtjeit és a fibroblastokat kokulturaban tenyésztették (114). Ezt a
kozleményt a tanulmany tovabbi in vivo kisérletei is megerdsitették (221).

Korabbi munkank kimutatta, hogy a fibroblastok altali atalakitott ECM eldsegiti a
méhnyakrak progresszidjat (144). Most a szovettenyészeti modelljeink megerdsitették,
hogy a stromalis syndecan-1 expresszido a méhnyakrakbol izolalt fibroblastok jellemz6

tulajdonsaga. Bizonyitott, hogy a syndecan-1-et expresszalo fibroblastok atszervezik az
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ECM-et, eldsegitve a tumorsejtek tapadasat és iranyitott mozgasat a migracio soran (222).

Mivel direkt kokultaraban még az NF-ek is elkezdtek syndecan-1-et termelni, jogos a

rrrrr

crcr

pozitiv visszacsatolasi hurok képzddik (223, 224).

A syndecan-1 lokalizaciojanak megvaltoztatasa a rakos sejtek felszinérdl a
citoplazmaba az eredeti funkcidjanak, a sejt ECM-hez valo kapcsolasanak, elvesztését
eredményezheti. Ez teszi lehetévé a megnovekedett mobilitast, ami altal invaziv és
metasztatikus tulajdonsadgokat nyer a tumor, és fibroblast fenotipust oltve noveli a
fibroblastszerii sejtek szamat a daganat mikrokornyezetében. A szovettenyészeti
modelliinkben megfigyelt vimentin-citokeratin pozitiv sejtek jelenléte bizonyitotta ezt az

atalakulast.

6.3. A fizioldgias és a patologias invazio 6sszehasonlitasa

A nemzetkozi és sajat adatok alapjan a fizioldgids invazido egy szigorian
szabalyozott folyamat (57, 60). Ezt lathatjuk a normalis placentacional, ahol a placenta
trophoblastjainak invazidja egy bizonyos ponton tul ledll, és ez tulajdonképpen a
protedzok és protedz inhibitorok egy jol meghatarozott egyensulyan keresztiil valosul
meg. Abban az esetben, ha ezeknek az invaziot gatld tényezdknek, mint a TFPI-2,
mennyisége, aktivitasa a placentacio soran koran keriil talsulyba keriil, felborul az
egyensuly, a méhlepény kifejléddése akadalyozotta valik. Sajat adataink arra utalnak, hogy
ez az egyensuly felborulas aktiv résztvevdje lehet a praeeclampsidnak. Megoldasra var az
a kérdés, hogy a TFPI-2 taltermelését milyen tényezOk stimulaljak. Szemben a
praeeclampsidval, ahol a proteaz gatldo fokozott mennyisége idéz eld koéros eseményt,
méhnyakrakban a TFPI-2 a daganatsejtek altal 1étrehozott gatlasa vezet problémahoz,
lehetdveé téve a daganat novekedését és terjedését. Ebben az esetben tobbet sikertilt
felderitentink a hattérben zajlo mechanizmusbol, hiszen a daganatos invazid soran
egyértelmiien bizonyitottuk, hogy az invazio gatlas hatterében a TFPI-2 promoterének
metilacioja, vagy a transzlacié mikroRNS szinti gatlasa all. Tovabbi kérdésként vetddik
fel, milyen faktorok szabéalyozzak miikodését a placentacid soran biztositva az invazio és
az invazid gatlas egyensulyat. Ezen a ponton ismételten sziikséges a figyelmet a szovetek

strdmalis komponenseire iranyitani.
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Az elmult évek soran a miR-23a terhességi hipertenzioban illetve praceclampsiaban
betoltott szerepe is a szakemberek érdelodésének a kozpontjaba keriilt, elsGsorban
apoptozist gatld hatasa kovetkeztében, mely felhivja a figyelmet szerepére a PE
kialakulasaban (225). Ugyanakkor mas kozlemények jotékony hatasat mutatjak be a
terhességi hipertenzid esetében (226, 227). Az utdbbi kozlemény szerint ez a miR a
trophoblast invaziot is befolyasolja. Nem talaltunk adatot arra vonatkozdan, hogy van-e
szerepe a placenta esetén a TFPI-2 szabalyozasdban. Tekintettel azonban arra, hogy a
hivatkozott kozlemények az elmult 5 évben jelentek meg, jogos a feltételezésiink, hogy a
miR-23a-nak a jovoben fontos szerepe lesz.

A syndecan-1 invazidban betoltott szerepét rendszeriink kevésbé tisztazta, azonban
elméleti szinten a két molekula kooperacidja mindenképpen felvetddik, hiszen a TFPI-2
egy heparanszulfat kotd fehérje. Mivel a syndecan-1 pedig egy heparanszulfat lancokat
hordozd proteoglikdn, mennyisége, lokalizacidja, hepardszulfat lancainak struktiraja
jelentésen befolyasolhatja a TFPI-2 aktivitasat és szoveti lokalizacidjat is. Nem zarhato
ki az sem, hogy a syndecan-1, sheddingje soran, a proteaz inhibitort az eredeti
kornyezetébdl eltavolitja. Ugyanez torténhet, amennyiben a malignitdsban meghatarozo
szerepet jatszo heparanaz a heparanszulfat lehasitasaval tavolitja el a TFPI-2-t eredeti
kornyezetébdl.

A fentiekben leirtak vonatkoznak a TFPI-2 ¢s a syndecan-1 kapcsolatira a
méhnyakrakban is, hangllyozva a heparanaz kiemelt szerepét, melynek a malignus
progresszioban valo részvétele mar szamtalan daganatban bizonyitotta valt (100, 228,
229). Azonban a kapcsolat a két vizsgalt molekula k6zott a rosszindulatu daganatokban
csak addig érvényes, amig a munkdnkban korabban bizonyitott TFPI-2 inaktivacio, mely
a fehérje teljes hianyat eredményezi, nem kovetkezik be. Mert ha nincs TFPI-2, akkor a
kolcsonhatas megsziinik. Egyébként az irodalmi adatok alapjan a heparanszulfatokhoz

torténd kotddés a TFPI-2 invazio gatld hatasat fokozza.
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7. KOVETKEZTETESEK

1.

A TFPI-2 a méhlepényben elsésorban a syncytiotrophoblast citoplazmajaban
lokalizalodik, kisebb mennyiségben pedig az EVT-k citoplazmajaban.

Egészséges terhesség soran a méhlepényben expresszalt TFPI-2 mennyisége n6 az
elsé trimesztertdl a harmadik trimeszterig, harmadik trimeszterben viszont nem
valtozik a terhesség elorehaladtaval. A harmadik trimeszter syncytiotrophoblast
TFPI-2 expresszidja fokozodik korai praeeclampsidban, HELLP szindromaval
szOovodott estekben vagy anélkiil, a korai kontrollokhoz képest; a késoi

praeeclampsiaban viszont nem magasabb a kés6i kontrollokhoz képest.

A korai kontrollokhoz viszonyitva harmadik trimeszterben a terhesség
eldérehaladtaval az egészséges terhesekben az anyai szérum TFPI-2 koncentracidja

mérsékelten, mig a korai praeeclampsias eseteknél jelentésebb mértékben

fokozodik.

Praeeclampsiaban a lepény TFPI-2 expresszidja pozitiv Osszefliggést mutat a
placenta MVMP értékével, mig negativ kapcsolat mutathatdo ki a méhlepény

sulyaval ¢és a sziiletési sullyal.

Az anyai szérumban fiziologias terhesség esetén a TFPI-2 és a syndecan-1 hasonlo
expresszios mintazatot mutat. Ugyanakkor praeeclampsids esetekben, mennyiségi
valtozasuk ellentétes. Ugy tiinik, hogy a TFPI-2 akadalyozza a syndecan-1
sheddingjét. A méhlepényben a terhesség harmadik trimeszterében emelkedett
TFPI-2 expresszid korai praeeclampsias esetekben Osszefliggésben lehet a

rendellenes placentacidval, fliggetleniil a HELLP szindroma jelenlététol.

A TFPI2 gén inaktivalasa a méhnyakrakbodl nyert tumorsejtek és tumor-asszocialt
fibroblastok egylittmiikodésén keresztiil torténik, két jol ismert epigenetikus
szabalyozasi mechanizmust hasznalva erre a célra. Az egyik a promoter metilacio
a tumorsejtekben, a masik a miR-23a expresszio serkentése a fibroblastokban a

tumorsejtek altal termelt eddig ismeretlen faktorok hatdsara.

A daganat invazio gatlasaban jatszott stratégiai szerepe alapjan a TFPI-2

tumorszuppresszornak tekinthetd.
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A végso klinikai eredménytdl fiiggetleniil immunhisztokémiai és immuncitokémiai
megfigyeléseink megerdsitették, hogy a tumor altal kivaltott stroémalis syndecan-1

expresszié gyakori esemény daganatokban, ideértve a méhnyakrakot is.

Bar az in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a tumorsejtek szaporodasat a stromalis
syndecan-1 serkenti, in vivo negativ hatasait nem sikeriilt bizonyitani, valosziniileg

tovabbi szabalyozoé tényezOk szerepe miatt.

A sejtfelszini syndecan-1 expresszio jo prognosztikus faktor lehet.
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8. OSSZEFOGLALAS

Ertekezésem fokuszaban két, a pericellularis mikrokdrnyezet szabalyozasaban
szerepet jatszo fehérjemolekula, a TFPI-2 és a syndecan-1, all. A TFPI-2 feladata a
fibrinolizis gatlasa mellett az invazidos folyamatok szabalyozasa. A syndecan-1 a
pericelluldris tér eseményeit képes Osszekapcsolni az intracellularis folyamatokkal,
ezaltal szintén részese lehet a sejtinvazionak. Heparanszulfat lancaihoz a TFPI-2
valoszinlileg kotddik, ami az utobbi aktivitasat fokozza. A két fehérje szerepét a
placentaban és a méhnyakrakban harom modellrendszerben tanulmanyoztuk.

1. Megallapitottuk, hogy a TFPI-2 expresszidja fizioldgids terhességben
trimeszterenként fokozatosan novekszik. Harmadik trimeszterben Kkoros placentacio
esetén korai praceclampsias betegcsoportokban a TFPI-2 expresszioja a fiziologias
kontrollokhoz képest fokozottabb, ami 6sszhangban van az MVMP érték ndvekedésével,
a magzati teststuly és a placenta stulyanak csokkenésével. Ezek az adatok bizonyitékul
szolgalnak a TFPI-2 valtozasok oki szerepére koros terhességben. A fehérje expresszio
méhlepényi valtozasai kovethetéek a szérumban, igy felhasznalhatok lehetnek
diagnosztikus célbdl is. A syncytiotrophoblastban megjelené syndecan-1 a heparanszulfat
oldallancainak véltozasain keresztiil a TFPI-2 invazi6 gatlo hatasat valoszintileg fokozza.

2. Méhnyakrakbol készitett primer tumor-asszocialt fibroblast kultirak mRNS
array vizsgalata kimutatta, hogy az ép fibroblastokhoz képest ezekben a TFPI2 mMRNS
mennyisége kozel a tizedére csokken. A jelenség okat vizsgalva megallapitottuk, hogy
mig a daganatsejtekben a TFPI2 gatldsa promoter metilacioval torténik, a tumor-
asszocialt fibroblastok DNS-e nem metilalt, ezekben a miR-23a felelés a TFPI2
gatlasaért. A daganatsejtek a fibroblastok TFPI2 miR altali gatlasat indukalni képesek,
ennek a mechanizmusa tovabbi vizsgalatot igényel.

3. Méhnyakrakos betegek mintait vizsgalva megéllapitottuk, hogy a sejtfelszini
syndecan-1 expresszid 15 éves kdvetés soran az elsé 7 éven at jo prognosztikus faktornak
bizonyul. Ellenkezbleg, a daganatokban gyakran megfigyelt stromalis fibroblast
expresszid nem bizonyult in vivo prognosztikus faktornak. Ugyanakkor
szovettenyészetben nem csak a tumor-asszocialt, hanem az ép fibroblastok is stimulaljak
fibroblastokon is. Ez arra utal, hogy in vivo koriilmények kozott egyéb faktorok is

szerepet jatszanak a raksejtek agresszivitasaban.
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9. SUMMARY

My dissertation focuses on two protein molecules, TFPI-2 and syndecan-1, both
involved in the regulation of the pericellular microenvironment. In addition to inhibition
of fibrinolysis, TFPI-2 is also responsible for regulation of invasive processes. The other
protein is syndecan-1, which is able to link events in the pericellular space to intracellular
processes, thereby also being involved in cell invasion. TFPI-2 is likely to bind to heparan
sulfate chains, which enhances its activity. The role of the proteins in placenta and
cervical cancer was studied in three model systems.

1. We found that TFPI-2 expression gradually increases every trimester in healthy
pregnancy. In case of abnormal placentation such as in early preeclampsia with or without
HELLP syndrome, measured in the third trimester the expression of TFPI-2 is increased
and this is in a good agreement with increased MVVMP scores, and decreased birthweight
and placental weight. These data provide evidences for the role of increased TFPI-2 levels
in abnormal pregnancies. Changes in the serum TFPI-2 levels could be monitored and
could therefore be used for diagnostic purposes. The inhibitory effect of TFPI-2 is likely
to be enhanced by the heparane sulfate changes of syndecan-1 expressed in
syncytiotrophoblasts.

2. The mRNA array derived from primary tumor-associated fibroblast cultures of
cervical cancer showed decrease of TFPI12 mRNA to 10% of normal fibroblasts. To
clarify the cause of this phenomenon, we found that while TFPI2 is inhibited in tumor
cells by promoter methylation, the DNA of tumor-associated fibroblasts is not
methylated, but is inactivated by miR-23a. Tumor cells are able to induce upregulation of
miR-23a in fibroblasts, however this mechanism requires further investigation.

3. Examining cervical cancer samples, we found that cell surface syndecan-1
expression in a 15-year follow-up proved to be a good prognostic factor for the first 7
years. In contrast, syndecan-1 expression of stromal fibroblasts, frequently observed in
tumors, did not proved to be prognostic factor in vivo. In the mean time, in tissue culture,
not only tumor-associated but also normal fibroblasts stimulate tumor cell proliferation,
which is accompanied by induction of syndecan-1 on normal fibroblasts as well. This

suggests that other factors also play a role in cancer cell aggression in vivo.
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13. FUGGELEK

13.1. TFPI2 CpG adatok

CpG sziget (- strand) chr7:93890055-93890872

CGCGGGGGCGGCGGGGTGACAGTCCCCGTGCATGAATCAGCCACCCCTCA
GGCTCCGCCCCGGCGGGGGTCGGCCGGACGCTCGCCCCGCATAAAGCGGG
CACCCGGGCCGCCTGGAGCAGAAAGCCGCGCACCTCCTCCCGCCAGGLGC
TTTCTCGGACGCCTTGCCCAGCGGGCCGCCCGACCCCCTGCACCATGGAC
CCCGCTCGCCCCCTGGGGCTGTCGATTCTGCTGCTTTTCCTGACGGAGGC
TGCACTGGGCGATGCTGCTCAGGAGCCAACAGGTATCTGGCCGCTCCAGG
AGCTTCTCTCCCCAACCGGCGGAGAGGGCGCAGCGGGCCATGGGGCCCCG
TGTAGGCGCCCTCCAAGCCTCGCTTTCTCCAGGTCCCTGCCGCGLCGLCTCC
GCTGGCAGGGGGGACTCGCTCCCAAGTTTGCACTTTCTCTGCAGAGGCCC
CTCCGCTCGGAAGGGGACAGAACTCCCCGGGATGTTCTTTCCTCCTAGGA
GCTACGCCTGACCACTTTCCCTCTCTTTTGCTCTCCTTCTGCCCCTTCTT
CAGGAAATAACGCGGAGATCTGTCTCCTGCCCCTAGACTACGGACCCTGC
CGGGCCCTACTTCTCCGTTACTACTACGACAGGTACACGCAGAGCTGCCG
CCAGTTCCTGTACGGGGGCTGCGAGGGCAACGCCAACAATTTCTACACCT
GGGAGGCTTGCGACGATGCTTGCTGGAGGATAGAAAGTAAGTGCCCTGCG
CGCACCCAGGACTCTCGCGCTCCTTGCGCCGGCGGCTGGTAGCAGCTTCG
CCAGTTTCCCACGTCTCG

CpG sziget (+ strand) chr7:93890055-93890872

CGAGACGTGGGAAACTGGCGAAGCTGCTACCAGCCGCCGGCGCAAGGAGC
GCGAGAGTCCTGGGTGCGCGCAGGGCACTTACTTTCTATCCTCCAGCAAG
CATCGTCGCAAGCCTCCCAGGTGTAGAAATTGTTGGCGTTGCCCTCGCAG
CCCCCGTACAGGAACTGGCGGCAGCTCTGCGTGTACCTGTCGTAGTAGTA
ACGGAGAAGTAGGGCCCGGCAGGGTCCGTAGTCTAGGGGCAGGAGACAGA
TCTCCGCGTTATTTCCTGAAGAAGGGGCAGAAGGAGAGCAAAAGAGAGGG
AAAGTGGTCAGGCGTAGCTCCTAGGAGGAAAGAACATCCCGGGGAGTTCT
GTCCCCTTCCGAGCGGAGGGGCCTCTGCAGAGAAAGTGCAAACTTGGGAG
CGAGTCCCCCCTGCCAGCGGAGCGCGCGGCAGGGACCTGGAGAAAGCGAG
GCTTGGAGGGCGCCTACACGGGGCCCCATGGCCCGCTGCGCCCTCTCCGC
CGGTTGGGGAGAGAAGCTCCTGGAGCGGCCAGATACCTGTTGGCTCCTGA
GCAGCATCGCCCAGTGCAGCCTCCGTCAGGAAAAGCAGCAGAATCGACAG
CCCCAGGGGGCGAGCGGGGTCCATGGTGCAGGGGGTCGGGCGGCCCGCTG
GGCAAGGCGTCCGAGAAAGCGCCTGGCGGGAGGAGGTGCGCGGCTTTCTG
CTCCAGGCGGCCCGGGTGCCCGCTTTATGCGGGGCGAGCGTCCGGCCGAC
CCCCGCCGGGGCGGAGCCTGAGGGGTGGCTGATTCATGCACGGGGACTGT
CACCCCGCCGCCCCCGCG

TCGA adatok alapjan ez a harom proba valasztotta el a legjobban a normalt a cervix
tumortol:

> 018024479 chr7:93519221-93519221
> 909558850 chr7:93520445-93520445
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> [BGI9854521 chr7:93520452-93520452

>hgl9 dna range=chr7:93519083-93520692 5'pad=0 3'pad=0

strand=+ repeatMasking=none

GATGTACTCCAGGAGAGATAAAAATCATAGGTTTGGAATTAATGAAAAAT
ACAGAGAAGCACTTACGTTGTACCTAACACGTTATTCTCTTGCATTTATT
ATACCCCATGGTGAGGGAACAAATCTTTCCCTGAGTCEGCACAGGCACTG
AATTATGATCAATGTCAGTTGGGAGACAGGAAATGTGTTAGTGGTTGTAA
ATTTGTGATTACTTTTAAGAAACTGAAAACCATGAGGTTTGCTTAACACT
TGAGAAAACCCAGGCTAAAACTTCCTGTAGAAAGCGAGACGTGGGAAACT
GGCGAAGCTGCTACCAGCCGCCGGCGCAAGGAGCGCGAGAGTCCTGGGTG
CGCGCAGGGCACTTACTTTCTATCCTCCAGCAAGCATCGTCGCAAGCCTC
CCAGGTGTAGAAATTGTTGGCGTTGCCCTCGCAGCCCCCGTACAGGAACT
GGCGGCAGCTCTGCGTGTACCTGTCGTAGTAGTAACGGAGAAGTAGGGCC
CGGCAGGGTCCGTAGTCTAGGGGCAGGAGACAGATCTCCGCGTTATTTCC
TGAAGAAGGGGCAGAAGGAGAGCAAAAGAGAGGGAAAGTGGTCAGGCGTA
GCTCCTAGGAGGAAAGAACATCCCGGGGAGTTCTGTCCCCTTCCGAGCGG
AGGGGCCTCTGCAGAGAAAGTGCAAACTTGGGAGCGAGTCCCCCCTGCCA
GCGGAGCGCGCGGCAGGGACCTGGAGAAAGCGAGGCTTGGAGGGCGCCTA
CACGGGGCCCCATGGCCCGCTGCGCCCTCTCCGCCGGTTGGGGAGAGAAG
CTCCTGGAGCGGCCAGATACCTGTTGGCTCCTGAGCAGCATCGCCCAGTG
CAGCCTCCGTCAGGAAAAGCAGCAGAATCGACAGCCCCAGGGGGCGAGCG
GGGTCCATGGTGCAGGGGGTCGGGCGGCCCGCTGGGCAAGGCGTCCGAGA
AAGCGCCTGGCGGGAGGAGGTGCGCGGCTTTCTGCTCCAGGCGGCCCGGG
TGCCCGCTTTATGCGGGGCGAGCGTCCGGCCGACCCCCGCCGGGGCGGAG
CCTGAGGGGTGGCTGATTCATGCACGGGGACTGTCACCCCGCCGCCCCCG
CGCTGCAAACTGTGTAAGAGGGAGAGGAATTCCCCGCCAAGTTGAAAAGT
TGAACCTGCCTCCCAAACTTTCTCCTGTAGTCCAGACGGGGACGCCCTGA
GGGAGCGTTTGTGTCAGTAATGGGAAATCTGCAAGCTAGACGGAAATGAC
CTGCTAGTGATTGCGCTGTAAAGAAGCCGGAATCCACCTCTTGAAGGCAT
GAAGTTCAGGTATTTGAAAGGCTGGTGGAGAGAAAGTGCGGAGTTCTTGG
GTCAGAGCGGAGCGGGATT.TTGCAATGGACCTTCAGATTAGATTAGAA
ATGTAAATAAGTGTATATTTATATTTATACACACAGATTTCAATCGAGTT
CTAATTTACATTTAATACAGGCTTATAATATATCGTAGGTGGACAGTTTG
ATAAATTTTGACAACTGTGTAGCCACCAATAAAGAATTAGAACATTTTGG
CTGGGCGCGGTAGCTCGCGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGG
CGGGTGGATC

Jelolések:

» CpG dinukleotid

CpG sziget

TFPI2 esszé 4 (N shore-ra specifikus)
TFPI2_esszé 5 (CpG szigetre specifikus)
TFPI2 esszé 6 (N shore-ra specifikus)

YV V VYV VY
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Kozlemények kiilonlenyomatai
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