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Az invaziv hajlam a trophoblastsejtek és a rosszindulatu daganatok k6zos jellemzoje.
Mig a tumorokat szabalyozatlan, patoldgias invazié és metasztatizaldo hajlam jellemzi, a
trophoblastsejtek invazidja szigoruan kontrollalt, fiziologids folyamat, mely idében a
terhesség elsd trimeszterére korlatozodik, térben pedig az endometriumra, valamint a
miometrium proximalis harmadara lokalizalodik. Ennek a finoman szabalyozott folyamatnak

a legkisebb zavara is patoldgias terhességhez vezethet.

Az invazio szabdlyozdsa

Az invazid tobblépcsés folyamat, mely magaban foglalja az invaziv sejtek kitapadasat
az extracellularis matrix (ECM) komponenseihez, az ECM lebontasat ¢és az erodalt
kotdszoveten keresztiili migraciot. Folyamataban kulcsfontossaguiak a proteolitikus enzimek -
igy a matrix metalloproteinazok (pl. MMP-2, MMP-9) - és az MMP-k szdveti inhibitorai (pl.
TIMP-1). Az invazié szabalyozasaban mindezek mellett szdmos enzim, hormon, citokin,
novekedési faktor €s extracellularis matrix glikoprotein is részt vesz. Irodalmi adatok szerint a
fiziologias és patoldgids invazoban ugyanazok a jelatviteli utak — pl. MAPK, PI-3K/Akt,
FAK, STAT és Wnt utak — ¢érintettek (1., 2. abra).
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1. abra A proliferaciot, differenciaciot, sejtnovekedést, apoptozist, migraciot €s invaziot szabalyozo jelatviteli
utak
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2. abra A Wnt jelatvitel. Kanonikus Wnt jelatvitel (bal oldalon): a Wnt molekula jelenlétében a Dvl gatolja a
GSK-3p-t, igy a B-katenin transzlokalodik a magba, ahol a target gének transzkripcidjat indukélja. Nem-

kanonikus Wnt jelatviteli ut: a szoveti polaritast szabalyozo PCP és a Wnt/kalcium utvonalak (jobb oldalon).

A progeszteron-fiiggd immunmoduldcio

A progeszteron nélkiilozhetetlen a terhesség fenntartdsdhoz. Immunologiai hatésait
egy mediator-fehérje, a Progeszteron-Indukalta Blokkolé Faktor (PIBF) kozvetiti, mely az
NK aktivitds gatldsa, az aszimmetrikus ellenanyagok termelése és a Thl/Th2 citokin
egyensuly befolyasolasa révén segiti el6 a terhesség sikeres lefolyasat (3. abra).

A PIBF a Jakl/STAT6 és PKC szignal transzdukcids uUtvonalak aktivalasa révén
STATH4 foszforilacidjat és igy a Thl-es valaszt.

A terhesség soran a PIBF termelésében elsésorban az aktivalt anyai limfocitak, a
placenta és a magzati szovetek vesznek részt. Bar a PIBF-et eredetileg mint progeszteron
hataséara termelddé molekulat irtuk le, legjabb adataink szerint jelenléte az éretlen, gyorsan

proliferalo sejtekben és a malignus tumorokban progeszteron hidnyaban is kimutathato.
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3. abra A PIBF aktivalja a Jak1/STAT6 és PKC/Cat++ - utvonalakat, melyek Th2-es citokinek termel6dését
eredményezik. A PIBF SOCS3-at indukal, ami az IL-12R-hoz kotédve gatolja a STAT4 foszforilacidjat és igy a
Thl-es valaszt. A PIBF az arachidonsav metabolizmus befolyasoldsa révén gatolja az NK aktivitast.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a progeszteron €s a progeszteron-indukalta gének
- tobbek kozott az MMP-2 és MMP-9 gatlasa révén - fontos szerepet jatszanak a trophoblast
invazid szabdlyozasaban. Korabbi eredményeink ugyanakkor arra is utalnak, hogy az els6
trimeszterbol szarmaz6 decidudban a progeszteron hatisara termeléddé PIBF megjelenése
egybeesik a trophoblast invazio helyével: igy a legerésebb PIBF pozitivitast a leginvazivabb
extravillosus trophoblast mutatja. Igazoltuk azt is, hogy az invaziv és metasztatizaldé tumorok

PIBF pozitivak, mig a kdrnyezd normal szovek PIBF negativak.

Mindezek alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a PIBF esetleg szerepet jatszik

az invazio szabdlyozdsaban.



CELKITUZESEK

CELKITUZESEK

Jelen kutatomunkdnkban ezért a PIBF invazidban betoltott szerepének vizsgalatat
tliztilk ki célul. ElsOsorban azokat a jelatviteli Utvonalakat akartuk azonositani, melyeken
keresztiil a PIBF szabalyozhatja a tumorsejtek invaziv viselkedését, hozzajarulhat a terhesség

soran az implantacio sikerességéhez, és részt vehet a trophoblast betegségek patogenezisében.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

I. Részt vesz-e a PIBF a trophoblast és tumor invazié szabalyozasaban?
o Milyen a PIBF expresszids mintdzata a kiilonboz0 invazios képességi
trophoblaszt sejtekben?
o A PIBF csendesitése hogyan befolydsolja a trophoblast- és tumorsejtek

invazios képességét?

IL. Milyen mechanizmusok allhatnak a PIBF invaziéra gyakorolt hatasainak

hatterében?

o A PIBF-receptor jellemzése.

. Milyen invazioval Osszefliggd jelatviteli utakon keresztiil fejtheti ki hatasait a
PIBF?

o Milyen a PIBF sejten beliili megoszlasa?

. Mi a sejtmagban talalhatd PIBF szerepe?
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1. A PIBF invazivitasban jatszott szerepe

1.1 PIBF-expresszio egészséges trophoblastban és trophoblast betegségekben

A trophoblast invazi6 dsszehangolt, a normal placentacioban kulcsfontossagl szerepet
jatszd szabalyozasaban tobbek kozott egy 16-kDa-os peptid hormon, a leptin is részt vesz. A
leptint a zsirszovet termeli, és az energiahdztartds szabalyozésaban jatszik szerepet. A
terhesség soran a placenta is termel leptint, receptorat pedig a trophoblast és az endometrium
expresszalja. Tenyésztett cytotrophoblast sejtekben a leptin eldsegiti az MMP-2 és MMP-9

A leptin, a leptin-receptor ¢€s a PIBF expresszi6 dsszefiiggését a trophoblast invazidval
terhességmegszakitasbol szdrmazd egészséges placenta, részleges mola, komplett mola és
choriocarcinoma metszeteken immunhisztokémidval vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy a
trophoblast PIBF expresszidja forditottan aranyos annak invazivitadsaval és leptin, valamint
leptin-receptor expressziojaval. A normalis terhességbdl szarmazo villosus trophoblast €s a
részleges mola PIBF pozitivnak bizonyult, komplett moldban a PIBF mennyisége jelentdsen
csokkent, choriocarcinoméban pedig eltiint. Részleges molaban sem a leptin, sem a leptin-
receptor nem volt detektalhatd, mig komplett molaban és a PIBF negativ choriocarcinomaban
a leptin és receptora is erésen expresszalodott.

A PIBF ¢és a leptin/leptin-receptor expresszid kozotti forditott ardny igazolasara PIBF
kezelt, ill. siRNS technika segitségével PIBF-deficienssé tett trophoblast sejteken protein
array ¢és Western blot segitségével vizsgaltuk a leptin és receptoranak expressziojat.

PIBF-deficiens sejtekben a leptin-receptor expresszidja a géncsendesités hatdsara
fokozodott, mig PIBF-kezelt sejtekben a leptin mennyisége csokkent. Eredményeink arra
utalnak, hogy trophoblast sejtekben a leptin €s a leptin-receptor expresszidja a PIBF kontrollja
alatt all.
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1.2 A PIBF a trophoblast és tumor sejtvonalak invazidjat az MMP-2 és MMP-9

aktivitdas befolydsoldsa révén szabdlyozza

A PIBF fizioldgias invazioban betdltott szerepének tovabbi tanulmdnyozdsira a
trophoblast eredetit HTR-8/SVneo sejtvonalat, a tumor invazié modellezésére pedig az erésen
invaziv HT-1080 fibrosarcoma sejtvonalat valasztottuk. Igazoltuk, hogy mindkét sejtvonal
expresszalja a PIBF-receptort, illetve termel és szekretal PIBF-et.

A PIBF csendesités fokozta a HTR8/SVneo sejtek invazivitasat, ugyankkor
csOkkentette a tumor sejtek invaziv képességét. Tekintve, hogy az invazivitasban
kulcsfontossagu szerepet téltenek be a matrix metalloproteindzok, igy megvizsgaltuk, hogy az
invazivitasi kiilonbségek hatterében megfigyelheté-e ezen molekuldk expresszidjanak
valtozdsa. A csendesités hatdsara a MMP-2 és MMP-9 expresszidjaban bekovetkezd
valtozasokat az invazios assay-rol gylijtott kontroll és csendesitett sejtek feliilluszojaval,
gelatin zimografiaval detektaltuk.

Eredményeink szerint a HTR-8/SVneo sejtek feliiluszdjaban a PIBF csendesitése utan
az MMP-9 és MMP-2 mennyisége nétt, mig a tumoros sejtvonalak esetében a feliiluszo
MMP-9 és MMP-2 tartalma csokkent, mely korrelalt az invéazids assay-nél tapasztalt

valtozasokkal.

2. PIBF indukalta jelatviteli utvonalak és az invaziv viselkedés

2.1. A PIBF-receptor jellemzése

2.1.1. A PIBF-receptor az IL-4Ra-val asszocidlodik

Korabban beszamoltunk arrdl, hogy a PIBF molekula receptora (PIBF-R) az IL-4R a-
lancaval asszocial6do fehérje. Tekintve, hogy a PIBF indukalta jelaviteli utak megegyeznek
az IL-4R-hoz kapcsolt szignal transzdukcios utakkal, feltételezhetd, hogy a PIBF indukalta
jelatvitelhez elengedhetetlen az IL-4Ra jelenléte. Ennek igazolasahoz az IL4-Ro-t mRNS
szinten szintetikus oligonukleotid probakkal csendesitettiik (siRNS technika), majd
megvizsgaltuk a PIBF hat4sara bekovetkezd intracellularis STAT6 foszforilacio mértékét.
Megallapitottuk, hogy periférids mononuklearis sejteken az IL-4Ro csendesitése a PIBF
STAT6 aktivalé hatasat csokkentette, arra utalva, hogy az IL-4Ra-lanc jelenléte

nélkiilozhetetlen a PIBF molekula jelatviteléhez.
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Az IL-4Ra ¢és a PIBF-R kozotti kapcsolat tovabbi vizsgalatat ko-lokalizacids
kisérletekben, konfokalis mikroszkop segitségével jellemeztiik. Eredményeink szerint az IL-
4Ro antitest-indukalta keresztkdtése az IL-4Ra és a PIBF-R co-cappingjét eredményezte,
ugyanakkor a PIBF-R ligand-indukalta molekularis aggregacidja a két receptor co-patching-
jében nyilvanult meg. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a PIBF-receptor az IL-4Ra-val
képez heterodimer komplexet és ezt a folyamatot a PIBF-R ligand kotése valtja ki.

2.1.2 A PIBF-receptor raft-asszocialt, GPI-horgonyzott fehérje

A tovéabbiakban azt vizsgéltuk, hogy a PIBF molekula receptordnak miért van
sziiksége az IL-4Ro-ra a jelatviteli folyamatok meginditasdhoz. Feltételeztiik, hogy a PIBF-R
GPI-horgonyzott fehérje, mely nem rendelkezik transzmembén ¢és intracellularis alegységgel,
ezért az IL-4Ra intracelluléris részét hasznalja a szignal transzdukcidhoz. Ezen felvetésiinket
a GPI-horgonyt hasitd foszfatidilinozitol-specifikus foszfolipaz C (PI-PLC) emésztett
periférids mononukledris sejteken vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy PI-PLC emésztett
sejteken a PIBF STAT6 aktivalo hatasa elvész, mig az IL-4 hatdsa valtozatlan marad.
Konfokalis mikroszkopiaval ezeken a sejteken a PIBF-R nem volt jelolhetd, mig az IL-4Ra
cappingje megmaradt. Eredményeink igazoljak, hogy a PIBF-R valdban egy GPI-horgonyzott
molekula.

A GPI-horgonyzott proteinek a leukocita membranban glikoszfingolipid-koleszterol
raftokba tomoriilnek. Ezen membran mikrodomainek miikddéséhez nélkiilozhetetlen a
koleszterol, igy azt a hipotézisiinket, hogy a PIBF-R lipid-tutajban uszik, metil-B-ciklodextran
(MBCD) kezeléssel vizsgaltuk. A MBCD kivonja a koleszterolt a raftokbol, igy azokat
destabilizalja. MBCD-kezelt mononuklearis sejteken sem a PIBF, sem az IL-4 nem volt képes
STAT6 foszforilaciot indukalni azt sugallva, hogy nem csak a PIBF-R, hanem az IL-4Ra is

lipid-raftokhoz asszocialt fehérje.

2.2 PIBF indukadlta jelatvitel trophoblast- és tumorsejtekben

Annak érdekében, hogy kideritsiik, milyen mechanizmusok éallnak a PIBF invaziot és
matrix remodellinget befolydsol6 hatasainak hatterében, megvizsgaltuk, hogy HTR-8/SVneo
trophoblast és HT-1080 fibrosarcoma sejtvonalak invazivitdsanak szabalyozasdban milyen

PIBF-hez kapcsolt jelatviteli utak lehetnek érintettek. Ennek soran ¢heztetett HTR8/SVneo és
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HT1080 sejteket PIBF-fel kezeltiink, majd vizsgaltuk a ligandkotés hatdsara bekovetkezd
intracellularis jelatviteli véaltozasokat.

A PIBF kezelés mindkét sejtvonalon azonnali STAT6 foszforilaciot eredményezett, az
IL-4Ra expresszigjanak mRNS szintli csendesitése pedig mind a trophoblast-, mind a
tumorsejtekben felfliggesztette a PIBF STAT6 foszforilacidra és invazidra gyakorolt hatasat,
megerdsitve, hogy a PIBF invaziét befolyéasold jelatvitele az IL-4Ra/PIBF-R komplexen
keresztiil megy végbe.

Az IL-4Ra lancahoz asszocialdodd IRS Akt és ERK molekulakat indukalhat. Tekintve,
hogy ezen molekuldk fontos szerepet toltenek be az invazid és tumorigenezis folyamataban,
megvizsgaltuk, hogy PIBF/PIBF-R/IL-4Ra komplex kialakuldsat kdvetéen vajon
kimutathat6-e ezen molekuldk aktivacidja. Trophoblast sejtekben a PIBF az Akt és ERK
molekuladk gyors, atmeneti foszforilacidjat eredményezte, mig tumorsejtekben a PIBF kezelés
elhuzodo és késéi Akt és ERK aktivaciot valtott ki.

Ismert, hogy mind a trophoblast, mind a tumor invazidban kdzponti szerepet jatszik a
STAT3 molekula, melyet szamos citokin és ndvekedési faktor (pl. EGF, IL-6) képes aktivalni.
Munkank kovetkezd 1épésében ezért megvizsgaltuk, hogy a PIBF-nek van-e valamilyen
hatasa az intracellularis STAT3 foszforilacidjara. Trophoblast sejtekben a PIBF kezelés nem
befolyasolta szignifikansan a STAT3 Tyr-foszforilaciojat és gatolta a STAT3 Ser-
foszforilacidjat, mig tumorsejtekben a PIBF kezelés kés6i STAT3 aktivaciot eredményezett,
arra utalva, hogy a PIBF indirekt médon indukalhatja a STAT3 transzkripcios faktort.

A Wnt molekuldk szerepet jatszanak az embryo bedgyazodasaban, a korai trophoblast
fejlédésben ¢€s a trophoblast betegségek patogenezisében. Irodalmi adatok szerint mig a pre-
implantacioés idészakban a nem-kanonikus Wnt jelatvitel dominal, az implanticié soran
aktivalodott blastocystakban ez a kanonikus jelatvitel felé¢ toloédik el. Az implantacios ablak
iddszakéaban a progeszteron fokozza a Dickkopf-related protein-1 (Dkk1) expresszidjat, mely
a Wnt jelatvitel fontos, szekretalt antagonistaja. Jelenléte gatolja a Wnt jelatvitelt, mely arra
utal, hogy az utvonal represszidja fontos szerepet jatszhat a decidualizacio folyamataban.

Szdmos irodalmi adat utal arra, hogy a Wnt5a a tumorképzddésben is részt vesz,
azonban szerepe ellentmondasos: a WntSa jelatvitel megszlinése limfoid tumorok
képzodéséhez vezethet, mig a konstitutivan aktiv WntSa jelatvitelt tobb tumor esetében is
fokozott invazidval és metasztatizalé hajlammal hoztdk Osszefiiggésbe. Tekintve, hogy ezen
molekula kulcsfontossagli a normal és koros invazid szabalyozasaban, ezért megvizsgaltuk,

hogy a PIBF hatéssal van-e a Wnt-jelatviteli utak aktivaciojara.
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Kisérleteink soran HT-1080 tumorsejtekben 6 6rdas PIBF kezelés WntSa aktivaciot
eredményezett, emellett csokkent B-katenin szintet, valamint fokozott PKC( ¢és PKCo
foszforilaciot is detektaltunk. Ezzel szemben HTR-8/SVneo trophoblast sejtekben a PIBF
kezelés csokkentette az intracellularis Wnt5a mennyiségét.

Irodalmi adatok szerint a PKCS nem csak a Wnt5Sa jelatvitelében, hanem az apoptozis
szabalyozasaban is részt vehet: a PKCo nukledris lokalizacidja az apoptotikus utak
erdsiti meg. Ezért tovabbi célunk volt annak vizsgalata, hogy a tumorsejtekben tapasztalt
PKCs aktivacio vajon az apoptdzissal vagy a Wnt jelatviteli utak aktivaciojaval fligg dssze.
Ennek soran PIBF-kezelt HT-1080 sejteken konfokalis mikroszkopia segitségével hataroztuk
meg a foszforilalt PKCo sejten beliili elhelyezkedését. Tekintve, hogy 6 oras PIBF kezelést
kovetden a foszfo-PKCO a tumorsejtek sejtmembranjandl halmozodott fel, ugyanakkor
Annexin jeloléssel nem detektaltunk korai apoptozisra utald jeleket, megallapithatjuk, hogy a
PIBF-indukalta PKCS a Wnt5a jelatvitelében jatszik szerepet.

A PIBF hatasara foszforilalédott PKCC a GSK-3B ismert aktivatora, mely
eld.

Osszefoglalva, a PIBF tumorsejtekben elhuzodé Akt és ERK foszforilaciot, késoi
STAT3 foszforilaciot, valamint kés61i WntSa aktivaciot valt ki, gatolja a kanonikus Wnt-utat
¢s a kanonikus uttal dsszefliggd gén expressziot. Mindemellett, a PIBF hatdsara termelddott
Wnt5a nem-kanonikus utvonalakon keresztiil indukalhatja bizonyos MMP-k expressziojat,

mely a tumorsejtek agressziv invazids viselkedését okozhatja.

2.3 PIBF regulalt gének

A tumorsejtekben a jelatviteli utak késdi aktivacioja a PIBF hatdsdra termel6dott
fehérjék hatasanak tudhatoé be. Ennek igazolasara, és a PIBF-indukalta gének azonositasara
PIBF-csendesitett és PIBF kezelt trophoblast és tumor sejtvonalak lizdtumaval protein array
vizsgalatot végeztiink, mely sordn 55, az invazidban és angiogenezisben szerepet jatszo
fehérje expresszidjanak valtozasat detektaltuk. 24 6ras PIBF kezelést kovetéen az MMP-9
expresszioja fokozddott a tumor-, €s csokkent a trophoblast sejtekben, mig a TIMP-1 (MMP-9
inhibitora) down-reguldlodott a tumorban és up-reguldlodott a trophoblastban. A PIBF
csendesitése a tumorsejtek FGF-1 és HB-EGF expresszigjanak csokkenését eredményezte,

mig PIBF kezelés (24 h) hatasara ezek mennyisége fokozodott a tumorsejtekben.
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Tekintve, hogy az FGF-1 és a HB-EGF is felels lehet a késoi jelatviteli valtozasokért,
igy az utobbi molekula szerepének vizsgalatira HB-EGF knock down HTR8/SVneo és
HT1080 sejteket hoztunk létre, és ezekben vizsgaltuk a PIBF kezelés STAT3 aktivaciora
gyakorolt hatasat. Mivel a HB-EGF deficiens sejtekben a PIBF STAT3 aktivald hatdsa
csokkent a kontroll (scrambled) mintdhoz képest, megéllapithatjuk, hogy a PIBF-indukalta
HB-EGF is hozzajarul a késéi STAT3 aktivacidhoz.

Az IL-6 is a STAT3 szignal transzdukcios ut fontos aktivatora, igy CBA (cytometric
bead array) segitségével vizsgaltuk a szekretdlt IL-6 mennyiségének valtozasat PIBF
csendesitett trophoblast és fibrosarcoma sejtek feliilluszojaban. Kisérletiink soran a PIBF
knock down trophoblast sejtek IL-6 termelése fokozodott, mig a PIBF csendesitett tumor
sejtekben ezen citokin mennyisége csokkent.

A PIBF csendesités Wnt5a expressziora gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk. A Wnt5a
mennyisége csokkent a PIBF knock down tumorsejtekben, és megnétt a PIBF csendesitett

trophoblast sejtekben.

2.4 A PIBF szubcellularis lokalizdacioja trophoblast és tumor sejtekben

A teljes lancu PIBF szamos potencialis leucin-zipzar, nukledris lokalizacios szignal és
bZIP motivumot is tartalmaz, ezek a szekvencidk pedig a molekula DNS-koto és
génexpressziot szabalyozo képességére utalhatnak.

Annak bizonyitdsara, hogy a PIBF valoban képes a magba jutni, HT-1080 ¢s HTR-
8/SVneo sejtvonalakbol magfrakciot izolaltunk, majd Western blot segitségével mutattuk ki a
PIBF intracellularis lokalizacidjat. Eredményeink szerint a PIBF jelenléte mind a
citoplazmaris-, mind a magfrakciokban detektalhato volt, arra utalva, hogy a PIBF bizonyos
izofomai nemcsak szekretdlodnak, de a sejtmagba traszlokdlodva egyfajta transzkripcios
faktorként is miikodhetnek. Tumorsejtekben a PIBF sejtmag vs. cytoplasma aranya nagyobb
volt, mint a trophoblastsejtekben. Megtigyelésiinket konfokalis mikroszkdopos kisérleteink is

megerdsitették.

2.5 A PIBF az IL-6, EGF, FGF-1 és Wnt5a gének szabdlyozo régiojahoz kotodik

Fenti eredményeink arra utalnak, hogy a PIBF képes az IL-6, Wnt-5a, EGF és FGF-1
molekuladk expresszidjat befolyasolni. Annak bizonyitdsara, hogy a PIBF valoban képes a fent

emlitett molekuldk transzkripciojanak szabalyozéasara, HT-1080 és HTR-8/SVneo sejteken
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anti-PIBF ellenanyaggal kromatin immunprecipitaciot (ChIP) végeztink. A ChIP igazolta,
hogy a PIBF képes mindkét sejttipusban az IL-6, Wnt-5a, EGF és FGF-1 gének szabalyozo

A tumor- ¢és trophoblast sejtekben PIBF kezelés hatdsdra bekdvetkezd expresszios
kiilonbségek egyik feltételezett oka lehet a transzkripciot szabalyozo fehérje/DNS komplexek
Osszetételének kiillonbozosége.

Ennek igazolasara anti-PIBF ellenanyaggal fehérje/DNS komplexeket precipitaltunk,
majd a komplexek Osszetételét PIBF-specifikus Western blottal vizsgaltuk. Eredményeink
szerint a precipitalt komplexek dsszetétele kiilonbozott a HTR8/SVneo tophoblast és HT1080
fibrosarcoma sejtekben: trophoblast sejtekben a komplexekben az 50 kDa ¢és 67 kDa PIBF
izoformdk voltak jelen, mig fibrosarcoma sejtek esetében a teljes lanct PIBF is a komplex
tagja volt. Mindezek alapjan elképzelhetd, hogy a transzkripcios komplexek eltérd dsszetétele

all a PIBF altal indukalt génexpresszio szovetspecifikus szabalyozasanak hatterében.
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Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a PIBF nem csak a progeszteron immunologiai
hatasait regulalja, hanem fontos szerepet jatszik a trophoblast invazio fizioldgids szinten
tartasaban €s a patologias tumor invazioban.

Megallapithatjuk, hogy fibrosarcoma sejtekben a PIBF képes az invaziot eldsegitd
molekuldk transzkripcidjat indukalni, ezaltal az invazids képességet fokozni (4. abra). A
PIBF hatasara termelddott és szekretalt fehérjék receptorukhoz kotédve Akt, ERK és STAT3
foszforilaciot idéznek eld, melyek tovabbi invaziot eldsegitdé molekuldk expressziojat

aktivaljak (pl. MMP-9, MMP-2).
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4. abra PIBF-indukalta, fokozott invaziot eredményez0 szignal transzdukcios ttvonalak HT-1080 fibrosarcoma
sejtekben

Trophoblast sejtekben a PIBF feltehetéleg az invéazioban szerepet jatszd gének
szuppresszidja révén az invazio intrinsic negativ regulatoraként funkcionalhat (5. abra). Ezt a
feltételezést timogatja az a megfigyelés is, miszerint PIBF csendesitett trophoblast sejtekben

a Wnt-5a és az IL-6 expresszidja fokozodik, valamint hogy a PIBF képes hozzaktddni ezen
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crer

fokozott invaziv hajlamot eredményez, ugyanis azok az invaziot eldsegité gének, melyek
normal esetben a PIBF gatlasa alatt 4llnak, az expressziot gatlé PIBF hianyaban atirédnak (6.

abra).

89kDa FGF
PIBF EGF

5. abra A PIBF bizonyos gének szabalyozé régidihoz kotddhet. Fibrosarcoma sejtekben a PIBF az FGF-1, EGF,
1L-6 és Wnt-5a gének atirodasat eredményezi, mig trophoblast sejtekben PIBF hatasara nincs gén indukcio.

Leptin-rec

6. abra Trophoblast sejtekben a PIBF szuppresszalja a leptin-receptor, EGF, Wnt5a és IL-6 gének
transzkripcidjat. PIBF hidnyaban ezek a gének atirodhatnak.

Igazoltuk, hogy a PIBF képes az IL-6, EGF, Wnt5a, FGF-1 gének promoteréhez
kotddni. Tekintve, hogy fibrosarcoma sejtekben a fehérje/DNS komplex az 50 kDa és 67 kDa
tomegli PIBF izoformdk mellett a teljes lancti PIBF-et is tartalmazza, ezzel szemben
trophoblastban csak az 50 és 67 kDa-os izoformdk vannak jelen (5. abra), elképzelhetd, hogy
a DNS-kotd PIBF komplex eltérd Osszetétele all a PIBF trophoblast és tumor invéazidban

tapasztalt eltérd hatasainak hatterében.
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TEZISEK OSSZEFOGLALASA

L.

A normal trophoblast = részleges mola = teljes mola = choriocharcinoma atmenet a
kontrollalatlan invazié felé halad, mely a PIBF fokozatos elvesztésével és novekvod
leptin ¢€s leptin-receptor expresszidval jellemezhetd. Ez a PIBF és a leptin/leptin-R

expresszio kozti forditott viszonyra utal.

A kovetkez6 eredmények a HTR-8/SVneo trophoblast ¢és HT-1080 fibrosarcoma

sejtvonalakban talaltakon alapulnak:

II.

III.

IV.

VL

VIL

VIIL

Trophoblast sejtvonalon, a PIBF negativan szabalyozza a trophoblast invaziot azaltal,
hogy csokkenti a gelatinazok (MMP-9, MMP-2) expressziojat és fokozza a TIMP-1
termelddését. Ezzel ellentétben a PIBF serkenti a tumorsejtek invazids képességét a
gelatinaz aktivitas fokozasa és a TIMP-1 szint csokkentése révén.

A PIBF - a PIBF-receptor/IL-4Ra heterokomplexen keresztiil - aktivalja az Akt és
ERK utakat mindkét sejttipusban. A trophoblast sejtekben a PIBF hatdsa atmeneti, mig
fibrosarcoma sejtekben a PIBF az Akt és az ERK elhuzodo és késdéi foszforilaciojat
eredményezi.

Trophoblast sejtekben a PIBF gatolja a Wnt5a-t, a STAT3 Ser-foszforilacidjat, €s nem
hat a STAT3 Tyr-foszforilacigjara. Tumor sejtekben a PIBF a Wnt5a késoi
aktivacigjat és a STAT3 késdi foszforilacidjat (Tyr és Ser) eredményezi.

HT-1080 sejtekben a PIBF indukalta Wnt5a gatolja a B-katenint és a kanonikus Wnt
utvonalat; mindemellett a nem-kanonikus utvonalakon keresztiil képes lehet bizonyos
Mind trophoblast-, mind tumorsejtekben a PIBF specifikusan koétddik bizonyos gének
(Wnt5a, IL-6, FGF, EGF) szabalyoz6 régiojahoz.

A tumor sejtvonalon a PIBF az invaziot elsésegité molekuldk (pl. FGF-1, HB-EGF,
IL-6, WntSa stb.) génjét aktivalja; mig trophoblast sejtekben a PIBF ezeket a géneket
szuppresszalja.

A PIBF eltér6 hatasai taldn a szabdlyozd régidhoz kotddd fehérje komplex
Osszetételében rejlik. Mig trophoblast sejtek esetében a promoter-koté komplex az 50-
kDa ¢és 67-kDa PIBF izoformakat tartalmazza, addig tumor sejtekben a teljes lancu

PIBF is a transzkripcidés komplex része.
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