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Irodalmi attekintés

A fej-nyaki daganatok komoly egészségiigyi problémat
jelentenek vilagszerte, 2018-ban a nyolcadik helyen alltak a
leggyakrabban el6forduld tumorok listdjan. Az Osszes tumoros
megbetegedés 2-4%-a érinti a szajlireget, ezek tobb mint 90%-a
szajliregi laphamsejtes karcinoma. 2004 és 2009 kozott tobb mint
300.000 szajiireget, illetve szdjgaratot érintd tumort regisztraltak
vilagszerte. Ugyanebben az iddszakban tobb mint 7.000 ember halt
meg ennek a tumor tipusnak a kovetkeztében.

Ahogy a legtobb betegség esetén, a szjiiregi laphamsejtes
karcinoma (OSCC) kialakulasaban is genetikai és kornyezeti tényezok
jatszanak szerepet. Ezek a tényez6k a dohanyzas, alkoholfogyasztas,
taplalkozasi szokasok, onkogén virusok, csaladi és genetikai hajlam,
immunszuppresszalt  allapot, szajhigiénia, valamint a szgj
mikrofloraja.

A baktériumok és virusok karcinogenezisben betoltott
szerepe egy intenziven vizsgalt teriilet. Ezzel szemben a gombak
szerepérdl még igen keveset tudunk, mivel egyedszamuk alacsonyabb
a baktériumokéhoz képest, valamint nem rendelkeziink megfeleld
referencia genomokkal. A rendelkezésiinkre 4ll6 tudas alapjan
azonban elmondhat6, hogy a mikobiom (mikrobidta gombak alkotta
része) tagjai is hozzajarulhatnak a karcinogenezishez.

Az egészséges szajliregben a Candida gombak, azon beliil
is a C. albicans van jelen a legnagyobb mértékben. A C. albicans a

hidrolitikus enzimek termelése, valamint a hifaképzés révén képes



bejutni a szoveti rétegekbe. Ezek a tulajdonsagok alapvetden eldnyt
jelentenek a C. albicans szamara a tobbi gombaval szemben, azonban
végsd soron a gazda immunrendszere hatarozza meg, hogy adott
esetben a gomba eltavolitasa, kolonizacioja vagy betegség kialakuldsa
valosul meg. Szamos tanulméany Osszefiiggésbe hozta mar a szajban
létrejové mikobiota diszbidzist és az OSCC-t. Az OSCC-vel
diagnosztizalt paciensek szdjiiregében tobb, illetve tobbféle
¢lesztogomba talalhatd, mint az egészséges szajiiregben. Ezenfeliil
tobb ¢lesztdgomba talalhato a tumor felszinén, mint a szdjiireg
egészséges felszinein. Ezek, illetve més tanulmanyok arra engednek
kovetkeztetni, hogy feltehetéen a Candida fajoknak direkt szerepe
lehet az OSCC kialakulasaban. Tanulméanyok igazoltak, hogy az
epitélium Candida altali invazidja esetén az epitélsejtek egy része
rendellenes fejlodésen mehet keresztiil, ami késébb rosszindulati
elvaltozasokat eredményezhet.

A mar jelenlévd OSCC esetén a leggyakrabban alkalmazott
terapia a kemoradio-terapia, amelynek hatdsara n6 a kolonizald
¢lesztogombak szama, igy nagyobb az esély az oralis candidiasis
kialakulasara. Tobb tanulmany is beszamolt a tumorterapiat kovetd
megemelkedett Candida gomba kolonizaciorol. A megemelkedett
Candida kolonizécidé hatterében a tumorterapia kovetkeztében
megvaltozott immunologiai kdrnyezet all, amely lehetdséget nyujt az

oralis candidiasis kialakulasara.



Célkitiizések

A szakirodalomban fellelhetd adatok egyértelmiien bizonyitjak az
OSCC ¢és az oralis candidiasis kapcsolatat. A mar kialakult OSCC
esetén a tumorterapia kdvetkeztében gyakran oralis candidiasis alakul
ki. Feltételezhetd, hogy a Candida gombak befolyasolhatjadk az OSCC
progressziojat, azonban ezt a jelenséget még senki sem vizsgalta.

Munkank soran ezért a kovetkez6 célokat tiztiik ki:

1. Hoéinaktivalt Candida gombak, valamint a zimozan
(gombasejtfal komponens, altaldanos gomba stimulus) OSCC
sejtek invazios és proliferacios aktivitdsara gyakorolt

hatasanak vizsgalata in vitro.

2. El6 Candida gombak OSCC sejtek invéazios és proliferacios

aktivitasara gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro.

3. A Candida gombak hatasanak molekularis szintll vizsgalata

transzkriptomikai vizsgalatok segitségével.

4. In vivo xenograft modell kidolgozasa a Candida gombak
OSCC  sejtek  progresszidjara  gyakorolt  hatdsanak

vizsgalatahoz.

5. Candida gombdk OSCC sejtek progresszidjara gyakorolt

hatasanak vizsgalata in vivo xenograft modellben.



Alkalmazott moédszerek

In vitro vizsgalati modszerek: HSC-2 és HO-1-N-1 sejtvonalak;
sebzési (Wound healing) esszé; BrdU ELISA (enzim kapcsolt
immunszorbens vizsgalat); OSCC sejtek Candida sejtekkel és
zimozénnal  torténd  kezelése ¢és  feltardsa  metabolomikai
vizsgalatokhoz; metabolitok nagyhatékonysagu
folyadékkromatograftal kapcsolt nagyfelbontast
tomegspektrometridas (HPLC-HRMS) vizsgalata; ¢l6 sejtkovetési
technika (time-lapse vided); metalloproteindz essz¢; total RNS
izolaldas az OSCC sejtek in vitro mintaibol; RNS szekvenalas;
transzkriptom analizis; génkapcsolatok vizsgalata az Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) szoftver segitségével, cDNS szintézis és
qPCR a szekvenalasi adatok validalasahoz; MMP10 ¢és MMPI1

fehérjék Western blot analizise.

Egér xenograft modell kidolgozasa az oralis candidiasis OSCC
progressziéjara gyakorolt hatisanak vizsgalatiahoz: vad tipust
egerek immunszuppresszalasa; egerek érzéstelenitése; HSC-2
szajiiregi laphamsejtes karcindma sejtek egér nyelvbe torténd
injektalasa; oralis candidiasis eldidézése egérben; oralis candidiasis
eléidézés sikerességének ellendrzése nyelv homogenizatum
szélesztéssel; RNS kivondsa a xenograft tumor mintakbol;
tumormetszetek hisztopatologiai festése (H&E, PAS, vimentin, E-

cadherin, p63); RNS szekvenalas; transzkriptom analizis.



Eredmények

1. A hdinaktivalt és él6 Candida gombak OSCC sejtekre

gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro

Munkank soran vizsgaltuk, hogy a szajiiregben tulzottan
elszaporod6 Candida gombédk befolyasoljak-e a szdjiiregi
laphamsejtes karcindma progressziojat. Elsdként in vitro vizsgaltuk a
héinaktivalt, valamint az él6 Candida gombék és a zimozan hatasat.
Kisérleti eredményeinkbdl megallapithatd, hogy az OSCC sejtek
proliferacios aktivitasa sem a HI-Candida sejtek és zimozan
jelenlétében, sem az €16 Candida sejtek jelenlétében nem valtozott.
Azonban a tumorsejtek migracios aktivitasa szignifikdnsan
megemelkedett HI-Candida sejtek és zimozan jelenlétében. Az €16
sejtkovetési technika (time-lapse video) alapjan elmondhatd, hogy a
HSC-2 sejtek €16 C. albicans sejtek jelenlétében a konfluens réteg
sebzésének sz¢élén, a gombatelepek kozelében, egymastol elszakadva,
maganyosan vandoroltak az iires teriilet irdnyaba. Ezt a jelenséget
nem, vagy csak kis mértékben figyeltik meg az ¢16 C. albicans
sejteket nem tartalmazo kontroll mintak esetében.

A hdéinaktivalt gombasejtekkel és a zimozannal torténd
kezelést kovetden enyhe szekretalt MMP aktivitast figyeltiink meg.
Az ¢16 C. albicans sejtekkel torténd kezelés mindkét sejtvonal MMP
aktivitasat szignifikansan novelte. Ugyanakkor C. parapsilosis esetén

nem figyeltiink meg valtozast.



A metabolomikai vizsgalatok eredményeibdl kideriil, hogy a
HI-Candida sejtek, illetve a zimozan jelenlétében néhany metabolit
mennyisége valtozott, azonban csekély mértékben, valamint a
véltozasok kozott nem lathato Osszefiiggés. El6 C. albicans
jelenlétében szignifikdnsan megndtt a tumorsejtekben a szukcinat és

az aszpartat mennyisége.

2. Invitro transzkriptomikai analizis

Az in vitro transzkriptomikai analizis molekularis szinten is
megerodsitette azt az eredményt, miszerint az ¢l6 C. albicans sejtek
jelenléte novelte az OSCC sejtek, elsésorban a HSC-2 sejtvonal,
progresszioval ~ Osszefliggd  folyamatait. Az  eredmények
Osszecsengenek a migraciés, MMP aktivitasi és metabolomikai
vizsgalatokkal, miszerint a HI-Candida, a zimozan és az ¢l6 C.
parapsilosis sejtek nem vagy enyhe valtozast eredményeztek az
OSCC sejtek progresszidjat tekintve. Az €16 C. albicans sejtek
jelenlétében megfigyelt fenotipikus valtozasokat alatamasztottdk a
transzkriptomikai vizsgalatok, mivel megemelkedett a szukcinat és
aszpartat onkometabolitok metabolizmusaban szerepet jatszo gének
expresszios szintje.

Tovabba szignifikans novekedést figyeltiink meg négy MMP
gén expresszios szintjében (MMP1, MMP10, MMP9, MMP3), amely
szintén Osszecseng a szekretalt MMP aktivitds vizsgalatok
eredményeivel. A szakirodalmi adatokat elemezve azonositottunk

olyan OSCC markergéneket, amelyek expresszidja szignifikansan



valtozik C. albicans jelenlétében. Tizennégy olyan OSCC
progresszios markergént talaltunk (ATF3, F3, FOS, FOXC2, HBEGF,
IL6, INHBA, JUN, LIF, PHLDAI, PLAUR, PTHLH, SEMA7A,
VEGFA), amelyek HSC-2 és HO-1-N-1 sejtekben is upregulalodtak
¢l6 C. albicans sejtek hatasara. A HSC-2 sejtvonal esetén
azonositottunk szamos génexpresszids valtozast, amely lehetoséget
biztositott tovabbi analizisek elvégzésére. A valtozo géneket vizsgalva
olyan jelatviteli utak aktivaciojat is azonositottuk, amelyeknek
szerepe van az OSCC proliferaciojaban, invazidjaban,
tumorndvekedésében, angiogenezisében és metasztazis képzésében. A
HSC-2 sejtekben megvaltozott expressziot mutatd gének alapjan
végzett kauzalis génkapcsolat vizsgalat a tumor progresszidjaval
kapcsolatos folyamatokat prediktalt, amelyek bekdvetkezhetnek ¢é16
C. albicans sejtek hatasara. Ilyen folyamatok példaul a tumorsejtek
proliferacidja, tulélése, metasztazisa, angiogenezise, invazidja,

viabilitasa vagy a citotoxikus T-sejtek gatlasa.

3. Az orilis candidiasis OSCC progresszidjara gyakorolt

hatasanak vizsgalata in vivo

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk az oralis
candidiasis hatasat az OSCC progressziojara, sikeresen létrehoztunk
egy in vivo xenograft egérmodellt, amelyben immunszuppresszalt
egerek nyelvében OSCC-t, majd oralis candidiasist idéztiink el6.
Ezutan dsszehasonlitottuk az oralis candidiasist elszenvedd és el nem

szenvedd allatcsoportokat. A hisztopatologiai vizsgalatok alapjan



megallapitottuk, hogy C. albicans hatasara erds gyulladas alakult ki.
A gyulladas eldsegitheti a tumorprogressziot és a metasztazist azaltal,
hogy tumorprogressziot eldsegitd citokinek termelddnek. A
hisztopatologiai vizsgalatok sordn ordlis candidiasis hatasara
kialakulé epitelidlis-mezenchimalis tranziciét ¢és trombozist is
megfigyeltink. Az EMT kulcsszerepet jatszik a tumorinvazio ¢és a
metasztazis folyamataiban. A trombozis is bizonyitottan eldsegiti a
tumor progresszigjat, azonban a pontos mechanizmusok részleteiben
még nem ismertek.

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk az oralis
candidiasis tumorprogressziot elsegitd szerepérol, a p63, E-cadherin
¢és vimentin immunhisztokémiai festését végeztiik el. A p63 fehérjét a
TP63 gén kodolja, amely a TP53 gén (p53 fehérje) homologja. A p63
tultermeldédése  jol  alkalmazhatdé  prognosztikai — markerként
laphamsejtes karcinoma esetén. Az in vivo mintak esetén elmondhato,
hogy oralis candidiasis hatdsara magasabb szinten expresszalddott,
valamint lokalizalodott a sejtmagban a p63 fehérje. Laphamsejtes
karcinéma esetén a vimentin expresszidja metasztazissal €s rosszabb
prognozissal hozhatd Osszefiiggésbe. A hisztopatologiai mintdk
esetében oralis candidiasis hatdsara tobb vimentin-pozitiv sejtet
detektaltunk, mint a kontroll mintak esetében.

Egy korabbi tanulmany kimutatta, hogy a csokkent E-
cadherin mennyiség egy jol hasznalhatd6 marker a tumor névekedett
invazios kapacitasanak kimutatasara. Az oralis candidiasis hatasara E-
cadherin csokkenést figyeltiink meg az in vivo tumormintakban. A C.

albicans éaltali emelkedett p63, vimentin és csokkent E-cadherin



expresszio arra enged kovetkeztetni, hogy a tulszaporodott C. albicans
sejtek novelik az EMT folyamatat, amely rosszabb végkimenetelre
utal a betegek tulélését tekintve.

A hisztopatologiai eredményeket megerdsitettek az in vivo
transzkriptomikai eredmények. Ot olyan gént azonositottunk, amelyek
szerepet jatszanak az OSCC progresszidjaban, és oralis candidiasis
esetében nd génexpresszids szintjik (MMP1, MMP10, COL5A2,
SERPINB4, CRABP2). Fontos kiemelni az MMP1-et és az MMP10-
et, mivel az in vitro vizsgalatok is kimutattdk, hogy a C. albicans

noveli az Osszes szekretalt MMP aktivitast.

Osszegzésként a kovetkezé eredmények elérésérol szamolhatunk
be:

1. A hdinaktivalt Candiddk, valamint a zimozan hatassal vannak az

OSCC  sejtek  metasztazissal — Osszefliggésbe  hozhato

tulajdonsagaira.

2. Az ¢él6 Candida gombdk hatassal vannak az OSCC sejtek

metasztazissal Osszefiiggésbe hozhato tulajdonsagaira.
3. Az ¢l6 C. albicans stimulus aktivalja az OSCC invaziv

folyamataiban szerepet jatszo géneket és jelatviteli utakat in

vitro.
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4. Sikeresen kidolgoztunk egy 1j xenograft egérmodellt a C.
albicans  OSCC  progresszidjara  gyakorolt  hatdsanak

vizsgalatahoz.

«pux

6. Az oralis candidiasis noveli az OSCC progresszidjat kiilonb6zo

gének expresszidjanak befolyasolasaval in vivo.
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