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1 TARTALMI OSSZEFOGLALO

A szajliregi laphamsejtes karcinoma (OSCC) komoly egészségligyi kihivasokat
jelent vilagszerte, amely az Osszes tumoros megbetegedés 2-4%-at teszi ki. Korabbi
tanulméanyok kimutattak, hogy OSCC esetén tobb ¢&s tobbféle ¢lesztdgomba talalhatd a
betegek szdjiiregében, mint az egészséges szajban, valamint a tumor felszinén is tobb
gomba ¢l, mint az egészséges felszinen. Legnagyobb mértékben a tumorterdpia,
valamint a megvaltozott tumor-immun mikrokdrnyezet megvaltozasa az oka a gombak
tulzott elszaporodasanak. Emellett tanulméanyok azt is bizonyitottak, hogy a Candida
gombak hozzdjarulnak a szajliregi tumorok kialakulasahoz kiilonb6z6é karcinogének
termelése altal. Ezek alapjan elmondhatod, hogy pozitiv korrelacié van a Candida
gombak ¢és az OSCC kialakulasa kdzott, azonban a kolcsonhatas pontos mechanizmusa
még nem ismert.

Munkdénk soran ezért célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az oralis candidiasis
OSCC progressziojara gyakorolt hatasat. In vitro eredményeink alapjan elmondhato,
hogy héinaktivalt Candidak, zimozan és €16 Candida parapsilosis jelenlétében nem,
vagy enyhe valtozas torténik, azonban €16 Candida albicans hatasara jelentésen megnd
az OSCC sejtek szekretalt matrix metalloproteinaz aktivitasa, onkometabolit termelése,
valamint az OSCC progressziojaban szerepet jatszo szignalizacios utak aktivalodnak, és
megnovekszik szamos ebben a folyamatban érintett gén expresszidja is.

Munkank soran sikeresen létrehoztunk egy 0j in vivo xenograft egérmodellt,
amely alkalmas az oralis candidiasis OSCC progressziojara gyakorolt hatasanak
vizsgalatara. In vivo eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az oralis candidiasis
noveli az OSCC progressziot a C. albicans indukalta gyulladés (infiltralé immunsejtek)
révén. Tovabba azonositottunk ordlis candidiasis hatasara aktivalodé metasztazisban
szerepet jatszo géneket, valamint olyan markerek (E-cadherin, vimentin, p63)
expressziojanak novekedését vagy csokkenését figyeltiik meg, amelyeknek szerepe van
az epitelidlis-mezenchimalis tranzicioban (EMT), ezaltal a tumorprogresszidban.

Mindent Osszegezve elmondhatd, hogy az opportunista humanpatogén C.
albicans részt vesz az OSCC progresszid komplex folyamataban, emiatt sziikséges

tovabb tanulmanyozni ezt a jelenséget, €s 01 terapids célpontokat keresni.



2 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACO Akonitat

ASNSDI1 Aszparagin-szintetazt tartalmaz6 domén 1

ASP Aszpartat

ATP Adenozin-trifoszfat

BrdU 5-broém-2-dezoxiuridin

CD4+ Helper T-sejt

CFU Kolo6nia formalo egység

CIT Citrat

DEG Differencialisan expresszalt gén

DLST Dihidrolipoamid-szukcinil-transzferaz

ELISA Enzim kapcsolt immunszorbens vizsgalat

EMT Epitelidlis-mezenchimalis tranzicid

ERY Eritr6z-4-foszfat

FBS Fetalis borju szérum

FUM Fumarat

GA-3P Glicerinaldehid-3-foszfat

GAPDH Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

G/F-6P Gliik6z/fruktoz-6-foszfat

GLUT Glutamat

GLY Glicin

GOT1 Glutamat-oxalacetat-transzaminaz 1

HBSS Hanks kiegyenstlyozott so6oldat (Hank’s Balanced Salt
Solution)

H&E Hematoxilin-eozin

HI Hdéinaktivalt

HIFla Hipoxia indukalta faktor 1 a

HIV Human immundeficiencia virus

HPLC-HRMS Nagyhatékonysagi  folyadékkromatograffal — kapcsolt

nagyfelbontasu tomegspektrometria

HPV Human papilloma virus
IPA Génkapcsolatok vizsgalata (Ingenuity Pathway Analysis)
ISOC Izocitrat



KEGG Kiotdi gének és genomok enciklopédigja

KET a-ketoglutarat

MAL Malat

MET Metionin

MMP Matrix metalloproteindz

MOI Fertézendd sejtek és a fert6z6 agens ardnya (OSCC

sejt:gomba sejt, Multiplicity of Infection)

NUDE Timozin hidnyos egér (T-sejt hidnyos)
OPC Sz4j-garatiiregi candidiasis

OSCC Széjiiregi laphdmsejtes karcindbma
OXA Oxalacetat

PAS Perjodsav-Schiff-reakcid

PAMP Patogén-asszocidlt molekularis mintazat
PRR Mintézatfelismerd receptor

PBS Foszfat-pufferelt sooldat

PhOS Foszfoenolpiruvat

PRO Prolin

PYR Piruvat

ROS Reaktiv oxigén szdrmazékok

RPKM Lefedettségi érték

scSEQ Egy-sejt szekvenalas

SEM Pésztazé elektronmikroszkop

SNAIL SNAIL csalad transzkripcios represszor 1
SUC Szukcinat

SCID Sulyos kombinalt immunhidny
SUCLA2 Szukcinil-KoA ligaz, B-alegység
TCA Trikarbonsav

Th17 T helper 17 sejt

URA Upstream szabalyozo analizis

YPD Elesztd-pepton-dextroz tapoldat

3PG 3-foszfoglicerat



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Szajiiregi laphamsejtes karcinoma (OSCC)

3.1.1 Az OSCC eldfordulasa, klinikai megjelenése

A fej-nyaki daganatok komoly egészségligyi problémat jelentenek vilagszerte,
2018-ban a nyolcadik helyen élltak a leggyakrabban eléfordulé tumorok listajan!. Az
Osszes tumoros megbetegedés 2-4%-a érinti a szajiireget, ezek tobb mint 90%-a
szajiiregi laphamsejtes karcinoma?. 2004 és 2009 kozott tobb mint 300.000 szajlireget,
illetve szdjgaratot érintd tumort regisztraltak vildgszerte. Ugyanebben az idészakban
tobb mint 7.000 ember halt meg ennek a tumor tipusnak a kovetkeztében?. Szajiiregi
tumoros megbetegedések koz¢é nemcsak a szajiireget érintd neoplasztikus elvaltozasokat
neoplasztikus elvaltozasok is*. Az elmult évtizedekben, a jelentds terapias fejlesztések
ellenére, az OSCC morbiditasi és mortalitdsi aranya nem valtozott szignifikdnsan. A
morbiditasi és mortalitasi adatok férfiaknal 6,6/100.000 és 3,1/100.000, mig a nOknél
2,9/100.000 és 1,4/100.000°. A betegek esetében az otéves tulélési arany 40 és 50%
kozott mozog. Az OSCC diagndzisat altalaban mar csak eldrehaladott allapotban allitjak
fel annak ellenére, hogy konnyti a szdjiireghez hozzaférni és vizsgalni azt. Egy kutatas
szerint a kialakult szajliregi elvaltozasokat a betegek gyakran kisebb, veszélytelen
elvaltozasoknak vélik, nem tulajdonitanak neki megfeleld figyelmet. Emiatt a betegek
sokszor nem torddnek a tlinetekkel, nem fordulnak iddben megfeleld szakemberhez.
Van, hogy sajat maguk probaljak kezelni a problémat, példaul megvaltoztatjak étkezési
szokésaikat, valamint el0szor barataiknak, csaladtagjaiknak emlitik a tiinetek észlelését,
ezzel késleltetve a korai diagnozis lehet6ségét®.

Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) 2008-as iilésén megsziintették a
,potencialisan rosszindulatu elvéltozasok™ és a ,,potencidlisan rosszindulati allapot”
kifejezéseket, helyette a ,,potencidlisan rosszindulati rendellenességek” kifejezést
hasznaljak, masnéven praecancerosus allapot vagy praecancerosus 1¢zi6. Ezek olyan
megvaltozott szdvetteriiletek, amelyben a karcinoma gyakrabban alakul ki, mint az
ugyanazon lokalizacidju nyélkahartyan. Ezek kozé tartozik a leukoplakia (szdjiireg
nyalkahartydjan megjelendé fehér folt), erythroplakia (szajlireg nyalkahartydjan
megjelend vords folt), cheilitis chronica actinica (napsugéarzas okozta idiilt

ajaknyalkahartya-gyulladas), cheilitis abrasiva praecancerosa (cheilitis chronica actinica
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esetén jelentésen erodalt teriiletek), keratoacanthoma (napfénynek kitett feliileten
kialakulé bdérdaganat). A praemalignus elvaltozasokbol kezelés nélkiil nagy
valoszinliséggel malignus daganat alakul ki’.

A szajliregi laphamsejtes karcindma leggyakoribb tlinete a fajdalom, azonban
csak akkor jelentkezik, ha a 1ézi6 elér egy adott méretet. Ebben az esetben a betegek
csak a fajdalom kialakulasakor fordulnak orvoshoz, ezért gyakran a karcindma korai
allapotaban észrevétlen marad®. Az OSCC elérehaladottabb éallapotaban, nagyobb 16zid
esetén a tiinetek a diszkomfort érzéstdl a komoly fajdalomig terjedhetnek. Tovabbi tiinet
lehet a vérzés, mozgd fogak, 1égzésproblémak, beszédnehézségek, nyelési nehézségek,
trismus (allkapocs korlatolt mozgathatdsaga), valamint a paraesthesia® (érzékszervek
érzékelési zavara). Az OSCC szinte barhol eléfordulhat a szajban, azonban van néhany
teriilet, ahol gyakrabban kialakul, leggyakrabban (az esetek 50%-aban) a nyelven vagy a
szajfenéken. Egyéb el6fordulasi teriilete lehet a bukkalis mukdza, a zépfog mogotti
teriilet, foginy, lagyszdjpad, valamint ritkdbban a kemény szajpad és a nyelv hatso
része’.

Az OSCC Kklinikai diagnoézisa esetén mindig sziikséges a szdvettani vizsgalat,
mivel a klinikai karakterisztikdk Onmagukban nem elég megbizhatoak. Korai
stddiumban gyakran eléfordul a nem megfeleld diagnozis felallitdsa, azonban
elérehaladottabb stadiumban egyértelmiick az OSCC jelei'®!!. A 1éziok mérete néhany
millimétertél néhany centiméterig (a legeldrehaladottabb allapotban) terjedhet. Egy
retrospektiv tanulmany szerint egy atlagos eldrehaladott allapotban 1évd 1€zi6 mérete
2,6 cm!'2, A kezdeti 1ézidk esetében kis méretiikbél adodoan altalaban nem jelentkeznek
tiinetek'>. Mint minden tumor esetében, az OSCC-nél is rendkiviil fontos a korai
diagnoézis. A harom hétnél tovabb fennall6 1€zi6 esetében gyanakodni kell az OSCC-re.
A korai rosszindulati 1ézi6 megjelenési forméja altalaban egy erythroplakia'®, amely
voros vagy voros-fehér részekbdl allo kissé érdes, jol koriilhatarolhatéd tertilet (1. A
abra). Néha kellemetlen érzést okozhat, de a legtobb esetben nem jar fdjdalommal. A

rosszindulati 1ézidk legjellemzébb tulajdonsagai a fekélyesedés, nodularitas, illetve

megtapadas az alsoébb szoveti rétegben (1. B dbra).
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1. abra: (A) Erythroplakia a nyelv lateralis hataran. (B) Szajiiregi laphamsejtes

karcindma a nyelv alveolaris gerincén (Jose Bagan és mtsi. 2010)'.

3.1.2 Az OSCC rizikdfaktorai

Ahogy a legtobb betegség esetén, az OSCC kialakuldsaban is genetikai és
kornyezeti  tényezOk jatszanak szerepet. Ezek a tényezok a dohéanyzas,
alkoholfogyasztas, taplalkozasi szokasok, onkogén virusok, csaladi és genetikai hajlam,
immunszuppresszalt allapot, szajhigiénia, valamint a szaj mikroflordja.

A legfontosabb kiilsd rizikoéfaktor a dohanyzas és az alkoholfogyasztas. A
szdjiiregi daganatok és a dohanyzas kozotti kapcsolatot epidemioldgiai vizsgélatok
tamasztjak ala'>. A dohanyfiist tobb mint dtezer kémiai anyagot tartalmaz, amelyb6l 98
bizonyitottan karcinogén'é. A dohanyfiistben 1év6 legjelentésebb karcinogén anyagok
az aroméas szénhidrogén benzpirének és a nitrozaminok. Allatkisérletekkel
bizonyitottdk, hogy ezek a karcinogének szdjtumort okoznak. Ezek az addicios
vegyliletek a DNS replikacidjdban kritikus szerepet jatszo génekben is mutaciot
okoznak!”. A potencialis gének genetikai polimorfizmusa kulcsszerepet jatszhat abban,
hogy a dohanyfiist hatasira OSCC alakuljon ki!®. Az alkoholnak 6nmagaban nem
bizonyitottdk a karcinogén szerepét OSCC esetében, azonban epidemioldgiai
vizsgalatok igazoljak az alkohol és a dohdnyzas szinergikus hat4sat. Az alkohol noveli a
nyalkahartya permeabilitdsat, amely a dohéanyflistben 1évé karcinogén anyagok
konnyebb sejtbe jutasat eredményezi'®. Az alkohol és a dohanyzas egyiittes hatasa
tizenotszorosére noveli az OSCC  kialakulasinak esélyét?®. Délkelet-Azsidban,
kiilonosképpen Indidban gyakori szokds a bételdi6 ragasa, amelyet gyakran
dohanylevéllel kevernek. A kozelmultban szamos kutatast végeztek a bételdioban és a

dohanylevélben jelen 1évd karcinogének kimutatasara. Bizonyitottak, hogy a bételdio
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egyes Osszetevoi novelik a sejtek proliferacios aktivitdsat. Ezenfeliil tartalmaznak
reaktiv oxigén szarmazékokat (ROS), metilalo agenseket, illetve reaktiv metabolikus
intermediereket, amelyek kiilonb6z6 DNS kéarosodasokat okoznak, ezéltal
hozzajarulnak az OSCC kialakulasahoz?!.

Az OSCC kialakuldasanak masik tényezdje az étrend. Tobb epidemiologiai
tanulmany is aladtdmasztja, hogy megfeleld étrenddel csokkenteni lehet az OSCC
kialakulasanak kockézatat. A zoldség és gyiimdlcs alapu taplalkozas segiti a karcinogén
anyagok eliminéalasat a benniik 1év vitaminok, antioxidansok, rostok révén?2,

Az egyik legfontosabb rizikofaktor a virusfertdzések, amelyek nagymértékben
novelik az OSCC kialakulési esélyeit. Az OSCC esetén a legjelentésebb onkogén virus
a Human papilloma virus (HPV) (ezen belill is a HPV16). Tobb mint 100 HPV-t
azonositottak, amelyek onkogenikus potencidllal rendelkeznek. Ellentmondésos
eredményeket mutatnak azok a kutatdsok, amelyek a HPV OSCC kialakulasaban
betdltott szerepét vizsgaltak. Szamos kutatocsoport szerint a HPV hosszabb ideig jatszik
szerepet a karcinogenezis kezdeti szakaszédban, mésok szerint csak egy rovid ideig (,,hit
and run” elmélet) jarulnak hozzd a tumor kialakuldsdhoz. A HPV-vel kapcsolatos
hipotézis szerint a virdlis E6 fehérje kotddik a p53 fehérjéhez, amely a p53
gatolja annak aktivitasat. Ezeknek a kulcsfontossagi onkoszuppressziv molekuldknak a
deregulacioja kontrollalatlan sejtosztddashoz és az apoptdzis hianyahoz, ezaltal OSCC-
hez vezethet. A szakirodalom jelenlegi alldsa szerint onmagaban a szdj mukdzajanak
HPV fertézése nem elég a malignus transzforméciohoz, sziikséges hozza valamilyen

egyéb karcinogén anyag jelenléte is?>27.

3.1.3 Az OSCC kialakulasanak molekularis hattere

A szdjiiregi laphamsejtes karcindoma sejtjei a keratinocitakbol alakulnak ki.
Mint minden tumor esetében az OSCC-t is a DNS mutacidja okozza, amely torténhet
spontan moddon, azonban kiilsé tényezdk is eldsegithetik, mint példaul kémiai, fizikai
vagy mikrobidlis hatdsok. A DNS megvaltozasanak eredményeképpen egy egészséges
keratinocitabol premalignus vagy malignus keratinocita alakulhat ki, amelyet a
kontrollalatlan sejtosztodds jellemez. Ezek autoném sejtekké valnak, amelyek a
hamszovet bazéalis membranjan keresztiil képesek eljutni a nyirokcsomokba, a

csontokba, agyba, méajba és mas helyekre, ahol attétet képeznek?®. Szamos tanulmany
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foglalkozott az OSCC kialakulasanak 6roklddési faktoraival. A betegség kialakulasanak
relativ veszélye az OSCC-vel diagnosztizalt paciensek kdzvetlen rokonai esetében 1,1-
3,8 esélyhanyados kozott mozog?®. Tobb gént azonositottak, amelyeket az OSCC
kialakuldsdban hajlamositd tényezdként tartanak szamon. Legnagyobb mértékben azon
gének polimorfizmusat hozzdk Osszefliggésbe az OSCC-vel, amelyeknek a
xenobiotikumok lebontasaban van szerepe. Ilyen példaul a citokrom P450 1A1 és a
glutation-S-transzferaz génje3%3!.

Az OSCC kialakuldasaban nemcsak 0roklott genetikai faktorok vesznek részt,
hanem kiilsé kornyezeti hatasok is novelhetik a tumor képzddésének esélyét?. A
karcinogéneknek vald hosszutava kitétel egy-egy adott gént, de akar nagyobb
kromoszémarészeket, kromoszoémékat is kérosithat. A DNS karosodasa igy

crer

tulélését ¢és proliferacigjat serkenthetik. Az ilyen mutaciok bizonyos gének
demetilacidjat vagy hipermetilacidjat okozhatjak®*>*. Az onkogének a kovetkezd
csoportokba sorolhatok: (1) ndvekedési faktorok és novekedési faktor receptorok (hst-1,
int-2, EGFR/erbB-2, c-erbB-2/Her-2, sis), (2) transzkripcios faktorok (mye, fos, jun, c-
myc), (3) intracellularis szignal transzducerek (ras, raf, stat-3), (4) apoptdzis inhibitorok
(bcl-2, bax), (5) sejtciklus szabalyzok (cyclin DI1)*. Ezek az események
hozzajarulhatnak, hogy egy egészséges keratinocita sejt autonoém legyen, korlatlanul
osztddjon, ¢és kialakuljanak az invaziv tulajdonsagok, amelyek metasztazishoz
vezethetnek.

A szajtumorok kialakuladsara alkotott elmélet szerint a szaj epitéliuma
karcinogén faktoroknak van kitéve, ezért az egész teriileten nagyobb az esélye, hogy
malignus 1ézidk alakuljanak ki a tumorszuppresszorokban ¢és onkogénekben
bekovetkezd genetikai valtozasok felhalmozoddsa miatt. Ezt az elméletet ,field
cancerization” (terlileti tumorosodas) elméletnek nevezik®®. Az elmélet alapjan
lehetséges, hogy a kialakuld szajiiregi karcindma eredete heterogén, azaz nem egy,
hanem t6bb sejt tumorosodasabol ered?’. Ezzel szemben tobb tanulmény is van, amely
szerint heterogén tumorok kiindulasi allapotukban homogén eredetlick, amely egy
tumor Jssejtbdl indul ki, azonban a genetikai instabilitds miatt differencialédnak és a
tumor heterogénné valik®8. Ez az elmélet szerint egy Ossejt, amely az epitéliumban
helyezkedik el, genetikai valtozasokon megy keresztiil és utodsejteket képez, amelyek

mind hordozzak a kialakult genetikai médosulast. Ez a kialakult sejttomeg akéar néhany

centiméteres is lehet, amely a szaj mukdzajaban helyezkedik el és gyakran észrevétlen

12



marad a diagnoszta eldtt. Bizonyos esetekben eltéré morfologiai jellemzdkkel birhat,

példaul erythroplakia vagy leukoplakia formajaban jelenik meg?®.
3.1.4 OSCC metabolizmusa

Hanahan és Weinberg?® hat tulajdonsagot irt le, amely a tumorsejtekre jellemzd:
(1) kiils6 novekedési szignaloktol vald fiiggetlenség, (2) a novekedésgatlo jelekkel
szembeni érzéketlenség, (3) korlatlan replikativ potencial, (4) angiogenezis fenntartasa,
(5) szoveti invazid, (6) metasztazis. Tiz évvel késobb kiegészitették munkajukat és még
két tulajdonsagot allapitottak meg, amely jellemzi a tumorsejteket: (1) az
immunrendszer megkertilése, (2) sejtek metabolizmusanak ujraprogramozasa*®. A mar
elfogadott tumorjellegzetességeket nem egyenként kell vizsgalni, hiszen az ezeket
kialakitd6 metabolikus utvonalak mind Osszefliggenek. Ez egyfajta holisztikus nézet,
miszerint a redukcionista elmélet (a tumorok a génekben végbemend szomatikus
mutaciok kdvetkezményei) és az organicista elmélet (a tumor egy rendszer/szovet szintli
rendellenesség kovetkezménye) nem mondanak ellent egymdésnak, hanem éppen
kiegészitik egymast?!.

A tumor nemcsak a tumorsejtek halmaza, hanem egy komplex szdvet, amelyet
kiilonboz6, egymassal heterogén interakcidokban résztvevo sejtek alkotnak. Ezen kiviil a
tumorasszocialt sztromat alkotd sejtek és nem sejtes elemek is aktiv résztvevdi a
tumorgenezisnek. A tumor-mikrokdrnyezet heterogenitdsa feji és nyaki daganatok
esetén is megfigyelhetd, ahol a malignus feji és nyaki laphamsejtes karcinoma sejtek
mellett fibroblasztok ¢és immunsejtek is jelen vannak. Az OSCC megvaltozott
metabolizmusdhoz pedig a rezidens mikrobidta, az alkohol és dohanyfiistben 1évo

anyagok metabolizmusa is hozzajarul*® (2. abra).
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2. abra: A fej-nyaki daganatok mikrokdrnyezete és metabolizmusa

(Shin és mtsi. 2016 alapjan modositva)*2.

Mivel az oxigén ¢és tapanyag ellatottsdg folyamatosan fluktudl, ezért a
kornyezetben a sejtek mindig az adott koriilmények kozott a leghatékonyabb
metabolikus utvonalakat aktivaljak. Azt, hogy mindig az éppen sziikséges enzimkészlet
expresszalodjon, poszttranszlacios, genetikai és epigenetikai modositdsokkal érik el. A
folyamatosan valtozé koriilményekhez valo alkalmazkodas kovetkeztében a tumor és
annak kornyezete térben és idében rendkiviil heterogén és dinamikusan valtozik. A
tumorsejtek genetikai instabilitdsanak koszonhetden sokféle metabolikus fenotipus
megnyilvanulhat, igy szinte mindig akad olyan tumorsejt szubpopulacio, amely a
kedvezdtlen kornyezetben is talél, osztodik, sot a kiillonbdzd tumorterdpidkkal szemben
is ellenallé*. A megvaltozott metabolikus folyamatok kategorizalhatok aszerint, hogy
milyen mértékben és moddon jarulnak hozza a tumorgenezishez. Eszerint lehetnek
transzformalok, megengeddk és semlegesek. A transzformald metabolikus aktivitadsok
hatterében 4ltalaban valamilyen enzim mutaciok allnak, ezek koziil a leginkabb
tanulméanyozott az izocitrat-dehidrogenaz 1 és 2, fumarat-hidratdz és a szukcinat-
dehidrogendz enzimkomplex tagjai. A megengedd folyamatok nem a sejtek
transzformaciojat, hanem a tumorprogressziot segitik, ezek a folyamatok a
bioenergetikaban, redox egyensuly fenntartdsdban és a makromolekuldk eléallitasaban
vesznek részt. A tumorprogresszid szempontjabol nehéz egy metabolikus aktivitast

semlegesnek nyilvanitani, hiszen a valtozé koriilmények ezeket a folyamatokat
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bizonyos helyzetekben sziikségessé, maskor helyettesithetévé teszik*. A
tumorsejteknek nagy mennyiségli gliikozra van sziikségik az ATP (Adenozin-
trifoszfat), illetve kiillonb6z6 prekurzorok eldallitasdhoz. Ezenkiviil aminosavakat,
amelyek szén- ¢€s nitrogénforrasként szolgidlnak a makromolekuldk szintéziséhez,
valamint ATP-forrast igényelnek. Zsirsavakra foként a membranok felépitéséhez van
szlikségiik. Ha a tumor vérellatasa korlatozottd valik, a sejteknek alternativ utvonalakat
kell talalniuk, és autofagiaval, makropinocitozissal, extracelluldris lipidek felvételével,
valamint a metabolikus utvonalaik Ujraprogramozéasaval kell biztositaniuk a sziikséges
intermediereket. Az intenziv, felgyorsult metabolizmus megemelkedett, a mar kéarositd
szintet elérd ROS termeléséhez vezet. Ebben az esetben a sejteknek antioxidansokra és
redukald agensekre, példaul NADPH-ra van sziiksége. Ennek érdekében jellemzden a
pentoz-foszfat Gt és a folat-ciklus fokozodik®.

Ezek az utvonalak halézatot alkotnak és kozos intermedierjeik révén hatnak

egymasra (3. abra).

Gliikoz
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G6P -‘
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3. abra: A tumorsejtek leggyakrabban megvaltozott metabolikus Gtvonalai

(Dong és mtsi. 2017 alapjan modositva)*S.
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A legeldszor tanulméanyozott tumorsejtekben bekovetkezd metabolikus Gitvonal
véltozas a Warburg-effektus volt, miszerint a tumorsejtek oxigéndus kdrnyezetben is az
anaerob glikolizist részesitik eldnyben az oxidativ foszforilacioval szemben. A
glikolizaci6é soran képzddd piruvat nem jut be a citoplazmabdl a mitokondriumba,
hanem laktatta alakul. Mivel ennek a folyamatnak a soran kevesebb ATP keletkezik, a
tumorsejteknek nagy mennyiségli gliikozra van sziikségiik*’. Az intenziv gliikozfelvételt
OSCC-ben is kimutattdk. A tumorsejtek a gliikdzt prekurzorként haszndljak a
bioszintetikus folyamatokhoz, valamint a pentoz-foszfatokat biztositd pentdz-foszfat
uthoz. A glutaminolizisnek fontos szerepe lehet a laktat felhalmozdodéasaban, mivel ez
biztositja az ATP termeléshez sziikséges redukald dgenseket. Ennek a folyamatnak az
aktivalodasat OSCC sejtekben is bizonyitottak*®. A premalignus és OSCC szdvetek tobb
aminosav (alanin, glutamat, glutamin, glicin, lizin, prolin, szerin, treonin) esetén
csokkent koncentraciét mutatnak az egészséges kontroll szovetekhez képest. Az
aminosavak intenziv felhaszndldsa a premalignus ¢és tumoros sejtekben az
energiametabolizmus és a bioszintetikus folyamatok fokozott miikddésére utal, amely
sziikséges a gyors proliferacio fenntartasahoz®.

Egy, a nyelvbdl szdrmazd laphamsejtes karcindma sejtvonalat egészséges
fibroblasztokkal, valamint a tumoros sejtekbdl szarmazé elsddleges és masodlagos
metasztatikus sejtvonalakkal Osszehasonlitdé tanulmanybol az deriilt ki, hogy az
aminosav metabolizmus ¢€s a sejtciklus szabdlyozds megvaltozasa a kevésbé invaziv
fenotipusokra jellemz6é. A lipid metabolizmus megvaltozasa pedig az invazivabb,

metasztatikus valtozasokkal hozhatd 6sszefiiggésbe™.
3.1.5 Az OSCC terapidja és prognozisa

OSCC esetén leggyakrabban alkalmazott terapia a mutéti Uton torténd
eltavolitds, sugarterapia, kemoterapia, illetve ezek kombinacidja>!. Annak ellenére,
hogy a terapids modszerek nagymértékben fejlddtek, évtizedek ota az 5 éves tulélési
arany 50%2. Az els¢ és masodik stddiumban leggyakrabban miitéti eltavolitast,
sugarterapiat vagy a kettdé kombinaciojat alkalmazzak, amely 4ltaldban tartds
gyogyulast eredményez. A mitét, sugdrterdpia vagy kemoterdpia kombindcidjat
altaldban az OSCC harmadik és negyedik stddiumaban alkalmazzak®. Altaldnosan
elfogadott tény, hogy az OSCC prognodzisa a korai szakaszban a legjobb, kiilondsen

azokban az esetekben, ahol a tumor még nem képzett attétet. Sajnos a legtobb OSCC-t a
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késoi szakaszokban diagnosztizaljak>. Az el6rehaladott stadiumban 1évé OSCC talélési
aranya nem haladja meg a 12%-ot, a legtobb paciens az elsd 30 honapban meghal a
betegség kovetkezményeit6>**°, Amennyiben az OSCC metasztazist képez, az az
esetek 80%-aban a nyaki nyirokcsomokban jelentkezik. Ebben az esetben altalaban
nyaki lymphadenectomiat, vagyis a nyirokcsomok kimetszését végzik®. A kemoterapiat
illetden a leggyakrabban alkalmazott kemoterapias szer a ciszplatin®’.

A hagyomanyos terapias eljarasok mellett alkalmaznak célzott molekularis
terapidkat is, mint példaul a monoklonalis antitest terapia és a génterapia. Ezeknek a
legnagyobb eldnye, hogy nincs vagy csak nagyon enyhe mellékhatdsaik vannak az
egészséges sejteket tekintve. A célzott molekularis terapidkat esetenként hagyomanyos
terapidkkal kombinalva alkalmazzak. A célzott molekuldris terapia f6 targetjei a (1)
novekedési faktor receptor (EGFR), (2) ciklooxigendz-2 (COX-2), (3) peroxiszéma
proliferator altal aktivalt receptor y (PPARy) (4) progeszteron receptor. Ezek a

crer

3.1.6 OSCC egérmodellek

Az egérmodellek rendkiviil fontos szerepet jatszanak az OSCC kialakulasanak
¢és progressziojanak vizsgalatdban. Jelenleg kémiai mutagénekkel indukalt, genetikailag
modositott és transzplantalt (xenograft) egérmodellek allnak rendelkezésre. Mindegyik
modellnek van elénye és hatranya, de mindegyik modell legnagyobb hatranya, hogy
egérben indukalt a tumor kialakuldsa, igy kiillonbséget mutat az emberi OSCC-hez
képest®®. Kémiai mutagenezis soran a 4-nitrokinolin-1-oxid (4NQO) molekulat
hasznaljadk a leggyakrabban. Jelenléte oxidativ stresszt, valamint szubsztitiiciokat
eredményez, amely az adenozin guaninra cserélését eredményezi. Ezek a folyamatok
hasonléak a dohanyzés altal okozott genetikai és epigenetikai valtozasokhoz, ezért a
4NQO altal indukalt OSCC egérmodell lehetdséget ad a dohdnyzas altal kialakult
szajiiregi laphamsejtes karcinoma tanulmanyozasara®. A kémiai mutagénekkel
eldallitott OSCC egérmodellek mellett 1éteznek genetikailag moddositott egérmodellek
is. Ebben az esetben genetikai moddositdsokat végeznek onkogének aktivacidja vagy
tumorszuppresszorok inaktivacidja érdekében. Megfeleld promoterek segitségével,
amelyek az egér szdjiiregében talalhatoak szdjiiregi laphdmsejtes karcindma idézhetd

el6®. A harmadik lehet6ség a OSCC egérmodell 1étrehozasara a xenograftok eldallitasa.

A folyamat sordn human OSCC sejteket injektalnak ektopikusan vagy ortotopikusan
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immunszuppresszalt egerekbe®. Az ektopikus xenograft modell esetén human
tumorsejteket fecskendeznek szubkutan az 4llat testének egy pontjaba (nem a
szajliregbe). Ortotopikus xenograft modell esetén pedig a szdjiiregbe injektaljak
tumorsejteket, leggyakrabban az allatok nyelvébe. A xenograft modell tovabbi két
csoportra oszthatd az alapjan, hogy egy human sejtvonal sejtjeit, vagy egy paciens
tumormintajabol szdrmazo sejteket juttatnak az allatba®'. Egy kisérleti modellben
human HSC-2 tumoros sejtvonal sejtjeit injektaltak balb/c NUDE (T-sejt hidnyos)
egerek nyelvébe, amely sordn az egerekben 9 nap alatt lathaté tumor nétt, a

tizenkettedik napra pedig a tumor szignifikans sulyvesztést eredményezett®,

3.2 Oralis mikrobiota

Joshua Lederberg hasznalta eldszor a mikrobiom kifejezést, amely az emberi
testen €16 mikrobak kozdsségét jelenti. Ez a kozosség mutualisztikus, kommenzalista és

patogén mikroorganizmusokbol all®3

. Az emberi testen é16 mikroorganizmusok szdma
nagysagrendileg Osszevethetd az emberi testet alkotd sejtek szamaval®. Az ordlis
mikrobiom/mikrobiota vagy mikroflora kifejezés az emberi szajiiregben talalhato
mikroorganizmusokra utal®. Az oralis mikrobiom kifejezést néha az emberi
szajliregben ¢l6 mikroorganizmusokra vonatkoztatjadk, azonban legtobb esetben a
szajban ¢€l6 Osszes mikroorganizmus kollektiv genomjira vonatkozik. Az emberi
szervezetben a tdpcsatorna mikrobiotdja utdn az oralis mikrobidta a masodik
legnagyobb mikrobidlis kozosség. Az emberi mikrobidta all egy kozponti és egy
variabilis részbdl. A kozponti az, amelynek Osszetétele minden embernél ugyanaz, a
variabilis pedig egyénenként valtozik az életmdd ¢€s a fizioldgias kiilonbségek miatt. A
szajliregben kétféle feliilet van, amelyet a mikroorganizmusok képesek kolonizalni: a
fogak kemény és puha szovetei, illetve a szdj mukozaja®. A szijlireg felszinét
mikroorganizmusok altal alkotott biofilm vonja be®’. A szajiireg kiilonbozé tertiletei —
fogak, nyelv, foginy, szdjpad lagy ¢és kemény része — tapanyagban gazdag,
szaporodashoz optimalis koriilményeket biztositanak a mikroorganizmusok szamara®®,
A szajlireg atlagos homérséklete 37 °C, amely konstans, igy stabil koriilményeket
biztosit a mikroorganizmusok szdmaéra. A nyal pH-ja 6,5-7 kozott mozog, amelynek

értéke szintén stabil és a legtobb mikroorganizmus szdmara optimalis érték. A nyal

tovabba hozzasegiti a mikrobakat a tapanyagok felvételéhez®.
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3.2.1 Az ordlis mikrobiota kialakulasa

Az anyaméh, amelyben a magzat fejlédik alapvetéen steril’’, azonban a
legtjabb tanulmanyok arrdl szdmolnak be, hogy a varandos ndk 70%-anal az oralis
mikrobiota kolonizalja az intrauterin kornyezetet, kiilonosképpen a magzatvizet'!.
Sziiletéskor a csecsemd taldlkozik az anya méhének és hiivelyének mikroflorajaval,
késébb pedig a levegdben taldlhaté mikroorganizmusokkal. Annak ellenére, hogy ezen
folyamat soran egy csecsemd nagy mennyiségli mikrobéaval taldlkozik, a szdjiireg még
steril. A szdjlireg kolonizalasa az els6 taplalastol kezdve indul meg, innen kezdddik a
szajiiregi rezidens mikroflora kialakuldsanak folyamata’>. Nem sokkal a sziiletés utan
megkezdddik a szdjiireg mikroorganizmusok altali kolonizalasa. Pionir fajok azok,
amelyek legeldszor kolonizaljak a csecsemd szajliregét, ilyen példaul a Streptococcus
salivarius. Az els6 évben féleg aerob mikroorganizmusok jelennek meg, elsdsorban
Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces, Neisseria, illetve Veillonella fajok. Amint a
fogak elkezdenek kindni, a mikrobidlis kolonizaciohoz egyre tobb feliilet keletkezik. A
mikrobdk a fog kiilonb6zd részein plakkokat képezhetnek. A kor eldrehaladtaval, a
fogak elvesztése utan, a szaj mikroflordja a fogak kindvése eldtti allapotdhoz lesz

hasonlé’3.

3.2.2 Az ordlis mikrobiota alkotoi

Az emberi széjiiregben sokféle mikroorganizmus megtaldlhatd. Bizonyitott,
hogy mivel a mikroorganizmusok folyamatosan ki vannak téve a kdrnyezeti hatasoknak,
a kornyezet befolyésolja az oralis mikrobiota Osszetételét’*. A szdjiireg egy jellegzetes
okoldgiai niche, amely nagymértékben kiilonbozik az emberi test tobbi feliileteitdl, igy
egyediilallo kornyezetet biztosit a mikrobialis kolonizacid szamara. A szdjiiregen beliil
is kiilonbozo 6koldgiai nicheket kiilonboztetiink meg: foginy, nyelv, kemény ¢és lagy
szajpad, torok, nyal, fogak®®’>. A normal human oralis mikrobidtat baktériumok,
gombak, virusok, archedk és protozodk alkotjadk. A szakirodalomban szdmos tanulmany
fellelhetd, amely jellemzi a bakteridlis mikroflorat, azonban a mikobidtarél (human
mikroflora gombak alkotta része) igen keveset tudunk®®. MegkozelitSleg 700 prokaridta
faj talalhaté a szajiiregben, amelyek 12 torzsbe és 185 nemzetségbe sorolhatok. Ezen
fajok 54%-a hivatalos fajnévvel rendelkezik, 14%-a névvel nem rendelkezik, azonban
tenyészthetd, 32%-a pedig nem tenyészthetd®’. Az oralis mikroflora bakterialis részét

képezd 12 torzs a Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,
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Bacteroidetes,  Chlamydiae,  Chloroflexi,  Spirochaetes, ~SRI1, Synergistetes,
Saccharibacteria (TM7) és a Gracilibacteria (GN02)’S. Nemzetség szintjén az oralis
mikroba kozosség konzervalt. A hasonlosagok ellenére azonban emberenként, illetve a
szdjiiregen beliil a kiilonb6zo teriileteken eltér a mikrobiota fajszintli dsszetétele. A
nyelven szdmos papilla taldlhatd, amely az anaerob mikroorganizmusoknak biztosit

feliiletet. A szajiireg legkevésbé diverz teriilete a bukkalis mukoza’’.
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4. abra: A szajiregben el6forduld bakteridlis kozosség sematikus abrazolasa 10
egészséges szajiiregbdl vett minta alapjan. A belsé korben azok a baktérium
nemzetségek vannak feltlintetve, amelyek mind a 10 szajliregben (100%) eléfordultak.
Beliilr6l a mésodik korben taldlhatdé nemzetségek 6-9 (51-99%) szajiiregben voltak
jelen. A harmadik korben taldlhaté nemzetségek 3-5 (21-50%) szdjiiregben voltak
megtalalhatoak. A legkiilsé kor mutatja azokat a baktérium nemzetségeket, amelyek 1-2

ember (1-20%) szajiiregében voltak megtalalhatéak (Bik ¢és mtsi. 2010 alapjan

modositva)’®,
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Az egészséges szdjliregben nemcsak baktériumok, hanem protozodk, virusok és
gombiék is jelen vannak”. Ugy vélik, hogy a szajban é16 protozoak szaprofitak, amelyek
koziil legnagyobb szamban az Entamoeba gingivalis és a Trichomonas tenax van jelen.
Egy 2016-os tanulmany szerint a nyalban ¢és a fogakon talalhaté plakkokban a
Siphoviridae, Mpyoviridae és Podoviridae csalddhoz tartozé bakteriofdgok is
megtalalhatoak®. A szajban €16 baktériumok elveszitették a bakteriofagokkal szembeni
védekezd képességiiket annak érdekében, hogy megtelepedhessenek a szdjiireg
felszinein, ami miatt a fagok jelenléte és Osszetétele meglehetSsen stabil®!. A test mas
terliletein (belek, bor) 1évo bakteriofagok Osszetételéhez képest a szdjiiregben 1évo
bakteriofagok Osszetétele sokkal jobban fligg az egyéntdl és a nemtd1®2. Tovabba a
bakteriofagok hatdst gyakorolhatnak az altaluk megfert6zott baktériumok
patogenitasara, igy a sz4j mikrobiotaja altal kivaltott betegségek esetében a
bakteriofagok szerepe nem elhanyagolhato. A bakteriofdgok mellett a human sejteket
fertdz6 virusok is jelen lehetnek a szdjiiregben. A nyalmirigyeket érintd leggyakoribb
viralis eredetii betegség a mumpsz és a veszettség®’. Ezeken feliil gyakori a Herpes
simplex virus altali fertézés, amely kiilonb6z6 ¢€letkorban kiilonb6zd klinikai tiineteket
okozhat®, illetve gyakran jelen van az OSCC rizikofaktorai témakorben emlitett
HPVS5:86

Az ordlis mikrobiota tovabbi alkotéi a gombdk. Habar szamuk a
baktériumokéhoz képest alacsonyabb, méretiikbdl fakadoan hatasuk jelent6s®’.
Ghannoum ¢és munkatarsai végezték eddig a legatfogobb vizsgalatot, hogy azonositsék a
szajliregben €16 gombakat, azaz a mikobiom alkot6it®®. A tanulmany ravilagitott arra,
hogy a mikobiom egyénenként nagyban eltér. Az egészséges szdjliregben talalhato
mikobiomot 74 tenyészthetd €s 11 nem tenyészthetd gomba nemzetség alkotja. A
kozponti mikobiomhoz tartoznak a Candida, Cladosporium, Aureobasidium,
Saccharomycetales, Aspergillus, Fusarium ¢&s Cryptococcus fajok. Legnagyobb
mértékben Candida fajok vannak jelen, a kutatdsban résztvevok 75%-abdl volt

izolalhat6 valamelyik Candida faj.
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5. abra: A 15 leggyakoribb szajiiregben megtaldlhaté gomba nemzetség. A tanulmany
vizsgalta 20 egészséges egyén szajiiregében jelen 1évé gombdk mennyiségét. A
gyakorisag (%) arra utal, hogy a vizsgalt személyek hany szazalékanak a szajiiregében
voltak megtalalhatéak az adott gomba nemzetség képviseldi (Ghannoum ¢és mtsi. 2010

alapjan modositva)ss.

Egy masik tanulmany szerint is, amely 40 egészséges fiatal felndtt szajliregét
vizsgalta, a Candida fajok az orélis mikobidta legfébb alkotdi (68%). Tovabba nagy
szdmban voltak jelen Rhodotorula, Penicillium, Aspergillus és Cladosporium fajok.
Habar kisebb mértékben, de szintén jelen voltak Trichoderma, Scedosporium,
Alternaria és Rhizopus fajok. A szerzé megjegyzi, hogy a legtobb izolalt fonalas gomba
a kornyezetben is megtalalhaté®. Egy harmadik tanulmany®® pedig arrdl szamolt be,
hogy 1799 szdjiireget vizsgalva 415 esetben izolaltak gombat. Legnagyobb mértékben
(az esetek 71,8%-aban) az izolalt fajok kozott volt a Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, illetve a C. tropicalis. Kisebb szamban volt jelen a Kodamaea (Pichia)
ohmeri, egyéb Candida fajok, Trichosporon, Cladosporium, Pichia, Rhodotorula fajok,
valamint a Saccharomyces cerevisiae. A tanulmany tovabba megéllapitotta, hogy a kor,
egészségi allapot, sziiletési hely, illetve az él6hely befolyasolja a szajban megtalalhatd

gombak jelenlétét, diverzitasat.
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3.3 Oralis candidiasis

Az oralis mikobidta tagjai koziil leggyakrabban a Candida fajok okozzadk a
szajnyalkahartya fert6zését, jellemzOen immunhidnyos betegek esetében. Legtobb
esetben a CD4+ (Helper T sejt) ezen beliil is a Th17 (T helper 17) immunsejtek nem
megfeleld miikodése eredményezi a Candidak széjban torténd nagymértékii
elszaporodasat, emellett az antibiotikumok hasznalata miatt megvaltozik a szajlireg
bakterialis mikrobiotdjanak mennyisége és Osszetétele, amely szintén hozzajarulhat a
Candida fajok tulszaporoddsdhoz. Azonban a candidiasis kialakuldsdhoz altaldban
sziikséges a helyi vagy szisztémds immunszuppresszid, valamint az antibiotikumok
hasznalatanak egyiittes hatdsa®. HIV ~ (Huméan immundeficiencia virus) fert6zott
betegek esetében a mar emlitett Th17 és CD4+ sejtek funkciojanak elvesztése valtozast
okoz az oralis mikrobidta dsszetételében, amely soran az opportunista patogén gombak
teret nyerhetnek, azonban kimutattak, hogy a HIV és a Candidak k6zott direkt kapcsolat
is megvaldsulhat®®>. Az oralis candidiasis kialakuldsanak egyéb rizikofaktorai a
dohanyzas és a diszbidzis. A dohanyzas tobb mechanizmuson keresztiil is képes ndvelni
a Candidak szaporodasat és patogenitasat®®. Diszbidzis soran a megvaltozott mikrobialis
Osszetétel miatt teret nyernek az oppurtunista patogén Candida fajok. Ezek mellett a
nyal 4ramlasi sebessége, bizonyos nyalban 1évé fehérjék ¢és specifikus helyi
immunvalaszok  hozzajarulnak a C.  albicansszal ~ szembeni  velesziiletett
immuntolerancidhoz. A virulens C. albicansszal ellentétben a kommenzalista Candida
fajok olyan szabalyz6 immunvalaszt valtanak ki, amelyek egy folyamatos tolerogén
allapotot tartanak fenn a kommenzalistakkal szemben®*.

A HIV fert6zés mellett szdmos mas olyan immunhidnyos allapot van, amely
kovetkeztében kialakulhat oralis candidiasis. Ilyenek példaul a leukémia, tumoros
megbetegedések, kemoterdpia, sugarterapia, rossz szajhigiénia, alultaplaltsadg, helyi
vagy szisztémds kortikoszteroidok alkalmazdsa, mas immunmodulaldé gydgyszerek,

antibiotikumok, illetve egyéb szajbetegségek®*°.
3.3.1 Az ordlis candidiasis klinikai megjelenése

Az oralis candidiasis kialakuldsa esetében altaldban a gomba élesztd forma
helyett hifa formaban kezd el névekedni, igy lehetéség adodik a nyalkahartyaba torténd
behatolasra®?>97%8, Az esetek 70-80%-aban a C. albicans az oralis candidiasis okozoja,

azonban kisebb szamban mas fajok is képesek kivaltani a betegséget, mint példaul a C.
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glabrata vagy a C. tropicalis®®. Az oralis candidiasisnak két klinikai megjelenési
formajat ismerjiik. Az egyik a fehér candidiasis, amely fehér gombatelepek
megjelenését jelenti a szajliregben, a masik az eritémas (vords) candidiasis, amely a
leggyakoribb megjelenési forma, hosszi fennallds utdn a nyelv felszine sima, piros
lesz95:96.98.

A fehér candidiasisnak két fajtija ismert. A leggyakrabban eldforduld a
pseudomembranosus candidiasis, amely altalaban 0sszefiiggd fehér plakkokat képez a
kemény és lagy szdjpadon, nyelven (6. abra), bukkalis mukdzan, a szdjgaraton, illetve
ezen régiok kombindciojan. Ennek a tipusnak az egyik megkiilonboztetd jele, hogy a
fehér plakkok letordlhetoek®”8. A pseudomembranosus candidiasisnak 1étezik akut és
kronikus formdja is. A betegek altalaban tiinetmentesek, azonban az érintett teriileteken

felléphet savanyu izérzékelés, g6 érzés vagy vérzés®>7.

6. abra: Akut pseudomembranosus candidiasis a nyelven'%,

A fehér ordlis candidiasis mdsik tipusa a hiperplasztikus forma, amely jol
kortilhatérolt, kissé kimagaslo fehér plakkokbdl 4ll, valamint leggyakrabban a szajiiregi
nyalkahartydkon és az ajkakon jelenik meg (7. abra). Hiperplasztikus candidiasis esetén
nem lehet konnyedén letor6lni a fehér plakkokat, mint a pseudomembranosus
candidiasis esetében, valamint a fehér plakkok néha leukopldkiara jellemzd
tulajdonsagokkal birnak, amelyekb6l késobb malignus tumoros elvaltozasok

alakulhatnak ki®>%7,
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7. abra: Hiperplasztikus candidiasis®.

Az eritémas oralis candidiasisnak szdmos megjelenési formaja ismert®®. Egyik
fajtaja az akut atrofids candidiasis, leggyakrabban a HIV fert6zott betegeknél jelenik
meg, amely eritémads foltként jelentkezik a szajliregben (8. dbra). Egyéb szijteriiletek is
érintettek lehetnek, €s eléfordulhat a nyelv papillainak sorvadasa is. A leggyakoribb
tiinetek kozé tartozik az g6 érzés a szajban (kiilondsen fiiszeres ételek fogyasztasakor),
valamint fajdalomérzet a nyelven vagy ajkakon®>"7. Rizikofaktorként irték le a vas vagy
a BIl2-vitamin hidnyat, amely szélesspektrumt antibiotikum terapia utan gyakran

eléfordul®>.

8. abra: Sz4jpadlason 1év6 akut eritémas atrofias candidiasis!'®!.

Kovetkezd tipusa a kronikus atrofids candidiasis elsdsorban a rosszul

felhelyezett miifogsor kovetkeztében alakul ki, mivel a nyal nem tud megfeleléen
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aramolni bizonyos teriileteken®>1%2, Az elvaltozasok elsdsorban a fogsorral érintkezd
teriileteken jelentkeznek, és altaldban vordsek, valamint duzzanat figyelhetd meg. Az
eritémas oralis candidiasisnak ezen fajtija altalaban tlinetmentes, néhany esetben ég6
érzés figyelheté meg a szdjban. A harmadik tipus az angular cheilitis, amely szintén a
protézissel hozhato Osszefiiggésbe, illetve azoknal a személyeknél figyelhetd meg, akik
gyakran megnyaljak vagy harapdaljak ajkaikat®>7%%, JellemzOen a sz4j két oldalan
jelenik meg, amely fijdalommal, illetve voros, hasadt sebekkel jar®>97-%%. Az eritémas
oralis candidiasis negyedik fajtaja a linear gingival erythema, amely esetében a Candida
gombak elszaporodasa mellett bakteridlis fertézés is kialakul. Ebben az esetben egy
vékony vords csik jelenik meg egy vagy tobb foginyszélen®. Az 6t6dik megjelenési
forma a median rhomboid glossitis, amely igen ritkan fordul eld, altaldban tiinetmentes.
Megjelenését tekintve sima felszinii, rombusz alaku plakkok a nyelv hats6 részének
kozepén. Kialakuldsdt a dohanyzéssal ¢és a  kortikoszteroidokkal —hozzak

osszefiiggésbe?>7%8,

3.3.2 Az ordlis candidiasis diagnozisa

A fent emlitett oralis candidiasis tipusokat korelézmény és megjelenés alapjan
diagnosztizaljadk. Bizonyos esetekben a diagnozist gomba festési, tenyésztési

eljarasokkal vagy biopsziaval validaljak®>°7-%8

. A differencialdiagnézis feléllitdsdhoz
széles korli informdcidszerzés sziikséges, hogy ne torténjen félrediagnosztizalas. A
fehér 1ézidkat meg kell kiilonbdztetni példaul a fehér ételmaradvanyoktol, egyéb
szajiiregi gombafertdzésektdl, helyi sériilésektdl, égési sériilésektdl, leukoplakiatol,

195,97

illetve a szifilisztd A krénikus hiperplasztikus candidiasis esetén sorozatos

biopszia sziikséges ahhoz, hogy kizarhaté legyen a leukoplakia®®.

3.3.3 Az ordlis candidiasis kezelése

Az oralis candidiasis kezelésére limitdlt szdmi gombaellenes szer all a
rendelkezésiinkre. Harom f6 csoportba oszthatok azok, amelyeket a klinikumban
alkalmaznak: poliének, azolok és az echinokandinok!®!1%4 A gombafertézések elleni
kiizdelmet, a kevés rendelkezésiinkre allo antifungalis szer mellett egyéb tényezok is
nehezitik. Ilyen példaul a szelektivitds vagy a specifitds hidnya, magas toxicitas, illetve
a rezisztencia kialakuldsdnak fokozott valosziniisége. Leggyakrabban az amfotericin B-t

hasznaljak a klinikumban, azonban a szelektivitds hianya miatt toxikus az emberi
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szervezetre nézve, mivel a gomba és az ember is eukaridta, bioldgiai folyamataikban
sok hasonlosdgot mutatnak!%4!'% Az azoloknak, mint példdul a flukonazol, nincs
toxikus hatdsa az emberre nézve, azonban a thlzott hasznalata miatt rezisztencia
alakulhat ki'®, A legujabb antifungélis szerek az echinokandinok (pl. caspofungin),
amelyek célpontja egy gombasejtfal komponens (B-1,3-D-gliikan) szintézise. Mivel az
emlds  sejtek nem  rendelkeznek  sejtfallal, igy az  echinokandinok
gombaspecifikusak!03104.106,

Oralis candidiasis esetén a leggyakrabban alkalmazott lokalis antifungalis szer
a nisztatin ¢és a mikonazol. Mindkét szer nagyon hatékony, azonban a fert6zés
elimindlasdhoz hosszabb idére van sziikkség. A  mikonazol kényelmesebb
alkalmazhatdsdgot biztosit a betegek szdmara, azonban kdolcsonhatasba léphet mas
gyogyszerekkel, ezért azt is figyelembe kell venni, hogy adott esetben milyen mas
kezelést kap a beteg. A nisztatinon €s mikonazolon kiviil hasznalnak lokalis antifungélis
szerként amfotericin B-t és klotrimazolt is, azonban ezek nem minden orszdgban
¢rhetéek el. Amennyiben a fentebb emlitett lokalis szerek egyike sem hatésos,
szisztémas kezelést, példaul oralis flukonazol terapidt szoktak alkalmazni. Egyéb
szisztémas kezeléseket, mint az oralis vagy intravénds itrakonazol, vorikonazol vagy

posakonazol kezelés, ritkdbban szoktak alkalmazni orélis candidiasis esetén'?’,

3.3.4 Az oralis candidiasis egérmodellje

Az allatmodellek kulcsfontossagi szerepet jatszanak a Candida gombak
virulencidjanak és a gazdaszervezet Candida fertdzésekre vald érzékenységének
megértésében. Ezenfelill az allatmodellek fontos informéciokkal szolgalnak uj terdpias

108-110 " Szamos klinikailag relevans allatmodell all

lehetdségek kidolgozasahoz
rendelkezésre a szisztémas vagy mukozalis Candida fert6zések tanulmanyozasara.
Mivel a ragcsald modellek nagy hasonlosagot mutatnak az emberrel a Candida fertdzés
folyamataban, valamint a gazdaszervezet immunvalaszaban, ezért ezeket a modelleket
tartjak a legalkalmasabbnak!'!!-11¢,

Az oropharyngealis candidiasis (OPC) egérmodelljének 1étrehozasa viszonylag
egyszertien kivitelezhetd és jol validalt modszer, ezért az OPC vizsgalatanak sztenderd
allatmodelljévé valt. Ebben az allatmodellben immunszuppresszaljak az egereket

kortizon-acetat szubkutan torténd injektalasaval, hogy fogékonyak legyenek a Candida

fertézésre. Ezt kovetéen Candida sejteket tartalmazd szuszpenzidba aztatott vattat
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helyeznek az allatok nyelve ald, igy a mukézaban megtapadt Candida sejtek képesek
szaporodni és ndvekedni, ezaltal OPC-t idézve el6!!'7. Ez a protokoll az emberekben
kialakulé pseudomembranous candidiasis jelenlétét imitalja (9. A 4bra). Az egérmodell
esetében klinikailag értelmezheté jelek figyelheték meg, mint a fehér 1ézidk
megjelenése oralis candidiasis esetén, valamint szovettani és mikroszkdpos felvételeken
is vizsgalhato a jelenség (9. B, C abra). Ezenfeliil a fertézés mértéke kvantifikalhatod a

fert@zott szerv homogenizalasaval és szilard taptalajra torténd szélesztésével 15119,

9. abra: Az oralis candidiasis egérmodellje. (A) A nyilak az oralis candidiasis
kovetkeztében megjelend, nyelven talalhatéd fehér 1ézidkat mutatjak. (B) Egér nyelvének
szovetmetszeti képe Perjodsav-Schiff -reakcid (PAS) festést kovetéen. A nyilak a
gomba hifakat mutatjdk. (C) Egér nyelvének pésztdzo elektronmikroszkopos (SEM)
képe. A C. albicans hifa (utdlag zoldre szinezett) az epitéliumba penetral. Méretjelzd

sav: 20 um. (Vila és mtsi. 2020 alapjan modositva)''®.
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3.4 A mikrobiota és a tumoros megbetegedések kapcsolata

A human mikrobidta kulcsszerepet jatszik az egészség megdrzésében azaltal,
hogy szdmos fiziologiai funkciora hatassal van, mint példdul az ember fejlédése,
immunitasa, taplalkozésa. Annak ellenére, hogy az utdbbi évtizedben sokan vizsgaltak a
mikrobidta szerepét, valamint a Dbetegségekkel valdo kapcsolatit, a pontos
mechanizmusok még részleteiben nem ismertek. A gazda ¢és a mikrobiota
mutualisztikus egyiittélését az a kulcsfontossagu dolog teszi lehetévé, hogy egy jol
fenntartott, tobb rétegbdl all6 anatdémiai korlat van a gazda és a mikrobdk kozott. Ennek
a korlatnak vagy védégatnak a megsziinése eldsegiti a gyulladasok, illetve a betegségek
kialakulasat, beleértve a rakot is. Ez a korlat tobbkomponensti. Lehet egy ép hamréteg
vagy egy ¢érzékeld rendszer, amely detektalja és elimindlja a behatold mikrobékat.
Egyes esetekben tovabbi elemek is hozzajarulhatnak a védelem biztositdsdhoz, mint
példaul az alacsony pH a bdéron és a gyomorban. Ezenfeliil specifikus sejttipusok
(kehely sejtek a belekben, keratinocitdk a bérben) monitorozzak és tartjak kordaban a
mikrobdk szamat és helyét kiilonboz6 antibakteridlis fehérjék termelése és kivalasztasa

120.121 A" mikrobiota Osszetételének és mennyiségének szignifikans és karos

révén
megvaltozasat diszbidzisnak nevezziik. A diszbidzist mar tobb betegséggel
Osszefliggésbe hoztdk, mint példdul a foggyokérhartya-gyulladas, irritdbilis bél
szindroma (IBD) vagy a kronikus vaginozis!?2,

A baktériumok  karcinogenezisben  betoltdtt szerepét ismerjik a
legrészletesebben. Példaul a Nemzetkdzi Rakkutatd Ugyndkség (IARC) Altal
karcinogénnek mindsitett Helicobacter pylori fertézés kovetkeztében gasztritisz,

gyomorfekély, atrofia és végiil gyomorrak alakulhat ki'?

. Habar a H. pylorit egy
karcinogén patogénként tartjak szdmon, az altala eldidézett gyomorrak kialakulasdban a
teljes, komplex mikrobidtanak is szerepe van. A H. pylori éltal okozott gyomor atréfia
¢s alacsony sosav koncentracid lehetdvé teszi mas baktériumok tlzott elszaporodasat,
amelyek karcinogénekké alakitjak a taplalékkal a szervezetbe jutd nitratokat. Némileg
ellentmond a H. pylori gyomorrdk indukdlo hatdsanak az a megfigyelés, miszerint a

124125 E7 azonban

nyeldcsé adenokarcinoma kialakuldsanak kockazatat csokkenti
ravilagit arra, hogy a bakteridlis mikrobiotanak szervspecifikus hatdsa van a
karcinogenezis soran. Egy masik példa is aldtdmasztja, hogy egy adott patogén
baktérium képes hozzdjarulni a rosszindulati daganatok kialakulasdhoz. Az

epeholyagrak esetében a Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi és a
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi altali fertdzés Osszefiiggésbe
hozhaté a karcinogenezissel!26:127,

kronikus betegséggel hozhatd Osszefliggésbe. Ezek koziil a foggyokérhartya-gyulladas
az a betegség, ahol nagy eltérést mutat az egészséges ¢és a beteg allapot kozotti

mikrobialis 6sszetétel'2

. Tobb tanulméany is bizonyitotta, hogy a szajban kialakulo
fertdzo betegségek az egész szervezetre hatassal vannak, ilyen hatasok lehetnek példaul
a varandossag soran létrejové komplikaciok!'??, sziv- és érrendszeri megbetegedések!®,

szisztémas gyulladas'?!, valamint diabétesz!32.
Yy s

3.4.1 OSCC és azg ordlis candidiasis kapcsolata

A baktériumok ¢és virusok karcinogenezisben betdltott szerepe egy intenziven
vizsgalt teriilet. Ezzel szemben a gombék szerepérél még igen keveset tudunk, mivel
egyedszamuk alacsonyabb a baktériumokéhoz képest, valamint nem rendelkeziink
megfeleld referencia genomokkal. A rendelkezésiinkre all6 tudas alapjan azonban
elmondhatd, hogy a mikobiom is hozzajarulhat a karcinogenezishez!3.

Az egészséges szajiiregben a Candida gombék, azon beliil is a C. albicans van

jelen a legnagyobb mértékben!?*13¢

, amelyek képesek proliferdlni és bejutni a
mukozéba az epitelidlis barrierek diszfunkciojat vagy sériilését kovetden. A C. albicans
a hidrolitikus enzimek termelése, valamint a hifaképzése révén képes bejutni a szoveti
rétegekbe. Ezek a tulajdonsagok alapvetden eldnyt jelentenek a C. albicans szaméra a
tobbi gombaval szemben, azonban végsd soron a gazda immunrendszere hatarozza meg,
hogy adott esetben a gomba eltavolitasa, kolonizacioja vagy betegség kialakulasa

valosul meg'’.

Szdmos tanulmany Osszefliggésbe hozta mar a szajban létrejovo
mikobidta diszbidzist és az OSCC-t. Az OSCC-vel diagnosztizalt paciensek
szajiiregében tobb, illetve tobbféle élesztégomba taldlhatd, mint az egészséges
szajliregben. Ezenfelil tobb ¢élesztdgomba taldlhatd a tumor felszinén, mint a szajlireg
egészséges felszinein!3¥14,  Ezek, illetve mas tanulmanyok arra engednek
kovetkeztetni, hogy feltehetéen a Candida fajoknak direkt szerepe lehet az OSCC
kialakuldsdban. A direkt kapcsolatot megerdsiti egy esettanulmany, amelyben egy
paciensnél oralis candidiasis alakult ki. Ezt kdvetden lokalis antifungalis kezelést

kapott, aminek hatasara a fehér 1ézidk nagy része gyogyulni kezdett, azonban néhany

helyen ezek a 1éziok nem szilintek meg. Késébb a 1ézidk helyén szijliregi laphamsejtes
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karcindéma alakult ki'#?

. Egyéb tanulményok is igazoltdk, hogy az epitélium Candida
altali invazioja esetén az epitélsejtek egy része rendellenes fejlddésen mehet keresztiil,
ami késobb rosszindulata elvaltozésokat eredményezhet. Ezek alapjan tobb bizonyiték
is van arra, hogy a Candida gombédk hozzdjarulhatnak a szajlireg tumoros
elvaltozasanak folyamataihoz!#-147,

A mar jelen 1évé OSCC esetén a leggyakrabban alkalmazott terapia a
kemoradio-terapia, amelynek hatdsdra n6é a kolonizald élesztégombak szama, igy
nagyobb az esély az oralis candidiasis kialakulasara!4®!4°, Egy tanulmény szerint, az
OSCC esetén alkalmazott kemoradio-terapia kovetkeztében az esetek 75,3%-aban oralis
candidiasis alakul ki'*°. Tobb mas tanulméany is beszamolt a tumorterapiat kovetd
megemelkedett Candida gomba kolonizaciorol#6:151-155 A megemelkedett Candida
kolonizacié hatterében a tumorterdpia kovetkeztében megvaltozott immunologiai

folyamatok allnak, amely lehetdséget nyujt az orélis candidiasis kialakuldsara!6-157,
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4 CELKITUZESEK

A szakirodalomban fellelhetd adatok egyértelmiien bizonyitjdk az OSCC és az
oralis candididasis kapcsolatat. Vannak bizonyitékok arra, hogy a tulzottan elszaporodd
gombaknak, illetve az ordlis candidiasisnak szerepe lehet az OSCC kialakuldsaban.
Ezzel parhuzamban a mar kialakult OSCC esetén a tumorterapia kovetkeztében gyakran
oralis candidiasis alakul ki. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a Candida gombak
befolyasolhatjadk az OSCC progresszidjat, azonban ezt a jelenséget még senki sem

vizsgalta. Munkénk sordn ezért a kovetkezd célokat tiiztiik ki:
1. Hoéinaktivalt Candida gombak, valamint a zimozan (gombasejtfal komponens,
altalanos gomba stimulus) OSCC sejtek invazids és proliferacios aktivitdsara

gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro.

2. El8 Candida gombak OSCC sejtek invazios és proliferacids aktivitasara

gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro.

3. A Candida gombak hatasanak molekularis szintli vizsgalata transzkriptomikai

vizsgalatok segitségével.

4. In vivo xenograft modell kidolgozésa a Candida gombdk OSCC sejtek

progressziojara gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz.

5. Candida gombak OSCC sejtek progresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalata in

vivo xenograft modellben.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Sejtvonalak és fenntartasi koriillményeik

A kisérletekhez két humén eredetli szdjiiregi laphamsejtes karcindma
sejtvonalat hasznaltunk, az egyik a HSC-2 (JCRB0622), a masik a HO-1-N-1
(JCRBO0831). A HSC-2 sejtvonalat EMEM (Lonza) médiumban [kiegészitve: 10%
fetalis borju szérum (FBS) (EuroClone), 4 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich), 100 U/ml
penicillin és 100 U/ml sztreptomicin (Lonza)], mig a HO-1-N-1 sejteket DMEM-F12
1:1 aranyu keverékében (Lonza) [kiegészitve: 10% FBS (EuroClone), 4 mM L-glutamin
(Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin és 100 U/ml sztreptomicin (Lonza)] novesztettiik.
Mindkét sejtvonalat 37 °C-os inkubatorban, 5%-os CO: koncentracido és 95%-os

paratartalom koriilmények kozott tartottuk fent.

5.2 Candida gombak tenyésztése és elokészitése a kisérletekhez

A kisérletekhez két Candida fajt hasznaltunk: C. albicans SC5314 (SZMC
1523), valamint C. parapsilosis CLIB 214 (SZMC 1560). A kisérletek elvégzéséhez egy
kacsnyi gombat oltottunk 5 ml folyékony YPD tapoldatba (1% gliikéz, 1% pepton,
0,5% ¢élesztékivonat, 100 U/ml penicillin és 100 U/ml sztreptomicinnel kiegészitve),
majd 12 ordn &t novesztettik razo inkubatorban 30 °C-on. Ezt kovetéen 50 pl
szuszpenziot oltottunk 4t 5 ml folyékony YPD tapoldatba, majd ismét 12 oran &t
novesztettiilk razé inkubatorban 30 °C-on. Az altoltds és novesztés folyamatat
mégegyszer megismételtiik. A kisérletek elvégzése elott centrifugaltuk a gomba
szuszpenziot (5 perc, 3000 g), majd a feliiluszo eltdvolitasa utdn mostuk 5 ml steril,
szobahdmérsékletli 1xPBS-ben (foszfat-pufferelt sooldat). A mosasi 1épést még kétszer

ismételtiikk, majd 5 ml 1xPBS oldatban felszuszpendaltuk a gombasejteket, illetve

crer

5.3 Sebzési (wound healing) esszé

A HSC-2 és HO-1-N-1 sejtek migracios aktivitasat sebzési (wound healing)
esszével vizsgaltuk. Ehhez cellanként 3x10° db HSC-2 / HO-1-N-1 sejtet osztottunk 6-
lyuku lemezekbe. Miutan a sejtek egy sejtrétegben konfluensre nétték a tenyésztélemez

aljat, egy P100-as pipettahegy segitségével sebzést huztunk a konfluens sejtrétegbe

fliggbleges és vizszintes iranyban, egy keresztet formélva. Altalinos gomba
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stimulusként zimozant (10 pg/ml koncentracioban) hasznaltunk, amely a S. cerevisiae-
baol izolalt sejtfalkomponens. Candida kezelések esetén hoinaktivalt (HI) C. albicans
vagy C. parapsilosis, valamint ¢l6 C. albicans és C. parapsilosis gombasejteket
alkalmaztunk. Hoinaktivalas sordan a gombdkat 1xPBS-ben szuszpendalva, 2 o6ran
keresztiil 65 °C-os vizflirdébe helyeztiik, majd a szuszpenziot centrifugaltuk (5 perc,
3000 g) és a pelletet 1xPBS-ben felszuszpendaltuk. Ezt a mosési [épést mégegyszer
megismételtiilk. HI gombék esetében a tumorsejt:Candida (MOI, fertézendd sejtek és a
fertdz6 4agens aranya) arany 1:10 volt. A kezelést kovetden a 0. és 24. draban
fényképeket készitettiink a kereszt f616tt, a kereszt kdzéppontjaban és a kereszt alatt, igy
biztositva azt, hogy az Osszes idOpontban a mintakrol megkdzelitéleg ugyanabban a
pozicidban késziiljon felvétel. Imagel szoftverrel lemértiik a sebzés teriileteit, és az
adott kezelési idOtartam leteltekor mért teriileteket a 0. idOpontban lemért sebzés
teriiletére normalizaltuk az alabbi képlet alapjan: (teriiletor—teriiletoan) x 100/tertileton.
El6 C. parapsilosis sejtekkel torténd kezelés esetében a folyamatos
gombaproliferacid, valamint C. albicans esetében a gyors hifaképzddés miatt nem
lehetséges a kezelés utan 24 ora elteltével késziilt fényképek elemzése. Emiatt a
migracié vizsgalata érdekében time-lapse videot (CytoSMART, Lux2) készitettiink.
Ehhez a kisérlethez egy 500 um vastagsagl inszertet helyeztiink egy 24-lyukt lemez
aljara, majd kiosztottunk 1x10° tumorsejtet egy cellaba, ezt kovetden hagytuk, hogy a
sejtek a cella aljat (az inszertet kivéve) konfluensre ndjék. A kovetkez6 napon
eltavolitottuk az inszertet, majd €16 Candida (C. albicans MOI 400:1; C. parapsilosis

MOI 1:4) sejtekkel torténd kezelés soran time-lapse videdt készitettiink.

54 BrdU ELISA (enzim kapcsolt immunszorbens vizsgalat)

A tumorsejtek proliferacios aktivitdsat gomba kezelést kovetden S-brom-2-
dezoxiuridin (BrdU) nukleozid analdég (amely sejtosztodaskor képes integralodni a
genomba) segitségével hataroztuk meg. A kisérlethez kolorimetridss BrdU cell
proliferation ELISA kitet (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. 96-lyukti lemezekbe 5.000
HSC-2 / HO-1-N-1 sejtet osztottunk cellanként. A sejtosztast kovetd napon 24 oras
zimozén (10 pg/ml), HI-C. albicans (MOI 1:10), HI-C. parapsilosis (MOI 1:10), €16 C.
albicans (MOI 400:1), valamint C. parapsilosis (MOI 1:4) kezelést végeztiink. 24 6ra
elteltével elvégeztiik a BrdU esszét a gyartd utasitasai alapjan. A kisérletet 1% FBS
(EuroClone), 4 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich); 100 U/ml penicillin é¢s 100 U/ml

sztreptomicin (Lonza) tartalmi médiumban végeztiik.
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5.5 OSCC sejtek kezelése és feltarasa metabolomikai vizsgalatokhoz

A metabolomikai vizsgalatokhoz cellanként 1,5x10° HSC-2 és HO-1-N-1
OSCC sejtet osztottunk ki 6-lyukt lemezekbe. A sejtosztast kovetd napon 24 Ords
zimozéan (10 pg/ml) és HI-C. albicans (MOI 1:10), valamint HI-C. parapsilosis (MOI
1:10) kezelést végeztink. Amikor a sejtek kozponti metabolizmusanak tagjait
szeretnénk mérni fontos a médium eltavolitasa, hogy az innen szarmaz6 metabolitok ne
keriiljenek az extraktumba. Ennek esélyét jelentésen csokkenthetjiik egy mosasi 1€épés
beiktatasaval'®®, A PBS 4ltalanosan hasznalt mosasi eljarasokhoz, ebben az esetben
azonban inkabb a fiziologids sdoldat hasznalata ajanlott, ugyanis a PBS foszfatcsoportot
tartalmaz6 vegyiiletek elbomlasahoz, igy metabolitvesztéshez vezet. Letapadd sejtek
szuszpenzioba viteléhez hasznalt tripszinezési eljaras szintén metabolitvesztést okoz,
ezért biztonsagosabb a sejtkapard hasznalata!®'. A médium eltavolitasat kovetben a
tumorsejteket 37 °C-os fiziologias sooldattal (0,9% NaCl, HPLC tisztasaga desztillalt
viz) mostuk kétszer, majd 500 pl -20 °C-on eldhiitott feltard oldatot (metanol és HPLC
tisztasagu desztillalt viz 4:6 v/v ardny elegye) mértiink az egyes celldkba. Ezt kovetden
sejtkaparoval felkapartuk a tumorsejteket (250 mm hossz, 20 mm lapatszélesség).
Ezutan a felkapart sejtszuszpenziot mikrocentrifuga csdvekbe helyeztiik, majd jeges
vizben ultrahangos kezelést (5 perc, 23kHz) végeztiink. A szonikalt mintdkat 15
masodpercig kevertiik kémcsérazé segitségével, majd centrifugaltuk (10 perc, 4 °C,
13.800 g). A feliiluszot -80 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

Az ¢l6 gombasejtekkel torténd kezelés esetében mdas protokollt kellett

2 ¢és a médiumban

alkalmaznunk. Mivel a C. parapsilosis valodi hifat nem képez!'®
¢lesztd formdban, szabadon van jelen, a médiumot eltavolitva, majd a tumorsejteket
atmosva a gombat is el tudtuk tavolitani a tumorsejtekrél. A C. albicans ezzel szemben
valodi hifat!s és letapado telepeket képez a tumorsejt rétegen, amit nem tudunk anélkiil
eltavolitani, hogy jelentds tumorsejt veszteséget okozndnk. Ezért olyan sejtfeltarasi
protokoll kidolgozéasara volt sziikség, amivel a gombasejtek feltardsa nélkiil voltunk
képesek kivonni a tumorsejtek metabolitjait mechanikai behatas nélkiil. A kidolgozott
protokoll alapjan cellanként 1,5x10° OSCC sejtet osztottunk 6-lyuku lemezekbe. Négy
ora elteltével a tumorsejtek teljesen letapadtak a lemez aljara, ezért a sejtosztas utan 4
oraval 24 oras €16 C. albicans (MOI 400:1) és C. parapsilosis (MOI 1:4) kezelést

végeztiink. A kezelés letelte utdn a médium eltavolitasat kovetéen gyorsan mostuk a

sejteket kétszer 1 ml 37 °C-os, HPLC tisztasagu desztillalt vizzel, majd 500 pl -20 °C-
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on eldhitott, HPLC tisztasdgu desztillalt vizet mértiink rd. A sejteket 15 percig
inkubaltuk jégen, ezt kovetden pedig a vizet leszivtuk a sejtekrdl, centrifugéltuk a
mintat 10 percig, 13.800 g-n, 4 °C-on, majd a feliiliszot -80 °C-on taroltuk tovabbi
felhasznalasig. A jéghideg desztillalt vizben ozmotikus sokkot szenvednek el a
tumorsejtek, a bedramlo viz miatt a sejtmembran degradalodik, szétesik a sejt. Ezzel
szemben a Candida gombak sejtfaluknak koszonhetden rezisztensek az ozmotikus
sokkra, igy az é16 gombakbol nem szabadul fel metabolit, amely befolyasolnd a mérési

eredményeket!4,

5.6 Metabolitok nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal kapcsolt
nagyfelbontasu tomegspektrometrias (HPLC-HRMS) analizise

A vizsgéalt metabolitok mennyiségét HPLC-HRMS késziilék segitségével
hataroztuk meg. A késziilék egy Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific) tipusu
HPLC-bdl ¢és egy Q Exactive Plus (Thermo Scientific) tdmegspektrométerbdl allt. A
mérések soran az alkalmazott eluensek az alabbiak voltak: (A) viz+0,1% ecetsav, (B)
metanol+0,1% ecetsav. Az aramlési sebesség 0,2 ml/perc volt, mig az alkalmazott
gradiens az alabbi volt: (B) 0 perc — 20%, 2 perc — 20%, 4 perc — 30%, 6 perc — 95%, 9
perc — 95%, 9,5 perc — 20% ¢és 15 perc 20%. A mérésekhez Synergi Polar-RP
(Phenomenex) 250 mm hosszisagu és 3 mm szélességli, 4 pm szemcsedtmérdjii
kromatografids oszlopot alkalmaztunk. Az oszloptermosztat hdémérséklete 30 °C, mig az
injektalasok térfogata 5 pl volt. Az automata mintaadagold hémérséklete 4 °C volt. A
HRMS fiitott elektroporlasztdsos ionforrassal (HESI) rendelkezett. A mérések soran
parhuzamos reakcid pasztazas (PRM) ilizemmodot alkalmaztunk. A mérések soran a
spray fesziiltség 4 kV volt pozitiv, -3 kV negativ ionizaciés mddban. A porlasztd gaz
aramlési sebessége 30, a kisérd gaz aramlasi sebessége 15 késziilékre jellemzd egység
volt. A kiséré gaz homérséklete 250 °C, mig az iontovabbitd kapillaris hémérséklete
250 °C volt. A kvadrupdl izolacids ablaka 0,4 m/z volt, mig a felbontas 35.000
(m/z=200). A vizsgalt prekurzorok tOmegét, a fragmens ionok tomegét, az adott
atmenetre jellemz6 polaritast, az adott komponens retencids idejét, fragmentacios
energidjat, illetve az adott komponensre jellemzd kimutatasi als6 hatart (LLOQ) az 1.
melléklet tartalmazza. A vizsgalt komponensek mennyiségi meghatarozasahoz hétszintli
kalibracios oldatsorozatot készitettiink extrakcios oldoszerben 5-5000 ng/ml

koncentraci6 tartomanyban. A kalibracidos oldatok 250 ng/ml koncentracioban
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tartalmaztak belsd sztenderdet, amely minden esetben tienil-alanin volt. Végiil a kapott

koncentracid értékeket a kontroll mintakhoz hasonlitottuk.

5.7 Matrix metalloproteinaz esszé

A matrix metalloproteindzok (MMP) aktivitdsdnak méréséhez MMP activity
Assay Kitet (Abcam) hasznaltunk a gyartd utasitisait kovetve. A kisérlethez 3x10°
OSCC sejtet osztottunk ki T25-0s sejttenyésztd edénybe. A sejtosztast kovetd napon 24
ords zimozan (10 pg/ml), HI-C. albicans (MOI 1:10), HI-C. parapsilosis (MOI 1:10,
¢lo C. albicans (MOI 400:1), valamint C. parapsilosis (MOI 1:4) kezelést végeztiink 4
ml szérummentes médiumban. A kezelést kdvetden a médiumot centrifugéltuk (5 perc,
3000 g), majd ezt kovetden a 4 ml feliilaszot kb. 200 pl térfogatra toményitettiik
centrifugalassal (25 perc, 7.500 g) 3 kDa poérusatmérdjii sziirds centrifugacsd
segitségével (Amicon Ultra-4). A mintdkat a toményitést kovetden molekularis
tisztasagu desztillalt vizzel (Lonza) kiegészitettiik, hogy térfogatuk azonos legyen.
Ezutan mértilk az MMP-k aktivitdsat fluoreszcens mikrolemez olvasd segitségével

(Ex/Em = 490/525 nm).

5.8 Total RNS izolalas az OSCC sejtek in vitro mintaibol

A transzkriptomikai és qPCR vizsgalatokhoz total RNS-t izolaltunk a
tumorsejtekbdl kiilonbozé gombakezeléseket kovetden. Ehhez cellanként 1x10° HSC-2
¢s HO-1-N-1 sejtet osztottunk ki 24-lyuka lemezekbe. A sejtosztds utan 12 oraval 12
ords zimozan (10 pg/ml), HI-C. albicans (MOI 1:10), HI-C. parapsilosis (MOI 1:10),
€16 C. albicans (MOI 25:1), valamint C. parapsilosis (MOI 1:4) kezelést végeztiink. A
kezelést kovetden két mosasi 1épés utan (1xPBS) totdl RNS kivonast végeztiink a
tumorsejtekbél RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) segitségével a gyartd utasitasait
kovetve. A C. albicans letapad6 telepeket képez a tumorsejt rétegen, azonban a kitben
1évo sejtfeltard oldat nem képes a gomba sejtfalat lizalni, igy nem keriilt a mintdba
gomba eredetli RNS. Az izolalt RNS mennyiségét és mindségét Bioanalyzer miiszerrel

(Agilent) vizsgaltuk.

5.9 RNS szekvenalas

Az mRNS szekvenalasi konyvtar készitését a Novogene Szolgaltatdo Bt.
végezte az [llumina® platformokhoz hasznalt NEBNext® Ultra TM RNA Library Prep
Kit (NEB, USA) segitségével a gyartd utasitasait haszndlva. Az mRNS mintak
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tisztitdsdhoz poly-T oligo-csatolt magneses gyongyoket hasznaltak, majd a méret
alapjan elkiilonitett cDNS szintézist végeztek Ampure XP rendszer segitségével

(Beckman Coulter, Beverly, USA). A szekvenalast NovaSeq S4 platformon végezték.

5.10 Transzkriptom analizis

Az RNS mintdk szekvendldsa mellett a Novogene Szolgaltaté Bt. elvégezte a
szekvencia fajlok feldolgozésat is, azonban az in vivo mintdk esetében sajat protokoll
alapjan Ujra elemeztiik a nyers adatokat. A Novogene protokollja alapjan az inditd
szekvencidkkal nagymértékben szennyezett, nagyaranyu téves vagy bizonytalan bazist
(N > 10%) tartalmazo6 és / vagy alacsony mindségben beolvasott szekvenciakat a fastp
programcsomag segitségével sziirték ki. A mindségi vagason atesett olvasatokat ezutan
az indexelt referencia human genomhoz (GRCh38) illesztették a bowtie algoritmust
hasznalo, HISAT2 csomag segitségével; az illesztéshez a
‘--dta’ (=downstream-transcriptome assembly) és ‘-phred33’ paramétereket adtdk meg,
melyek az RNS szekvencidk illesztéséhez optimalizalt assembler hasznélatat, illetve az
illesztés mindség szerinti sziirését jelolik ki. Az illesztés alapjan az egyes génekre
térképezddo fragmentumok mennyiségét az in vitro mintak esetén az exonhosszhoz és a
teljes minta mennyiséghez normalizalt RPKM (lefedettségi érték) értékekként adtak
meg, mig az in vivo mintak esetén a nyers ‘Readcount’ értékekkel dolgoztunk. Ehhez az
elébbi esetén a ‘Featurecounts’, mig az utdbbi esetben a ‘GenomicAlignments’
programcsomagokat hasznaltuk fel. A differencial génexpresszio analizisét a DeSeq?2
programcsomag segitségével végeztik. Az egyes fragmentumok normalizalt vagy
szamszerli mennyisége alapjan a differencidlexpressziot logaritmikus Fold Change
(LFC) skalan adtuk meg. A vizsgalatokhoz minden extrém alacsony kifejezddésii
(‘count’ vagy ‘RPKM’ < I ppm) gént elvetettiink. A protokoll sordn nyert génlistaban
azon géneket rendeltiik a differencidlisan expresszalt gének (DEG) koz¢, melyek esetén
az LFC abszolut értéke nagyobb volt, mint 1 (JLFC| > 1) és a korrigalt p-érték < 0,05. A
fals pozitiv taldlatok ardnydnak csokkentése érdekében a legszigorubb Benjamin &

Hochberg modszert alkalmaztuk a statisztikai szignifikancia kiszamitasdhoz.

5.11 Génkapcsolatok vizsgalata az Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
szoftver segitségével

Az IPA szoftver hasznalatdit Prof. Dr. Horvath Péter és a Finnorszagi

Molekularis  Orvostudomanyi Intézet (FIMM) tette lehetévé, akik vendég
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felhaszndloként biztositottak hozzaférést a szoftverhez. Az IPA-ban futd ok-okozat
elemzd algoritmusok hatterében a Qiagen Bioinformatics munkatarsai altal manualisan
frissitett és kezelt Ingenuity Tudastar all, amely kozel 5 millio kiilonb6zd korabbi
kisérleti kontextusbdl szarmazo, az orvosbioldgiai irodalomban kozolt, illetve kiilsé
felek adatbazisaibol integralt megfigyelések strukturalt gylijteménye'®®. A kutatas soran
az IPA-ban rendelkezésiinkre 4116 mind a négy algoritmust hasznaltuk: (1) Az Upstream
szabalyozé analizis (URA) képes azon valdszinlisithetd upstream szabalyozok
azonositasara, amelyek kozvetleniil vagy kozvetve hatnak a mérés soran megfigyelt
megvaltozott expresszioju génekre; (2) Mechanisztikus halézatok (MN) az URA-ra
épitve Osszekapcsolja a valoszinli szabalyozokat kozds hipotetikus szabalyozo
halézatok vagy mechanizmusok részeként; (3) a kauzalis halozati elemzés (CNA) az
URA éltaldnositasa, amely a mérés soran kapott génhalmazra illeszti az atfedd
szabalyoz6 haldzatokat, és az Osszes ezen halézatokban szerepld eleme kozott 1évo
iranyitott kapcsolat figyelembevételével megjosolja a valtozast kivaltd feltételezett
forrasokat; és (4) a downstream effekt analizis (DEA), amely szintén az URA
modszertanat alkalmazza a megfigyelt valtozasok bioldgiai funkciokra és betegségekre
gyakorolt hatisanak vizsgalatdhoz. Az elemzések soran hasznalt két legfontosabb
szignifikancia paraméter az atfed6 p-érték, amely a megfigyelt és megjosolt
szabdlyozott génhalmazok atfedése alapjan hatdrozza az adott statisztikai
szignifikanciat, és egy aktivacios Z-érték, amely a megfigyelt és megjosolt over / down-
regulacios mintazatok egyezésétdl fliggden josolja meg a szabalyozas iranyultsagat!'®.
A Kkisérletek soran a p-érték < 0,05 kitételnek megfeleld szignalizacidés utvonalakat,
fehérje-fehérje és gén-gén kapcsolatokat és biologiai funkciokat tekintettiik szignifikans
talalatoknak. A molekuldk kozotti kapcsolatok esetén tovabbi kitételként szabtuk meg,
hogy csak korabbi kutatasokban bizonyitott kapcsolatokat vettiink szamitasba.

5.12 ¢DNS szintézis és qPCR a szekvenalasi adatok validalasahoz

A cDNS szintézishez RevertAid First strand cDNA synthesis kitet (Thermo
Scientific) hasznaltunk a gyartd utasitdsai szerint. A szintézishez 1 pg totdl RNS-t
alkalmaztunk. Egy reakci6 soran 0,5 ul oligo(dT)s és 0,5 ul random hexamer primert
hasznaltunk. Az alkalmazott reakciokoriilmények a kovetkezok voltak: 25 °C/5 perc, 42
°C/60 perc és végiil 70 °C/5 perc. A qPCR soran Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix-et (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A qPCR-

crer
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alkalmaztunk. A primer szekvencidkat a 2. melléklet tartalmazza. A méréseket
CFX96TM Real-Time System detektorral felszerelt C1000TM Thermal Cycler késziilék
(Bio-Rad) segitségével végeztiik az alabbi program szerint: 1. elédenaturacié (95° C, 3
perc); 2. denaturacié (95 °C, 10 mp.); 3. annealing-elongacié (60 °C, 30 mp.); 4.
olvadasi gorbe analizis (65 °C-r6l 95 °C-ra, 0,5 °C/5 mp.). A program a 2-3. Iépéseket

40-szer ismételte. Az eredményeket a 2-AACt modszer segitségével értékeltiik ki.

5.13 MMP10 és MMP1 fehérjék Western blot analizise

A Kkisérlethez 8x10° HSC-2 sejtet osztottunk 10 cm-es Petri-csészébe. A kovetkezd
napon €16 C. albicansszal (MOI: 400:1, 1600:1) és C. parapsilosisszal (MOL: 1:4)
kezeltiik a tumorsejteket 24 6ran keresztiil. A tumorsejteket a kezelést kovetéen mostuk
1xPBS-ben, sejtkapar6 segitségével felkapartuk, majd centrifugéltuk (900 g, 10 perc). A
sejtpelletet S0 mM Trist, 2 mM EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav), 50 mM natrium-
kloridot, 0,5 mM dithiothreitolt és protedz inhibitor koktélt (cOmplete; Roche)
tartalmaz6 lizispufferben felszuszpendaltuk. A sejtek feltardsat mechanikai uton
végeztiik azaltal, hogy 6tszor folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd felolvasztottuk. Ezt
kovetden lecentrifugaltuk a mintat (16.000 g, 10 perc), majd a fehérjéket tartalmazo
(Bio-Rad) segitségével hatdroztuk meg a gyartd utasitdsait kovetve. Ezutan 30 pg
fehérjét tartalmazo mennyiséget forraltunk 10 percig ,,loading” pufferben (60 mM Tris
[pH 6.8], 2% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 10% glicerol, 5% b-merkaptoetanol,
0,002% bromfenolkék), majd 10%-os SDS-agar6z gélre vittiik a mintat. A fehérje
elvalasztast (120 V, 90 perc) kovetden a fehérjéket nitrocelluléz membranra blottoltuk
at (200 mA, 90 perc), majd blokkolast végeztiink a membranon 5%-0s BSA (borju
szérum albumin, Sigma) és 0,005% Tween-t (TBS-T) tartalmazé Tris pufferelt
sooldatban. Az MMP1 és MMP10 fehérjék detektalasahoz anti-MMP1 (ab137332, nyul
poliklonalis antitest, 1:3000, Abcam) ¢s anti-MMP10 (ab261733, nyul poliklonalis
antitest, 1:1000, Abcam) 1%-os BSA-TBS-T-ben oldott antitestekkel inkubaltuk a
membrant egy ¢éjszakan keresztiil. ,,Loading” kontrollként GAPDH antitestet (G8795;
egér monoklonalis antitest, 1:3000, Merck) hasznaltunk. Az inkubaciét kovetd napon
haromszor mostuk a membrant TBS-T oldatban, majd torma peroxiddzzal (HRP)
konjugaltatott kecske anti-nyul (Dako) masodlagos antitestet (MMP1 - 1:6000, MMP2 -
1:2000) tartalmazé TBS-T oldatban inkubaltuk egy éjszakan at. A GAPDH nytl anti-
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egér masodlagos antitestet (Dako) 1:6000 aranyt higitasban alkalmaztuk. A
kemilumineszcens jelet ECL (fokozott kemilumineszcencia) reagenssel hoztuk létre
(Millipore) a gyartd utasitasai alapjan, majd a jelet C-Digit blot szkenner (LI-COR)
segitségével detektaltuk.

5.14 Egér xenograft modell kidolgozasa az oralis candidiasis OSCC
progresszidjara gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz

Az in vivo kisérletek a Csongrad-Csanad Megyei Korményhivatal Agrariigyi-

és Komyezetvédelmi Foosztaly Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi

Osztalya altal engedélyezett kisérleti protokoll alapjan valdsultak meg. Engedély szdma:

XXIX./4061/2020.

5.14.1 Egerek elhelyezésének, tartasanak koriilményei

Az allatokat IVC (Individually Ventilated Cages — egyedileg szelldztetett ketrec)
rendszerti, zart, sterilizalt ketrecekben (325x210x180 mm) tartottuk. A tébb, mint 680 cm?
alapteriiletii ketrecekben 5-6 allat volt elhelyezve, igy egyedenként tobb, mint 110 cm?
alapteriilet volt biztositva. Ad [libitum biztositottuk a pH kontrollalt, sterilizalt
(autoklavozott), 100 U/ml penicillin és 100 U/ml sztreptomicin (Lonza) antibiotikummal
kiegészitett ivovizet, valamint autoklavozott, standard, granuldlt, kemény ragcsald tapot
(Akronom VRFI1 tipust hdstabil, vitaminnal kiegészitett granulalt tap), amely biztositja a
foguk megfeleld mértékii koptatasat. A ketrecekben kornyezetgazdagitd eszkozoket
helyeztiink el (4lland6 jelleggel papirguriga, raghato faeszk6zok, fészekanyagok, valamint
iddszakos jelleggel sterilizalt ragcsalokerék). Az éllathazban 2 UVC germicid lampat
allitottunk fel, igy biztositva a megfeleld levegd mindséget, az allatok vizeletébdl szdrmazd
ammonia mennyiségét pedig elszivo rendszer segitségével igyekeztiink alacsonyan tartani.
Az allathazban a hdomérsékletet egy kozpontilag vezérelt automatikus klimarendszer
segitségével tartottuk allando értéken (25 + 2 °C), a fény/sotét ciklus beallitasa pedig 12
oras volt. Ezenfelill az egyedileg szelloztetett ketrecrendszer kozponti egységén az

egereknek megfeleld 55 + 10% relativ paratartalom volt beallitva.

5.14.2 Vad tipusu egerek immunszuppresszdldsa

Az immunszuppresszidé kivaltasahoz Solis ¢és Filler (2012) altal kozolt

protokollt'!” modositottuk. A kortizon-acetat liofilizalt formaban érkezett, igy az
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immunszuppresszalas eldtti napon készitettiik el a szuszpenziot. Mivel a kortizon-acetat
nem olddodik vizben, ezért feliiletaktiv Tween 80 segitségével egy homogén szuszpenziot
készitettiink. 12 ml hideg (4 °C) 0,9%-0s NaCl oldat (fiziologids s6oldat) és 0,05V/V%
Tween 80 keverékében szuszpendaltunk 250 mg kortizon-acetatot, amelyet 5-10 percen
keresztiil kémcsérazod segitségével kevertlink. Ezutdn felhasznalasig -80 °C-os hiitében
taroltuk a kiadagolt szuszpenziokat. Nem hasznaltunk bdditast az immunszuppresszans
beadéasahoz, a keziinkkel immobilizaltuk az allatokat, és sterilizalt (autoklavozott) 38x22G
méretll gyomorszonda segitségével naponta 225 mg/ttkg (ez az allatok testtdmegétdl
fiiggden nagyjabol 200 pl) kortizon-acetatot adagoltunk szuszpenzié formajaban per os 5
napon keresztiil. Egy alkalommal (6. nap) az oropharyngealis candidiasis el6idézése utani
napon térfogatmentes, 29G méretli tii segitségével intraperitonedlisan szintén 200 pl
végtérfogatban adagoltunk az allatoknak a kortizon-acetatot. Ezt kovetden mar nem adtunk

be immunszuppresszanst, mivel intraperitonealisan adagolva hosszabb ideig hat.

5.14.3 Egereken elvégzett beavatkozdsok

A kisérlethez 6-8 hetes, vad tipusu beltenyésztett (inbred) BALB/C ndstény
egereket hasznaltunk. A kisérletek soran az egereket tobb csoportba osztottuk, igy az elsd
az abszolut kontroll csoport, az ide tartoz6 egereken nem végeztiink semmilyen
beavatkozast, csak 200 pl 0,05V/V% Tween 80-at tartalmazo fizioldgias sdoldatot
(,,vehicle” kontroll) adagoltunk naponta per os. A masodik csoporton immunszuppressziot
alkalmaztunk a fent leirt modon, valamint tumorinjektalast végeztiink (OSCC xenograft).
A harmadik csoport egerei immunszuppresszion, tumorinjektalason és oralis candidiasison

estek at (OC-OSCC xenograft).

5.14.4 Egerek érzéstelenitése

A HSC-2 tumorsejtek nyelvbe torténd beinjektalasdhoz és az oralis candidiasis
eldidézéséhez sziikséges volt az egerek érzéstelenitése, amelyet izoflurdn segitségével
valositottunk meg (VetEquip, Isofluotek 1000 mg/g, kezdeti: 4%, fenntart6 altatas: 1,5%).
A Dbeavatkozds utdn kozvetleniil tiszta oxigén inhalalasaval felébresztettiik és

visszahelyeztiik a ketreciikbe, majd egy 6ran keresztiil megfigyelés alatt tartottuk oket.
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5.14.5 HSC-2 szdjiiregi laphamsejtes karcinoma sejtek egér nyelvbe torténd

injektdaldasa

A xenograft kialakitisdhoz a human eredetli HSC-2 sejtvonalat hasznaltuk. 1x10°
sejtet injektaltunk szérummentes médiumban az allatok nyelvébe. A szuszpenzo 10%
Matrigélt (Corning) tartalmazott, amely a tumorsejtek megtapadasat segiti el6 az egér
nyelvében. A Matrigélt a xenograft kialakitasa eldtti este jégbe tettiik, és athelyeztiik 4 °C-
os hiitébe egészen felhasznalasig (masnap), mert az 0 °C-on folyékony halmazallapota. Az
érzéstelenitett allat nyelvét csipesz segitségével rogzitettiik, majd a nyelvtd bal oldalanak
szubmukozajaba 50 pl végtérfogatban HSC-2 sejteket injektaltunk 29G térfogatmentes

fecskendd segitségével.

5.14.6 Ordlis candidiasis eloidézése

Az oralis candidiasis eldidézéséhez Solis ¢és Filler (2012) modositott
protokolljat!!” hasznaltuk a tumorinjektalast kovetd 3. napon. Az oralis candidiasis
eléidézéséhez a C. albicans SC5314 torzset hasznaltuk. Elsé 1épésként preinokulumot
készitettiink 5 ml folyékony YPD-ben, ezt razé inkubatorban 30 °C-on, 12 6rén at
novesztettiik. Az inkubécios idd letelte utan 50 pl-t atoltottunk 5 ml friss YPD-be, és
visszahelyeztiik a raz6 inkubatorba ijabb 12 o6rdra. Az atoltast még kétszer megismételtiik.
Az orélis candidiasis napjan a felndvesztett gombakat 13.000 g-n 5 percig centrifugaltuk.
Ezutan a feliiliszot leontottilk, majd a pelletet steril 1xPBS-sel reszuszpendaltuk és
centrifugdltuk. Ezt a folyamatot 2x ismételtiikk. Az utolsd centrifugédldsi 1épés utan a
sejteket steril HBSS-ben (Hanks kiegyensulyozott séoldat — Hank’s Balanced Salt
Solution) szuszpendaltuk fel, 5 ml végtérfogatban 1x10° sejt/ml koncentracidji
gombaszuszpenziot készitettiink. A szuszpenziot 37 °C-os vizfiirddbe helyeztik 10-15
percre. Ezutan steril kalcium-alginat vattapamacsokat helyeztiink a szuszpenzioba
koriilbeliil 5 percig. Miutan megbizonyosodtunk az egerek egészségi allapotarol és
megmértik a tomegiiket, a fent leirt modszerrel érzéstelenitettiik dket. Ezutdn csipesz
segitségével a gombaszuszpenzidval atitatott steril vattdkat az egerek nyelve ald helyeztiik,
majd 75 perc elteltével kivettiik. A szuszpenzioval atitatott vattat fél oranként cseréltiik,
ezzel elkeriilve a vatta kiszaradasat. Az OSCC xenograft csoport (nincs oralis candidiasis
csak tumorinjektalas) nyelve ala HBSS-sel atitatott vattak keriiltek. A 75 perc letelte utan
kivettiik az egerek nyelve aldl a vattat, és felébresztettiik az allatokat, ezutdn 1 6rdn at

megfigyelés alatt voltak.
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5.14.7 Ordlis candidiasis eldidézés sikerességének ellendrzése

bemetszést ejtettiink az allat szdjanak két oldalan, majd ezt kdvetden a nyelvet csipesz
segitségével rogzitettiik, és a nyelv proximalis részénél (nyelvtd) vald metszés révén
eltavolitottuk az allatbol. Ezutan a nyelv tomegét lemértiik, majd 3 ml PBS-ben szdvet
homogenizator segitségével homogenizaltuk. Ezutdn a tomény homogenizatumbol
készitettiink egy 10x-es higitast, és a tomény, valamint a 10x higitdst homogenizatumbol
50-50 pl-t kiszélesztettiink YPD-agar lemezekre. Ezutan a lemezeket 48 orara 30 °C-os
inkubatorba helyeztiik, majd a téptalajon megjelend kolonia formald egységek (CFU)
szama alapjan megallapitottuk, hogy mennyi gomba penetralt a nyelv szdvetébe.

A sikeres oralis candidiasis eldidézését hisztopatologiai felvételek készitésével is
ellendriztiik, melyhez hematoxilin-eozin (H&E) és PAS (perjoédsav-Schiff reakcid) festést

alkalmaztunk.

5.14.8 Egerek monitorozdsa és a kiméletes végpont

Az egereket naponta monitoroztuk, hogy milyen tiineteket mutatnak a
beavatkozasok kovetkeztében. Ilyen a testtomegvesztés, remegés, csokkent/megndvekedett
mozgékonysag, felborzolt szérzet. Az egereket a protokoll 8. napjan terminaltuk, kiméletes
végpont alapjan, mivel elérték a 25%-os sulyveszteséget. Az egerek terminalasahoz 400

mg/kg kloral-hidrat boditast, majd ezutan a nyak iziiletének kiizesitését alkalmaztuk.

5.14.9 RNS kivondsa a xenograft tumor mintikbol

Az allatokbol kimetszettiik a nyelvet, és 70%-os etanollal fertStlenitett szike
segitségével megtisztitottuk a nyelv szdvetétél a tumort. A megtisztitott tumort
homogenizaltuk Bioneer (KA-7030) eszkoz segitségével, majd az RNS izolalasahoz
Qiagen RNeasy Plus Mini Kitet hasznaltunk, és a mellékelt gyartdi utasitasokat kovetve
elvégeztiik az RNS izoldlast. Az izolalt RNS mennyiségét és mindségét Bioanalyzer

miiszerrel (Agilent) vizsgaltuk.

5.14.10 Hisztopatoldgiai festés

Az allatokbol kimetszettik a nyelvet, majd szobahdémérsékleten 4%-os

formalinban fixaltuk. A fixalt mintakbol szovetmetszeteket készitettiink, majd
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hagyomédnyos H&E ¢és PAS festést végeztiink, ezenkiviil a vimentin, E-cadherin és a p63
immunhisztokémiai festését is elvégeztik. Az E-cadherin festéshez sztenderd
immunhisztokémiai festést alkalmaztunk nyulban termeltetett monoklondlis elsddleges
antitest hasznalataval (1:200, EP700Y, Cellmarque). Vimentin festés esetén nyulban
termeltetett monoklonalis ellenanyagot (1:300, SP20, Cellmarque), mig a p63 festés
esetében egérben termeltetett ~monoklondlis ellenanyagot (1:100, DBRI16.1,
Hisztopatologia Kft., Pécs, Magyarorszag) haszndltunk. Az antigén feltarast Epitope
retrieval (ER) 2 oldattal (Leica, pH 9) végeztiik. Az elsddleges antitestek inkubacios ideje
20 perc volt. A festést immunhisztokémiai festdautomataval (platform: Bond-Max, Leica),
Bond Polymer Refine Detection (Leica) jelolérendszerrel végeztiik. Ezutan fényképeket
készitettiink a mintdkrol BX51 OLYMPUS vagy Zeiss Imager Z1 mikroszkop

segitségével.

5.15 Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat a GraphPad PRISM 7 szoftverrel végeztiik. Mindegyik
kisérletet legalabb harom alkalommal ismételtiik. Mindegyik ismétlés kezelés eredményeit
a sajat kontroll eredményéhez normalizaltuk amikor sziikséges volt, majd a normalizalt
adatokon végeztilk a statisztikai analizist. Pérositott vagy pdarositatlan t-tesztet
alkalmaztunk a szignifikancia —megallapitasdhoz. A  statisztikai  szignifikancia
kiszamitdsdhoz hasznalt tesztet az adott abraaldirds tartalmazza. Statisztikailag akkor
tekintettiik szignifikansnak a kiilonbséget, ha p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p < 0,0001).
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6 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1 Héinaktivalt gombak és zimozan OSCC progresszidjara gyakorolt
hatasanak vizsgalata

6.1.1 A hdinaktivdlt gombadk, valamint a zimozdn hatdssal vannak az OSCC sejtek

metasztazissal osszefiiggésbe hozhato tulajdonsdgaira

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen hatast gyakorol a szdjiiregi
laphamsejtes karcindma progresszidjara a megemelkedett gombamennyiség, elsé 1épésben
HSC-2 és HO-1-N-1 OSCC sejteket kezeltiink HI-C. albicansszal, HI-C. parapsilosisszal,
illetve zimozannal. A zimozant — a S. cerevisiae egyik sejtfalkomponense — altaldnos
gombastimulusként hasznaltuk. A HI-Candida gombak és a zimozéan kezelés alkalmas az
OSCC sejtek és a gomba sejtfalkomponensei kozott 1étrejovo direkt kapcsolat vizsgalatara.

Elsdként sebzési (wound healing) esszével vizsgaltuk az OSCC sejtek migracios
aktivitdsat a kiilonb6z6 gombastimulusok jelenlétében. A HO-1-N-1 sejtvonal esetében
szignifikdnsan megemelkedett migracios aktivitast detektaltunk mindegyik stimulus
hatasara a kezeletlen kontroll sejtekhez képest (zimozan: 1,445 + 0,076; HI-C. albicans:
1,369 + 0,09; HI-C. parapsilosis: 1,454 = 0,083) (10. A abra). Ezzel ellentétben a HSC-2
sejtvonal esetében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast egyik gombakezelés hatasara

sem (10. B dbra).
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10. abra: Héinaktivalt Candida sejtek, valamint zimozan hatasa az OSCC sejtek migracios
aktivitasara. (A) HO-1-N-1 sejtek kontrollra normalizalt migracids aktivitasa. (B) HSC-2
sejtek kontrollra normalizalt migracios aktivitdsa. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p <

0,05; ** p <0,01), ns=nem szignifikans.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, valtozik-e az OSCC sejtek proliferacios
aktivitdsa a gombastimulusok jelenlétében BrdU esszét végeztiink. A BrdU esszé alapjan
elmondhat6, hogy a HI-Candidak valamint a zimozan jelenléte nem befolyéasolja a HSC-2

¢s HO-1-N-1 sejtek proliferacios aktivitasat (11. A, B abra).
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11. abra: Hdinaktivalt Candida sejtek, valamint a zimozdn hatdsa az OSCC sejtek
proliferaciods aktivitasara. (A) HO-1-N-1 sejtek relativ proliferacids aktivitasa. (B) HSC-2

sejtek relativ proliferacios aktivitdsa. n=3, parositatlan t-proba, ns=nem szignifikéans.
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A tumorsejtek egyik kritikus képessége a kiilonbozé kornyezethez vald
alkalmazkodasban a tumorszdovetet kortilvevd extracellularis matrix modositasa. Ebben a
folyamatban legnagyobb mértékben a kiilonb6zd protedzok (szerin-, cisztein-, treonin-,
aszpartat-, illetve metalloproteindzok) vesznek részt. Igy bizonyos matrix
metalloproteinazok (MMP-k) kulcsszerepet jatszanak a tumor invaziv folyamataiban,

illetve a metasztazisban'¢’.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a gombak
jelenléte befolyasolja-e az OSCC sejtek szekretdlt MMP aktivitasat, szekretalt MMP
aktivitasi vizsgalatokat végeztiink. A HSC-2 sejtvonal esetében mindegyik alkalmazott
kezelés hatdsara megemelkedett a szekretdlt MMP-k aktivitdsa a kezeletlen kontroll
sejtekhez képest (zimozan: 1,516 =+ 0,041; HI-C. albicans: 1,437 + 0,065; HI-C.
parapsilosis: 1,426 = 0,057) (12. B abra). A HO-1-N-1 sejtvonal esetében nem volt

detektalhat6 szignifikans valtozas (12. A abra).
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12. abra: Hoéinaktivalt Candida sejtek, valamint zimozan hatasa az OSCC sejtek szekretalt
Osszes MMP aktivitasara. (A) HO-1-N-1 sejtek relativ 6sszes MMP aktivitasa. (B) HSC-2
sejtek relativ 6sszes MMP aktivitasa. n=4, parositatlan t-proba, p < 0,05; **** p <0,0001),

ns=nem szignifikans.

Egyre tobb tanulmény szamol be arrdl, hogy a tumorsejtek altal termelt
metabolitoknak szerepe van a metasztatikus folyamatokban azéltal, hogy befolyasoljak az
epitelidlis-mezenchimalis tranziciét (EMT), valamint a keringésben 1évé tumorsejtek
talélését'®®, Megvizsgaltuk, hogy a gombdk jelenléte hogyan befolyasolja a tumorsejtek
szekretalt metabolikus aktivitasat. A glikolizis és trikarbonsav ciklus (TCA ciklus)
intermedierjeit, valamint kiilonb6zé aminosavak valtozasait elemeztiik HPLC-HRMS-sel.
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Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a HO-1-N-1 sejtvonal esetében szignifikans
valtozés tortént a fumarat (1,189 + 0,044) termelésben zimozéan kezelés hatasara (13. A
abra). HI-C. albicans kezelés hatasara szignifikdnsan valtozott a glicerinaldehid-3-foszfat
(0,580 = 0,137), aszpartat (1,374 £ 0,096) és az eritr6z-4-foszfat (1,039 + 0,015)
mennyisége (13. B abra). HI-C. parapsilosis kezelést kovetéen az oxalacetat (1,463 =+
0,214), szukcinat (1,586 + 0,199) ¢és a glikoz/fruktoz-6-foszfat (1,317 + 0,118)

mennyisége valtozott szignifikansan (13. C 4bra).
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13. abra: Relativ kontrollra normalizalt metabolit mennyiség a kiilonbozo
gombastimulusok jelenlétében. (A) HO-1-N-1 sejtvonal, zimozan kezelés. (B) HO-1-N-1
sejtvonal, HI-C. albicans kezelés. (C) HO-1-N-1 sejtvonal, HI-C. parapsilosis kezelés.
n=4, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p < 0,05; ** p <0,01), ns=nem szignifikans. GA-3P -
glicerinaldehid-3-foszfat; 3PG - 3-foszfoglicerat; ACO - akonitat; ASP - aszpartat; CIT -
citrat; ERY - eritr6z-4-foszfat; FUM - fumarat; ISOC - izocitrat; OXA - oxalacetat; SUC -
szukcinat; G/F-6-foszfat - gliikoz/fruktoz-6-foszfat; GLUT - glutamét; GLY - glicin; KET
- a-ketoglutarat; MAL - malat; MET - metionin; PhOS - foszfoenolpiruvat; PRO - prolin;
PYR - piruvat.

A HSC-2 sejtvonal esetében szignifikans valtozas tortént a gliikkoz/frukt6z-6-
foszfat (1,564 + 0,132) termelésben zimozan kezelés hatasara (14. A é&bra). A HI-C.

albicans kezelés szignifikansan csdkkentette a glicerinaldehid-3-foszfat (0,605 + 0,142)
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mennyiségét (14. B abra). HI-C. parapsilosis kezelés hatasara szignifikdnsan valtozott az
eritr6z-4-foszfat (0,844 + 0,056), fumarat (0,763 + 0,065), oxalacetat (1,289 + 0,117) és
metionin (0,855 £+ 0,031) mennyisége (14. C abra).
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14. 4abra: Relativ kontrollra normalizalt metabolit mennyiség a kiilonbozo
gombastimulusok jelenlétében. (A) HSC-2 sejtvonal, zimozan kezelés. (B) HSC-2
sejtvonal, HI-C. albicans kezelés. (C) HSC-2 sejtvonal, HI-C. parapsilosis kezelés. n=4,
parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01), ns=nem szignifikdns. GA-3P -
glicerinaldehid-3-foszfat; 3PG - 3-foszfoglicerat; ACO - akonitat; ASP - aszpartat; CIT -
citrat; ERY - eritr6z-4-foszfat; FUM - fumarat; ISOC - izocitrat; OXA - oxalacetat; SUC -
szukcinat; G/F-6P - gliikoz/fruktdz-6-foszfat; GLUT - glutamat; GLY - glicin; KET - a-
ketoglutarat; MAL - malat; MET - metionin; PhOS - foszfoenolpiruvat; PRO - prolin; PYR

- piruvat.
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Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a HI-Candida sejtek, illetve a zimozan
valamint a metabolitok termelésére. Mindez egy interakciot feltételez a tumorsejtek
mintazat felismerd receptorai (PRRek) ¢és a gombdk patogén-asszocidlt molekularis

mintazatai (PAMP) kozott.

62 KI6 gombak OSCC progressziéjara gyakorolt hatisinak
vizsgalata
6.2.1 Az élé Candida gombdk hatdssal vannak az; OSCC sejtek metasztazissal

osszefiiggésbe hozhato tulajdonsdagaira

A hdinaktivalt gombasejtek €s zimozan kezelés altal vizsgalni tudtuk a gombék és
az OSCC sejtek invaziv tulajdonsagai kozotti direkt kapcsolatot (PAMP - PRR altali direkt
kapcsolat). Mivel tapasztaltunk szignifikdns valtozasokat, ugy véltiik, hogy az indirekt
kapcsolatoknak (Candidak altal szekretalt molekuldk) is szerepe lehet a tumor invaziv
folyamatainak megvaltoztatadsdban. Ennek megvaldsitasdhoz €16 C. albicans és C.
parapsilosis gombasejtekkel kezeltiink HSC-2 és HO-1-N-1 tumorsejteket, ezutan time-
lapse videot (hosszll id6 alatt készitett fényképek rovid id6 alatti lejatszasa) készitettiink a
tumorsejtek mozgasarol. A HO-1-N-1 sejtvonal esetében C. albicans és C. parapsilosis,
valamint a HSC-2 sejtvonal esetében C. parapsilosis kezelés jelenlétében nem volt
valtozéas az OSCC sejtek mozgasdban. A HSC-2 sejtvonalnal C. albicans kezelés hatasara
leszakadé maganyos OSCC sejteket figyeltink meg a gombatelep koriil. A kezeletlen
kontroll sejtek esetében kevésbé vagy egyaltaldn nem voltak jelen leszakadé sejtek (15. A,

B ébra).
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15. abra: (A) A sejtmigracios time-lapse videdbdl szarmazo képek. A nyilak a leszakado,
maganyosan migralé tumorsejteket mutatjak. Méretjelzé sav: 200 um. (B) Leszakadd
OSCC sejtek szama a kontroll és a C. albicans kezelt mintdkban. n=3; parositatlan t-proba,

p <0,05 * p <0,05), ns=nem szignifikans.

Megvizsgaltuk, hogy az ¢l6 Candida gombasejteknek van-e hatasa az OSCC
sejtek proliferacios aktivitdsdra. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a hdinaktivalt
gombasejtekhez €s a zimozan kezeléshez hasonléan nem tortént szignifikdns valtozas a

tumorsejtek proliferacios aktivitdsdban (16. A, B abra).
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16. abra: E16 Candida gombasejtek hatisa az OSCC sejtek proliferacios aktivitasara. (A)
HO-1-N-1 sejtek relativ proliferacios aktivitdsa. (B) HSC-2 sejtek relativ proliferacios

aktivitdsa. n=3, parositatlan t-préba, p < 0,05; ns=nem szignifikans.

Mivel héinaktivalt C. albicans és zimozan kezelés hatasara megemelkedett a
szekretalt 6sszes MMP aktivitas a HSC-2 sejtvonal esetében, megvizsgaltuk, hogy €16
Candida gombak jelenlétében detektalhatd-e valtozas. C. albicans kezelés hatasara
mindkét sejtvonal szekretalt 6sszes MMP aktivitasa megemelkedett (HSC-2: 1,918 +
0,209; HO-1-N-1: 1,918 + 0,183), azonban a C. parapsilosis kezelés nem eredményezett
szignifikans valtozast (17. A, B abra).

HO-1-N-1 HSC-2

» o 2.6+ " o 2.6
}g g 2.44 *% g g 2.44 b
2 > 224 2 > 224
L2 £2
- : 2.0 = : 2.0

S 184 S 1.8
o ° o = 1.8
= 2 164 ns = £ 164
=2 1.4 = 2 144
N0 124 N 1.24 ns
w9 104 0 9 1,04
K] ° 0 (=]
= S o084 = S o8
8 F 0.6 8 & 0.6+
2 2 044 2 044
s 8 02 %= 0.2
& £ oo- o £ oo-

N o & N @ Ao
© & & «° 2 N
& © 2 & o N
+ ? ‘@Q + > (QQ
¢ i
(¢} (¢}

17. abra: El6 Candida sejtek hatasa az OSCC sejtek szekretalt 6sszes MMP aktivitaséra.
(A) HO-1-N-1 sejtek relativ 6sszes MMP aktivitasa. (B) HSC-2 sejtek relativ 6sszes MMP
aktivitdsa. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01); ns=nem

szignifikans.
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy az €16 Candida gombaknak van-e hatdsa az OSCC
sejtek metabolikus aktivitasara. Az 5.5. fejezetben leirtak alapjan kidolgozott sejtfeltard
protokoll nem roncsolta a gombasejtfalat, igy a gombakbdl szarmazd metabolitok nem
zavartdk a mérést. A HO-1-N-1 sejtvonal esetében ¢l6 C. albicans kezelés hatdsara
szignifikansan valtozott az aszpartat (5,526 = 1,667), glicerinaldehid-3-foszfat (0,543 +
0,038), gliikdz/frukt6z-6-foszfat (0,288 + 0,047), glutamin (2,616 + 0,667), a-ketoglutarat
(1,532 + 0,051) és a szukcinat (9,81 £ 2,709) termelése (18. A abra). Ugyanakkor C.
parapsilosis kezelés hatasara csak az aszpartat (0,408 + 0,024) mennyisége valtozott (18. B

abra).
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18. 4abra: Relativ kontrollra normalizalt metabolit mennyiség a kiillonbozo
gombastimulusok jelenlétében. (A) HO-1-N-1 sejtvonal, €16 C. albicans kezelés. (B) HO-
1-N-1 sejtvonal, €16 C. parapsilosis kezelés. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p <0,05;
*kx p<0,001; **** p<0,0001), ns=nem szignifikdns. ASP - aszpartat; GA-3P -
glicerinaldehid-3-foszfat; G/F-6P - gliikkoz/frukt6z-6-foszfat; GLUT - glutamat; GLY -
glicin; KET - o-ketoglutarat; MAL - malat; MET - metionin; PRO - prolin; SUC -

szukcinat.

A HSC-2 sejtek esetében a C. albicans kezelés szignifikdns valtozast
eredményezett az aszpartat (2,67 £+ 0,346), glicerinaldehid-3-foszfat (0,068 = 0,009),
metionin (0,634 + 0,063), prolin (0,666 + 0,087) és a szukcinat (1,975 + 0,234)
termelésében (19. A abra). A C. parapsilosis kezelés szignifikans valtozéast eredményezett
a fumarat (1,199 + 0,046), glicerinaldehid-3-foszfat (0,225 £ 0,076) és a szukcinat (1,523 +
0,101) termelésében (19. B abra).
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19. 4abra: Relativ kontrollra normalizalt metabolit mennyiség a kiillonbozo
gombastimulusok jelenlétében. (A) HSC-2 sejtvonal, ¢16 C. albicans kezelés. (B) HSC-2
sejtvonal, €16 C. parapsilosis kezelés. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p < 0,05; ** p
<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001), ns=nem szignifikans. ASP - aszpartat; GA-3P -
glicerinaldehid-3-foszfat; G/F-6P - gliikkoz/frukt6z-6-foszfat; GLUT - glutamat; GLY -
glicin; MAL - malat; MET - metionin; PRO - prolin; SUC - szukcinat.

6.2.2 A hdinaktivdlt és élo Candida gombak OSCC sejtekre gyakorolt hatisianak

vizsgdlata in vitro — értékelés

Munkénk soran vizsgaltuk, hogy a szdjliregben tulzottan elszaporodd Candida
gombdak befolyasoljak-e a szdjiiregi laphdmsejtes karcinoma progresszidjat. Elséként in
vitro vizsgaltuk a hdinaktivalt, valamint az ¢é16 Candida gombak és a zimozan hatasat. Egy
tanulmany korabban mar beszamolt arrdl, hogy a nem-kissejtes tiidorak esetén a tiiddben
elszaporodd Gram-negativ baktériumok novelik a tumorsejtek proliferacios és invazids
aktivitasat in vitro és in vivo'®. Kisérleti eredményeinkbdl megallapithatd, hogy az OSCC
sejtek proliferacios aktivitdsa sem a HI-Candida sejtek és zimozan jelenlétében, sem az é16
Candida sejtek jelenlétében nem valtozik. Azonban a HO-1-N-1 sejtek esetén a migracios
aktivitas szignifikdnsan megemelkedik HI-Candida sejtek és zimozan jelenlétében. Az ¢16
sejtkovetési technika (time-lapse video) alapjan elmondhat6, hogy a HSC-2 sejtek €16 C.
albicans sejtek jelenlétében a konfluens réteg sebzésének szélén, a gombatelepek
kozelében, egymastdl elszakadva, maganyosan vandorolnak az iires teriilet iranyaba. Ezt a
jelenséget nem, vagy csak kis mértékben figyeltilk meg az ¢l6 C. albicans sejteket nem
tartalmazd kontroll mintdk esetében. Habar ez a jelenség a gombatelepek kdzelében
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lathato, de attol tavolabb is megfigyelhetd. Emiatt egy indirekt kapcsolat feltételezhetd a
gomba- ¢és a tumorsejtek kozott, amelyek feltehetden szekretdlt molekuldk ¢és
extracellularis vezikulak altal valosul meg!™. Ez a jelenség valoszinlileg szerepet jatszik a

A matrix metalloproteinazok esszencialis szerepet tdltenek be a tumormetasztazis
folyamataban az extracellularis matrix degradalasa altal, igy eldsegitik a maganyos
torténd kezelést kovetden enyhe szekretdlt MMP aktivitast figyeltink meg a HSC-2
sejtvonal esetében. Az ¢él6 C. albicans sejtekkel torténd kezelés mindkét sejtvonal MMP
aktivitasat szignifikdnsan novelte, amely erdsiti azt az elképzelést, miszerint a C. albicans
MMP-k aktivalodasa révén. Ugyanakkor C. parapsilosis esetén nem figyeltiink meg
valtozast.

A tumorsejtekrél elmondhatd, hogy metasztatikus allapotban sajatos a
metabolikus profiljuk, ezért megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a tumorsejtek glikolizisét,
TCA ciklusat, illetve bizonyos aminosavak termel6dését a gombasejtek jelenléte. A
metabolomikai vizsgélatok eredményeibdl kideriilt, hogy a HI-Candida sejtek, illetve a
zimozan jelenlétében néhany metabolit mennyisége valtozott, azonban csekély mértékben,
valamint a valtozasok kozott nem lathato osszefiiggés. Ezzel ellentétben, az €16 C. albicans
sejtekkel torténd kezelés hatasara mindkét sejtvonal sejtjei emelkedett aszpartat és
szukcinat és csokkent glicerinaldehid-3-foszfat (GA-3P) termelést mutattak. Erdekes
Osszefiiggés, hogy a GA-3P mennyisége a HI-C. albicans sejtek jelenlétében is csokkent
mindkét sejtvonal esetében. Irodalmi adatok alapjan a szukcindt és az aszpartat
onkometabolit, azaz szerepilk van a tumor invaziv folyamataiban. A szukcinat tobb
mechanizmuson keresztiil is szerepet jatszhat a tumor progresszidjaban. A szukcinat
akkumulalodasa a tumorsejtekben a prolil-hidroxildz enzim inhibici¢jat eredményezi, igy a
hipoxia indukalta faktor 1 a (HIF-1a) stabilizalodik, mivel a prolil-hidroxilaz nem képes
hidroxildlni a HIF-lo-t, ezaltal nem degradalodik. Emiatt a HIF-la a sejtmagba
transzlokalodik, ahol elésegitheti az angiogenezis folyamatat, az apoptdzissal szembeni
rezisztenciat, valamint a tumorinvazioban szerepet jatszd gének aktivalodasat'’?. Egy
masik tanulmdny szerint a tumorsejtek altal szekretalt szukcinat a tumor progresszidjat
elosegitd faktorok kozé tartozik, mivel gatolja a tumor-asszocidlt makrofagok
polarizaciojat, valamint a tumor eldrehaladdsat segitd szignalizaciés utakat aktival

(PI3K/AKT, HIF-1a)!7%. A szukcinat mellett az aszpartat is onkometabolit, azaz elésegiti a
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tumoros folyamatokat. Egy tanulmany szerint az aszpartat hidnya limitdlja a tumorsejtek
tumorndvekedést tekintve!’. Ez arra utal, hogy a C. albicans altal indukalt aszpartat
termelés eldsegitheti a tumor novekedését. Azt feltételezziik, hogy a csokkent
glicerinaldehid-3-foszfat a megndvekedett glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) emelkedett aktivitasanak az eredménye, mivel a GAPDH katalizalja azt a redox
reakciot a glikolizis soran, amelyben a GA-3P 1,3-biszfoszfogliceratta oxidalodik,
mikézben a NAD" NADH-va redukalodik. Ha a feltételezésiink igaz, miszerint
megemelkedik a GAPDH aktivitdsa, az a tumorsejtekben metasztatikus aktivitast és
tumorndvekedést eredményezhet, mivel egy tanulmany szerint a GAPDH a SNAIL
(SNAIL csalad transzkripcids represszor 1) transzkripcids faktor altal részt vesz a tumor
invaziv folyamataiban'”>.

Az eddigi eredményeket Osszegezve elmondhatd, hogy ¢€l6 C. albicans sejtek
jelenlétében megfigyelhetdk olyan szignifikdns valtozasok (leszakadd sejtek 2D-s
migraciés modellben, fokozott szekretdlt O6sszes MMP aktivitds, onkometabolitok

termelése), amelyek dsszefliggésbe hozhatok a tumorprogresszioval.

6.2.3 Az élo C. albicans stimulus aktivdlja az OSCC invaziv folyamataiban szerepet

jatszo géneket és jelatviteli utakat

Annak érdekében, hogy feltérképezziik az in vitro kisérletek soran latott
fenotipusos valtozas molekuldris hatterét, a HSC-2 és HO-1-N-1 sejtek teljes transzkriptom
analizisét végeztiik el zimozan, HI-C. albicans, HI-C. parapsilosis, €16 C. albicans és €16
C. parapsilosis sejtekkel torténd kezelést kovetéen. A transzkriptomikai vizsgélatok
alapjan megallapithatd, hogy az ¢l6 C. albicans sejtes kezelés okozta a legtobb szignifikans
génexpresszios valtozast az OSCC sejtekben (HSC-2: n=2764; HO-1-N-1: n=190). A HO-
I-N-1 sejtvonal zimozan kezelését kovetden 19 gén expresszids szintje valtozott
szignifikdnsan. A tobbi kezelés esetén nem, vagy elhanyagolhatdé mértékben tortént

valtozas az OSCC sejtek expressziods aktivitdsdban (1. tablazat).
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1. tablazat: Az OSCC sejtek kiilonbozé gombastimulus hatdsdra bekdvetkezd
szignifikdnsan valtozo génjeinek szdma. n=3. HI-C.a. - héinaktivalt C. albicans, HI-C.p.-

héinaktivalt C. parapsilosis, €16 C.a. - €16 C. albicans, €16 C.p. - €16 C. parapsilosis.

zimozan HI-C.a. HI-C.p. ¢él6C.a. ¢él6C.p.

upreg. 19 0 3 173 0
HO-1-N-1
downreg. 0 0 0 17 0
upreg. 0 0 4 1315 3
HSC-2
downreg. 1 2 1 1449 0

Ha a két sejtvonalat hasonlitjuk 6ssze €16 C. albicans sejtek jelenlétében, akkor
elmondhat6, hogy a HSC-2 sejtvonal esetén tobb gén expresszids szintje valtozott meg
(upregulalodd gének: n=1315; downregulalodd gének: n=1449), mint a HO-1-N-1 esetén
(upregulalodott gének: n=173; downregulalodott gének: n=17) (1. tablazat). Ezutidn
vizsgaltuk az €16 C. albicans sejtek altal indukalt géneket. Kigytijtottiik a szakirodalombol
azokat, amelyeknek bizonyitott szerepe van a mar kialakult OSCC progresszidjaban, és
Osszehasonlitottuk azokkal a génekkel, amelyek génexpresszios szintje megvaltozott C.
albicans kezelés hatasara. A HSC-2 sejtvonal esetében 36 olyan gént azonositottunk (32
upregulalodo, 4 downregulalodo), amelyek szerepet jatszanak az OSCC progresszidjaban
(3. melléklet) és C. albicans jelenlétében valtozik expresszidjuk (20. A dbra, 21. abra).
Ezutan a C. albicans hatasara valtoz6 génexpresszids profilt 6sszehasonlitottuk egy egy-
sejt szekvenalasbol (scSEQ) szarmazo génexpresszids profillal. A tanulmanyban 18 fej-
nyaki daganatos (HNSCC) beteg mintdibol végeztek egy-sejt szekvenalast, majd
osszehasonlitottdk a metasztatikus és nem-metasztatikus génexpresszids profilt'’. Ez
alapjan megvizsgaltuk, hogy a metasztatikus allapotra jellemzd és EMT-ben szerepet
jatszo gének koziil van-e atfedés a C. albicans altal indukalt génekkel. Az eredmények
alapjan elmondhatd, hogy C. albicans jelenlétében 21 gén upregulalodik és 3
downregulalodik, amelyeknek szerepe van az EMT folyamataiban az scSEQ adatok
alapjan (20. B é4bra, 21. dbra). A két elemzésbdl szarmazé adatot (20. A és B abra)
Osszehasonlitva elmondhato, hogy 5 olyan gént talaltunk (INHBA - inhibin béta-alegység
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A; MMP10 - matrix metalloproteindz 10; MMP1 - matrix metalloproteinaz 1; SEMA3C -
szemaforin 3C; FHL2 - négy-és-fél LIM domén), amelyek expresszidja szignifikdnsan
novekszik C. albicans jelenlétében, valamint szerepe van az OSCC invézidban a kigyijtott

szakirodalmi adatok és az scSEQ adatok alapjan is (21. abra).

A B

OSCC invaziés markergének
szakirodalom alapjan

EMT gének (scSEQ adat)
79 76
d 32 3 O\ 21
0\ 0
1445 11283 ‘ 1446 1294
0 0 /
Szignifikansan downreg. Szignifikansan upreg.  Szignifikansan downreg. Szignifikansan upreg.
C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés
hatasara hatasara hatasara hatasara

20. abra: EI6 C. albicans sejtek jelenlétében valtozo HSC-2 géneket és a szakirodalom
alapjan OSCC progresszidjaban szerepet jatszo géneket abrazolé Venn-diagram. (A) C.
albicans jelenlétében valtozd gének, valamint a szakirodalmi adatok alapjan OSCC
markergének Osszehasonlitdsa. (B) C. albicans jelenlétében valtozo gének, valamint 18
betegbdl szdrmazd mintdk egy-sejt szekvendldsi adataibol szdrmazo (scSEQ) EMT-vel

Osszefiiggd gének Osszehasonlitdsa.
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C. albicans indukalta génexpresszios valtozas

I Mindkettd
l OSCCinvazié markergének
Il scSEQ, EMT-ben szerepetjatszé gének

<

4. N

Génexpresszios valtozas (log2)
N

I o
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21. abra: C. albicans éltal indukalt gének valtozasa (logz) a HSC-2 sejtvonalban. A
grafikonon azok a gének vannak feltiintetve, amelyek atfedésben vannak a
szakirodalomban azonositott markergénekkel (zold) vagy az egy-sejt szekvenalés
eredményébdl azonositott EMT génekkel (kék), illetve amelyek mindegyik adathalmazban
eléfordultak (piros). HBEGF - heparink6td epidermadlis novekedési faktor-szerii
novekedési faktor; LIF - leukémia gatlo faktor; FOS - cFOS proto-onkogén; IL6 -
interleukin 6; ATF3 - aktivalo 3. transzkripcios faktor; INHBA - inhibin béta-alegység A;
SEMA7A - szemaforin 7A; MMP3 - matrix metalloproteindaz 3; PHLDAI - pleksztrin
homolég-szerii domén, A csalad, 1-es tag; MMP10 - méatrix metalloproteinaz 10; PLAUR -
plazminogén aktivator, urokinaz receptor; FOXC2 - C2-es doboz; VEGFA - vaszkularis
endotél novekedési faktor A; F3 - szoveti faktor; CDHI11 - cadherin 11; MMP1 - matrix
metalloproteindz 1; JUN - jun proto-onkogén; THBS1 - thrombospondin 1; PTHLH -
mellékpajzsmirigy  hormon-szerli hormon; GFPT2 -  glutamin-fruktdz-6-foszfat
transzamindz; LAMB3 - laminin, béta 3 alegység; EIFSA2 - eukariota transzlacio
iniciacids faktor SA2; LAMC?2 - laminin gamma 2 alegység; VEGFC - vaszkularis endotél
novekedési faktor C; PLAU - plazminogén aktivator, urokindz; TNFRSFI2A - tumor
nekrozis faktor szupercsalad, 12A tagja; MMPY - matrix metalloproteinaz 9; BCL2 - BCL2
apoptozis regulator; ITGAS - integrin alfa 5 alegység; MET - MET proto-onkogén; 1L.32 -
interleukin 32; LAMA3 - laminin alfa 3 alegység; CCNDI - ciklin D1; SEMA3C -
szemaforin 3C; NINJI - ninjurin 1; ACTNI1 - alfa-aktin 1; LY6K - limfocita antigén
komplex 6, K lokusz; MT2A - metallotionein 2A; NIPAL1 - nipa-szerii protein 1; FOXC1
- Cl-es doboz; FHL2 - négy-¢és-fél LIM domén 2; SLC31A2 - oldott anyag hordozdé csalad
31, 2-es tagja; TNC - tenaszcin C; FRMD6 - FRM 6-ot tartalmaz6 domén; EMP3 -
epitelidlis membran protein 3; DVLI - DSH homolog.
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A HO-1-N-1 sejtvonal transzkriptomikai eredményeit is Osszehasonlitottuk a
szakirodalmi adatokkal. Ebben az esetben 1ényegesen kisebb volt az atfedd gének szama.
Tizenharom olyan gént azonositottunk, amelyek C. albicans stimulus hatdsara
upregulalodtak és egyben OSCC invazids markergének is (22. A abra). Ezenkiviil négy
olyan gént talaltunk, amelyeknek az EMT-ben van szerepe az scSEQ adatok alapjan (22. B
abra). Két olyan C. albicans indukalta gént azonositottunk, amely mindkét szakirodalmi
adathalmazban jelen volt (SERPINEI - szerpin E csalad 1-es tagjdhoz tartozd gén,
INHBA) (23. abra).

A B

OSCC invaziés markergének

szakirodalom alapjan EMT gének (scSEQ adat)
102 96
0 13 0 4

0 0

17 - 160 17 169
0 0

Szignifikansan downreg. Szignifikdnsan upreg. Szignifikansan downreg. Szignifikansan upreg.
C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés
hatasara hatasara hatasara hatasara

22. abra: E1§ C. albicans sejtek jelenlétében valtozo HO-1-N-1 géneket és a szakirodalom
alapjan OSCC progresszidjaban szerepet jatszo géneket abrazolé Venn-diagram. (A) C.
albicans jelenlétében valtozd gének, valamint a szakirodalmi adatok alapjan OSCC
markergének Osszehasonlitdsa. (B) C. albicans jelenlétében valtozo gének, valamint 18
betegbdl szdrmazd mintdk egy-sejt szekvenaldsi adataibol szdrmazo (scSEQ) EMT-vel

Osszefiiggd gének Osszehasonlitdsa.

62



C. albicans indukalta génexpresszids valtozas

I Mindkettdé
i OSCCinvazié markergének

I I I Il scSEQ, EMT-ben szerepetjatszé gének
(]

©
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N w

Génexpresszios véltozas (log2)

o

w
=

FO
ATF3
HBEGF
SERPINE1
PTHLH
INHBA
JUN
VEGFA
F3
FOXC2
PHLDA1
PLAUR
SEMA7A

23. abra: C. albicans altal indukalt gének valtozésa (logz) a HO-1-N-1 sejtvonalban. A
grafikonon azok a gének vannak feltiintetve, amelyek atfedésben vannak a
szakirodalomban azonositott markergénekkel (zold) vagy az egy-sejt szekvenalés
eredményébdl azonositott EMT génekkel (kék), illetve amelyek mindegyik adathalmazban
eléfordultak (piros). FOS - cFOS proto-onkogén; ATF3 - aktivalo 3. transzkripcios faktor;
HBEGF - heparink6td epidermaélis ndvekedési faktor-szerli ndvekedési faktor; IL6 -
interleukin 6; SERPINE1 - szerpin E csalad 1-es tagjdhoz tartozé gén; PTHLH -
mellékpajzsmirigy hormon-szerli hormon; INHBA - inhibin béta-alegység A; JUN - jun
proto-onkogén; VEGFA - vaszkularis endotél novekedési faktor A; LIF - leukémia gatld
faktor; F3 - szoveti faktor; FOXC2 - C2-es doboz; PHLDALI - pleksztrin homoldg-szerii
domén, A csalad, 1-es tag; PLAUR - plazminogén aktivator, urokinaz receptor; SEMAT7A -

szemaforin 7A.

Ezutan elemeztikk, hogy a C. albicans jelenlétében valtozd gének milyen
szignalizacios utvonalakban vesznek részt. Ehhez KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) analizist végeztiink. Az analizis alapjan elmondhato6, hogy a C. albicans
jelenléte olyan szignalizécios utvonalakat aktival a HSC-2 sejtekben, amelyekrél korabban
mar bizonyitottdk, hogy szerepiik van az OSCC kialakuldsanak folyamataban ¢és
metasztazis képzésében. Ezek a jelatviteli utvonalak a Hippo, Focal adhesion, JAK-STAT,
PI3K-Akt, Wnt és a TGFp jelatviteli utak (24. abra)*’'77-180 A HO-1-N-1 sejtvonal
esetében nem talaltunk olyan Utvonalakat a KEGG analizis soran, amelyek 0sszefliggésbe

hozhatoak az OSCC progresszidjaval.
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Hippo jelatviteli ut () ' Focal adhesion

6.
Utvonalban
szerepld
gének szama
51 (Count)
3 ® 4
E : 3 & S
& o PI3K-Akt jelatviteli ut‘ ‘ 60
o4 JAK-STAT jelatviteli ut
g & 0 -
3 Wht jelatviteli ut

2. @ TGF-béta jelatviteli ut

0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Génarany (GeneRatio)

24. abra: Jelatviteli ttvonalak, amelyek kulcsszerepet jatszanak az OSCC invazios
folyamataiban és C. albicans jelenlétében aktivalodnak. A ,,Count” jeldli, hogy az adott
utvonal szerepldi koziil hany gén upregulalddott C. albicans jelenlétében. A génarany
jeloli az utvonalban C. albicans hatasara aktivalodott gének aranyat az Osszes valtozo

génhez viszonyitva. A bal oldali y tengelyen pedig a p érték van feltlintetve.

Ezutan génkapcsolat vizsgalatot végeztiink a C. albicans kezelés hatasara valtozo
HSC-2 génkészlet alapjan. A HO-1-N-1 sejtvonal esetében nem volt megfeleld szamu gén,
amely alapjan értelmezhetd eredményeket lehetett volna kinyerni. A kauzalis génkapcsolat
vizsgalat a C. albicans jelenlétében valtozd gének alapjdn a tumor mikrokdrnyezet
jelatviteli utvonalak, metasztazishoz, invazidhoz, angiogenezishez, proliferaciohoz kothetd

utvonalak szignifikdns aktivalodasat prediktalta (25. abra).
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25. abra: Kauzélis génkapcsolat vizsgalat. A HSC-2 sejtvonal C. albicans jelenlétében
valtozd génjei alapjan prediktalt progressziv folyamatai. STAT3 - jelatalakité és
transzkripcid aktivator 3; AP1 - aktivalé protein 1; NFkB - sejtmagi faktor kappa B; MYC
- MYC proto-onkogén; CCND1 - ciklin D1; BCL2 - BCL2 apoptézis szabalyozo; MMP?2 -
matrix metalloproteinaz 2; SPP1 - szekretalt foszfoprotein 1; VEGF - vaszkularis endotél
novekedési faktor; PTGS2 - prosztaglandin endoperoxid szintdz 2; HIFla — hipoxia
indukalta faktor 1 alfa; PGE2 - prosztaglandin E2; CTL - citotoxikus T-limfocita; CD274 -
programozott sejthalal 1, ligand 1; PD-1 - programozott sejthalal 1; PD-L1 - programozott
sejthaldl ligand 1; FAS - FAS sejtfelszini sejthalal receptor; CFLAR - CASPS8 és FADD-
szeri apoptézis szabdlyozo; ICAMI1 - intercelluldris adhéziés molekula 1; PLAU -

plazminogén aktivator, urokindz; MMP9 - matrix metalloproteindz.

A korébbi in vitro eredményeinket alatdmasztjak a transzkriptomikai eredmények,
miszerint C. albicans hatasara né a HSC-2 sejtek dihidrolipoamid-szukcinil-transzferaz
(DLST) és a szukcinil-KoA ligaz B-alegység (SUCLA2) génjeinek expresszidja, amelyek
szerepet jatszanak a szukcinat metabolizmusaban. Ezenkiviil az aszparagin-szintetazt
tartalmazd domén 1 (ASNSDI1) és a glutamat-oxdlacetat-transzamindz 1 (GOT1)
génexpresszids szintje is megemelkedett, amelyek pedig az aszpartat szintézis

folyamatadban jatszanak szerepet (26. abra). A génexpresszios valtozas kismértéki volt
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ugyan, azonban a HPLC-HRMS-sel mért metabolomikai eredményeket igazolta. A
génexpresszids valtozasokat qPCR-rel validaltuk. Tovabb erdsiti az eldzetes in vitro MMP
aktivitds novekedés eredményeket, hogy C. albicans jelenlétében tobb MMP
génexpresszids szintje is megemelkedett (27. dbra). A génexpresszids valtozasokat szintén
qPCR-rel validaltuk. Emellett kivalasztottunk néhany, C. albicans jelenlétében emelkedett
expressziot mutaté gént, amelynek szerepe van az OSCC invazidjaban ¢és qPCR-rel
igazoltuk a megvaltozott génexpresszidés mintazatot (4. melléklet), valamint a fentebb
emlitett szignalizaciés utak néhany komponensének megvaltozott expresszidjat is

validaltuk qPCR-rel (5. melléklet).
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26. abra: A szukcinat és aszpartat metabolizmusaban szerepet jatsz6 gének
expresszidjanak valtozdsa C. albicans jelenlétében HSC-2 sejtvonal esetében. A
,transzkriptomika” feliratu grafikon mutatja a transzkriptomikai eredményekbdl szarmazo
génvaltozds mértékét, mig a ,,qPCR” feliratt a validalas sordn alkalmazott qPCR
eredményét mutatja az adott génre vonatkoztatva. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (* p <
0,05; ** p < 0,01), ns=nem szignifikdns. DLST - dihidrolipoamid-szukcinil-transzferaz;
SUCLA2 - szukcinil-KoA ligaz B-alegység; ASNSDI1 - aszparagin-szintetazt tartalmazo

domén 1; glutamat-oxalacetat-transzaminéz 1.
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27. abra: HSC-2 sejtvonalban C. albicans hatasara upreguldlodd MMP gének. A
ntranszkriptomika” feliratd grafikon mutatja a transzkriptomikai eredményekbdl
szdrmazo génvaltozas mértékét, mig a ,,qPCR” feliratu a validalas soran alkalmazott
qPCR eredményét mutatja az adott génre vonatkoztatva. n=3, parositatlan t-préba, p <
0,05 (* p <0,05; ** p <0,01). MMP10 - matrix metalloproteindz 10; MMP1 - matrix
metalloproteindz 1; MMP9 - matrix metalloproteindz 9; MMP3 - matrix

metalloproteinaz 3.

6.2.4 In vitro transzkriptomikai analizis — értékelés

Az in vitro transzkriptomikai analizis molekuléris szinten is megerdsiti azt az
eredményt, miszerint az ¢l6 C. albicans sejtek jelenléte ndveli az OSCC sejtek, elsdsorban
a HSC-2 sejtvonal, progresszidval dsszefiiggd folyamatait. Az eredmények dsszecsengenek
a migracidés, MMP aktivitasi és metabolomikai vizsgélatokkal, miszerint a HI-Candida, a
zimozéan és az ¢l6 C. parapsilosis sejtek nem, vagy enyhe valtozast eredményeznek az
OSCC sejtek progressziojat tekintve. Az €16 C. albicans sejtek jelenlétében megfigyelt
fenotipikus ~ véltozasokat aldtdmasztjdk a transzkriptomikai vizsgélatok, mivel
megemelkedett a szukcinat és aszpartat onkometabolitok metabolizmuséban szerepet jatszo

gének expresszios szintje. Tovabba szignifikans novekedést figyeltink meg négy MMP
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gén expresszids szintjében (MMP1, MMP10, MMP9, MMP3), amely szintén 0sszecseng a
szekretalt Osszes MMP aktivitds vizsgalatok eredményeivel. A szakirodalmi adatokat
elemezve azonositottunk olyan OSCC markergéneket, amelyek expresszioja szignifikdnsan
valtozik C. albicans jelenlétében. Tizennégy olyan OSCC progressziés markergént
talaltunk (ATF3, F3, FOS, FOXC2, HBEGF, IL6, INHBA, JUN, LIF, PHLDA1, PLAUR,
PTHLH, SEMAT7A, VEGFA), amelyek HSC-2 és HO-1-N-1 sejtekben is upregulalodtak
¢l6 C. albicans sejtek hatdsara. A HSC-2 sejtvonal esetében szamos génexpressziods
valtozast detektaltunk, amely lehetdséget biztositott tovabbi analizisek elvégzésére. A
valtozd géneket vizsgalva olyan jelatviteli utak aktivacidjat is azonositottuk, amelyeknek
szerepe van az OSCC proliferaciojaban, invazidjaban, tumorndvekedésében,
angiogenezisében és metasztazis képzésében. A HSC-2 sejtekben megvaltozott expressziot
mutaté gének alapjan végzett kauzalis génkapcsolat vizsgalat a tumor progresszidjaval
kapcsolatos folyamatokat prediktalta, amelyek ¢él6 C. albicans sejtek hatasara
bekovetkezhetnek. Ilyen folyamatok példaul a tumorsejtek proliferacioja, talélése,

metasztazisa, angiogenezise, invazidja, viabilitdsa vagy a citotoxikus T-sejtek gatlasa.
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6.3 Az oralis candidiasis OSCC progressziojara gyakorolt hatasanak
vizsgalata in vivo
6.3.1 Egy uj xenograft egérmodell kidolgozdsa a C. albicans OSCC progresszidjara

gyakorolt hatasanak vizsgdalatahoz

Munkdénk soréan sikeresen létrehoztunk egy in vivo xenograft egérmodellt az oralis
candidiasis OSCC progresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. Ebben a modellben az
OSCC tumorsejtek nincsenek direkt kapcsolatban a C. albicans sejtekkel, igy csak az
indirekt kapcsolatokon keresztiil vizsgalhato a hatés. Ilyen indirekt kapcsolat lehet példaul
az immunrendszer altal kozvetitett hatds vagy a gombak altal termelt és szekretalt
extracellularis vezikuldk hatdsa. A tumor létrehozéasat az egérben genetikailag modositott
egerek (pl. sulyos kombinalt immunhiany - SCID, timozin hidnyos egér - NUDE)
segitségével lehet technikailag legegyszeriibben megvalodsitani. Ezeknek a transzgenikus
egereknek azonban hatranyuk, hogy részben vagy egészben hidnyzik az adaptiv
immunitasuk, igy nem lehet az immunrendszer OSCC-Candida kapcsolataban betoltott
szerepét teljeskorlien vizsgalni. Ahhoz, hogy az OSCC-Candida kapcsolatot teljes
immunologiai kornyezetben vizsgalhassuk, az immunszuppresszidhoz kortizon-acetat
kezelést alkalmaztunk per os naponta. Tovabba eldnye ennek az immunszuppresszalasi
modszernek, hogy az OSCC esetén alkalmazott kemoradio-terapidhoz hasonld
mieloszuppressziv allapotot eredményez.

Mivel a HSC-2 sejtvonal esetében lattunk nagyobb mértékili valtozast, ezért ezt a
sejtvonalat hasznaltuk az OSCC kialakitdsdhoz. A tumor létrehozasahoz 1x10° HSC-2
sejtet injektaltunk kortizon-acetattal immunszuppresszalt 6-8 hetes balb/c egerek nyelvébe.
Az allatok nyelvében a tumorinjektalast koveté harmadik napon szabad szemmel lathato
méretlire fejlodott a tumor. A tumorinjektalast kovetd harmadik napon oralis candidiasist
idéztiink el6 tgy, hogy C. albicans sejtszuszpenzidba aztatott vattat helyeztiink az allatok
nyelve ald 75 percre. Az egereket a kisérlet 8. napjan termindltuk az eldirasoknak

megfelelden a csokkent aktivitds, valamint a 25%-0s sulyvesztés miatt (28. 4bra).
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HSC-2 Oralis Kiméletes

kortizon-acetat injektalas candidiasis végpont
Napok 1: 2: 3: 4: 5, 6: 5 8
Immunszuppresszié "
OSsCC
.................................................................................. .’

28. abra: Az OSCC-oralis candidiasis in vivo xenograft modell folyamatibraja. Elso
naptol kezdve az 6todik napig kortizon-acetat kezelés naponta, per os. A hatodik napon az
oralis candidiasis utdn kortizon-acetat kezelés intraperitonedlisan. A kisérlet masodik
napjan HSC-2 tumorsejtek injektaldsa az egér nyelvébe. Az 6tddik napon oralis candidiasis

eldidézése. Nyolcadik napon terminalas. Az dbra a BioRender.com honlapon késziilt.

A terminalast kovetéen a tumort tartalmaz6 nyelvet kimetszettiik, és validaltuk az
OSCC, valamint az ordlis candidiasis kialakuldsat. A nyolcadik napon az atlagos
tumorméret 5 mm atmérdji volt (29. A dbra). A kimetszett nyelvmintabol szovetmetszetet
készitettiink, majd H&E, valamint PAS festést végeztiink. Az immunhisztokémiai festések
utan tumorsejteket és a mukozaban 1évé gombahifat detektaltunk (29. A, B abra). Az oralis
candidiasis sikerességét kolonia formalo egységek (CFU) szdmanak meghatarozasaval is
megerodsitettiik. A kimetszett nyelvekbdl készitett homogenizatumbol adott mennyiséget
YPD taptalajra szélesztettiink, majd az inkubdcidos id6 letelte utan megszamoltuk a
kolonidkat. A vizsgalat alapjan megallapitottuk, hogy 10°-10° CFU/nyelvszdvet gramm

volt a koncentracid, amely azonos a szakirodalomban fellelhet6 adatokkal!!”.
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29. abra: A kisérlet 8. napjan kimetszett tumor. (A) A kisérlet 8. napjan kimetszett
reprezentativ egérnyelv. A bekarikdzott rész mutatja a kifejlédott tumort. Méretjelzo
sav: 1 mm. (B) Ordlis candidiasist el nem szenvedd allat hisztopatologiai képe, HE
festés. A nyilak a tumor hatdrdt mutatjdk. Méretjelz6 sav: 100 pum. (C)
Tumorinjektalason és oralis candidiasison is atesett allat hisztopatologiai képe. PAS

festés. A nyilak a mukdzaban talalhaté gombahifat mutatjak. Méretjelzd sav: 100 um.

6.3.2 Az ordlis candidiasis eldsegiti az OSCC progresszidjdt in vivo

Miutan sikeresen Iétrehoztuk és validaltuk az OSCC xenograft-oralis
candidiasis modellt, megvizsgaltuk, hogy a tulzottan elszaporodo C. albicans
gombasejteknek van-e hatasa az OSCC progresszidjara in vivo. Ehhez két egércsoportot
hoztunk 1étre. Az elsd csoport esetén csak tumorinjektalast végeztiink, a késébbiekben
ezt a csoportot (kontroll) OSCC xenograftként jeldljiikk. A masodik egércsoport esetében
a tumorinjektalast kovetéen oralis candidiasist (OC) idéztiink eld, ezt a csoportot a
késébbiekben OC-OSCC xenograftként jeloljiik. Ezzel a kisérleti felallassal tudtuk
vizsgalni a C. albicans gombasejtek human HSC-2 OSCC sejtek progresszidjara
gyakorolt hatasat. Mindegyik egércsoport 8-8 allatot tartalmazott, amelyek négy
fiiggetlen kisérletbdl szarmaztak. A tumormintak hisztopatologiai metszetét HE festést
kovetden vakteszten a Szegedi Tudomanyegyetem Patholdgiai Intézet patologusa Prof.
Dr. Tiszlavicz Laszl6 elemezte. A patologiai elemzés szempontjai a gyulladas mértéke,
nekrozis mértéke, infiltrdldo vagy pushing tumorszél, EMT-n atmend sejtek jelenléte,
invazio jelenléte, trombozis jelenléte, valamint peritumoralis gyulladds voltak (2.

tablazat).
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2. tablazat: OSCC xenograft és OC-OSCC xenograft mintadk patoldgiai elemzése
vakteszten.  Gyulladas-0/1/2/3  (stulyossdg  szerint  novekszik),  nekrozis-
0/1(megfigyelhetd-e), tumorszEl-1 (infiltralo)/P (pushing), EMT-0/1/2/3 (leszakado,
maganyos tumorsejtek jelenléte), invazio-0/1 (izmok kozott, erekben van-e tumorsejt),
trombozis-0/1 (van-e vérrdg) - Prof. Dr. Tiszlavicz Laszl6 patologus értékelése alapjan.

Nem detektalhatd - 0; enyhe - 1; kozepes - 2; fokozott - 3. n=8/csoport. A 8-8 egér 4

kiilonbozo kisérletbd] szarmazott.

OC- OC- OC- OC-
Egerek ORLL OSCC ORLE OSCC ORLL OSCC ORLL OSCC
xen. 1 <en. 1 xen. 2 xen. 2 xen. 3 <en. 3 xen. 4 xen. 4
Felszini ham
1 0 3 0 2 0 2
(gyulladas)
Nekrozis 0 1 1 1 1 1 1 1
Tumorszél 1 P/1 P 1 1 1 P |
EMT 1 1 2 1 1 2 1 2
Invazio 1 1 1 1 1 1 2 2
Trombozis 0 1 1 2 0 1 0 0
OC- OC- OC- OC-
Egerek URLE OSCC URLE OSCC URLE OSCC URLE OSCC
xen. 5 <en. 5 xen. 6 <en. 6 xen. 7 <en. 7 xen. 8 <en. 8
Felszini ham
0 3 0 3 0 3 0 2
(gyulladas)
Nekrozis 0 1 0 1 0 0
Tumorszél 1 P 1 P P | P P
EMT 2 2 1 2 1 3 1 2
Invazio 1 1 1 1 1 1 1 1
Trombozis 0 0 0 0 0 1 0 1

Az elemzés alapjan elmondhatd, hogy a 8-8 egér mintdit dsszehasonlitva 6t
esetben magasabb volt az EMT értéke az ordlis candidiasist elszenvedd egerek
mintdiban, mint a kontroll mintdkban (OSCC xenograft). Trombozist 6t OC-OSCC
xenograft mintaban detektaltunk, mig az OSCC xenograft mintak koziil csak egy esetén
fordult eld. Az OC-OSCC xenograft mintdk esetén infiltrdld immunsejteket figyeltiink
meg, amelyek C. albicans indukalta gyulladésra utalnak (30. C abra). Az OSCC

xenograft mintdkban nem figyeltiink meg gyulladast a felszini hamban. Tovabba
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nagyobb szdmu maganyos, leszakadd tumorsejtek voltak jelen az OC-OSCC xenograft
mintdkban (30. D abra). A gyulladdson és a leszakad6 tumorsejteken kiviil nagyobb
mértékben volt jelen trombdzis az OC-OSCC xenograft mintadkban (30. E dbra).

A B

0OC-0scC
xenograft

osccC
xenograft

30. abra: A kisérlet nyolcadik napjan kimetszett nyelvek reprezentativ hisztopatologiai
képe. (A) Reprezentativ kép az egyik OC-OSCC xenograft mintarol. Méretjelzé sav: 100
um. (B) Reprezentativ kép az egyik OSCC xenograft mintarol. Méretjelz6 sav: 100 pum.
(C) Infiltralé immunsejtek az OC-OSCC xenograft mintadkban, amely C. albicans okozta
gyulladast jelol. Méretjelz6 sav: 100 um. (D) Leszakadd tumorsejtek az OC-OSCC
xenograft mintdban, amely EMT-re utal. Méretjelz6 sav: 100 um. (E) Trombozis az OC-

OSCC xenograft mintaban. Méretjelz6 sav: 100 pm.

Az oralis candidiasis noveli a p63 és vimentin, valamint csokkenti az E-cadherin
expresszigjat az OSCC hisztopatologiai mintdkban. A p63 fehérje expresszidjanak
vizsgalata egy megbizhaté moddszer laphamsejtes karcindma eldrehaladottsaganak
megallapitasara. Az emelkedett expressziot mutatdé p63 fehérje rosszabb végkimenetelre,
valamint a tumor eldrehaladottabb allapotara utal'®!. Osszehasonlitva az OSCC és OC-
OSCC xenograft mintakat, az oralis candidiasis jelenlétében magasabb szintii expressziot
¢s a sejtmagba torténd lokalizaciot figyeltink meg a kontroll (OSCC xenograft)
szovetmetszetéhez képest (31. A, B, C, D éabra). Ezutdn megvizsgaltuk, hogy torténik-e

valtozas az EMT markerek expresszidjaban oralis candidiasis hatdsara. Ennek érdekében
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az E-cadherin és vimentin immunhisztokémiai festését végeztiik el. Az eredmények
alapjan elmondhat6, hogy az OSCC xenograft mintdkban erds E-cadherin
membranpozitivitast figyeltiink meg, mig az OC-OSCC xenograft mintdkban E-cadherin
vesztést tapasztaltunk (32. 4dbra). A vimentin markert tekintve elmondhatd, hogy oralis
candidiasis hatdsdra ndé a tumorsejtek citoplazmdjaban a vimentin mennyisége, mivel az
OC-OSCC xenograft mintdkban tobb vimentin pozitiv sejtet figyeltiink meg, mint az
OSCC xenograft szovetmetszetekben (33. abra). Az E-cadherin csdkkenése és a vimentin
mennyiségének novekedése EMT-re utal, amely a tumorprogresszioval hozhato

Osszefiiggésbe.
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31. abra: Az OSCC ¢és OC-OSCC xenograft tumormintdk p63 immunhisztokémiai
festésének reprezentativ képe. (A, C): OSCC xenograft minta. A: 10x-es, C: 40x-es
nagyitas. (B, D): OC-OSCC xenograft minta. B: 10x-es, D: 40x-es nagyitas. Méretjelzd
sav: 100 um. n=8/csoport, a 8-8 egér 4 fiiggetlen kisérletbdl szarmazott. A képeken lathato,
hogy oralis candidiasis hatasara erdsebb p63 festddés figyelhetd meg a sejtmagokban. Ezt
a kiilonbséget mindegyik OC-OSCC mintan megfigyeltiik. (E) Az OSCC és OC-OSCC
xenograft mintdk Osszehasonlitasa sejtmagjuk pixelintenzitdsa (p63 festédés mértéke)
alapjan. n=15 (sejtmag), pdrositatlan t-proba, p < 0,05 (**** p<0,0001), ns=nem

szignifikans.
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OC-OSCC xenograft

32. abra: Az OSCC és OC-OSCC xenograft tumormintak E-cadherin immunhisztokémiai
festésének reprezentativ képe. (A): OSCC xenograft minta. A nyilak az E-cadherin
pozitivitast mutatjadk a sejtek membranjaban. Méretjelzé sav: 100 um. (B): OC-OSCC
xenograft minta. A nyilak a sejtek membranjabdl torténd E-cadherin vesztést mutatjak.
Meéretjelzé sav: 100 pm. n=8/csoport, a 8-8 egér 4 fiiggetlen kisérletbdl szarmazott. A
kontrollhoz viszonyitott E-cadherin vesztést mindegyik OC-OSCC mintan megfigyeltiik.

OSCC xenograft OC-OSCC xenograft

33. abra: Az OSCC ¢és OC-OSCC xenograft tumormintak vimentin immunhisztokémiai
festésének reprezentativ képe. (A): OSCC xenograft minta. Méretjelzd sav: 100 pm. A
nyilak a vimentin-pozitiv sejteket mutatjak (B): OC-OSCC xenograft minta. A nyilak a
vimentin-pozitiv sejteket mutatjadk. Méretjelzé sav: 100 um. n=8/csoport, a 8-8 egér 4
fliggetlen kisérletbdl szarmazott. A kontrollhoz viszonyitott intenzivebb vimentin

pozitivitast mindegyik OC-OSCC mintan megfigyeltiik.
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6.3.3 Az ordlis candidiasis noveli az OSCC progresszidjat kiilonbozé gének

expresszidjanak befolydsoldasdval in vivo

A hisztopatoldgiai eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az orélis candidiasis
jelenléte eldsegiti az OSCC progressziot. Az ennek hatterében 4llé molekularis folyamatok
feltérképezése érdekében transzkriptomikai vizsgalatokat végeztiink. Osszehasonlitottuk az
OSCC xenograft modellben 1évé HSC-2 sejtek transzkriptomjat az oralis candidiasist is
elszenvedd allatok tumormintdjat add6 HSC-2 sejtek transzkriptomjaval (34. abra). A
vizsgalathoz négy OSCC xenograft egér, illetve négy OC-OSCC egér mintdit hasznaltuk
fel. A bioinformatikai analizis sordn a mintdkbol szdrmazd szekvencidkat raillesztettiik
human (Homo sapiens), illetve egér (Mus musculus) referenciagenomjéra, hogy el tudjuk

kiiloniteni a tumor (human HSC-2) és az egér eredetli szekvencidkat.

34. abra: Az in vivo tumormintak transzkriptomikai analizise. Human HSC-2 sejtek
transzkriptomjanak Osszehasonlitdsa (OSCC xenograft tumorminta) az oralis candidiasist
elszenvedett allatok (OC-OSCC xenograft tumorminta) tumorallomanyat adé human HSC-

2 sejtek transzkriptomjaval. n=4/csoport. Az abra a BioRender.com honlapon késziilt.

A bioinformatikai analizis alapjan elmondhatd, hogy orélis candidiasis hatasara
229 gén expresszios szintje (144 upregulacio, 85 downregulacid) valtozott meg a HSC-2
sejtekben in vivo. A valtozd gének koziil 5 olyan gént azonositottunk (MMP10, MMP1,
SERPINB4 — szerpin B csalad 1-es tagja és CRABP2 - celluléris retinsav-koto fehérje 2
upregulalodott; MMP7 downregulalodott), amelyeknek szerepe van az OSCC invazidban a
mar fentebb emlitett, szakirodalombol kigytijtott génlista alapjan (35. A abra). Tovabba 3
olyan gént talaltunk, amelyek a kordbban emlitett egy-sejt szekvenaldsi tanulmany alapjan
az EMT-ben jatszanak szerepet (MMP10, MMP1 és COL5A2 - V-06s tipusu kollagén alfa 2
lanc upregulalodott) (35. B abra). Erdekes eredmény, hogy az MMP1 és MMP10 mindkét

irodalmi adat alapjan szerepet jatszik az OSCC invazidban, €s oralis candidiasis hatasara
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upregulalodik (36. abra). Tovabba fontos megemliteni, hogy az MMP1 és MMP10 gének

expresszios szintje in vitro és in vivo is megemelkedett (37. abra).

A B
OSCC invaziés markergének .
szakirodalom alapjan EMT gének (scSEQ adat)
110 97
1 4 0 Ve

0 0

84 - 140 ‘ 85 141
0 0

Szignifikansan downreg. Szignifikansan upreg. Szignifikansan downreg. Szignifikdnsan upreg.
C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés C. albicans kezelés
hatasara hatasara hatasara hatasara

35. abra: In vivo mintak transzkriptomikai analizisébdl szarmaz6 eredmények. Az oralis
candidiasis hatasara valtozd gének analizise. (A) Oralis candidiasis hatasara valtozo gének,
valamint a szakirodalmi adatok alapjan OSCC markergének Osszehasonlitdsa. (B) Oralis
candidiasis hatisara valtozd gének, valamint 18 betegbdl szarmazé mintak egy-sejt
szekvenalasi adataibol szarmazo (scSEQ), EMT-vel Osszefliggd gének Osszehasonlitasa.

n=4/csoport.
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1.5 Oralis candidiasis indukalta génexpresszids valtozas
1 Mindkettd
B OSCC invazié markergének

1 [l scSEQ, EMT-ben szerepet jatszo gének

0.

0.0

36. abra: Oralis candidiasis altal indukalt gének véltozasa (log2) az in vivo tumor

o

Génexpresszios valtozas (10og2)
(8]

MMP10
MMP1
COL5A2
SERPINB4
CRABP2

xenograft mintdkban (HSC-2 sejtvonal). A grafikonon azok a gének vannak feltiintetve,
amelyek atfedésben vannak a szakirodalomban azonositott markergénekkel (z6ld) vagy az
egy-sejt szekvenalas eredményébdl azonositott EMT génekkel (kék), illetve amelyek

mindegyik adathalmazban el6fordultak (piros).

iv génexpresszio
w
L

Kontrollra normalizalt

relat

37. abra: Az in vitro és in vivo transzkriptomikai adatok Osszehasonlitasa. C. albicans
hatdsadra megemelkedett az MMP1 és MMP10 génexpresszios szintje in vitro €s in vivo

egyarant.
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Az MMP10 és MMP1 matrix metalloproteindzok szintje a transzkriptomikai
elemzések alapjan in vitro €s in vivo egyarant szignifikansan megemelkedett C. albicans
kezelés hatasara. Ezt az eredményt HSC-2 sejteken qPCR-rel (27. dbra) és Western blot

analizissel (38. &bra) is validaltuk in vitro.

A B

C. albicans MOI 400:1
C. parapsilosis MOI 1:4
C. albicans MOI 1600:1

Kontroll

Kontroll
C. albicans MOI 400:1
C. parapsilosis MOI 1:4

MMP10

MVPT - D

GAPDH -— e o GAPDH - e o0 o

MMP10 MMP1

1.0- 2.5+

0.8 2.0+

0.6 1.54

1.0

o2 0.5
0.0 G0 - T

MMP10/GAPDH
MMP1/GAPDH

38. abra: HSC-2 sejtek MMP10 és MMPI matrix metalloproteindzok Western blot
analizise in vitro. (A) MMP10 fehérje Western blot analizise. (B) MMP1 fehérje Western
blot analizise. (C) MMP10 Western blot elemzésbdl szarmazé denzitometralds alapjan
mért relativ fehérje expresszio. (D) MMP1 Western blot elemzésbdl szarmazo
denzitometralas alapjan mért relativ fehérje expresszi6. MMP10 - matrix metalloproteinaz
10; MMP1 - matrix metalloproteinaz 1; GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz;
MOI- fertézendd sejtek és a fert6z0 agens ardnya (tumorsejt:gombasejt). n=3, az abra

reprezentativ.

80



6.3.4 Az ordlis candidiasis OSCC progresszidjara gyakorolt hatisanak vizsgdlata in

vivo — értékelés

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk az orélis candidiasis hatasat az OSCC
progressziojara, sikeresen létrehoztunk egy in vivo xenograft egérmodellt, amelyben
immunszuppresszalt egerek nyelvében OSCC-t, majd ordlis candidiasist idéztiink el6.
Ezutan 0Osszehasonlitottuk az ordlis candidiasist elszenveddé és el nem szenvedd
allatcsoportokat. A hisztopatologiai vizsgéalatok alapjan megéllapitottuk, hogy C. albicans
hatéséara erds gyulladas alakult ki. A gyulladas hozzajarulhat a tumorprogresszidohoz ¢és a
metasztazishoz azaltal, hogy tumorprogressziot eldsegitd citokinek termelddnek. Emellett a
gyulladds megvaltoztathatja a tumor mikrokdrnyezetet, igy tumorndvekedést, talélést,
angiogenezist és reaktiv oxigéngyokok termelését indukélhatja®®. A hisztopatoldgiai
vizsgalatok soran EMT-t és trombdzist is megfigyeltiink oralis candidiasis hatdsara. Az
EMT kulcsszerepet jatszik a tumorinvazio és a metasztazis folyamataiban!®2. A trombdzis
is bizonyitottan eldsegiti a tumor progressziojat!s3, azonban a pontos mechanizmusok
részleteiben még nem ismertek.

Annak  érdekében, hogy megbizonyosodjunk az ordlis candidiasis
tumorprogressziot eldsegitd 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 TP63 génnek két splice varidnsa ismert. Az egyik a TAp63, amely
tartalmazza az NH)-termindlis transzaktivaciés domént, illetve a ANp63, amely nem
tartalmazza az NH»-termindlis transzaktivacios domént. A ANp63 splice varidnsnak fontos
szerepe van az OSCC progresszidban azaltal, hogy lefoglalja a kotohelyeket, igy a TAp63
és p53 nem képesek ellatni funkcidjukat'®*!185 Emiatt a p63 tultermelédése jol
alkalmazhatd prognosztikai markerként laphamsejtes karcindma esetén'®*. Az in vivo
mintdk esetén elmondhatd, hogy ordlis candidiasis hatdsara magasabb szinten
expresszalodott, valamint lokalizalodott a sejtmagban a p63 fehérje. qPCR segitségével
ellendriztiik, hogy az altalunk hasznalt HSC-2 sejtvonalban a ANp63 splice varians
expresszalodik (6. melléklet). A vimentin egy citoszkeletdlis fehérje, amelyet a
mesenchimalis sejtek expresszalnak (fibroblasztok, endotél sejtek, limfocitak), egészséges
epitelidlis sejtek pedig nem expresszaljak. Laphamsejtes karcindma esetén a vimentin
expresszidja metasztazissal és rosszabb progndzissal hozhatd Osszefliggésbe!®e-189, A
hisztopatologiai mintdk esetében oralis candidiasis hatisara tobb vimentin-pozitiv sejtet

detektaltunk, mint a kontroll mintak esetében.
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Az E-cadherin egy 120 kDa-os transzmembran adhézios fehérje, amely az
epitélsejtek esetében a sejt-sejt kapcsolatokban jatszik fontos szerepet, valamint részt vesz
az apoptozis indukalasaban!'®®, Egy korabbi tanulmany kimutatta, hogy a csokkent E-
cadherin mennyiség egy jol hasznalhaté marker a tumor novekedett invazids kapacitasanak
kimutatasara'®!. Az oralis candidiasis hatasara E-cadherin csokkenést figyeltiink meg az in
vivo tumormintdkban. A C. albicans altali emelkedett p63, vimentin és csokkent E-
cadherin expresszid arra enged kovetkeztetni, hogy a tulszaporodott C. albicans sejtek
novelik az EMT folyamatat, amely rosszabb végkimenetelre utal a betegek talélését
tekintve.

A hisztopatologiai eredményeket megerdsitették az in vivo transzkriptomikai
eredmények. Ot olyan gént azonositottunk, amelyek szerepet jatszanak az OSCC
progresszidjaban, és oralis candidiasis esetében né a génexpresszids szintjik (MMPI1,
MMP10, COL5A2, SERPINB4, CRABP2). Fontos kiemelni az MMP1-et ¢s az MMP10-
et, mivel az in vitro vizsgalatok is kimutattdk, hogy a C. albicans ndveli az Osszes

szekretalt MMP aktivitast.
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7 OSSZEFOGLALAS

A szijliregi laphdmsejtes karcindma komoly egészségiigyi problémat jelent
vilagszerte. A tumorterapia kovetkeztében gyakran szdjiiregi candidiasis alakul ki, amely
tovabbi egészségiigyi kihivasokat okoz. Ezenkiviil tobb tanulmany is 0sszefliggésbe hozta
a Candida gombékat a szajliregi laphamsejtes karcindma kialakuldséval. A Candida-OSCC
kozti kapcsolatrol szamos tanulmdny beszamolt, azonban az ok-okozati Osszefliggések
részleteiben még nem ismertek!48:130.152-155.192 = A Candida-OSCC kapcsolatat bizonyitja
laboratoriumunk egy korabbi tanulmanya, miszerint OSCC esetén megvaltozik a szajban
¢l6 élesztdgombdk mennyisége ¢és diverzitdsa. A tumoros szdjliregben tobb és tobbféle
¢lesztégomba volt jelen, mint az egészséges szajliregben, valamint a tumor felszinén is
tobb élesztd volt detektalhatd az egészséges felszinhez képest!'*®. A Candida gombak
hozzajarulhatnak a karcinogenezishez példaul nitrézaminok termelése altal'®>. Ezek a
karcinogének képesek hibakat okozni a DNS replikacidja sordn, ezaltal mutdciokat
idézhetnek eld. A pontmutacidk onkogéneket aktivalhatnak, amelynek kovetkeztében
szajliregi tumor alakulhat ki. Tovabba proinflammatorikus citokinek termelédésének
aktivacidja révén karcinogén lehet az acetaldehid, amely a metanol metabolizmusabdl
szarmazik. Mindkét karcinogén csoport dsszefliggésbe hozhat6 a Candida gombakkal'®*. A
Candidak karcinogén hatasa miatt feltételezhetd, hogy nemcsak a karcinogenezisben
jatszanak szerepet, hanem a tumor progresszidjaban is.

A C. albicans és C. parapsilosis a szajiireg természetes mikroflorajanak része!®>.
Mindkét gombafaj opportunista huménpatogén, azonban a C. albicans gyakrabban okoz
oralis candidiasist a C. parapsilosishoz képest'*®. A C. albicans képes valddi hifat képezni,
ezzel szemben a C. parapsilosis csak pszeudohifa létrehozasara képes!”7162. A valodi
hifaképzés képessége fontos tulajdonsag a gazdaszervezet karosodasa, valamint a gazda
altal adott immunvalasz szempontjabol. Mindkettd a hifa-forma altal termelt candidalizin
jelenlétéhez kothetd. A candidalizin egy porusképzd fehérjetoxin, amely képes a gazda
epitélsejtjeinek karositdsdra, valamint a patogénre adott ,,danger” valasz utvonalak
alapjan egyértelmii kapcsolat van az OSCC ¢és az ordlis candidiasis kozott. Azt is
feltételezték eddig, hogy az oralis candidiasisnak szerepe lehet a tumor progresszidjaban,
azonban ezt még nem vizsgalta eddig senki. Munkéank soran ezért célul tliztiik ki ennek a

jelenségnek a vizsgalatat.
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Els6ként azt vizsgaltuk, hogy a hdinaktivalt Candida gombasejteknek ¢és a
zimozannak van-e¢ valamilyen tumorprogressziéra gyakorolt hatdsa. Ezzel a
gombasejtfal és az OSCC kozott kialakuld direkt kapcsolatot tudtuk elemezni.
Vizsgaltuk a tumorsejtek proliferacios ¢és migracidos aktivitdsat a kiilonbozo
gombastimulusok jelenlétében. A HI gomba ¢€s a zimozan jelenléte nem befolyésolta a
tumorsejtek proliferacios aktivitasat, azonban a HO-1-N-1 sejtvonal migracios
aktivitasaban enyhe szignifikans novekedést detektaltunk. Mivel az ¢l6 gombak
esetében nemcsak direkt, hanem indirekt kapcsolatok is szerepet jatszhatnak az
interakcidban, ezért videofelvételt készitettiink a tumorsejtek migracidjarol €16 Candida
sejtek jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a HSC-2 sejtvonal sejtjei €16 C. albicans
sejtek jelenlétében egymastol elszakadva, maganyosan vandorolnak. A folyamatban
feltehetéen szekretdlt molekuldk ¢és vezikuldk is szerepet jatszanak, mivel a
gombatelepektd] kissé tavolabb is megfigyeltiik ezt a jelenséget. El6 C. parapsilosis
esetében nem tapasztaltunk valtozast a kontroll sejtekhez képest.

Ezutan vizsgaltuk a tumorsejtek szekretdlt MMP aktivitdsat a kiilonbozo
gombastimulusok jelenlétében. Az MMP-k eldsegitik a tumorprogressziot az
extracellularis matrix degradalasa révén, igy lehetdsége nyilik egy-egy tumorsejtnek,
hogy eljusson a szervezet egy masik pontjara ¢s attétet képezzen. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a HI gombak jelenléte ugyan enyhe, de szignifikdns ndvekedést
eredményezett a HSC-2 sejtek szekretdlt MMP aktivitasaban. Ezzel szemben az ¢16 C.
albicans sejtek mindkét sejtvonal esetében nagymértékii szignifikdns szekretalt dsszes
MMP aktivitds novekedést eredményeztek. Az €16 C. parapsilosis sejtek esetében nem
figyeltiik meg ezt a jelenséget. Fontos kiemelni, hogy a transzkriptomikai eredmények
alatamasztjak ezt az eredményt, mivel ¢l6 C. albicans jelenlétében tobb MMP gén
expresszios szintje is megemelkedett a HSC-2 sejtvonal esetében.

Mivel a metasztatikus tumorsejtek sajatos metabolomikai profillal
rendelkeznek, ezért megmértiikk a glikolizis és citratkor intermedierek és kiilonbdzo
aminosavak mennyiségének valtozasat a kiilonb6zé gombastimulusok jelenlétében. A
HI gombasejtek és a zimozan jelenlétében csak enyhe valtozast figyeltiink meg, illetve a
valtozd6 metabolitokbol nem tudtunk tumorprogressziora vonatkoz6 Osszefliggéseket
megallapitani. Ezzel szemben az ¢l6 C. albicans sejtek jelenléte szignifikdnsan
megnovelte az aszpartat és a szukcinat, valamint lecsokkentette a glicerinaldehid-3-
foszfat mennyiségét az OSCC sejtekben. A transzkriptomikai eredmények alatamasztjak

ezeket az eredményeket, mivel HSC-2 sejtvonal esetében €16 C. albicans kezelést
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kovetéen megemelkedett a GOT1, DLST, SUCLA2, ASNSDI gének expresszios
szintje, amely gének szerepet jatszanak az aszpartat és szukcinat metabolizmuséban. A
szukcindt és aszpartat novekedése szerepet jatszik a tumor progresszidjaban, azaz
onkometabolitoknak tekinthetdek.

Az in vitro metasztazissal Osszefliggésbe hozhatd eredmények molekularis
hatterének feltarasa érdekében transzkriptomikai vizsgélatokat végeztiink. HI-Candida
sejtek, zimozan és €16 C. parapsilosis jelenlétében nem tortént jelentds valtozas
génexpresszios szinten. A két sejtvonalat dsszehasonlitva elmondhato, hogy a HSC-2
sejtek esetében tobb gén expresszios szintje valtozik €16 C. albicans kezelés hatasara,
mint a HO-1-N-1 sejtekben. Mindkét sejtvonal esetében azonositottunk olyan géneket,
amelyek expresszios szintje megemelkedik €16 C. albicans sejtek jelenlétében, valamint
szakirodalmi adatok alapjan szerepet jatszanak az OSCC progresszidjaban. Tizennégy
olyan gént azonositottunk ezek koziil, amelyek expresszids szintje mindkét sejtvonalban
megemelkedett (ATF3, F3, FOS, FOXC2, HBEGF, IL6, INHBA, JUN, LIF, PHLDAI,
PLAUR, PTHLH, SEMA7A, VEGFA).

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az oralis candidiasis OSCC sejtek
progressziojara gyakorolt hatdsat in vivo, létrehoztunk egy egér OSCC xenograft
modellt. HSC-2 tumorsejteket injektaltunk vad tipusi immunszuppresszalt balb/c
egerek nyelvébe az OSCC létrehozasahoz. Az orélis candidiasis tumorprogressziora
gyakorolt hatdsat ugy vizsgaltuk, hogy Osszehasonlitottuk az OSCC xenograft allatok
mintait az oralis candidiasist is elszenvedd OSCC xenograft allatok mintaival. Az oralis
candidiasis hatasara infiltralé immunsejteket detektaltunk az allatok nyelvében, amelyek
gyulladast jeleznek. A gyulladas elésegitheti a tumorprogressziot, metasztazist és az
invaziot. A gyulladas mellett nagyobb mértékben figyeltiink meg trombdzist az oralis
candidiasist is elszenvedd dallatok mintdiban, amely szintén a C. albicans
tumorprogressziot promotald hatasat jelzi.

Az EMT fontos szerepet jatszik a tumorprogresszioban. Annak érdekében,
hogy megvizsgéljuk az ordlis candidiasis EMT-re gyakorolt hatasat, elvégeztiikk a
tumormintdk immunhisztokémiai festését. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy
magasabb szintli p63 és vimentin, valamint alacsonyabb szintli E-cadherin expressziot
figyeltink meg azokban a metszetekben, ahol az allatok oralis candidiasist is
elszenvedtek. Ez alatamasztja eddigi eredményeinket, miszerint az emelkedett C.

albicans jelenlét hozzajarul az OSCC EMT folyamataihoz.
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Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az in vivo mintdk transzkriptomikai
valtozasait, dsszehasonlitottuk az OSCC xenograft és az OC-OSCC xenograft mintak
génexpresszios profiljat. Sikeriilt azonositanunk OSCC invazidban szerepet jatszo
géneket, amelyek génexpresszids szintje megemelkedik ordlis candidiasis hatasara
(MMP1, MMP10, COL5A2, SERPINB4, CRABP2). Erdekes eredmény, hogy az

MMP1 és MMP10 génexpresszios szintje in vitro €s in vivo egyarant megemelkedett.

Osszegzésként a kovetkezé eredmények elérésérol szamolhatunk be:

Munkank soran bizonyitottuk, hogy az oralis candidiasis valoban elésegiti a szajiiregi
laphamsejtes karcinoma progressziojat azaltal, hogy direkt és indirekt modon noveli
az invazioban és a tumor progressziojaban szerepet jatszo gének expressziojat, MMP
aktivitasat, onkometabolitok termelddését, a gyulladas mértékét és EMT folyamatat
in vitro €s in vivo.

Az OSCC esetén a tumorterapia kovetkeztében gyakran kialakul oralis
candidiasis, ezaltal csokken a betegek tulélési esélye. Emiatt célszeri a
tumorterapiaval egyidoben az antifungalis szerek alkalmazasa az oralis candidiasis

kialakulasanak elkeriilése érdekében.
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8 SUMMARY

OSCC is highly associated with the presence of oral candidiasis. However, the
details of the cause versus causative relationship are not understood!4130:152-155.192 - Qyr
previous study showed that the diversity of the oral fungal microflora of OSCC patients
is remarkably different from healthy individuals: the fungal burden and diversity of
yeasts was significantly higher in patients with oral tumors compared to the oral cavity
of healthy individuals. Furthermore, fungal colonisation in the oral cavity in patients
with OSCC is higher on the neoplastic epitelial surface compared to healthy surfaces,
which indicates a positive association between oral yeast carriage and epithelial
carcinoma'3®, Candida might induce carcinogenesis by the production of carcinogenic
compounds, for example, nitrosamines!®>. These carcinogens bind to bases, phosphate
residues, and/or hydrogen bonding sites of DNA that could interfere with DNA
replication. Induced point mutations might activate oncogenes and initiate the
development of oral cancer. Accumulation of acetaldehyde, a by-product of ethanol
metabolism that is also considered to be carcinogenic, and the induction of
proinflammatory cytokines could also contribute to oral cancer development!®4, both of
which are triggered by the presence of Candida cells.

C. albicans and C. parapsilosis both are common commensals of the oral
cavity!>. Both are also opportunistic human pathogenic fungi, although C. albicans is
more frequently associated with oral candidiasis compared to C. parapsilosis'®. C.
albicans is truly polymorphic, due to its ability to form hyphae and/or pseudohyphae!®”.
Concerning C. parapsilosis, this species does not produce true hyphae but can generate
pseudohyphae that are characteristically large and curved!'®?. Hypha formation is critical
for host cell damage and immune activation, which are both driven by the secretion of
Candidalysin, a peptide toxin. Candidalysin damages epithelial membranes and
activates danger response pathways, which results in immune activation and the
secretion of cytokines and chemokines!'®®,

To date, there is increasingly strong evidence that suggests that the
development of oral candidiasis in oral tumor patients enhances progression events that
could result in poor prognosis. Despite of this, no study has effectively investigated this
phenomenon and characterized the potential underlying mechanisms for Candida

enhancing OSCC development and progression. In this study, we aimed to investigate
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fungal-specific molecular mechanisms that could facilitate and enhance cancer
development or progression.

To examine the effect of the increased fungal burden on oral tumor
progression, first we analyzed the direct connection between fungal cell wall
components and OSCC by treating OSCC cells with HI-C. albicans, HI-C. parapsilosis
and zymosan. To examine the potential pro-tumor effect of direct cell-cell interactions,
first host cell proliferation and migration were assessed. During our experiments we
could not detect any significant changes in host cell proliferation after the applied
stimuli; however, the migration activity of the HO-1-N-1 cell line significantly
increased after HI-fungal and zymosan treatment. Live cell imaging revealed separately
migrating HSC-2 tumor cells from the edges of the disrupted regions of the tumor
monolayer after exposure to live C. albicans cells. As several of the segregated cells
appeared distinctly from the plate-attached hyphae of C. albicans cells, we assume that
an indirect interaction could also take place between tumor and yeast cells possibly
through secreted molecules or extracellular vesicles. This may play a role in tumor
progression by the enhancement of invasion. No such phenomenon was observed in the
presence of live C. parapsilosis cells. Matrix metalloproteinases (MMPs) are essential
to the tumor metastasis processes, as their secretion degrades components of the
extracellular matrix elements, facilitating the migration of individual malignantly
transformed cells. Notably, as a result of HI fungal challenge and zymosan treatment,
we detected a slight increase in secreted MMP activity. Additionally, live C. albicans
treatment resulted in a marked increase in MMPs activity, supporting the hypothesis
that C. albicans can increase tumor invasion by the activation of MMPs. Live C.
parapsilosis treatment did not trigger an increase in MMP concentrations. Our
transcriptomic results also support this finding as C. albicans induced the expression of
several MMP genes in the HSC-2 cell line.

Metastatic tumor cells have unique metabolic profiles. For this reason, we
examined the concentrations of glycolysis, TCA cycle intermediates and some amino
acids with HPLC-HRMS with and without exposure to Candida or zymosan. Metabolic
analysis revealed that HI-Candida and zymosan treatments result in only a slight and
inconsistent alteration in the production of a few metabolites. In contrast, live C.
albicans cells increased the amount of aspartic acid and succinic acid and decreased the
amount of glyceraldehyde-3P in both OSCC cell lines. Transcriptomic and qPCR results
also support these findings. Gene expression of GOT1, DLST and SUCLA2, involved
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in aspartic and succinic acid synthesis, was significantly increased. Aspartate and
succinate are playing role in tumor progression, considered as oncometabolites.

Transcriptome analysis results also supported our in vitro findings as the
presence of live C. albicans cells alters the metastatic features of OSCC cells, while HI-
Candida and zymosan stimuli had a mild effect. Comparing the two cell lines, HSC-2
showed more prominent responses to live C. albicans treatment in terms of the
activation of genes and pathways than HO-1-N-1 cells. In both cell lines, we identified
several C. albicans-induced genes that are involved in OSCC invasion and metastasis
regulation. Among the overlapping genes, there were 14 C. albicans-induced genes
(ATF3, F3, FOS, FOXC2, HBEGF, IL6, INHBA, JUN, LIF, PHLDAI1, PLAUR,
PTHLH, SEMA7A, and VEGFA) whose expression increased in both cell lines.

To examine whether live C. albicans enhances invasion and metastatic activity
of OSCC in vivo, we developed a novel in vivo mouse model of OSCC and oral
candidiasis. Human HSC-2 OSCC cells were injected into the tongue of the
immunosuppressed BALB/c mice. After oral tumor development, xenograft mice were
infected with C. albicans to induce oral candidiasis development. During the subsequent
experiments, yeast-free tumor samples were compared to C. albicans-colonized tumors
derived from the xenograft groups. In the OC-OSCC tongues, infiltrating immune cells
were observed on the mucosa, which was further characterized as having severe
inflammation caused by C. albicans. Signs of inflammation could also be observed in
the tumor tissue. Inflammatory cells promote the development, advancement, and
metastasis of cancer by producing tumor-promoting cytokines. Thrombosis was also
detected in 3 OC-OSCC xenograft samples. The relationship between thrombosis and
tumor invasion is well established, but the details of the exact pathological processes are
not yet known. Although the details of the process are unknown, thrombosis promotes
metastasis.

EMT plays a vital role in invasion and metastasis of cancer cells. To further
evaluate the metastasis enhancing effect of C. albicans, we performed EMT marker’
staining on histopathological samples. In OC-OSCC xenograft samples, p63 and
vimentin expression were higher compared to the OSCC xenograft samples. OSCC
tumor samples showed E-cadherin membrane positivity, in contrast to this OC-OSCC
samples showed reduced E-cadherin membrane positivity. Increased p63 and vimentin
expression and decreased E-cadherin expression in the isolated Candida colonized

tumors altogether indicate a poor prognosis for oral candidiasis-associated OSCC.
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Importantly, subsequent transcriptome analysis results of the in vivo OC-OSCC
samples revealed that the presence of C. albicans cells induced a similar effect under
these experimental arrangements as in the in vitro setting. The expression of MMP1,
MMP10, COL5A2, SERPINB4, and CRABP2 was increased after oral candidiasis,
confirming the OSCC progression enhancing effect of live C. albicans cells.
Interestingly MMP1 and MMP10 gene expression were increased both in vitro and in

vivo.

As a summary, we report the following:

In this study we have shown that oral candidiasis indeed aids tumor
progression by exacerbating the expression of tumor invasion and metastasis-
associated prognostic markers.

Given that oral candidiasis frequently develops in oral tumor patients, as
the consequence of chemoradiotherapy, it therefore increases the risk for tumor
invasion and metastasis. Thus, applying antifungal treatment simultaneously with

chemotherapy might be recommended in this patient cohort.
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12 MELLEKLETEK

1. melléklet: A HPLC-HRMS vizsgélatok soran vizsgalt prekurzorok tomege, fragmens
ionok tdmege, az adott atmenetre jellemzd polaritas, az adott komponens retencids ideje,

fragmentécios energidja, illetve az adott komponensre jellemz6é kimutatasi alsd hatar

(LLOQ)
Név }’rekurzor Kvagtiﬁkél(') Kon_ﬁrmél(') Polarités RgFenciés Fragmentéciés
tomeg [m/z] ion ion 1d9 [perc] energia (NCE)
3-Foszfoglicerat 184,98566 78,9588 - Negativ 3,39 50
Akonitat 173,00916 85,0295 - Negativ 4,46 10
a-Ketoglutarat 145,01425 101,0244 - Negativ 3,75 10
Aszpartat 134,04478 74,0238 88,0398 Pozitiv 3,18 30
Citrat 191,01971 87,0087 - Negativ 3,98 50
Eritroz-4-foszfat | 199,00132 96,9695 78,9589 Negativ 3,09 10
Fumarat 115,00376 71,0136 - Negativ 4,45 10
Glicerinaldehid-3- | 16899072 | 96,9696 - Negativ 3,07 10
foszfat

Glicin 76,03930 76,0393 - Pozitiv 3,16 30
Glukoz-6-foszfat, | 25902244 | 168,9908 - Negativ 3,02 10

Frukt6z-6-foszfat
Glutamat 148,06048 84,0448 102,557 Pozitiv 3,25 30
I1zo-citrat 191,01971 73,0292 117,0193 | Negativ 3,98 50
Malat 133,01425 | 115,0037 71,0136 Negativ 3,70 10
Metionin 150,05833 | 104,0537 133,0317 Pozitiv 4,00 30
Oxalacetat 130,99860 87,0088 - Negativ 3,58 10
Foszfoenolpiruvat | 166,97510 79,9588 - Negativ 3,55 50
Prolin 116,04988 70,0653 116,071 Pozitiv 3,37 30
Piruvat 87,00877 87,0088 - Negativ 3,53 10
Szukcinat 117,01930 73,0292 99,0087 Negativ 4,88 10
Tienil-alanin 170,02826 | 153,0015 109,0117 | Negativ 5,20 50
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2. melléklet: A qPCR soran felhasznalt primerek

Primer irany szekvencia
GOT1 forward 5'-GGAGCATATCGCACGGATGA-3'
reverse 5'-AAGACGAGAAGCACAGCTCC-3'
ASNSD1 forward 5'-CACTGGAATTGGTGCAGATG-3’
reverse 5'-GTTTGCTTTTTCCCAAATCG-3'
DLST forward 5'-ACCTACAGCAGCGGCAGT-3'
reverse 5'-CTCCTGGCTCAGCTAGTGGT-3'
SUCLA2 forward 5'-TGCTAAGGCACTGATAGCGG-3'
reverse 5'-TGTGCTTGCTTCGCTAAGGT-3’
TUN forward 5'-GGAGCGCCTGATAATCCAGT-3’
reverse 5'-ATCTGTCACGTTCTTGGGGC-3'
TIMP1 forward 5'-TCCAAGGCTCTGAAAAGGGC-3’
reverse 5'-ATTCAGGCTATCTGGGACCG-3'
CDHI1 forward 5'-CCACCGTACAGTTGGTGGAA-3’
reverse 5'-CCTCCTTGCCCTTCTCATGG-3'
LAMC? forward 5'-AACACATTAGACGGCCTCCTG-3'
reverse 5'-CTGTTGATCTGGGTCTTGGCT-3’
EIF5A2 forward 5'-ACCAAGTGAGGTCAAGTGCC-3’
reverse 5'-CTAGCAGGTGAAAGCCTGGT-3'
INHBA forward 5'-GTGCCAATACCATGAAGAGGA-3'
reverse 5'-CTCTTTCTGGTCCCCACTCTT-3'
WNTOA forward 5'-CGGCAAGATGCTGGATGGG-3’
reverse 5'-TCAGCGGGAGGATGGTCAG-3’
FOXC2 forward 5'-CGGCGGCGCTTCAAAAAGA-3’
reverse 5'-CGCTCTTGATCACCACCTTCTTC-3’
TGIFI forward 5'-AATTCCACCCAAGGAGCGG-3'
reverse 5'-AGCGAACGTCTCCTTCACAG-3’
TGFBI forward 5'-TATTGAGCACCTTGGGCACTG-3’
reverse 5'-TGGGCTTGTTTCCTCACCTTT-3'
TGFB2 forward 5'-CTCCGAAAATGCCATCCCGC-3’
reverse 5'-TCCGTTGTTCAGGCACTCTG-3'
TGFBRI forward 5'-AAGTCATCACCTGGCCTTGG-3'
reverse 5'-ATGGTGAATGACAGTGCGGT-3'
TGFBR?2 forward 5'-ACTCCTGTGCAGCTTCCCTC-3'
reverse 5'-AGATGTGCGGGCCAGATG-3'
TGFBR3 forward 5'-TGGTAGGGTGAGTGTTTCCAC-3’
reverse 5'-GAGACCGACAGGATTTGCCA-3’
SMAD? forward 5'-ATCCCATCGGAAGAGGAAGGA-3'
reverse 5'-CGTGAATGGCAAGATGGACG-3’
SMAD3 forward 5'-CCGGGGGTTGGACTTTCCTTC-3'
reverse 5'-CTCCAAGTGGCAGCAGAAGTT-3’
SMAD4 forward 5'-GCCATGTACACCCACCGTAA-3’
reverse 5'-ATCCCACGATCTACTCCCCG-3'
TP63 forward 5'-AAGAGGGGAGGGAAGGGAAA-3’
reverse 5'-GCTGCATGCTTGTTGCAGAA-3'
TP63 (NH,- forward 5'-TGAAACTTCACGGTGTGCCA-3'

terminalisban)

1rcverse

5'-GGGACATGGTGGATCGGTAA-3’
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forward

5'-CCGTGTGAACCATGTGACTTTGTC-3'

B2MG reverse 5-GCTGCTTACATGTCTCGATCCC-3’
CSNK 1 forward 5'-GAGCTACGTGTGGGGAACAA-3’
reverse 5'-TTGATGGCGACTTCCTCACC-3'
ITGA2 forward 5'-GCAACATCCCAGACATCCCA-3'
reverse 5'-CTTTCGTAGCACTTCGTCGC-3'
ITGAS forward 5'-TCAACTTAGACGCGGAGGC-3’
reverse 5'-CACACTGACCCCGTCTGTTC-3'
ITGAG forward 5'-ACACAGCATTGTATATGTGAAGCA-3'
reverse 5'-CCGAATCCCATTGCTTTGGC-3'
MMP1 forward 5'-CAGAGATGAAGTCCGGTTTTTC-3'
reverse 5'-GGGGTATCCGTGTAGCACAT-3'
MMP10 forward 5-GCTCTGCCTATCCTCTGAGTG-3'
reverse 5'-CAACGTCAGGAACTCCACACC-3’
MMP9 forward 5'-GAACCAATCTCACCGACAGG-3’
reverse 5'-GCCACCCGAGTGTAACCATA-3’
MMP3 forward 5-TTCCGCCTGTCTCAAGATGATAT-3'
reverse 5'-AAAGGACAAAGCAGGATCACAGTT-3'
MMP16 forward 5'-AATCTCCTCAGGGAGCATTTGTA-3'
reverse 5'-TCCAGGTTCTACCTTGAGTATCTG-3'
MMP13 forward 5'-ACTGAGAGGCTCCGAGAAATG-3'
reverse 5'-GAACCCCGCATCTTGGCTT-3’
MMP?2 forward 5'-CCTGCAAGTTTCCATTCCGC-3'

1cverse

5'-CTTCTTGTCGCGGTCGTAGT-3’
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3. melléklet: Szakirodalmi adatok alapjan kigyljtott OSCC progresszidban szerepet

Jatszo gének listdja.

OSCC progresszié markergénjei T;I;gggﬁzgﬂ? é)cjia;l
BRD4 up™
MMP2 up™

SPPI up' ™
SERPINEI up!”®
MMP13 up!”®
LIF up!”®
CDA up' ™
SERPINB7 up178
SEMA3C up'”
FOS up'”
KLRC2 down!’®
GFPT2 up!”®
CCNDI up' ™
CACNA2D3 down'”®
ATF3 up' ™
FATI up' ™
JUN up! 7
COLI6AL up' ™
TRIMO9 down!’®
PMEPALI up!”®
MSRI1 up' ™
MSH4 up' ™
NKX25 down!’®
INSR up!”®
CTSB up”®
FHL2 up!”®
FOXCI up' ™
ZNF302 down!’®
PRG2 up' ™
UBA3 down!’®
CCNDI up™®
EGFR up?®
TPM2 up?®
LRP12 up™®
TIMP-1 up?!
NINJ1 up?!
CSPG2 up™!
OSF-2 up®!
CDHI11 up™!
PARD3 down?0!
SFRP4 up™!
CIQB up™!
FCGR3B up?!
SERPINB4 down?!
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PLA2G4A down?’!
ILIRN down?’!
CRABP2 down?’!
TCEA2 up?!
ECM1 down?0!
EIF5A2 up™®?
HOXC9 up”
MFAP5 up™”?
LY6K up™?
INHBA up™?
DVLI up™?
IL6 up™®
MMPI up?™
MMP2 up?™
MMP9 up™™
MET up?™
MMP7 up?®s
MMP13 up®s
MMP10 up?®s
MMP12 down?%
MMP9 down?%>
CXCL9 up?%
IL3 up?”’?
PDLI up™®
PDI up™®
CDH1 down??
ITGB6 up?'0
MMP3 up?’0
MMP21 up?!!
MMP13 up?”?
MMPI1 1 up??
TGFp up'”
EGF up'”
PDGF up'”
Z0-1 down!”’
OCLN down!”’
ACTA2 up'”
VIM up'”
CDH2 up'”
DES up'”
SNAI up'”
SLUG up! ™
TWIST up'”
ZEBI up'”
ZEB2 up'”
COX2 up!™
TRE2 up'”
MVD up'”
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LVD up
VEGFA up!”
VEGEC up!”
VEGED up!”

BCL2 up!”
GLUTI up!”

HIF Lo up!”
FOXC2 up'®
PROXI up!”

MIA up'”

MIA2 up'”
TANGO up'®
ELAVL4 up'”
STOX2 up!”

N4BP2L 1 up'”
ZFAND4 up!”
NIPALI up'”
LEMDI up!”

PAUF up'”

MEI up'”
LAMP3 up?™
POM121 up?™
S100A4 up?

MMP1 up?”?
HBEGF up?’®
SEMA7A up?®®
PLAUR up™
PHLDAI up?!
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4. melléklet: A transzkriptomikai eredmények validdldsa qPCR-rel. HSC-2 sejtvonal,

€16 C. albicans kezelés. n=3, parositatlan t-proba, p < 0,05 (** p < 0,01; *** p<0,001;

**%* p<0,0001), ns=nem szignifikans. INHBA - inhibin béta-alegység A; FOXC2 -

C2-es doboz; EIFS5A - eukaridta transzlacié iniciaciés faktor SA2; JUN - jun proto-

onkogén; LAMC?2 - laminin gamma 2 alegység; WNTO9A — wnt csalad 9A tagja.
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5. melléklet: A transzkriptomikai adatok alapjan C. albicans jelenlétében aktivalddott
szignalizacids utvonal néhany komponensének validdlasa qPCR-rel. n=3, parositatlan t-
proba, p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001), ns=nem
szignifikans. ITGA2 - integrin alfa 2 alegység; ITGAS - integrin alfa 5 alegység;
SMAD4 — MAD csalad 4-es tagja; TGFB2 - transzformalé ndvekedési faktor béte 2;
TGFBR2 — transzformalo novekedési faktor receptor 2; TGIF1 — TGFB indukal6 faktor
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Wnt atvonal
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6. melléklet: p63 splice variansadnak vizsgalata. Két primert terveztiink. Az egyiket az
NHo»-termindlis transzaktivacios domén szekvenciajaba (csak a TAp63 splice varians
jelenlétében van termék), a madsikat pedig a fehérje C-termindlis végéhez kozel
terveztiik (a TAp63 és ANp63 jelenlétében is ad terméket), igy a kettd kiilonbségébdl
megallapithatd, hogy melyik splice varians van nagyobb szdmban jelen a HSC-2
sejtvonalban. Mivel a TAp63 termék atlagban 10 ciklussal késobb érte el a
kiiszobértéket, elmondhatd, hogy az NH; transzaktivaciés domént nem tartalmazé splice

varians van jelen a HSC-2 sejtvonalban.

1400 Lo ..................... ..................... ................... s
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qC

ANp63+TAp63 24.02

ANp63+TAp63 23.96

ANp63+TAp63 24.06

TAp63 34.45

TAp63 34.26

TAp63 34.85
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