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A matrix metalloproteinazok és angiogenetikus faktorok a terhességi trofoblaszt

betegségekben és normal méhlepényben

BEVEZETES

A terhességi trofoblaszt betegségek olyan egymassal kapcsolatban 1€vé koéros elvaltozasok,
amelyek a chorionszovetek koros ndvekedésével jellemezhetdk, valamint magukba foglaljak a
valtozékony helyi invaziv és tdvolra metasztatizal6do hajlammal rendelkez6 molaterhességet,
invaziv molat, choriocarcinomat és a placentadgyi trophoblasztos tumort. Kozel 50 éve,
amiota Li és munkatarsai el0szor alkalmaztak metotrexatot a choriocarcinomak kezelésében, a
terhességi trophoblaszt tumorok ma az egyik leghatékonyabban kezelhetd rosszindulata
daganatos megbetegedések. A terhességi trofoblaszt betegségek kutatdsa rendkiviili klinikai
eredményeket hozott a betegség diagnosztikdjaban és kezelésében. A rohamosan fejlodo
molekularis bioldgianak koszonhetden egyre tobbet tudhatunk meg a betegség molekularis
alapjairol. Azonban a naprdl-napra bdviild ismeretanyag ellenére is a legnagyobb
hidnyossagaink €ppen ezen a teriileten, az intracellularisan és extracellularisan zajlé bioldgiai
folyamatok szerepének megértésében vannak. A trophoblaszt betegségek viselkedésének

pontosabb megértésével egyben jszeru terapids megoldasokhoz is kdzelebb juthatunk.

Magyarorszagon 1800 terhességre esik egy mola hydatidosa és 15800 terhességre egy invaziv
mola vagy choriocarcinoma, ami azt jelenti, hogy évente koriilbeliil 160 Gj molas és 20 1j
malignus trofoblaszt tumoros megbetegedést diagnosztizalnak. A trofoblaszt betegségek
etiologidja még ma sem pontosan ismert. A betegség korokat kutatva felmeriilnek anyai,
magzati, fetomaternalis, genetikai, immunologiai tényezok, és a virusfertdzés lehetdsége sem

zarhato ki.

1. Terhességi trofoblaszt betegségek

crer

szerint a gesztacios trofoblaszt betegségek spektruma a hidropikus boholydegeneraciotol a
mola hydatidosan keresztiill a choriocarcinomaig terjed. A WHO 1983-ban ezt az

allasfoglalast elfogadta, ¢és a terhességi trofoblaszt betegségeket a trofoblaszt sejtekbdl



kiindul6 benignus és malignus folyamatokként definialta, illetve a kovetkez6k szerint

csoportositotta:
e Mola hydatidosa: a chorionbolyhok hdlyagos elfajulésa (részleges és teljes).
e Invaziv mola: a molaterhesség infiltralja a miometriumot, és attétet is adhat.

e Terhességi choriocarcinoma: cito- és szinciciotrofoblaszt sejtek malignus daganata,

bolyhok nincsenek.

e Placentaagyi trofoblasztos tumor: a méhlepény bedgyazdodasi helyérdl kiindulo, foként

intermedier trofoblaszt sejtekbdl allo daganat.

Terhességi trofoblaszt tumorok azok a trofoblaszt betegségek, amelyek kornyezetiikbe tornek,
progredidlnak, attétet adnak, és kezelés nélkiil a beteg halalat okozzék. A rosszindulata
trofoblaszt tumorok t6bb, mint a fele molaterhesség talajan alakul ki, ezért a mola hydatidosat
malignus potenciallal rendelkezé benignus trofoblaszt tumorként értelmezik. A mola
és 5%-ban choriocarcinoma kialakulasa. A choriocarcinomak patogenezise igen Osszetett,
megjelenhetnek terhességtdl fliggetleniil, normal sziilést vagy spontan vetélést kovetden is.
Az esetek legnagyobb részében, azonban mola hydatidosa utan alakulnak ki. Placentadgyi
trophoblasztos tumorok (PSTT) 75%-a normal terhességet kdvetden alakul ki, és alig 2%-uk

korel6zményében szerepel a molaterhesség.

Az 1970-es évekig a terhességi trofoblaszt betegségek diagndzisa altaldban a masodik
trimeszterre esett. AzoOta a korszerli diagnosztikus modszerek birtokaban, elsésorban az
ultrahang vizsgalatok és hCG meghatarozas lehetdsége miatt a korismézés az elsd
trimeszterben torténik, ezért a hiivelyi vérzés melletti klasszikus tiinetek, mint példaul
hyperemesis, hyperthyreozis, preeclampsia vagy 1€gzési elégtelenség 1ényegesen ritkdbban és

szegényesebben fejlédnek ki.

A kezelés megvalasztasat €s sikerességét elsésorban a betegség anatomiai kiterjedésén
alapulé stddiumbeosztdsa hatdrozza meg. A terhességi trophoblaszt tumorban szenveddk
alacsony és magas kockazatli csoportjat kiilonboztetjiik meg. A New England Trophoblastic

Disease Center ajanldsa szerint magas kockazati kategoéridba keriil az a trofoblaszt beteg,



akinél: a kezdeti hCG-titer nagyobb, mint 100 000 NE/I; a tiinetek kezdete 6ta tobb, mint 4
honap telt el; agy és/vagy majattéte van; eldzetes sikertelen kemoterapiat kapott; a beteg 40
évesnél idGsebb; fizikalis statuszaban "large-for-date” uterus, 6 cm-nél nagyobb theca-lutein
ciszta, anamnézisében eldzetes molaterhesség vagy trofoblaszt tumor szerepel; egyéb tiinete
van, mint példaul toxémia, hipertiredzis, trofoblaszt embolizacid, DIC. Az alacsony rizikéja
betegeknél az elsdként valasztandd a metotrexat vagy actinomycin-D monoterapia.
Kemoterapia rezisztencia esetén és a magas rizikoju betegeknél EMA-CO (etoposid,
metotrexat, actinomycin-D, ciclofosfamid és vincristin) vagy MAC (metotrexat, actinomycin-
D és cyclofosfamid) kezelés javasolt. Ismert tény, hogy a terhességi trofoblaszt daganatok
gyors lokalis invazidja, valamint a tdvolra szor6dd metasztazisok jelenléte mellett is altalaban
kifejezett kemoterapia érzékenységet mutatnak, ezért hatékonyan és sikeresen kezelhetdk. A
citosztatikus kezelés eredményessége a csokkendé hCG szint ellendrzésével jol
monitorizalhato. Az azeldtt egyediili beavatkozasként szoba jové méheltavolitas fokozatosan
hattérbe szorult, és ma csak indokolt esetekben masodlagos szerepet jatszik a kezelésben. igy
a betegek reproduktiv képessége sokszor megdrizhetd. Sajnos a gyakran normal terhességet
kovetden kialakuld PSTT kevésbé kemoterapiaérzékeny, igy elsddleges terapidja a mai napig

a méh eltavolitasa.

2. Matrix metalloproteinazok

A lepényszovet trofoblaszt sejtjei heterogén populéciot képeznek: szinciciotrofoblasztokbol,
citotrofoblasztokbol €s extravillozus trofoblasztokbdl allnak. Mig a boholytrofoblaszt sejtek
nem mutatnak invaziv viselkedést, addig az extravillozus trofoblasztok a malignus tumorok
sejtjethez hasonloan invaziv tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az endometriumba torténd
trofoblaszt betorés, a placentacid szigoruan szabalyozott folyamat. Az extravillozus
trofoblaszt sejtek a lepényrogzitd bolyhainak bazalis membranjatél migralnak, és a mélybe
torve elérik a miometriumot. A folyamat az anyai szovetek extracelluldris matrixanak (ECM)
enzimatikus bontasaval torténik, melyben kiilonb6zd protedz enzimek, mint szerin proteazok,
katepszinek ¢és matrix metalloproteinazok (MMP-k) jatszanak szerepet. A matrix
metalloproteindzok  kiilonb6z6é  fiziologids  folyamatokban  (organogenezis, szdvet
remodelling), gyulladdsos folyamatok szabdlyozasaban, és betegségek, mint példaul
daganatok kialakulasaban miikodnek kozre. Az MMP-k a cink-atomot tartalmazo
endopeptidazok csaladjaba tartozd6 enzimek, melyek az ECM alkotoelemeinek széles
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spektrumat képesek bontani. Az irodalomban eddig kozel 25 féle MMP-t mutattak Kki.
Szubsztrat specificitasuk alapjan 4 f6 csoportba soroljak oket: kollagenazok, zselatinazok,
stromelizinek és membran-tipust MMP-k. Az MMP-21 és az MMP-28 szubsztratjat ezidaig

még nem sikeriilt tisztazni.

Az MMP-k inaktiv pro-enzimek formajaban szekretalodnak. Az MMP-k proteolitikus
aktivitdsa szigorian szabalyozott folyamat, mely szamos biologiai modulatortol (hormonok,
citokinek, szoveti glikoproteinek, novekedési faktorok) fiigg. Szdveti inhibitoraik (Tissue
inhibitor of metalloproteinase - TIMP) kotédnek az MMP-k aktiv formaihoz, és reverzibilisen

gatoljak a proteolitikus aktivitasukat a szovetekben.

3. Angiogenetikus faktorok

Az ¢érijdonképzddés, azaz angiogenezis a méhlepény fejléddésében ¢és a tumorok
kialakuldsdban egyarant fontos szerepet jatszik. A terhességi trofoblaszt tumorok
megnovekedett  vaszkularizacioval jellemezheték. Az angiogenezis folyamatanak

crer

terapias lehetdségeket is.

A tumorsejt képessége 1) ereket alkotni, az érajdonképzddés folyamata, kritikus 1€épés a tumor
fejlodésében. A tumorsejtek novekedési faktorok overexpresszidja altal képesek a mar
meglévé ¢érhalozatbol Ujat alkotni. A vaszkulédris endotelialis novekedési faktor kritikus
szerepet jatszik az uj erek képzodésében, ami az endotelialis sejtekre gyakorolt proliferativ és

kemotaktikus hatas révén a tumor novekedéséhez vezet.

A vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (VEGF) receptoraihoz kapcsolodva (VEGFR-1,-
2,-3) képes indukélni az angiogenezist és lymphangiogenezist egyarant az érendotel sejtekre
gyakorolt mitogén hatdsa révén. A VEGFR-1 a fejlodo érrendszerben kulcsfontossagl, pontos
szerepe nem tisztazott. A VEGF majdnem minden ismert hatasa (mikrovaszkularis
permeabilitas, érendotel sejt proliferacid és migracid) a VEGFR-2-n keresztiil valosul meg. A
VEGFR-3 eldsegiti a nyirokérképzddést, kizardlag a nyirokerek endotel sejtjeiben talalhatod

meg felnott korban.

Szamos citokinrdl és novekedési faktorrdl igazolodott, hogy szabalyozzak a VEGF-t, és

szintjiik korreldl a VEGF szintjével. Pozitiv korrelacio figyelhetd meg a szérum IL-6 szint és
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a VEGF szint kozott emlé ¢és mdas eldrehaladott stddiumban 1évd metasztatizalo
carcinomakban. Méhnyakrak sejtvonalakndl exogén IL-6 hatasdra magasabb VEGF szintet
detektaltak. A matrix metalloproteindz inducer CD147 VEGF expressziot noveld hatdsa is

szamos tanulmany altal bizonyitott a tumorsejteken.

CELKITUZES

metalloproteinazok és angiogenetikus faktorok Kkifejezodésének és viselkedésének
tanulmanyozasa a normal lepényi és koros trofoblaszt sejtekben. Munkank soran
elsésorban olyan fehérjéket vizsgaltunk, amelyek a késobbiekben biologiai markerként
és egyben ujabb terapias lehetéségként is szolgalhatnak a Kklinikai gyakorlatban a

terhességi trofoblaszt tumorok esetében.

ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgalatot formalinban fixalt, paraffinba 4dgyazott szovetekbdl késziilt
szovettani metszeteken végeztiik. Negyven terhességi trofoblaszt betegségben (10 részleges
mola, 10 teljes mola, 10 choriocarcinoma és 10 PSTT), valamint 10 normal elsé trimeszteri
méhlepényben vizsgaltuk az MMP-7,-14,-21-28, TIMP-3,-4, CD147, IL-6, VEGFR-1,-2 és -3
expresszidjat immunhisztokémiai modszerrel. Az MMP-1,-2,-3,-9,-13, TIMP-1, VEGF, Ang-
1 és -2 expressziojat az 10 choriocarcinomds és 10 PSTTs esetben vizsgaltuk. Az avidin-
biotin immunperoxiddz eljarast alkalmaztuk formalinban fixalt, paraffinba agyazott
szovetekbdl késziilt 0.05 microm vastagsagh metszeteken. A metszeteket xilénben
hidraltuk, végiil az endogén peroxidaz aktivitast 0,3%-os hidrogén-peroxiddal blokkoltuk.
Miutan a nem specifikus antigéneket normal 16 szérummal blokkoltuk, a metszeteket nedves
kamraban az elsddleges antitesttel 24 o6ran at, 4 °C-on inkubaltuk. A festék jeloléséhez az

elsddleges ellenanyagtdl fliggden egér vagy nyul ellenes biotinilalt masodlagos ellenanyagot,



majd az ABC (amino-benzperidol-klorid) torma-peroxidazt hasznaltuk. A reakcié termékeket
DAB (3,3-diaminobenzidin-tetrahidroklorid) kromogénnel tettiik lathatova. Végil a
montiroztuk. Negativ kontroll esetében az elsddleges antitestet normal szérummal
helyettesitettiik. A hematoxilinnal és eozinnal torténd festést az 6sszes mintanal elvégeztik.
Az immunfestés eredményét két patologus segitségével elemeztik ki. A membran,
citoplazmatikus és magfestddést a normal lepény, a részleges és teljes mola szincicio-, Cito- és
extravillozus trofoblasztjaiban, valamint a choriocarcinoma és PSTT esetek tumorsejtjeiben
szeparaltan vizsgaltuk. Az immunreakcidkat negativként, gyengén, mérsékelten és erdsen
pozitivként értékeltiik. Erésen pozitivnak fogadtuk el, ha a sejtek tobb, mint 50%-a mutatott
erds, intenziv festddést, gyengén pozitivnak értékeltiik, ha a sejtek kevesebb, mint 25%-a,
mérsékelten pozitiv, ha a sejtek 25-50%-a mutatott intenziv festddést. Negativként, ha a sejtek

tobb, mint 50%-a nem mutatott immunreakciot.
2. Electro-chemiluminescens assay (MSD assay)

Electro-chemiluminescens assay segitségével vizsgaltuk normal trofoblaszt (3A-Sub-E), Jar
¢s JEG-3 choriocarcinoma sejtvonalakndl az MMP-1,-2,-3,-9, VEGF és VEGFR-2 szintjét. A
human normal trofoblaszt (3A-Sub-E) és a choriocarcinoma (Jar, JEG-3) sejtvonalakat az
American Type Culture Collection (ATCC) cégtdl szereztiik be. A sejteket hdvel inaktivalt
magzati borjiszérummal (10% FCS), L-glutaminnal (2 mM/ml), Penicillinnel (100 U/ml) és
Streptomycinnel (100 g/ml) kezelt Eagle-féle minimalis esszencialis (normal trophoblaszt és
JEG-3 sejteknél) vagy RPMI-1640 (Jar sejteknél) meédiumot tartalmazd téptalajban
tenyésztettiik. A sejteket (5x10” sejt/lyuk) 96 lyuku platen 37 °C-on 5% CO,-t €s 95% levegdt

tartalmazo nedves atmoszféraban tartottuk egyrétegli (monolayer) sejtkultiraban tenyésztve.
100% konfluencianal gyjtottiik 6ssze a feliilisz6 mintadkat, a sejtekbdl pedig lizis buffer
segitségével lizatumokat készitettiink. 10-10 normal trophoblaszt, Jar és JEG-3 feliiluszo és
lizatum mintaban Meso Scale Discovery Sector2400 eszkozzel az eldirt protokoll szerint

hataroztuk meg a MMP-1,-2,-3,-9, VEGF ¢és VEGFR-2 fehérje szinteket.



3. Sejtproliferacios assay (MTT assay)

MTT assay segitségével vizsgaltuk normal trophoblaszt, JEG-3 és Jar choriocarcinoma sejtek
érzékenységét metotrexat, etoposid ¢és carboplatin kezelésre. Az el6z6 pontban leirt modon
tenyésztettik a human normal trofoblaszt (3A-Sub-E), Jar és JEG-3 choriocarcinoma
sejtvonalakat. Azonos szamii (8x10%) sejtet inkubaltunk 96 lyukd platen 24 oréan keresztiil

crer

assay segitségével hataroztuk meg a sejtek szamat.
4. Statisztikai analizis

Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeinek adatait RxC contingencia tablazat, az
electro-chemiluminescens assay adatait a nem parametrikus Mann-Whitney teszt
hasznalataval a Minitab 13.1 statisztikai szoftver csomag segitségével elemeztiik.

Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a 0.05 hatarértéket fogadtuk el.

EREDMENYEK
1. Immunhisztokémiai analizis

Az MMP-7 szignifikansan erésebben festddik a choriocarcinoma sejtekben, mint a részleges
mola extravillozus trofoblaszt sejtjeiben (p<0.05). Osszehasonlitva a PSTT sejteket a
choriocarcinoma sejtekkel nem volt szignifikans kiilonbség. A PSTT sejtek MMP-14
festddése volt szignifikdnsan a leggyengébb a normal lepényhez, részleges €s teljes moléhoz,
valamint a choriocarcinoméahoz képest. A choriocarcinoma és PSTT sejtek MMP-21
kifejezddése szignifikansan erdsebb, mint a normal lepény, részleges é€s teljes lepény
extravillozus trophoblaszt sejtjeinek. A choriocarcinoma MMP-28 festédése szignifikansan
er0sebb, mint a PSTT sejteké (p<0.05). TIMP-3 kifejez6dése choriocarcinoma sejtekben a
leggyengébb Osszehasonlitva a normdl lepény és teljes mola extravillozus trofoblaszt,
valamint a PSTT sejtekkel (p<0.01, p<0.01, p<0.05). Az extravillozus trofoblaszt sejtek a
normal lepényben, részleges €s teljes molaban szignifikansan erdsebb TIMP-4 festodést
mutatnak, mint a choriocarcinoma sejtek (p<0.01, p<0.01, p<0.05). A PSTT sejtek TIMP-4

festddése szintén erdsebb a choriocarcinoma sejtekénél (p<0.05).



Az extravillozus trofoblaszt sejtek normal lepényben és teljes molaban a PSTT sejtekhez

hasonloan erdsebb IL-6 festddést mutatnak a choriocarcinoma sejteknél (p=0.005, p=0.004,

p=0.03). Az attétes choriocarcinoma sejtek viszont igen erds IL-6 immunreakcidt mutattak.

Erés CD147 immunreakciot mutatott mindharom sejttipus (CT, ST, ET: 100%) a normal

lepényben. A choriocarcinoma CD147 festddése szignifikansan erdsebb volt dsszehasonlitva

a részleges ¢és teljes lepény trofoblaszt sejtjeivel (p<0.01, p<0.01). (1. Tablazat)

Szovet tipusa MMP-7 [MMP-14|MMP-21{MMP-28]| TIMP-3 | TIMP-4| IL-6 CD147
Normal CT 2.4 2.8 0.9 2.8 2.8 2.2 3.0 3.0
|méhlepény

ST 2.6 2.9 0.6 2.9 2.7 2.3 3.0 3.0
(n=10)

ET 1.0 2.8 0.5 2.7 2.3 2.6 2.8 2.8

SC 2.0 2.5 0 2.8 2.7 2.9 0.6 0.6
Részleges |CT 2.0 2.4 2.6 2.0 2.0 2.3 14 14
mola

ST 2.0 2.2 1.8 14 2.4 2.7 2.3 2.3
(n=10)

ET 0.3 2.8 1.6 15 1.2 2.9 0.5 0.5

SC 2.0 2.5 1.6 1.7 2.1 3.0 1.0 1.0
Teljes mola|CT 15 2.7 2.3 2.8 2.4 2.1 1.6 1.6
(n=10) ST 1.3 2.4 1.6 2.9 2.4 2.8 2.3 2.3

ET 0.7 2.6 2.0 2.5 15 2.4 0.8 0.8

SC 2.0 2.5 2.0 2.9 2.0 2.3 1.0 1.0
Choriocarcinoma 2.0 2.6 3.0 2.6 1.0 1.2 0.2 2.6
(n=10)
PSTT 1.0 1.4 3.0 1.2 2.0 2.4 14 1.0
(n=10)

1. Tablazat: Madtrix

metalloproteindazok, széveti inhibitoraik, valamint szabdlyozoinak

kifejezodése normal méhlepényben és terhességi trofoblaszt betegségekben (Megjegyzés: a

tablazat normal értékeket tartalmaz (0-3). ST: szinciciotrofoblaszt sejt, CT: citotrofoblaszt sejt, ET: extravillozus

trofoblaszt sejt, SC: sztroma sejt.)




A PSTT VEGF ¢és Angiopoietin-1  kifejez6dése  szignifikdnsan magasabb a
choriocarcinomaénal (p=0.007, p=0.01). A chroriocarcinoma VEGFR-3 expresszioja volt a
legerésebb a normal lepény, a komplett és részleges mola extravillosus trofoblaszt sejtjeihez

képest (p=0.036, p=0.038, p=0.05).

2. Electro-chemiluminescens assay

Az MMP-1 szintje a normal trofoblaszt sejtek feliiluszojanak magasabb volt, mint a Jar és
JEG-3 choriocarcinoma sejtek feliiliszojanak, €s a normal trofoblaszt sejtek lizdtuménak
(p=0.0001, p=0.0001, p=0.0003). Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtek esetén a lizdtumok
MMP-1 szintje szignifikdnsan magasabb volt a feliilliszokénal (p=0.0001, p=0.0001). Normal
trofoblaszt, Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtek feliiliszoinak MMP-2 szintje szignifikansan
magasabb volt a lizatumokénal (p=0.0002, p=0.0001, p=0.0008). MMP-2 szintje Jar
choriocarcinoma sejtek feliilluszojaban és lizdtumaban volt a legmagasabb. A normal
trofoblaszt sejtek feliilluszojanak és lizatumanak MMP-3 és MMP-9 szintje volt a
legmagasabb a Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtekéhez képest. MMP-3 és MMP-9 szint a
normal trofoblaszt sejtek feliiliszdjaban szignifikdnsan magasabb volt, mint a lizditumaban
(p=0.0002, p=0.04). Normal trofoblaszt sejtek feliiliszojanak és lizatumanak VEGF szintje
szignifikansan alacsonyabb volt a Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtekéhez képest. A VEGF
szint Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtek feliiliszojaban szignifikdnsan magasabb volt, mint
a lizatumokban (p=0.0006, p=0.0014). Normal trofoblaszt sejtek feliilluszoinak VEGFR-2
szintje magasabb volt a Jar és JEG-3 feliiluszoinal és a normal trofoblaszt lizatumokénal
(p=0.0002, p=0.0002, p=0.019). A normal trofoblaszt sejtek lizitumanak VEGFR-2 szintje
magasabb volt a Jar és JEG-3 choriocarcinoma sejtek lizatumjaihoz képest (p=0.0002,
p=0.0002). (2. Tablazat)
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Minta tipusa MMP-1 MMP-2 MMP-3 | MMP-9 | VEGF | VEGFR-2
Normal Feliiluszo 243.9 23825.9 208.0 38.0 7.8 0.025
trofoblaszt
sejtek (n=10) (SD: 112.9) (SD: 233.5) |(SD: 87.6)| (SD:4.49) |(SD:172.7)| (SD:0.015)
Lizatum 57.7 1615.5 3.78 22.7 0.0 0.013
(n=10) (SD:46.2) | (SD:846.1) | (SD: 2.5) | (SD:32.7) | (SD:14.0) | (SD:0.005)
JEG-3 Feliilaszo 4.36 384.7 0.4 3.4 1196.5 0.0036
choriocc.
sejtek (n=10) (SD:5.3) | (SD:287.0) | (SD: 0.6) | (SD:3.3) |(SD:401.1)| (SD:0.001)
Lizatum 192.0 83.9 0.6 2.5 482.0 0.0011
(n=10) (SD:208.3 | (SD:29.0) | (SD:0.8) | (SD:2.2) |(SD:460.1)| (SD:0.001)
Jar Feliiluszo 25 135459.8 0.2 1.0 1713.9 0.0039
choriocc.
Sejtek (n=10) (SD: 3.7) (SD:521.7) | (SD: 0.4) | (SD:1.5) |(SD:702.9)| (SD:0.001)
Lizatum 151.0 8013.6 1.27 2.0 191.1 0.0021
(n=10) (SD:196.8) | (SD:3092.1) | (SD:0.9) | (SD:1.8) |(SD:61.1)| (SD:0.001)

2. Tablazat: Matrix metalloproteindzok, a vaszkuldris endotelidlis novekedési faktor és a

VEGFR-2 szintje normal trofoblaszt, JEG-3 és Jar choriocarcinoma sejtek feliiluiszojaban

és lizatumaban (Megjegyzés: az adatok pg/ml egységben értenddk.)

3. Sejtproliferacios assay

A normal trophoblaszt és JEG-3 choriocarcinoma sejtek szama az emelkedd metotrexat és

etoposid kezelés hatdsara szignifikdnsan csokkent (p<0.005, p<0.005), mig a Jar

choriocarcinoma sejtek szama nem valtozott. A sejteket carboplatinnal kezelve egyik

csoportban sem észleltiink szignifikans valtozast.
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MEGBESZELES

Jelenlegi ismereteink szerint a terhességi szovet invazidja, annak fennmaraddsa az
endometriumban, illetve a méh iiregében az anyai immunvalasz, a decidua sejtek fehérje
profilja és az endometrium vérellatasa altal szigortian szabalyozott folyamat. Amennyiben a
szabalyoz6 folyamatok egyensulya megbomlik, a trofoblaszt invazio kontrollalatlanna valik,

¢s lokalis, valamint tavoli attétet képezve rosszindulata trofoblaszt tumor alakul ki.

A placentacié sordn olyan sejtek taldlhatdak a korai méhlepényben, amelyek a malignus
daganat sejtekhez hasonlo invaziv tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezért az invaziv trofoblaszt
sejtek, a tumorsejtek analdgjaként, a tumorkutatasban széleskoriien hasznalatosak. Gesztacios
trofoblaszt betegségek esetén a ndvekvo trofoblaszt tomegnek a normal terhességhez és egyéb
szolid tumorokhoz hasonldéan folyamatosan ndvekvod vérellatasra is sziiksége van a tovabbi
proliferacidhoz. A placenticid folyamata az anyai és embriondlis szdvetek altal termelt
novekedési faktorok, citokinek, stb. hatisara parakrin és autokrin moddon, szigortian
szabalyozott. Amennyiben ez a koordinalt dnregulaciés folyamat valamilyen endogén, vagy
exogén hatds kovetkeztében zavart szenved, az a sejtek kontrolldlatlan ndvekedéséhez,
egy gén, illetve fehérjetermékének mutacidja, valamint csokkent, illetve fokozott expresszioja

elegendd lehet.

Az érijdonképzodés kiemelkedd jelentGségli szamos fiziologias €s patologias folyamatban,
igy a daganat kialakulasaban is. A vaszkularis endotelialis ndvekedési faktorok és receptoraik
kozponti szabalyozoi az érujdonképzddésnek. A trofoblaszt sejtek vaszkularis novekedési
faktort termelé képességét szamos tanulmany leirta. Ezen faktorok képesek indukalni a
méh falaba, valamint a meglévé érhaldzat remodellingje szigortian szabalyozott folyamat a
terhesség soran. Az értjdonképzddés és az angiogenetikus faktorok kifejezOdésének jobb
megismerésével kozelebb juthatunk, mind a normal méhlepény mikodésének, mind a

terhességi trofoblaszt betegségek biologiai hatterének megértéséhez.

Az extracellularis matrixot szétbontd proteazok kiilonb6zd csaladjairol, koztik a matrix
metalloproteinazokrél (MMP) kimutattdk, hogy kézremiikddnek az anyai szovetekbe torténd
trofoblaszt invazid folyamatdban. Szamos kiilonb6z6 tanulmény igazolta, hogy ezzel a
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mechanizmussal az MMP-k bizonyos rosszindulati daganatok progresszidjaban és a
metasztazis képzésében is fontos szerepet jatszanak. Az MMP-k tanulmédnyozasa révén
jobban megérthetjiik a sejtszintli kommunikéciot a rosszindulata sejtek €s a kornyezo sztroma
kozott, ami a daganat invazid €s metasztazis képzddés kulcsfontossagi kérdése. Az ECM
komponenseinek bontasan kiviil az MMP-k képesek aktivalni tovabbi MMP-ket (pl. MMP-7
aktivalja az MMP-2-t és MMP-9-et, MMP-14 aktivalja az MMP-2-t) is, ezaltal novelve
invaziés képességiiket. Az MMP-k aktivitasanak kifejezddését szamos human malignus
tumorban vizsgaltak in vivo és in vitro tanulményokban. Az MMP-k erés kifejezddése
kiilonb6z6 tipust tumorban kimutatott, példaul az MMP-7,-14 és -28 fokozott aktivitasat
figyelték meg emld carcinomdban az MMP-21 pedig erds kifejezddést mutat petefészek és
vastagbél tumorokban. Ezek alapjan érthetd, hogy napjainkban az MMP-k csalddja lehetséges
célponttd valt azon intenziv kutatasok szamdara, amelyek egy 0j anti-neoplasztikus terapia

kifejlesztésére iranyulnak.

Mindezek alapjan vizsgaltuk meg a jo és rosszindulata trofoblaszt sejtek anyai szovetekbe

crer

szabalyozoi jelenlétét a normal placentdban és a terhességi trofoblaszt betegségekben.

Choriocarcinomaban fokozott MMP-7,-14 és -28, valamint csokkent TIMP-3 és -4 aktivitast
tapasztaltunk a normal lepényhez, a részleges ¢€s teljes moldhoz képest. Kordbbi tanulmany
mar igazolta a fokozott MMP-1 ¢és -2, valamint csokkent TIMP-1 kifejez6dést
choriocarcinomaban. Valészintisithetden a choriocarcinoma invazids képességéhez az

emelkedett MMP és csokkent TIMP aktivitasa is hozzajarul.

A placentadgyi trofoblaszt tumor (PSTT) lassabban ndvekszik, késdbb metasztatizal,
kevesebb hCG-t termel és kevésbé érzékeny kemoterapeutikumokra, mint a choriocarcinoma.
A PSTT alapvetoen eltéro viselkedését részben magyardzhatjuk az eltér6 MMP profiljaval. A
choriocarcinomaval 0sszehasonlitva PSTT-ban fokozott TIMP-1,-3 és -4, valamint csokkent
MMP-14 ¢és -28 aktivitast észleltiink. PSTT-ben magasabb VEGF, Angiopoietin-1 és -2 szint

volt kimutathatd, mint choriocarcinomaban.

A VEGFR-3 fontos az angiogenezisben és lymphangiogenezisben egyardnt a metasztazis
képzddés stimulalasdval. A VEGFR-3 fokozott kifejezddése choriocarcinoméban
hozzajarulhat invazios képességéhez.
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Az MMP inducer, CD147 kulcsszerepe emld ¢és petefészek tumorok invazivitasaban
Kimutatott az MMP-1,-2,-3 és -9 aktivalasan keresztiil. A normal lepény citotrofoblaszt
sejtjeinek erés CD147 festodése igazolja a pseudovasculogenezist, azaz az epitelialis
fenotipussal rendelkezd citotrofoblaszt sejtek képességét endotelidlis atalakuldsra, ezaltal
képezve 10j érhaldzatot. Agressziv daganatok (pl. melanoma, emld, prosztata, petefészek és
tiid6é tumorok) képesek létrehozni a novekedd sejttomegiikon beliil olyan csatornarendszert,
amelyeknek nincs endotelboritasa, de kozlekedik a normalis érrendszerrel. A csatorndkat nem
endothelsejtek, hanem maguk a daganatsejtek bélelik. Ez a vaszkulogén mimikri jelensége. A
genetikailag rendkiviil plasztikus daganat sejtek képesek embriondlis angioblastos
programokat ujrainditani, igy megjelennek benniik az endotelsejtekre jellemz6 transzkripcios
faktorok, enzimek, sejtfelszini markerek és adhézidés molekuldk. Igy az endotelsejtekhez
hasonlova valva lesznek képesek kapillarisszerii csatornakat képezni, amelyek biztositjak a
vérellatasukat. CD147 egyik markere a folyamatnak. A daganatsejtek ezen nagyfoku
valtozékonysaga szolgalhat alapjaul a kemoterdpia rezisztencidnak. Choriocarcinomaban
szignifikansan er6sebb CD147 aktivitast észleltiink a PSTT-hez, valamint a részleges és teljes

molahoz képest.

Az MMP-k serkentd, illetve gatld hatdssal is lehetnek az angiogenezisre. Az MMP-9
angiogenezis indukalo hatassal bir az altala felszabaditott VEGF révén. A plazminogén
MMP-2,-3,-7,-9,-12 altali hasitasa eredményeként l1étrejové angiostatin pedig ismert gatloja
az ¢érajdonképzddésnek. PSTT sejtek szignifikansan erésebb VEGF aktivitdsa normal
lepényhez, részleges ¢€s teljes moldhoz, valamint choriocarcinomdhoz képest nemcsak
hozzajarulhat a gyokeresen eltérd viselkedés€éhez, hanem uj terapids lehetdségeket is nyujthat
a PSTT kezelésében. A Jar choriocarcinoma sejteknél ugyancsak erds VEGF aktivitas
észleltiink, valamint a metotrexdt ¢és etoposid kezelésnél szignifikdns rezisztenciat
tapasztaltunk. A PSTT és Jar choriocarcinoma sejtvonal kozott észlelhetd hasonlosagok
felvetik a VEGF szerepét a gyogyszerrezisztencia kialakuldsdban, melynek tisztazasara

tovabbi vizsgalatok javasoltak.

Az interleukin-6 (IL-6) MMP stimulalo hatasa proinflammaciés citokinként bizonyitott.
Emellett a VEGF szabalyoz6 szerepe is igazolt a szovetek széles korében. Kiilondsen
malignus elvaltozasok (méhnyak és emld tumor) esetében mutattak ki szoros korrelaciot az
IL-6 ¢és a VEGF szint valtozéasa kozott. A choriocarcinoma sejtekben ellentétben szdmos mas
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daganattal (petefészek, emld) gyengén fejezOdik ki az IL-6. A jelenség magyarazataként
szolgalhat a choriocarcinoma sejtek altal termelt magas hCG szint, melynek kovetkeztében
kialakult magas szteroid hormon elsGsorban 0sztrogén szint képes csokkenteni az I1L-6 szintet.
Ezzel ellentétben, két esetben metasztatikus choriocarcinomanal (majban és a tiidében)
emelkedett IL-6 kifejez6dést tapasztaltunk. Tovabbi vizsgalatok javasoltak a jovében a

metasztatikus choriocarcinomak eltérd viselkedésének tanulmanyozasara.

A terhességi trofoblaszt tumorok altalaban kifejezetten érzékenyek a kemoterapeutikumok
irant. Azonban néhany alkalommal gyodgyszerrezisztens esetek is el6fordulnak, ezért
folyamatosan sziikség van 10 hatdsmechanizmusu és tamadasponti kemoterdpias szerek
kifejlesztésére. A jelenleg kisérletes stadiumban 1évé MMP-k aktivitdsat gatldé molekuldk
(Prinomastat, Tanomastat, Marimastat, stb.) 0j terapias lehetdséget kinalnak fel a terhességi
trofoblaszt tumorok, illetve egyéb malignus daganatok kezelésében. A batimastat és a
marimastat az MMP-1, az MMP-2, az MMP-3, az MMP-7, az MMP-9 és az MMP-14 hatasat
gatolja, ami a TIMP-1 hatasspektrumanak felel meg. Tovabbi ujszer(i terapias lehetdséget
nyUjthat a terhességi trofoblaszt tumorok, els6sorban a PSTT kezelésében a VEGF
antagonista Bevacizumab (Avastin). A Bevacizumab, egy humanizalt monoklonalis antitest,
mely képes gatolni az endotelsejt proliferaciot és érujdonképzddést. Jelenleg széles korben

tobbek kozott vastagbél és emld daganatok kezelésében alkalmazzak.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a matrix metalloproteindzok, szoveti
inhibitoraik és szabalyozo6i, valamint a vaszkularis endotelialis novekedési faktor és receptorai
fontos szerepet jatszhatnak a terhességi trofoblaszt betegségek patogenezisében és
progresszidjaban. A matrix metalloproteindzok és angiogenetikus faktorok kifejezddési
trofoblaszt betegségek viselkedésének jobb megismeréséhez, tovabba lehetdséget adhat 1j
terapias modszerek bevezetésére is. A matrix metalloproteinazok és angiogenetikus faktorok
aktivitdsa, és a terhességi trofoblaszt betegségek kozotti pontos kapcsolat még sok, eddig

ismeretlen kérdést vet fel, melynek tisztdzasahoz még tovabbi kutatdmunka sziikséges.
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KONKLUZIO

1. A matrix metalloproteinazok (MMP) kifejez6dési mintazatanak ismerete segitséget
nydjthat a normal méhlepény invazidjanak, ¢€és a terhességi trofoblaszt betegségek
viselkedésének jobb megismeréséhez, tovabba lehetdséget adhat 0 terapids moddszerek
bevezetésére is. A terhességi trofoblaszt tumorok MMP profiljanak pontos ismeretében a
megfeleld idoben, kelld mennyiségi MMP inhibitor alkalmazasaval rendkiviil hatékony,

kevés mellékhatassal jaro 0j terapids modszert alkalmazhatunk.

2. Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF), valamint receptorai és szabalyozoi
fontos szerepet toltenek be a terhességi trofoblaszt betegségek patogenezisében. Ezek a
faktorok egyben célpontjai is lehetnek 1j terapias lehetéségeknek. Eredményeink alapjan a
Bevacizumab vagy mas VEGF ellenes kezelés, valamint a VEGF receptor gatlé anyagok

hasznosnak bizonyulhatnak a jovoben a terhességi trofoblaszt tumorok kezelésében.
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