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1. BEVEZETÉS

Az utóbbi néhány évtized intenzív kutatásainak eredményeként ma már

részben ismertek azok az intra-, inter- és extracelluláris történések, amelyek a

tumoros fenotípus kialakulásához, a tumor növekedéséhez és progressziójához

vezetnek. Számos tanulmány veti fel hogy a malignus transzformáció, de még

inkább a tumorprogreszió folyamataiban fontos szerepe van a sejtek közötti

MHOiWYLWHOL�IRO\DPDWRNEDQ�EHN|YHWNH]��PHQQ\LVpJL�pV�PLQ�VpJL�YiOWR]iVRNQDN�LV�
A sejt-sejt közötti kölcsönhatások több úton is megvalósulhatnak: (1)

növekedési faktorok és egyéb sejtciklust szabályozó anyagok szekréciója illetve

ezek autokrin és parakrin hatásai révén, (2) a sejtek közötti direkt kontaktus és

egyes extracelluláris matrix komponensek közvetítésével, (3) az intracelluláris

modulátor vegyületek közvetlen cseréje által, mely a szomszédos sejtek gap

junction típusú csatornáin keresztül valósul meg. Szolid tumorokban, a tumor

SDUHQFK\PD� PDOLJQXV� VHMWMHL� N|]|WW� pV� N|U�O�� PLQGLJ� PHJILJ\HOKHW�� HJ\�
PHJYiOWR]RWW� IXQNFLyM~�� JD]GDV]HUYH]HW� HUHGHW&� VHMWHV� HOHPHNE�O� pV� VDMiWRV
VWUXNW~UiM~�H[WUDFHOOXOiULV�PDWUL[EyO��D]�~Q��WXPRU�PDWUL[EyO�V]HUYH]�G��VWUyPD�
A speciális mikrokörnyezet és a tumorsejtek között igen összetett

N|OFV|QKDWiVUHQGV]HU� DODNXO� NL�� DPHO\� DODSYHW�� D� WXPRUVHMWHN� W~OpOpVH� pV� D
malignus folyamat progressziója szempontjából.

A gap junction típusú intercelluláris kommunikáció (GJIC) a szöveti

homeosztázis és integritás fenntartásának fontos eleme. Igen sok sejttípus (pl.

hám- és izomsejtek, fibroblasztok) expresszálja a gap junction csatornákat

alkotó connexin fehérjéket és mutat kiterjedt GJIC-t.  A GJIC a sejtciklus egyes

fázisaiban (S-fázis) és tumor promoterek hatására (pl.: forbol észterek) csökken.

A malignusan transzformált sejtek gap junction típusú kommunikációjának

PHJV]&QpVH��YDJ\LV�D�VHMW� L]ROiFLyMD�pV�ÄNLV]DEDGXOiVD´�D� V]|YHWL�NRQWUROO� DOyO�
fontos szerepet játszik a tumoros sejtburjánzás kialakulásában. Számos intra- és
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extracelluláris mediátor képes jellegzetes hatást gyakorolni a GJIC-re mind a

connexin fehérjék szintézise, mind a csatornák nyitottságának szabályozása

révén. A tumorsejtek által (is) szintetizált növekedési faktorok GJIC-re

J\DNRUROW�KDWiVD�HOWpU���D]�HSLGHUPiOLV�Q|YHNHGpVL�IDNWRU��(*)���D�WUDQVIRUPLQJ
growth factor-α (TGF-α��� D� YpUOHPH]NH� HUHGHW&� Q|YHNHGpVL� IDNWRU� �3'*)�
általában csökkenti, míg a transforming growth factor-β (TGF-β) és a bázikus

ILEUREODV]W� Q|YHNHGpVL� IDNWRU� �E)*)��� VHMWWtSXVWyO� I�JJ�� PpUWpNEHQ�� Q|YHOL� D
GJIC-t.

In vivo az extracelluláris matrix összetétele a tumor mikrokörnyezetében,

annak progressziója során szintén karakterisztikus változásokat mutat. A

WXPRUVHMWHNHW� LOO�� D]RN� FVRSRUWMDLW� N|U�OYHY��PDWUL[EDQ� MHOOHP]��PyGRQ� ILEULQ�
fibronektin, az I-es és/vagy III-as típusú kollagén és egyes proteoglikánok

IRNR]RWW� GHSR]tFLyMD� ILJ\HOKHW�� PHJ�� $� N|W�V]|YHWL� PDWUL[EDQ� LJHQ� J\DNRUL� D
tenascin megjelenése és felhalmozódása is. A tenascin-C hexamer struktúrájú

JOLNRSURWHLQ�� DPHO\� QRUPiO� IHOQ�WW� V]|YHWHNEHQ� FVDN� Q\RPRNEDQ� YDQ� MHOHQ�
IRNR]RWW� WHUPHO�GpVH� ILJ\HOKHW�� PHJ� D]RQEDQ� D]� HPEULRQiOLV� IHMO�GpV�
sebgyógyulás és neoplasztikus folyamatok során. A tenascin szintézisére

N�O|QE|]�� VHMWHN�NpSHVHN��GH� V]|YHWL� IHOKDOPR]yGiVD� iOWDOiEDQ� D� ILEUREODV]WRN
speciális aktiválódásának eredménye. Mivel a tenascin sejtkultúrában gátolja a

sejtek letapadását és reexpressziója mindig valamilyen sejtvándorlással járó

IRO\DPDWKR]� N|W�GLN�� IHOWpWHOH]LN� KRJ\� D� WHQDVFLQ� DQWLDGKH]tY� WXODMGRQViJDL
UpYpQ� NpSHV� HO�VHJtWHQL� D� PDOLJQXV� VHMWHN� ORNiOLV� LQYi]LyMiW�� D]D]� D� WXPRU
SURJUHVV]LyMiW��$� WHQDVFLQ�(*)�V]HU&� GRPpQHNHW� LV� WDUWDOPD]�� tJ\� D]�(*)�KH]
KDVRQOyDQ�� PLWRWLNXV� YiODV]RNDW� JHQHUiOKDW� (*)�UHFHSWRUUDO� UHQGHONH]�
sejtekben. Immunhisztokémiai vizsgálatok szerint a szaporodó epitheliális sejtek

pV� D� PHVHQFK\PD� KDWiUIHO�OHWpQ� LJHQ� VWUXNW~UiOW� WHQDVFLQ� GHSR]tFLy� ILJ\HOKHW�
PHJ�� PHO\� D� WHQDVFLQ� H[SUHVV]Ly� V]DEiO\R]iViEDQ� YDOyV]tQ&VtWL� D� VHMWN|]|WWL
NRPPXQLNiFLy�MHOHQW�VpJpW�
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A fenti adatok is alátámasztják, hogy a tumor sejt-gazdaszervezet

N|OFV|QKDWiVRN� V]HPSRQWMiEyO� NLHPHOW� MHOHQW�VpJ&� D� WXPRU� VHMW�ILEUREODV]W
kölcsönhatás, mely közvetlenül és közvetve (a tumor matrix összetételének

kialakítása révén) egyaránt befolyásolja a daganatok növekedését és

progresszióját. A fibroblasztok homológ (egymás közötti) és heterológ (a tumor

sejtekkel megvalósuló) kapcsolataik révén módosulnak és módosítanak, melyek

HUHG�MH� HJ\�� D� GDJDQDWSURJUHVV]Ly� V]HPSRQWMiEyO� V]XSSRUWtY� PLNURN|UQ\H]HW
kialakulása.

Jelen munka azon vizsgálataink összefoglalása, melyek során sejtkultúra

modellrendszerben tanulmányoztuk, hogy hogyan alakul a fibroblasztok gap

junction típusú intercelluláris kommunikációja és tenascin termelése

tumorsejtek ill. tumorsejtek által kondicionált médium hatására, azzal az

LJpQQ\HO��KRJ\�DGDWRNDW�V]ROJiOWDVVXQN�D� WXPRUV]|YHWEHQ�OpWUHM|Y��KRPROyJ�pV
heterológ sejt-sejt kommunikáció jellegének és szerepének jobb megértéséhez.
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2. &e/.,7%=e6(.

Munkánk során homológ és heterológ sejtkultúra modellrendszerben végzett

vizsgálatainkkal az alábbi kérdésekre kerestük a választ:

A. Tumorsejtekkel  kondicionált médium hatására

2.1.  -  hogyan változik egér fibroblasztok GJIC-je,

2.2.  -  hogyan változik a fibroblasztok proliferációja, ill. az intercelluláris

kommunikáció és a proliferáció változása milyen összefüggést mutat.

B. Fibroblaszt-melanóma sejt kokultúrákban

2.3.  ���pV]OHOKHW��H�WHQDVFLQ�UHH[SUHVV]Ly�D�WHQ\pV]WpV�VRUiQ�

2.4.  - a tenascin depozíció mutat-e sajátos eloszlást, ill. milyen viszonyban

van a kokultúra sejtjeivel,

2.5.  - a tenascin fokozott produkciójában mely jelátviteli mechanizmus(ok)

játszhat(nak) szerepet.
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1   Mono- és kokultúra rendszerek.

WiDr (colon adenokarcinóma) és Int 407 (normál bélepithel) sejteket 4 napon át

tenyésztettünk 10 % foetalis borjúsavót tartalmazó DMEM tápfolyadékban

standard körülmények között. A tápfolyadékot a konfluencia elérése után

OHV]tYWXN�� FHQWULIXJiOiVVDO� D� VHMWW|UPHOpNW�O� PHJWLV]WtWRWWXN�� PDMG� HJ\� QDSRQ
NHUHV]W�O�������V]RURV�PHQQ\LVpJ&�HUHGHWL�WiSIRO\DGpNNDO�V]HPEHQ�GLDOL]iOYD�D
felhasználódott tápanyagokat visszapótoltuk. Az így nyert tápfolyadékot mint

tumor (WiDr sejtekkel) kondicionált médiumot (TCM), ill. normál (Int 407

sejtekkel) kondicionált médiumot használtuk a Balb/c 3T3 fibroblasztok

kezelésére.

$�IHQWLYHO�D]RQRV�PyGRQ� WXPRU�NRQGLFLRQiOW�PpGLXPRW�iOOtWRWWXQN�HO��+7����
0��� HU�VHQ� PHWDV]WDWLNXV� PHODQyPD� VHMWYRQDO�� WiSIRO\DGpNiEyO� pV� KDV]QiOWXN
HFFF2 foetalis fibroblaszt kultúra kezelésére. E két sejtvonalat monokultúrák

HO�iOOtWiViUD�KDV]QiOWXN�LOO��NRNXOW~UiMXNEDQ�YL]VJiOWXN�D�WHQDVFLQ�UHH[SUHVV]LyMiW
és eloszlását.

3.2  Gap junction típusú intercelluláris kommunikáció mérése festék

mikroinjekciós módszerrel.

A sejtek közötti gap junction típusú intercelluláris kommunikációt a Lucifer

<HOORZ� &+� IOXRUHV]FHQV� PDUNHU�IHVWpN� VHMWU�O�VHMWUH� W|UWpQ�� WHUMHGpVpQHN
PpUWpNH� DODSMiQ� KDWiUR]WXN�PHJ� D]� HJ\HGL� VHMWHN�PLNURLQMHNWiOiViW� N|YHW�� ���
percben. A sejtbe injektált Lucifer Yellow CH csak a gap junction csatornákon

keresztül képes a szomszédos sejtekbe jutni, így terjedésének mértéke a

csatornák fiziológiai állapotának függvénye.
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3.3     A sejtproliferáció mérése BrdU inkorporációs módszerrel.

A fibroblasztokat 10 µmol/l bromodeoxyuridin (BrdU) jelenlétében

tenyésztettük 1 órán át. A sejtek S-fázisában a DNS-be beépült BrdU-t indirekt

immunhisztokémiai reakcióval detektáltuk egér anti-BrdU és FITC konjugált

nyúl anti-egér ellenanyagok segítségével, majd propídium-jodid magfestést

alkalmaztunk. A FITC jelölt  (BrdU-t beépített) és a teljes sejtmagszám

hányadosát használtuk a sejtproliferáció mértékének jellemzésére.

3.4    Tenascin megjelenítése indirekt immunhisztokémiai reakcióval.

A kezelt és kontroll monokultúrák és a  fibroblaszt-melanóma sejt kokultúrák

monolayerében a tenascint indirekt immunhisztokémiai reakció során

poliklonális nyúl anti-tenascin immunszérum, biotinnal jelölt anti-nyúl IgG és

Texas red-streptavidin felhasználásával detektáltuk. A kokultúrákban a

ILEUREODV]WRNDW� HJ\LGHM&OHJ� D� SUROLO���KLGUR[LOi]� VSHFLILNXV� ILEUREODV]W� PDUNHU
reakcióval jelöltük a két sejttípus elkülönítése érdekében.

3.5  A tenascin depozíció kvalitatív és kvantitatív jellemzése digitális

képanalizáló rendszer segítségével.

A kokultúrák tenascin termelésének jellegét és mértékét Axioplan típusú

fluoreszcens mikroszkóphoz (Zeiss, Germany) kapcsolt CCD kamera és

képanalizáló rendszer (ISIS, Metasystems, Germany) segítségével vizsgáltuk.

3DUDOOHO� NXOW~UiNEDQ� �NRNXOW~UiNEDQ� pV� PRQRNXOW~UiNEDQ�� OiWyPH]�QNpQW
elemeztük a tenascin eloszlását és a tenascin reakció fluoreszcencia intenzitását,

amit a DAPI magfestés és a fibroblaszt marker reakció alapján megállapított
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melanómasejt/fibroblaszt arányszámra vonatkoztattunk. Az egyes kultúrákban

PLQLPXP����OiWyPH]��NHU�OW�LO\HQ�PyGRQ�HOHP]pVUH�
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4. EREDMÉNYEK

4.1 Tumor kondicionált médium hatása fibroblasztok intercelluláris

kommunikációjára és proliferációjára.

Tumor kondicionált-, normál bélepithel sejtekkel kondicionált- és kontroll

(sejtmentes körülmények között inkubált) tápfolyadékban tenyésztett Balb/c 3T3

fibroblaszt kultúrákban követtük a sejt-sejt kommunikáció és a sejtproliferáció

változásait a szubkonfluens fázistól a posztkonfluens fázisig, 36 órán át. A

kezelés kezdetén, alapállapotban, a fibroblasztok kiterjedt GJIC-t mutattak (15-

25 kapcsolt sejt/injektálás). A kezelés során mindkét kontrollként értékelt

kultúrában (a normál bélepithel sejtekkel kondicionált- és a kontroll médiummal

NH]HOW� NXOW~UiNEDQ� HJ\DUiQW�� D�*-,&�NLVPpUWpN&�� QHP� V]LJQLILNiQV� HPHONHGpVH
YROW�PHJILJ\HOKHW��D�NH]HOpV�����pV�����yUiMD�N|]|WW��PDMG�D�����yUiWyO�D�VHMW�VHMW
kommunikáció mindkét kontroll kultúrában csökkent. A kezelés során a két

kontroll kultúrában a GJIC mindvégig hasonlóan alakult, köztük szignifikáns

különbség nem volt kimutatható. TCM kezelés hatására a sejt-sejt

kommunikáció már a hatodik órában szignifikáns (49 %-os) emelkedést mutatott

a kontroll monokultúrákhoz képest és a GJIC fokozódása változó mértékben

(15-40 %) a méréssorozat végéig fennmaradt.

A GJIC meghatározásával párhuzamosan jellemeztük a sejtproliferáció

mértékét is BrdU inkorporációs módszerrel. A kontroll sejttenyészetekben a

sejtproliferáció egészen a kezelés 24. órájáig közel konstans maradt majd a 30.

yUiUD� MHOHQW�VHQ� ������DO�� FV|NNHQW�� $� 7&0� NH]HOW� NXOW~UiNEDQ� D� SUROLIHUiOy
VHMWHN�DUiQ\iQDN�IRO\DPDWRV�FV|NNHQpVH�YROW�PHJILJ\HOKHW���DPL�D�����pV�D����
órában a kontrollokhoz viszonyítva szignifikánsnak bizonyult.
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4.2 Fibroblasztok tenascin termelésének alakulása melanómasejtek hatására.

Melanóma sejt és fibroblaszt monokultúrákban, valamint a két sejttípus

NRNXOW~UiMiEDQ� YL]VJiOWXN� pV� HOHPH]W�N� D� WHQDVFLQ� WHUPHO�GpVpW�� $
monokultúrákkal szemben, ahol nagyon gyenge, szinte a negatív kontrollal

D]RQRV�LQWHQ]LWiV~�WHQDVFLQ�UHDNFLy�YROW�PHJILJ\HOKHW���D�NRNXOW~UiEDQ�LQWHQ]tY
WHQDVFLQ� WHUPHO�GpVW� pV]OHOW�QN�� .L]iUyODJ� D]RN� D� ILEUREODV]WRN� PXWDWWDN
LQWHQ]tY� SHULFHOOXOiULV� WHQDVFLQ� MHO|O�GpVW�� DPHO\HN� N|]YHWOHQ� N|UQ\H]HWpEHQ
QDJ\V]iP~� PHODQyPDVHMW� IRUGXOW� HO��� $� NRNXOW~UiNEDQ� D� ILEUREODV]WRNKR]
asszociált melanómasejtek száma, azaz a melanóma sejt/fibroblaszt arány és a

WHQDVFLQ� UHDNFLy� LQWHQ]LWiVD� N|]|WW� HJ\pUWHOP&� OLQHiULV� |VV]HI�JJpV� YROW
PHJILJ\HOKHW���NRUUHOiFLyV�NRHIILFLHQV��U �.83). Mivel a TCM-kezelt fibroblaszt

PRQRNXOW~UiNEDQ� WHQDVFLQ� WHUPHO�GpV� QHP� YROW� WDSDV]WDOKDWy�� HUHGPpQ\HLQN
felvetik egy inszolubilis, a tumor sejt membránjára lokalizálható mediátor

potenciális szerepét a tumor sejtek által a fibroblasztokban indukált tenascin gén

reexpresszió létrehozásában.



10

5. ÖSSZEFOGLALÁS

.tVpUOHWHLQNEHQ� WXPRU� NRQGLFLRQiOW� PpGLXPEDQ� Q|Y�� ILEUREODV]W
monokultúrákban, valamint melanóma sejt/fibroblaszt kokultúrákban vizsgáltuk

az intercelluláris kommunikáció alakulását, ill. a tenascin rexpressziójának

jellegét és mértékét.

Megállapítottuk, hogy:

5.1.  A tumorsejtek által termelt és a tumor kondicionált tápfolyadékba is

kiválasztott humorális faktorok hatására a fibroblasztok gap junction típusú

intercelluláris kommunikációja szignifikánsan növekszik, míg párhuzamosan

a proliferációjuk gátlódik.

5.2.  Melanóma sejt-fibroblaszt kokultúrákban, a fibroblasztokban, a tenascin

reexpresszióját észleltük. A kokultúrában a tenascin heterogén eloszlása volt

PHJILJ\HOKHW�� pV� D� SHULFHOOXOiULV� WHQDVFLQ� UHDNFLy� LQWHQ]LWiVD� OLQHiULVDQ
korrelált a fibroblasztokhoz asszociált melanómasejtek számával.

5.3. � 0HODQyPD� NRQGLFLRQiOW� PpGLXPEDQ� Q|Y�� ILEUREODV]W� NXOW~UiNEDQ
WHQDVFLQ�SURGXNFLy�QHP�YROW�PHJILJ\HOKHW��

Eredményeink a melanóma sejtek és a fibroblasztok közötti kontakt

szignalizáció és egy a melanómasejtek membránjában lokalizált aktív faktor

V]HUHSpW� YDOyV]tQ&VtWLN� D� WHQDVFLQ� V]LQWp]LV� LQGXNFLyMiEDQ�� PtJ� D� WXPRU
NRQGLFLRQiOW� PpGLXP� KDWiViUD� OpWUHM|Y�� *-,&� Q|YHNHGpV� pV� VHMWSUROLIHUiFLy
FV|NNHQpV� WXPRU� VHMW� HUHGHW&� V]HNUpFLyV� termék(ek)nek a stroma sejteken

pUYpQ\HV�O�� KDWiViUD� XWDO�� 9L]VJiODWDLQNNDO� D� UHQGNtY�O� NRPSOH[
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gazdaszervezet-tumor kölcsönhatás egyes mozzanatainak jobb megértéséhez

járultunk hozzá.
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