EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

A HOMOLOG ES HETEROLOG SEJT-SEJT KOMMUNIKACIO ES
KOVETKEZMENYEINEK VIZSGALATA TUMOROS
MIKROKORNYEZETET MODELLEZO MONO- ES
KOKULTURAKBAN

Toth Laszlo

Témavezetd: Prof. Dr. Adiany Réza

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
NEPEGESZSEGUGYI ISKOLA
MEGELOZO ORVOSTANI INTEZET
DEBRECEN, 2001



1. BEVEZETES

Az utébbi néhdny évtized intenziv kutatdsainak eredményeként ma maér
részben ismertek azok az intra-, inter- és extracelluléris torténések, amelyek a
tumoros fenotipus kialakuldsahoz, a tumor novekedéséhez €s progresszidjahoz
vezetnek. Szdmos tanulmény veti fel hogy a malignus transzformacid, de még
inkdbb a tumorprogreszié folyamataiban fontos szerepe van a sejtek kozotti
jelatviteli folyamatokban bekovetkezd mennyiségi €s mindségi valtozasoknak is.
A sejt-sejt  kozotti kolcsonhatdsok tobb tton is megvaldsulhatnak: (1)
novekedési faktorok és egyéb sejtciklust szabdlyozd anyagok szekrécidja illetve
ezek autokrin és parakrin hatdsai révén, (2) a sejtek kozotti direkt kontaktus és
egyes extracellularis matrix komponensek kozvetitésével, (3) az intracellularis
moduldtor vegyiiletek kozvetlen cseréje altal, mely a szomszédos sejtek gap
junction tipusu csatorndin keresztiil valésul meg. Szolid tumorokban, a tumor
parenchyma malignus sejtjeir kozott és koril, mindig megfigyelhetd egy,
megvaltozott funkcidju, gazdaszervezet eredetli sejtes elemekbdl €s sajatos
struktiraja extracellularis matrixbol, az in. tumor matrixbol szervezddo stréma.
A specidlis mikrokornyezet és a tumorsejtek kozott igen Osszetett
kolcsonhatasrendszer alakul ki, amely alapvetd a tumorsejtek tulélése €s a
malignus folyamat progresszidja szempontjabol.

A gap junction tipusi intercelluldris kommunikicié (GJIC) a szoveti
homeosztazis és integritds fenntartdsdnak fontos eleme. Igen sok sejttipus (pl.
ham- és izomsejtek, fibroblasztok) expresszdlja a gap junction csatorndkat
alkoté connexin fehérjéket és mutat kiterjedt GJIC-t. A GJIC a sejtciklus egyes
fazisaiban (S-fazis) és tumor promoterek hatdsara (pl.: forbol észterek) csokken.
A malignusan transzformalt sejtek gap junction tipusi kommunikacidjdnak
megszlinése, vagyis a sejt izolacigja és ,kiszabaduldsa” a szdveti kontroll aldl,

fontos szerepet jatszik a tumoros sejtburjanzas kialakuldsdban. Szamos intra- és



extracelluldris medidtor képes jellegzetes hatast gyakorolni a GJIC-re mind a
connexin fehérjék szintézise, mind a csatorndk nyitottsdganak szabdlyozasa
révén. A tumorsejtek altal (is) szintetizdlt novekedési faktorok GJIC-re
gyakorolt hatdsa eltérd: az epidermalis ndvekedési faktor (EGF), a transforming
growth factor-a0 (TGF-at), a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF)
altaldban csokkenti, mig a transforming growth factor-f (TGF-P) és a bazikus
fibroblaszt novekedési faktor (bFGF), sejttipustol fliggd mértékben, noveli a
GJIC-t.

In vivo az extracellularis matrix Osszetétele a tumor mikrokornyezetében,
annak progresszidja soran szintén karakterisztikus valtozdsokat mutat. A
tumorsejteket ill. azok csoportjait koriilvevd matrixban jellemzé modon fibrin,
fibronektin, az I-es és/vagy Ill-as tipusi kollagén és egyes proteoglikdnok
fokozott depozicioja figyelheté meg. A kotdszoveti matrixban igen gyakori a
tenascin megjelenése és felhalmozodasa is. A tenascin-C hexamer struktdrdju
glikoprotein, amely normdl felndtt szovetekben csak nyomokban van jelen,
fokozott termelddése figyelhetd meg azonban az embrionalis fejlddés,
sebgyogyulds és neoplasztikus folyamatok sordn. A tenascin szintézisére
kiilonbozo sejtek képesek, de szoveti felhalmozodasa altalaban a fibroblasztok
specidlis aktivalédasanak eredménye. Mivel a tenascin sejtkultirdban gatolja a
sejtek letapadasat és reexpresszidja mindig valamilyen sejtvandorldssal jard
folyamathoz kotédik, feltételezik hogy a tenascin antiadheziv tulajdonsagai
progressziojat. A tenascin EGF-szeri doméneket is tartalmaz, igy az EGF-hez
hasonl6an, mitotikus valaszokat generalhat EGF-receptorral rendelkezd
sejtekben. Immunhisztokémiai vizsgalatok szerint a szaporodé epithelidlis sejtek
¢s a mesenchyma hatarfeliiletén igen strukturalt tenascin depozicié figyelhetd
meg, mely a tenascin expresszio szabalyozasdban valosziniisiti a sejtkozotti

kommunikacio jelentdségét.



A fenti adatok is aldtdmasztjdk, hogy a tumor sejt-gazdaszervezet
kolcsonhatasok szempontjabol kiemelt jelentdségli a tumor sejt-fibroblaszt
kolcsonhatas, mely kozvetleniil és kozvetve (a tumor matrix Osszetételének
kialakitdsa révén) egyardnt befolydsolja a daganatok novekedését éEs
progresszidjat. A fibroblasztok homoldg (egymads kozotti) €s heteroldg (a tumor
sejtekkel megvalosuld) kapcsolataik révén médosulnak €s modositanak, melyek
ereddje egy, a daganatprogresszid szempontjabdl szupportiv mikrokornyezet
kialakulasa.

Jelen munka azon vizsgdlataink Osszefoglaldsa, melyek sordn sejtkultira
modellrendszerben tanulmédnyoztuk, hogy hogyan alakul a fibroblasztok gap
junction tipusd intercelluldris kommunikdcidja és tenascin termelése
tumorsejtek ill. tumorsejtek dltal kondiciondlt médium hatdsdra, azzal az
igénnyel, hogy adatokat szolgaltassunk a tumorszovetben létrejovd homolog és

heteroldg sejt-sejt kommunikacio jellegének és szerepének jobb megértéséhez.



2. CELKITUZESEK

Munkank sordn homoldég és heteroldg sejtkultira modellrendszerben végzett

vizsgdlatainkkal az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

A. Tumorsejtekkel kondicionalt médium hatasara

2.1. - hogyan véltozik egér fibroblasztok GJIC-je,

2.2. - hogyan valtozik a fibroblasztok proliferaciodja, ill. az intercelluldris

kommunik4ci6 €s a proliferdcié valtozdsa milyen 0sszefliggést mutat.

B. Fibroblaszt-melanéma sejt kokultirakban

2.3. - észlelhet6-e tenascin reexpresszid a tenyésztés soran,

2.4. - a tenascin depozici6 mutat-e sajatos eloszlast, ill. milyen viszonyban

van a kokultudra sejtjeivel,

2.5. - a tenascin fokozott produkcidjdban mely jelatviteli mechanizmus(ok)

jatszhat(nak) szerepet.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Mono- és kokultura rendszerek.

WiDr (colon adenokarcinéma) és Int 407 (normaél bélepithel) sejteket 4 napon 4t
tenyésztettiink 10 % foetalis borjusavét tartalmazé DMEM tépfolyadékban
standard koriilmények kozott. A tapfolyadékot a konfluencia elérése utin
leszivtuk, centrifugélassal a sejttormeléktdl megtisztitottuk, majd egy napon
keresztiil 10-20-szoros mennyiségii eredeti tapfolyadékkal szemben dializélva a
felhasznalodott tdpanyagokat visszapodtoltuk. Az igy nyert tipfolyadékot mint
tumor (WiDr sejtekkel) kondiciondlt médiumot (TCM), ill. normél (Int 407
sejtekkel) kondiciondlt médiumot haszndltuk a Balb/c 3T3 fibroblasztok

kezelésére.

A fentivel azonos modon tumor kondicionalt médiumot allitottunk elé HT-168
M1, erésen metasztatikus melandma sejtvonal, tapfolyadékabol és hasznaltuk
HFFF2 foetalis fibroblaszt kultira kezelésére. E két sejtvonalat monokultirak
eldallitasara hasznaltuk ill. kokultardjukban vizsgaltuk a tenascin reexpressziojat

és eloszlasat.

3.2 Gap junction tipusu intercellularis kommunikdci6 mérése festék

mikroinjekcids mddszerrel.

A sejtek kozotti gap junction tipusu intercellularis kommunikaciét a Lucifer
Yellow CH fluoreszcens marker-festék sejtrél-sejtre torténd terjedésének
mértéke alapjan hatdroztuk meg az egyedi sejtek mikroinjektalasat kovetd 10.
percben. A sejtbe injektalt Lucifer Yellow CH csak a gap junction csatorndkon
keresztiill képes a szomszédos sejtekbe jutni, igy terjedésének mértéke a

csatorndk fiziologiai allapotanak fiiggvénye.



3.3 A sejtproliferdcié mérése BrdU inkorpordciés médszerrel.

A fibroblasztokat 10 wmol/l bromodeoxyuridin (BrdU) jelenlétében
tenyésztettiik 1 6rdn at. A sejtek S-fazisdban a DNS-be beépiilt BrdU-t indirekt
immunhisztokémiai reakcidval detektdltuk egér anti-BrdU és FITC konjugalt
nydl anti-egér ellenanyagok segitségével, majd propidium-jodid magfestést
alkalmaztunk. A FITC jelolt (BrdU-t beépitett) €s a teljes sejtmagszdm

hdnyadoséat hasznaltuk a sejtproliferacié mértékének jellemzésére.

3.4 Tenascin megjelenitése indirekt immunhisztokémiai reakcioval.

A kezelt és kontroll monokultirdk és a fibroblaszt-melanéma sejt kokultardk
monolayerében a tenascint indirekt immunhisztokémiai reakcié sordn
poliklonalis nyul anti-tenascin immunszérum, biotinnal jelolt anti-nyul IgG és
Texas red-streptavidin felhaszndlasdval detektaltuk. A kokultirdkban a
fibroblasztokat egyidejiileg a prolil-4-hidroxildz specifikus fibroblaszt marker

reakcidval jeloltiik a két sejttipus elkiillonitése érdekében.

3.5 A tenascin depozicidé kvalitativ és kvantitativ jellemzése digitalis

képanalizal6 rendszer segitségével.

A kokultirdk tenascin termelésének jellegét és mértékét Axioplan tipusu
fluoreszcens mikroszképhoz (Zeiss, Germany) kapcsolt CCD kamera és
képanalizal6 rendszer (ISIS, Metasystems, Germany) segitségével vizsgaltuk.
Parallel kultardkban (kokultardkban ¢és monokultardkban) latdmezOnkeént
elemeztiik a tenascin eloszlasat €s a tenascin reakcid fluoreszcencia intenzitasat,

amit a DAPI magfestés és a fibroblaszt marker reakcié alapjan megallapitott



melanomasejt/fibroblaszt aranyszamra vonatkoztattunk. Az egyes kultirakban

minimum 20 latomezo keriilt ilyen modon elemzésre.



4. EREDMENYEK

4.1 Tumor kondicionalt médium hatasa fibroblasztok intercellularis

kommunikécidjéara és proliferacidjara.

Tumor kondicionalt-, normdl bélepithel sejtekkel kondicionalt- és kontroll
(sejtmentes koriilmények kozott inkubdlt) tapfolyadékban tenyésztett Balb/c 3T3
fibroblaszt kultdrdkban kovettiik a sejt-sejt kommunikacié és a sejtproliferdciod
valtozasait a szubkonfluens fazist6l a posztkonfluens fazisig, 36 oOrdn at. A
kezelés kezdetén, alapallapotban, a fibroblasztok kiterjedt GJIC-t mutattak (15-
25 kapcsolt sejt/injektalds). A kezelés sordn mindkét kontrollként értékelt
kulturaban (a normal bélepithel sejtekkel kondiciondlt- €s a kontroll médiummal
kezelt kultardkban egyarant) a GJIC kismértékli, nem szignifikans emelkedése
volt megfigyelhetd a kezelés 12. és 24. 6rdja kozott, majd a 30. 6ratdl a sejt-sejt
kommunikacié6 mindkét kontroll kultirdban csokkent. A kezelés sordn a két
kontroll kultiraban a GJIC mindvégig hasonléan alakult, koztiik szignifikdns
kiilonbség nem volt kimutathat6. TCM kezelés hatdsara a sejt-sejt
kommunik4cié mér a hatodik 6raban szignifikdns (49 %-o0s) emelkedést mutatott
a kontroll monokultardkhoz képest és a GJIC fokozddasa valtozé mértékben
(15-40 %) a méréssorozat végéig fennmaradt.

A GJIC meghatdrozdsaval parhuzamosan jellemeztiikk a sejtproliferaciod
mértékét is BrdU inkorporaciés moddszerrel. A kontroll sejttenyészetekben a
sejtproliferacié egészen a kezelés 24. 6rajaig kozel konstans maradt majd a 30.
Orédra jelentésen (20 %-al) csokkent. A TCM kezelt kultirdkban a proliferald
sejtek aranyanak folyamatos csokkenése volt megfigyelhetd, ami a 24. €s a 30.

ordban a kontrollokhoz viszonyitva szignifikdnsnak bizonyult.



4.2 Fibroblasztok tenascin termelésének alakuldsa melandmasejtek hatdsara.

Melanéma sejt és fibroblaszt monokulturdkban, valamint a két sejttipus
kokultirdjadban vizsgaltuk ¢és elemeztik a tenascin termelddését. A
monokultirdkkal szemben, ahol nagyon gyenge, szinte a negativ kontrollal
azonos intenzitasu tenascin reakcid volt megfigyelhetd, a kokultiraban intenziv
tenascin termelddést észleltiink. Kizardlag azok a fibroblasztok mutattak
intenziv pericellularis tenascin jelolédést, amelyek kozvetlen kornyezetében
nagyszamu melandomasejt fordult eld. A kokulturakban a fibroblasztokhoz
asszocidlt melanomasejtek szdma, azaz a melanoma sejt/fibroblaszt arany €s a
tenascin reakcid intenzitdsa kozott egyértelmii linearis 0Osszefliggés volt
megfigyelhetd (korrelacios koefficiens, r=0.83). Mivel a TCM-kezelt fibroblaszt
monokulturakban tenascin termelddés nem volt tapasztalhatd, eredményeink
felvetik egy inszolubilis, a tumor sejt membranjara lokalizalhat6 medidtor
potencidlis szerepét a tumor sejtek dltal a fibroblasztokban indukalt tenascin gén

reexpresszio 1étrehozasdban.



5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben  tumor  kondicionalt médiumban nové  fibroblaszt
monokultdrdkban, valamint melanéma sejt/fibroblaszt kokultirdkban vizsgéltuk
az intercellularis kommunikdcié alakuldsat, ill. a tenascin rexpresszidjanak

jellegét és mértékét.

Megéllapitottuk, hogy:

5.1. A tumorsejtek 4ltal termelt és a tumor kondiciondlt tapfolyadékba is
kivalasztott humorélis faktorok hatisédra a fibroblasztok gap junction tipusu
intercelluldris kommunikdcidja szignifikdnsan novekszik, mig parhuzamosan

a proliferaciojuk gatlodik.

5.2. Melanéma sejt-fibroblaszt kokultirdkban, a fibroblasztokban, a tenascin
reexpressziojat észleltiik. A kokultirdban a tenascin heterogén eloszlasa volt
megfigyelhetd és a pericelluldris tenascin reakcid intenzitisa linearisan

korrelalt a fibroblasztokhoz asszocidlt melanomasejtek szamaval.

5.3. Melanoma kondicionalt médiumban novo fibroblaszt kulturakban

tenascin produkcié nem volt megfigyelhetd.

Eredményeink a melanéma sejtek és a fibroblasztok kozotti kontakt
szignalizdcié és egy a melanOmasejtek membranjaban lokalizalt aktiv faktor
szerepét valoszinlisitik a tenascin szintézis indukciojdban, mig a tumor
kondiciondlt médium hatdsara Iétrejovéo GJIC novekedés és sejtproliferacio
csokkenés tumor sejt eredetli szekrécios termék(ek)nek a stroma sejteken

érvényesilo  hatasara utal.  Vizsgalatainkkal a rendkivil komplex
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gazdaszervezet-tumor kolcsonhatds egyes mozzanatainak jobb megértéséhez

jarultunk hozza.
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