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1. BEVEZETES

1.1 SEJT-SEJT ES SEJT-MATRIX KOLCSONHATASOK A TUMOR

PROGRESSZIO SORAN

A sejtek és a sedtkozotti Allomdny magasabb rendl organizacidja (a szbveti architektura
kialakuldsa) és késbbbi reorganizdcidéja bonyolult intercelluldris és sejt—matrix
kodlcsbnhatdsok eredménye. Ezen kdlcsdnhatdsok egyensulydanak megvéaltozdsa (azaz a
szOveti homeosztidzis felbomlésa) sziikségszerlien maga utdn vonja a koéros
korliilményekre jellemz$ struktira kialakuldsét, amely rendszerint fontos szerepet jatszik
az adott betegség progressziéjdban is. Ilyen, tipikus strukturdlis és funkcionélis
dtalakulds a malignus folyamatokat kiséré tumor stroma képzddése. A tumor stroma
kialakuldsa és dinamikus é&téplilése a szoveti mikrokdrnyezet litikus és szintetikus
folyamatainak aktudlis eredd&jeként wvaldsul megl. Ezen kdéros szdveti strukturdk
létrejottében a tumorsejeknek a gazdaszervezet kdérnyezd sejtjeire (elsésorban a
fibroblasztokra) gyakorolt hatdsai alapvetd szerepet jédtszanak. A malignus sejtek és a
gazdaszervezet sejtjel kdzotti kdlcsdnhatdsok tdbb Uton (ill. ezek kombinacidja révén)
Jjohetnek létre és fejthetik ki hatdsukat: (1) novekedési faktorok és egyéb, a sejtciklust
szabdlyozd anyagoknak a szekrécidja ill. ezek parakrin hatdsal révén, (2) sejt—seit és
sejt—matrix komponensek kolcsdnhatdsai révén, (3) a szomszédos sejtek gap junction
csatorndin keresztiil intracelluldris modulédtor vegyiiletek kdzvetlen cseréije 4ltal 2.

A  malignus folyamatok progresszidja sordn nemcsak a neoplasztikus sejtek
kontrolldlatlan szaporodédsa koOvetkezik be, de a szOveti kdrnyezet is jellegzetesen

atépiil, jellemzden oly mddon, hogy ezzel elésegiti a tumorsejtek tulélését és késdbbi



szérédasét is. A tumorszdvetben mindig elkiilonithetd (bar az elkiiloniiltség mértéke
igen varidbilis lehet) a tumorsejtek &ltal alkotott parenchyma és a tumor stréma, amely
gazdaszervezet eredetl sejtes elemeket és extracelluldris matrixot tartalmaz. Ma méar
elfogadott hogy a tumor stréma szerkezete, az abban fellelhetd sedtes elemek miikodése
erdsen befolydsolja a malignus folyamat progresszidjdt. Ezen élettani folyamatok és
kolcsbnhatdsok a jovében 0j terdpids targetként szolgdlhatnak és az erre épild d.n.
strémélis terdpia a citotoxikus kezeléseket kiegészitve Javithatja ezen betegségek

a3
progndzisat .

1.2 A TUMOR STROMA KEPZODESE ES SZEREPE

A tumorszOvetet és annak mikrokOrnyezetét vizsgdlva, -a normdl szdvetekkel
Osszehasonlitdsban—, szolid tumorokban jellegzetes mennyiségi és mindségi eltéréseket
figyelhetiink meg mind a sejtes elemek, mind az extracelluldris matrix komponensek
Osszetételében. Ezen eltérések lehetnek &ltaldnosak és a tumor hisztotipuséra
jellemz8ek. A sejtes elemek funkciondlis és mennyiségi valtozdsaiban &altaldnosan
jellemzd az immunsejtek (limfocitdk, dendritikus sejtek, monocitdk és granulocitdk),
simaizomsejtek, fibroblasztok és endothelsejek stromalis felszaporodasa és
reaktivéciéja3’4 (1. &bra). Karcindémékra Jellemzd egyes proteoglikdnok és kollagén
tipusok (I-es, ITT-as és IV-es tipusu kollagén), valamint a fibronektin és az elasztin
fokozott depoziciéja a tumor matrixban ill. a tenascin reexpressziéjas. Vastagbél
tumorok strémdlis régidjédban a kondroitinszulfdt- és decorin proteoglikdn fokozott
depozicidjit figyelték meg és kimutattdk, hogy e két matrix komponens génje a

stromélis sejtekben hipometildlt, amely feltételezhetden fontos szerepet Jjétszik ezen



mennyiségi és mindségi valtozdsok génexpresszids szabélyozéséban6’7. A tumor matrix
ezen mennyiségi és mindéségi eltérései sok esetben olyan Jjelentések, hogy a
szakirodalom dezmoplazia—ként jellemzi a jelenségetg. Ezen folyamatok sejtkulttra
rendszerekben is Jjél modellezhetdk és tanul manyozhatdk. Noel és munkatérsai az I-es,
IIT-as és IV-es tipusu kollagén és a fibronektin fokozott szintézisét figyelték meg emld
adenokarcindéma sejtekkel egylitt tenyésztett fibroblaszt kulturdkban, de a jelenség nem
volt eléidézhetd normdl emldsejtek és keratinocitdk ill. fibroblasztok kokultﬁréjébang.
Colon karcindéma sejtekkel kondiciondlt médium hatdsdra a colon fibroblasztok

proteoglikdn szintézise tobbszordsére novekedett .
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Az extracelluldris matrix ilyen Jellegl &tépiilése és a tumorsejtek mikrokornyezetében
létrejovd fokozott proteolizis egylittesen a matrix fellazuldsdshoz vezet, ami eldsegiti a
tumorseijtek vandorléasét, lokalis invazidjét, majd vér- és nyirokrendszerbe jutdsidt. Az
extracelluldris matrix és a bazdlis membrdn komponenseinek degradacidjsdt matrix
metalloproteazok, adamalysin-szerd me mbran proteazok, BMP-1l-es tipust
metalloprotedzok és szdveti szerin protedzok (szdveti plazminogén aktivétor, urokindz,
trombin és plazmin) végzikll’lz. Szadmos kisérleti eredmény és megfigyelés alapjan ma
mar azt mondhatjuk, hogy a tumorsejek nem csak kontrolldlatlanul szaporodnak a
gazdaszervezetben, hanem képesek a szervezet élettani folyamatait is olyan irdnyba
befolydsolni, mellyel kedvezd mikrokdrnyezetet teremtenek sajit tulélésiikhdz. A
stréméalis fibroblasztok mellett a tumorsejtek is képesek egyes matrix komponensek
szintézisére, azonban a tumorsejek matrix produkciéjdnak mértéke rendszerint kisebb,

mint a strémélis sejt:eké13 .

1.3. A MALIGNUS SEJTEK ALTAL TERMELT HUMORALIS FAKTOROK

SZEREPE A TUMORPROGRESSZIO FOLYAMATABAN

Ma méar jél ismert, hogy a neoplasztikus sejtek makromolekuldris faktorok és enzimek
szekvencidlis szekrécidja révén stimuldljdk sajit szaporodasukat és alakitjdk &t
mikrokdrnyezetiiket. Ezek elsésorban ndvekedési faktorok, kemoattraktansok, adhézidt
modulald fehérjék és enzimek ill. azok inhibitorai14. Ezek a, gyakran mitogén, fehérjék
a tumorsej receptoraithoz kapcsoldéddva azt autondm szaporodasra késztetik és
sedfttipustdl, 1i1l. receptorprofiltdl fliggd valaszokat indukdlnak a kérnyezd szdveti

sejtekben is. Ez utdbbiak esetében mar nem a mitogén, hanem a metabolikus



vélaszreakcidék domindlnak. Ilyen tumorsejtek Altal szekretdlt ndvekedési faktorok az
epidermdlis novekedési faktor (EGF), a transforming growth factor-O (TGF-Q), a
bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor (bF GF), a vérlemezke eredetli ndvekedési faktor
(PDGF), a vascular endothelial growth factor (VE GF), az insulin-like growth factor
(IGF), a hepatocyte growth factor (HGF) és a transforming growth factor—B (TGF—B).
Az EGF csalddba tartozd novekedési faktorok (EGF, TGF-Q) elsSsorban mitogén
hatédssal rendelkeznek. Szintézislik transzme mbran prekurzoron keresztiil valdsul meg,
amely mar ezen formdjdban is aktiv és képes a szomszédos seftek EGF-receptorainak
aktivadlasara. A TGF—B elsédleges szerepe a fibroblasztok aktivacidija. Sejtkultirdban
eléseqgiti mind a fibroblasztok proliferdcidijét és azok extracelluldris matrix termelését is
képes tobbszortsére novelni. A PDGF, VEGF és a bFGF els6sorban a tumor

. L p cqa s . L . s . 15-19
angiogenezis és az érpermeabilitds szabalyozasaban Jjatszik szerepet .
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A tumorsejtek 4ltal temelt novekedési faktorok nagy szdma és a tumorprogresszid
részfolyamataiban betdltott sokrétll szerepe alapjan azt mondhatjuk, hogy a ndvekedési
faktorokbdl egy szignalizdcids hdldzat éplil fel, amely képes kontrolldlni és aldrendeltté
tenni a koérnyezd norméal sejtek mlkodését is. Egyes feltételezések szerint a
metasztatizdld tumorseijtkldénok szoveti preferencidjdban és megtapadasdban is fontos
szerepe van az adott szdvet vagy célszerv altal létrehozott ndvekedési faktor milliének.
A tumorsejtek és mikrokdrnyezetiik kozott 1étrejovd szignalizdcid mésik tipusa a matrix
komponensek és azok integrin receptorai Aaltal kozvetitett jelédtvitel. A heterodimer
strukturdja integrin fehérjék nem csak, mint , molekuldris ragasztd” rogzitik a seijteket,
de képesek szadmos klasszikus intracellulédris szigndlttvonal aktivalésara is, és igy fontos
szerepet jétszanak a malignus sejtek tulélésében (pl. az apoptdzis kivédésében a fokalis
adhézids kindz aktivacidija révén) és migréciéjébanzo’ﬂ.

1.4 GAP JUNCTION TIPUSU INTERCELLULARIS KOMMUNIKACIO

NEOPLASZTIKUS FOLYAMATOKBAN

A gap junctionok olyan, a szomszédos sejteket Osszekotd fehérjetermészetl csatorndk,
amelyek lehet&vé teszik az 1000 Da-nél kisebb molekuldk és ionok cseréjét passziv
diffuzid révén és igy alapvetd szerepet jatszanak a sejtproliferdcid és differenciacid, ill.

.. . L . L 22,23 .. . . Lo . p p
a szoveti homeosztazis szabalyozasaban . TObb selt citoplazmajanak ilyen tipusu
integracidjdt és a kis molekulatdmegd szabdlyozd anyagoknak a gap Junction
csatorndkon keresztiili kicserélédését nevezzilk gap Junction tipust intercellulédris

kommunikdciénak (GJIC). A gap junction csatorndk connexin hexamerekbdl épililnek

fel, melyek foszforilacids helyei dltal a csatorndk nyitottsdga fizioldgidsan szabilyozott.



A gap junction csatorndk elbéforduldsa a kiilonbozé szbvetekben &ltaldnosnak mondhatd
és szadmos, nem tumoros eredetl, sejtvonal expresszadl connexin fehérjéket, ill. mutat
kiterjedt intercelluldris kom munikacidét sejtkultirdban is. Azon megfigyelések, hogy a
legtdbb tumor promoter vegylilet (pl. forbolészterek: TPA, PDBu) képes reverzibilisen
gatolni a GJIC-t és hogy, malignus sejtvonalak nem, vagy alig expresszdlnak connexin
fehérjéket arra utalnak, hogy a gap junction csatorndk elvesztése és a sejtek kozotti
kommunikdcié megszlnése egyik fontos mozzanata a tumorselt proliferdcid
megindulésénakm_%. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés is, hogy connexin-43 génnel
transzfektdlt glioblasztéma sejtkultirdkban és connexin-26 génnel transzfektdlt emld
karcinéma sejtekben a sejtproliferdcié csdkkenése és a transzformdélt fenotipus
megszlinése észlelhetéﬂ_zg. A szoveti kdrnyezetben a GJIC mértékét szdmo s ndvekedési
faktor és hormon képes befolydsolni. A tumorsejtek 4&ltal nagy mennyiségben
szintetizdlt ndvekedési faktorok kdzil az EGF, a PDGF és a HGF/SF csokkenti, mig a
TGF-f 4ltaldban néveli a sejrek kozdtti kom munikacid 032 Ezen szabalyozéas
elsésorban a connexin fehérjék foszforildcidja (protein kindz—A, protein kindz-C) révén
valésulhat meg, azonban a csatorndt alkotd fehérjék rapid turnovere a
fehérjebioszintézis 4ltali szabalyozast is lehetdvé teszi.

A GJIC a sejtciklus egyes fazisaiban (az S—fazisban, a G| és az S fazis hatdran, valamint

s . . . . P .. 22,33,34
a mitdzis soran) és onkogéntermékek hatdsdra csdkken .

Patkdnymaj modellen

megfigyelték, hogy a connexin-32 gap junction fehérje expresszidja és a sefproliferadcid
P L 35

forditott korrelacidét mutat .

Kokultura modellkisérletekben eltérd GJIIC-vel jellemezhetd tumorsejtvonalaknak a

kornyezé normdl sejtrétegbe torténd penetracids képességét vizsgalva megéallapitottik,

hogy a legnagyobb foku invazivitdst azok a tumorsejtek mutatjdk, amelyek GJIC-Ja a

10



legmagasabb36. Megfigyelték tovabba, hogy intercelluldris kommunikacidét mutatd, nem
transzformdlt WB-F344 patkdny méajsejtek gatoljak a homoldg eredetli Ha-ras és neu
onkogénekkel transzform &dlt méj epithelseitek szaporodéasét, mig ez a jelenség nem volt

megfigyelhetd, ha a normal majsejteket GJIIC deficiens sejtvonallal helyettesitették37.

1.5. TENASCIN REEXPRESSZIO ES SZABALYOZASA  SZOLID

TUMOROKBAN

A tenascin 1900 kDa tdmegll homohexamer struktirdjad glikoprotein. Mono merjei
szintén alegység strukturdjiak: 13 EGF-szer(, 9-15 IIT-as tipusu fibronektin és egy C-
termindlis helyzet(, fibrinogén—szerli doménbdl éplilnek fel (3. dbra). A monomerek N-
termindlis végiikon, centrdlis globuluson keresztiil diszulfid kotésekkel kapcsolddnak

.. 5,38
Ossze

EGF-szerd alegységek fibronektin-szerd alegységek fibrinogén—szerd
szekvencia

4 , . . . . , 38
3. abra: Humén tenascin-monomer domén szerkezete [ Haupt mann és mtsai. nyoman ]
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1983 és 1985 kozdott tobb laboratérium egy mastdl fiiggetleniil irta le az aldbbi neveken:
GMEM (glidma mesenchymdalis extracelluldris matrix), hexabrachion, myotendinous
antigén, Jl és citcotaktin. Ezen elnevezések egyrészt a molekula szdveti eléforduldsara
(glia, porc), masrészt szerkezetére utalnak. A tenascin elnevezést Chiquet-Ehrismann

Javaslatdra vezették be39 .

Jelenlétét kimutattdk az embriogenezis sordn a csont és
procképzdbdés helyein, az emlémirigy, a bdér, a fogak, a vese és a kdzponti idegrendszer
telepeiben6. Mar ezen megfigyelések is utaltak arra, hogy a tenascin expresszidja jol
koriilhatdrolt és mindig a szervezet valamilyen sejtvandorldssal jard, morfogenetikus
folyamatdhoz k&jthetc'340. Normél, felndtt szbvetekben tenascin expresszidé nem, vagy
csak nagyon korldtozott mértékben (a vese és a csontszdvet, ill. a bér bizonyos
régidiban) figyelheté meg. Sebgydgyulds sordn a granuldcids sz&jvetben39 és erdsen
proliferdld benignus tumorokban viszont jelentds tenascin akkumulacidé figyelheté meg,
melyekben a tenascin a folyamatot kisérd fokozott sejtvandorlds egyik modulédtora és
szubsztritija lehet41. A tenascin reexpresszidjat és fokozott depozicidijét figyelték meg a

5

legttbb malignus tumor stréméalis régidjdban is4 3. Nagy mértékd tenascin expresszid
észlelhetd glidmékban, vastagbél karcindéméakban, a tiids, a vesék, a bdr, a nyelécss, a
gyomor, a hasnydlmirigy és a petefészek primer tumoraiban és azok metasztézisaiban5.
Laryngedlis és hypopharyngedlis tumorokban intenziv tenascin akkumulédcié figyelhetd
meg a tumorsejtfészkek és a kornyezd normal szdvetek hatérfelﬁletén44. Egyes,
jellemz8en eldérehaladott tumoros esetekben a tenascin kimutathatdé a betegek
szérumabdl is 45. A tenascint egy olyan onkofoetdlis markernek tekintjiik, melynek
megjelenése erdsen kotddik a szervezet sejtvandorlassal jard folyamataihoz. A tenascin

5,46

. - . . . . L 4 . f o .
sejtkulturaban gatolja a sejtek kitapadasat Ezen hisztopatholdgiai és in wvitro

megfigyelések alapjan feltételezik, hogy a tenascin alapvetd szerepet jétszik a tumor

12



progresszid sejtvandorlassal jard folyamataiban, vagyis a neoplasztikus sejtek lokalis
invazidjdban és a metasztidzisképzésben.

A stromalis sejtek tenascin termelésének szabdlyozdsdban alapvetd szerepet jédtszanak a
mar kordbban ismertetett, tumorsejtek &ltal szekretdlt ndvekedési faktorok. MCF7
emlb8karcinéma sejtek kondiciondlt médiuma szignifikdnsan noévelte fibroblasztok
tenascin és fibronektin termelését. Tovabbi vizsgdlatok a TGF—B novekedési faktor
szerepét tisztdztdk az indukcid létrejéttében“. Az EGF és a TGF-Ol novekedési faktorok
szintén képesek tenascin szintézist indukalni sejtkultura mode]j_rendszerekben48. Ezen
novekedési faktorok &ltal medidlt hatdsok mellett azonban egyéb autokrin és parakrin
szabdlyozdé mechanizmusok szerepe sem zarhatd ki atenascin termelés szabdlyozasadban

a neoplasztikus folyamatok kapcsan.
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2. CELKITUZESEK

A daganatprogresszié és  invazidé  kapcsadn lejdtszddd tumorsejt—fibroblaszt
kodlcsbnhatdsok tanul madnyozasdra homoldg és heteroldg sejtkultura modellrendszereket
hoztunk létre melyeken a gap Junction tipust intercelluldris kommunikaciét és a
tenascin depozicidét tanulmadnyoztuk.

Vizsgdlatainkkal az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

A. Tumorsejtekkel kondicionalt médium hatasara

1.1. - hogyan valtozik egér fibroblasztok GJIC—ja,
1.2. - hogyan valtozik a fibroblasztok proliferacidja,
1.3. —az intercelluldris kommunikacid és a proliferdcid valtozdsa milyen Osszefiiggést

mutat.

B. Fibroblaszt-melanéma sejt kokultirakban

1.4. — észlelhet&—e tenascin gén reexpresszid a tenyésztés sordn,

1.5. - a tenascin depozicié mutat—e sajatos eloszldst, ill. milyen viszonyban van a
kokultira sejtjeivel,

1.6.— a tenascin fokozott produkciéjdban milyen Jjeldtviteli mechanizmus(ok)

Jjétszhat (nak) szerepet.

14



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 ANYAGOK

A Lucifer Yellow CH fluoreszcens marker-festék, a Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DME M) tépfolyadék, a Triton X-100 (TRX-100) detergens, a 5-bromo-2'-
deoxiuridin (BrdU) és az anti egér IgG-fluoreszcein izotiociandt (FITC) a Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) terméke. A fetdlis borjusavét (FBS) a Bioproduct
KFT-té8l (Godolls, Magyarorszag) szereztilk be. Az egér anti-BrdU im munsavd a
Boehringer Mannheim (Mannheim, Németorszag), a celluldz észter dializdld me mbran
(MWCO: 500, Spectra Por®) a Serva (Heidelberg, Németorszag,) cégek termékei. A
nyudl anti-humén tenascin immunsavét a Chemicon (Temecula, CA, USA), a prolil-4-
hidroxilaz enzim ellen termeltetett egér anti-huméan fibroblaszt monoklonédlis antitestet a
DAKO A/S (Glostrup, Dania), a FITC-el konjugdlt 16 anti-egér IgG-t és a bictindlt
kecske anti-nyul szérumot illetve a Texas red-streptavidint és a DAPI-t (4.6-diamidino-
2—-fenilindol) tartal mazé Vectashield médiumot a Vector Laboratories (Burlingame, CA,
USA) &llitctta eld. A mlUanyaqg slide flaskdkat a Nalge Nunc International-tdl (Roskilde,
Dania), mig a 0.2 Um pdérusmérétl Acrodisc steril szlrdket a Pall Corporation-tdél (Ann

Arbor, MI, USA) szereztilk be.

3.2 SEJTEK ES SEJTKULTURA RENDSZEREK

SEJTEK

A WiDr, az Int 407 és a HFFF2 sejtvonalak a European Collection of Animal Cell
Cultures (ECACC, Salisbury, UK) gylGiteményébdl szarmaznak. A HT-168-M1

metasztatikus melanéma sejtvonal az A2058 Jjeld standard melanéma sejwvonal erdsen
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metasztatikus szubkldénja amelyet egér maj metasztidzis modellben Ladényi Andrea és
munkacsoportia allitott eld és karakteliza’lt49. A Balb/c 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal
Dr. H. Yamasakitdl (IARC, Lyon, Franciaorszdg) szadrmazott. A sejteket standard
médon 10 % fetdlis borju savét tartalmazé D MEM tapfolyadékban 37°C-on 5% C 0 -ot
tartalmazdé at moszférdban tenyésztettiik és hetente kétszer passzaltuk.

Az egyes sejtvonalak jellemzd& adatai:

— WiDr, epithelidlis morfolégidjy, humén colon adenokarcinéma sejtvonal. ECCAC
No.: 85111501

—Int 407, epithelidlis morfoldgidjl, embriondlis bélhdm eredetl sejtvonal. ECACC No.:
8505051004

— Balb/c 3T3, egér embriondlis fibroblaszt sejtvonal. ECCAC No.: 90030803

- HT-168 M1, az A2058 jeld (ECCAC No.: 91100402) human melandma sejtvonal
erdsen metasztatikus szubkldnja.

— HFFF2, humd&n embriondlis fibroblaszt sejtvonal. ECCAC No.: 86031405

TUMOR ES NORMAL SEJTEKKEL KONDICIONALT MEDIUM
ELOALLITASA

WiDr, Int 407 és HT-168 M1 sejteket oltottunk 75 cm2 feliileti tenyésztbedénybe a
sejtek sorrendjének megfeleléen l.5x106, 2.lx106 és 2x105 sejtszdmmal. A sejteket
10% fetdlis borju savét tartalmazd DME M tépfolyadékban a kultura konfluenssé
valasdig (5 napig) tenyésztettiik. Ezutdn a tapfolyadékot leszivtuk és 1 érdn & 1500g
fordulatszdmmal centrifugdltuk a seijttérmelék eltdvolitdsa céljadbdl, majd 1 napig 10-
20X-os mennyiségi DME M+10% FBS tapfolyadékkal szemben dializdltuk, hogy

visszapdtoljuk az elhaszndlt tdpanyagokat a tdpfolyadékba. Parhuzamosan sejtmentes

16



kontroll tépfolyadékot készitettiink, amelyet a tenyésztési korlilmények kozott
inkub&ltunk, majd a kondiciondlt médiumokkal azonos mdédon kezeltiink. Az igy kapott
tumor- és normdl sejtekkel kondiciondlt és kontroll médiumot haszndltuk a

tovabbiakban a fibroblasztok kezelésére.

SEJTTENYESZTES MONO- ES KOKULTURAKBAN

Melanémasejteket ~ (1.75x10%)  és  fibroblasztokat  (3.5x10°)  kiilén-kiilén
(monokulturdkban) és egyiitt (kokulturdkban) targylemezként haszndlhatd feliiletd
tenyésztbdedényekbe oltottunk és a sejteket a konfluens &llapot eléréséig (5 napig)
tenyésztettiik. Immunhisztokémiai megjelenitést kovetden a térgylemezen 1évé
monolayerben vizsgdltuk a tenascin depozicidé mértékét és eloszldsdt. Kontrollként a
fibroblaszt és melandéma monokulturdkat és a jeldtvitel mddjdnak tanul ményozésa
céljdbdl melandéma sejtekkel kondiciondlt médiumban tenyésztett fibroblaszt

monokulturdt vizsgaltunk.

33 GAP JUNCTION TIiPUSU INTERCELLULARIS KOMMUNIKACIO

MERESE

A  tumorsedttek altal kivédlasztott humordlis medidtorok hatdsdt a fibroblasztok
intercelluldris kommunikdciéjara és proliferdciéjdra szubkonfluens Balb/c  3T3
kulturakon vizsgdltuk, melyeket tumor (WiDr) sejekkel és normal (Int 407) sejtekkel
kondiciondlt médiumokkal, valamint kontroll médiummal kezeltlink. Az intercellularis
kommunikdcié és ezzel parhuzamosan a sejtproliferdcid alakulasdt a kulturak

posztkonfluens fazisdig kdvettilk nyomon.
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A sejtek koOzotti gap junction tipust intercelluldris kommunikdcid szintjé a Lucifer
Yellow CH fluoreszcens festék mikroinjektdldsdt kovetden, sejtrdl-sejtre torténd
terjedésének mértéke alapjan hatdroztuk meg. A sejtekbe livegkapilldris segitségével,
Zeiss (Oberkochen, Németorszdg) Axiovert 135 tipusu mikroszkdéphoz csatlakoztatott
mikromanipuldtor és Eppendorf mikroinjektor (Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Né metorszag) segitségével injektdltuk a floureszcens marker-festéket (10% 0,33 M-os
litium klorid oldatban) és 10 perc elteltével meghatdroztuk a festéket tartalmazd
szomszédos sejtek szdmét. A mikroinjektdldshoz hasznédlt ivegkapilldrist horizontélis
pipettahtuzd eszkdz (Sutter Instrument, Novato, CA) segitségével allitottuk eld. Mivel a
Lucifer Yellow CH csak a gap junction csatorndkon keresztiil képes a szomszédos

sejtekbe jutni, terjedésének mértéke a csatorndk fizioldgiai dllapotdnak fliggvénye.

34 A SEJTPROLIFERACIO MERTEKENEK MEGHATAROZASA BrdU

INKORPORA CIOS MODSZERREL

A Balb/c 3T3 sejtek proliferaciéjdnak alakulédsédt a sejtek S-fazisa sordn a
bromodeoxyuridin (BrdU) DNS-be tortént beépililésének mértéke alapjan hatdroztuk
meg. A sejteket 1 érdn 4t tenyésztettitk 10 Wmol/l BrdU-t tartalmazd tipfolyadékban
majd a beépiilt BrdU-t indirekt immunhisztokémiai reakcidval jelenitettilk meg. 70 $-os
etanol fixalast kovetden a sejteket denaturdltuk 0.5% Triton X-100 detergenst
tartalmazd 2.5 mol/l-es sdsavoldattal majd PBS mosast kdvetden az aspecifikus
koétbhelyeket 0.1 % Triton X-100-at tartalmazdé 1.5%-os Carnation tejporoldattal
blokkoltuk (10 perc). A sejteket PBS pufferel mostuk és egér anti-BrdU ellenanyaggal

(1:500) 1 ¢dran &t inkubdltuk. A beépililt BrdU-t FITC-el jeldlt nyul anti-egér
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immunoglobulinnal (1:1000) Jjeldltiik. A sejtmagok feltiintetésére propidium—jodid
(1:20, 7s) utanfestést alkalmaztunk. Ezutdn mikroszkdép alatt meghataroztuk azon
sejtfrakcié ardnyét, amely BrdU-t épitett be a tenyésztés soradn. Ezt az ardnyszamot

hasznaltuk atovabbiakban a sejtproliferacidé jellem z ésére.

3.5 A TENASCIN ES A FIBROBLASZTOK SZIMULTAN MEGJELENITESE

KETTOS IMMUNFLUORESZCENS JELZESSEL

A kokulturdk és a monokultirdk monolayerén indirekt immunhisztokémiai reakcidt
végeztliink a tenascin ki mutatdsédra. Kokultirdban a tenascin jelzést kévetben a prolyl-4—
hidroxildz fibroblaszt marker enzimet Jjeldld immunhisztokémiai reakcidt is elvégeztiik.

A sejteket 4 $-o0s paraformaldehid oldatban 30 percig fixdltuk, majd az aspecifikus
koétbhelyeket 20 %-o0s normdl humédn szérummal blokkoltuk 15 percig. Ezutdn a
lemezeket 1:100 higitdst nyul anti-humdén tenascin immunreagenssel inkubdltuk 1 éran
&t. PBS mosast kdvetden biotindlt kecske anti-nydl IgG-vel (1:250, 30 perc) és Texas
red-streptavidinnel (1:40, 45 perc) inkubdltuk a lemezeket két egy mast kdvetd 1épésben.
A  kokulturdkat a tovébbiakban egér anti-humédn prolyl-4-hidroxildz monoklondlis
antitesttel (1:50, 1 déra) és fluoreszcein izotiociandttal (FITC) konjugdlt 16 anti-egér
szérummal inkubdltuk a fibroblasztok megjelenitése céljdbdl. Ezutdn a lemezeket DAPIT
magfestéket tartalmazd Vectashield médiummal fedtiik a fluoreszcens markerek korai
kiégését megeldzendd. Negativ kontrollként kokultira sejtréteget elsé 1épésként normal
nyul és egér szérummal inkubdltunk az immunszérumokkal azonos higitidsban majd a

tovabbi 1épéseket a fent leirtakkal azonosan végeztik el.
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3.6 DIGITALIS KEPANALIZIS

A tenascin reakcidé kvantitativ és kvalitativ értékelését Axioplan tipusu (Zeiss,
Oberkochen, Németorszadg) fluoreszcens mikroszkdéphoz csatolt fekete-fehér CCD
kamera (IMAC-CCD, Sony, Tokid, Japan) és floureszcens képanalizdld rendszer (ISIS,
Metasystems, Altlussheim, Németorszag) segitségével végeztiik. A rendszer bedllitdsat
és tesztelését kordbban human neutrofil granulocita sejtprepardtumokon végeztiik elso.
A tenascin expresszid kvantitativ elemzése céljdbdl fluoreszcens felvételeket készitettiik
40X objektiv nagyitdsndl, 768x574 pixel felbontds és 8 bites intenzitds skéla
alkalmazésa mellett (256 szlirkeségi szint). A latdteret, standard médon, mindig azonos
ideig expondltuk (1s) a kulturdkban. A flourokrémokat tobbsadvos filterrendszer [amely
hdromséavos (440-, 520-, és 580 nm) emisszids filterbdél és az egyes fluorokrémokra
kiilon excitacidés filterb8l (Texas red: 570 nm, FITC: 490 nm) A&llt] segitségével
gerjesztettik ill. detektdltuk.

A vOrds (tenascin) fluoreszcencidt az egyes felvételeken integraltuk és a kapott értéket a
seftszamra vonatkoztattuk. Az egyes kokulturdk 20-70 random mddon kivalasztott

teriiletén végeztiink kvantitativ analizist.
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3.7 STATISZTIKAI MODSZEREK

Az intercelluldris komm unikacié eltéréseit Student-féle t—-prdbaval teszteldik és p<0,05
szinten fogadtuk el szignifikdnsnak. A tenascin depozicid kokultiran beliili eltéréseinek
analizise sordn az egy fibroblasztra jutd fluoreszcencia intenzitdst abrazoltuk a
melanéma sejt/fibroblaszt aradny fliggvényében és a kapott ponthalmazra lineédris

regresszidt végeztiink.
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4. EREDMENYEK

41 TUMOR KONDICIONALT MEDIUM HATASA FIBROBLASZTOK

INTERCELLULARIS KOMMUNIKACIOJARA ES PROLIFERACIOJARA

Kisérleteinkben tumor kondiciondlt-, normdl Dbélepithelsejtekkel kondiciondlt- és
kontroll (sejtmentes korulmények kozdtt inkubdlt) tédpfolyadékban tenyésztett Balb/c
3T3 fibroblaszt kulturdkon kovettilk nyomon az intercelluldris kommunikdcid és a
sejtproliferdcié alakuldsét, annak megéllapitdasdra hogy a tumorsejtek szekrécids
termékei hogyan befolyasoljdk a peritumorédlis fibroblasztok GJIC-janak alakulasat. A
GJIC meghatdrozasat a kordbban leirt festék mikroinjekcids mddszerrel végeztiik, a
kezelt kulturdk szubkonfluens fézisdtdl a posztkonfluens fazisig 6 Odranként
meghatdrozva a festéktranszfer és ezzel pdrhuzamosan a BrdU inkorpordcié mértékét. A
kezelés kezdetén (0 h), alapdllapotban, a fibroblasztok kiterjedt GJIC-t mutattak (15-25
kapcsolt sejt/injektdlas) (4.4bra), a tovadbbiakban az ebben az id8pontban mért GJIC-t
tekintettilk referencia értéknek. Mindkét kontrollként értékelt kultirdban (a normal
bélepithel sejtekkel kondiciondlt-és a kontroll médiummal kezelt kultirdban egyardnt) a
sejt—sejt kommunikacié kismértékli, nem szignifikdns emelkedése volt megfigyelhetd,
ami a kezelés 30. érajatdl az eredeti szint ald csbkkent. A GJIC a két kontroll kulturdban
mindvégig hasonldan alakult a kisérlet sordn. Tumor kondiciondlt médiummal tdrtént
kezelés hatdsdra a fibroblasztok intercelluldris kommunikdcidja mér a hatodik oérara
szignifikdnsan, 49 %-al, emelkedett. Az intercelluldris kommunikacié a TCM kezelt
kulturdkban a kezelés végéig 25-40 %-al magasabb volt, mint a kontroll kultirdk azonos

id6pontban mért értékei (5. dbra).
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4. abra: Balb/c 3T3 fibroblaszt kulttra intercellularis kom munikéacidija alapallapotban.

A ., fluoreszcens festéktranszfer a fibroblasztok kdzdtt, B., az azonos terlletrdl készilt

faziskontraszt felvétel. Az injektdlt selt (*)—-al jeldlve.
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5. abra: Tumor kondicionalt médium hatdsa Balb/c 3T3 fibroblasztok intercelluléris

normdl sejtekkel kondiciondlt (&), és tumor
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valtozasa a kezelési id6 fliggvényében. * Szignifikdnsan eltér a kontrolltdl.
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A kisérlet utolsé mérési idépontjdra a sejt—sejt kommunikdcié mértéke mindhédrom

kultirdban Jjelentdsen visszaesett, valdszinlleg a kultuirdk posztkonfluenssé valasanak

kovetkez ményeként.

Az intercelluldris komm unikdcié meghatdrozadsédval parhuzamosan BrdU inkorporacids

mdédszerrel vizsgdltuk a sejtproliferdcidé alakuldsdt. A kontroll kulturdkban a BrdU

inkorpordcié mértéke kozel &llandd volt, egészen a kezelés 24. ¢d6rdjaig, amikor a

kulturdk posztkonfluens fazisba keriilésével a sejgproliferdcid mértéke is jelentdsen (58

%$-rdl 38 %-ra) visszaesett. A TCM kezelés hatdsdra a proliferdld sejtek aradnyanak

folyamatos csSkkenése kdvetkezett be, ami a 24. és a 30. drdban szignifikdns (23 és 14

%$—o0s) kiillonbséget mutatott a kontroll médiumm al kezelt kulturdkon mért értékekhez

viszonyitva (6., 7. &bra).
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6. abra: Tumor kondiciondlt médium hatésa a sejtproliferdcidra. Kontroll médiumban
(*), norméal bélepithelsetekkel kondiciondlt médiumban (®) és tumor kondiciondlt
médiumban (.) tenyésztett fibroblasztok BrdU beépitésének mértéke. * Szignifikadnsan

eltér a kontrolltdl.

26



7. abra: Fibroblasztok BrdU inkorporaciéjanak alakuldsa tumor kondiciondlt (T) és
kontroll (C) tapfolyadék hatdsdra. A BrdU immunhisztokémiai megjelenitését kdvetden
a sedtciklus S-—fazisdban 1évé sejtmagok zdld, mig az Osszes seftmag a propidium-—

Jjodidos magfestés eredményeként, piros szinnel jeldlt.
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4.2 FIBROBLASZTOK TENASCIN TERMELESENEK ALAKULASA

MELANOMASEJTEK HATASARA

Melanéma ill. fibroblaszt monokulturdkban és a két sejtipust kokulturaként, egylitt
tenyésztve értékeltiik a tenascin termelddés alakuldsét, az egyes kulturdk sejtrétegén
immunhisztokémiai megjelenitést kovetden, digitdlis képanalizis segitségével. Mindkét
(melandéma és fibroblaszt) monokultirdban igen gyenge, a negativ kontrollban mért
intenzitdsértékekkel azonos mértékl (igy nem specifikusnak mindsithetd) fluoreszcens
Jjelolédés volt csak észlelhetd. Ezzel szemben a kokultUra tenyészetekben a tenascin
expresszidé (a reakcid intenzitdsa) igen intenzivnek bizonyult. A kokulttirdkban a
tenascin pericelluldris lokalizdcidban, azokhoz a fibroblasztokhoz asszocidltan fordult
els, amelyek kozelében nagyszadml melandémaselt volt megfigyelhetd (8.4bra). A

kultira azon részein, ahol a melandémasejtek nem képeztek direkt kontaktust a

fibroblasztokkal jeldlédés nem volt megfigyelhetd.

8. abra: A kokulturén beliil meland masejtekkel kontaktusban 1évé fibroblasztok
tenascin reakcidja és a reakcid intenzitdsprofilja. A., Indirekt immunhisztokémai
reakciéval megjelenitett tenascin és DAPI festés a kokultura egy terililetén, B.,

fibroblaszt marker reakcidé ugyanezen teriileten.
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Melandma sedtekkel kondiciondlt médium mal (MC M) kezelt  fibroblaszt

monokulturdkban a kezeletlen monokultirdkhoz hasonldan, tenascin temelddés nem

volt észlelhetd. Ez a tény, valamint a tenascin eloszlds kokultiran beliili heterogenitéasa

felveti egy sejtkontaktus révén létrejovd szignalizdcid szerepét a fibroblasztok tenascin

termelésének indukcidjéban. A kokulturdn beliili heterogenitds jellemzésére és a kontakt

aktivacidé lehetéségének tovabbi aldtdmasztdsdra elvégeztilk a tenascin reakcid

intenzitdsdnak meghatdrozéasdt a kokultura kiilénbdzdé melandmasedt/fibroblaszt aranyt

mutatd terliletein. A kokultura 76, random mddon kivalasztott teriiletének ilyen

moédszerrel elvégzett analizisével megdllapitottuk, hogy az egy fibroblasztra jutd

tenascin intenzitds és a fibroblasztokhoz asszocidlt melanémasedtek szdma kozdtt

linedris Osszefliggés van (a korrelacids koefficiens értéke r=0.83) (9.4bra).
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9. abra: Fibroblasztok tenascin termelésének alakuldsa a kokultira kiildnbdzd

melanémasejt/fibroblaszt ardnyt mutatd teriiletein és a korreldcidt leird regresszids

egyenes.
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5. DISZKUSSZIO

Szadmos kisérleti megfigyelés alapjdn ma mar Jjél ismert, hogy a malignusan
transzformdlt sejtekben a connexin fehérjék expresszidéja csdkken, ill. ennek
kovetkezményeként a gap junction tipusu intercelluldris kommunikacié mértéke is
alacsonyabbéd valik. Szdmos tanulmény veti fel a GJIC csdkkenés kdzponti szerepét a
karcinogenezis és a tumorprogresszid egyes lépéseiben51_53. Ezen eredmények alapjan
mar igen koran felmeriilt, hogy a gap junction csatorndk nem csak az &ltaldnos szdveti
homeosztazist fenntarté anyagoknak, hanem a kodrnyezd ép sejtek és az inicidlddott
premalignus sejtek proliferativ/antiproliferativ szigndljainak &tvitelében is fontos

22’54. A legtdbb tanulmény elsésorban a neoplasztikus sejtekre

szerepet Jjétszhatnak
vonatkoztatva irja le a GJIC valtozésait nem vizsgdlva ezen elvaltozdsok szerepét a
bonyolult tumor-gazdaseijt k&lcsdnhatds vonatkozdsdban, amely a tumorseltek
malignitdsa mellett meghatdrozd eleme a neoplasztikus folyamatok sikeres
progresszidjanak.

Kisérleteinkben arra kerestiik a véalaszt, hogy a tumorsejtek &altal szekretdlt, és ezen
settek mikrokdrnyezetét nagy mértékben atalakitani képes, humordlis faktorok hogyan
befolydsoljdk a strémalis fibroblasztok intercelluldris kommunikacidéjd és ezzel
Osszefliggésben proliferdacidjdt. Tumor (colon adenokarcindma) sedtekkel kondiciondlt
médium hatdsara a fibroblasztok intercelluldris kom munikaciéjdnak ndvekedését és a
settproliferdcié csbkkenését figyeltiik meg a kontroll sejtek médiumaval kezelt
kulturdkkal 0Osszehasonlitdsban. Szadmos munkacsoport foglalkozott a tumor

kondiciondlt médiumnak 1ill. a kokultura tenyésztésnek a strdmdlis sejtek

proliferdcidijara és szintetikus aktivitdsdra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdval. Howard és
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munkatdrsainak kiilonbozé malignus és normédl sejtvonalakkal (MCG-V14, MCG-T14,
MC G-T10, HelLa primer egér adenokarcinéma sejtek és Balb/c normdl epithelsejtek)
végzett kisérleteiben a tumoros sejtvonalak dializadlt, kondiciondlt médiuma fokozta
normél fibroblasztok timidin beépitését, mig ugyanezen sejtek nem dializdlt médiuma
azonban nem rendelkezett proliferdcidt serkentd hatéssalss. 54 agyalapi mirigy adenoma
sejtkultira kondiciondlt médiuméat vizsgdlva a mintdk 52 $-at proliferativ, mig 26 %$-4&t
antiproliferativ hatdsunak taldltdk patkdny GH3 sejtekenlg. Reverz ko&lcsdOnhatasra utal
annak a kisérletnek az eredménye amelyben melandéma sejteket és fibroblasztokat
tenyésztettek egyilitt kiillonbozd ideig és megdllapitottdk hogy a 3T3 fibroblasztok 3-4
napig fokozzdk majd késébb (7 nap utédn) gatoljak a melandmaseijtek szaporodését56.
Sérilt tumorszovetbdl (patkdny vastagbél adanokarcindéma) gydijtétt folyadék jelentdsen
gatolta a fibroblasztok proliferdcidijdt, mig normdl korilmények kozott gyUjtdtt tumor
kondiciondlt médium ezzel ellenkezd hatdssal rendelkezett a target sejteken57.
Feltételezhetd hogy a TCM strémdlis sejtekre gyakorolt hatdsainak fent leirt sokfélesége
Osszefliggésbe hozhatd az egyes tumorok ndvekedési faktor ,profiljaval”.

K1ldnbdzdé in vitro kisérleti rendszerekben megfigyelték, hogy neoplasztikus sejtek ill.
azok kondiciondlt tdpfolyadéka jelentdsen fokozza az igy kezelt fibroblasztok matrix
produkciéjétt58_60. Kokultura vizsgdlatainkban melandéma sejtek hatdsdra mi is egy
onkofetdlis matrix komponens, a jellegzetesen antiadheziv tulajdonsdgu tenascin
indukcidijét tapasztaltuk. Bebizonyitottuk hogy a tenascin reexpresszid és depozicid a
settek kozottdi kontakt szignalizdcid eredménye és feltételezhetéen fontos szerepet
jétszik a malignus melanocita 1lézidkra Jellemzd intenziv tenascin termelés
létrejéttébenm'@. A  kontakt szignalizdcié létrejdttében, egy a melandémaseltek

me mbranjdban lokalizalt inszolublis faktor szerepe feltételezhetd, amely ilyen formdban
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is képes a szomszédos sejtek receptorainak aktivdldsdra és metabolikus valaszreakcidk
létrehozasdra. Ma mar szamos olyan ndvekedési faktor ismert amelyek transzme mbran
prekurzorai képesek ilyen hatdsok létrehozdsdra és a proteolitikus hasitds defektusa
révén felhalmozddasukat 1s megfigyelték egyes sejtek plazmame mbréanjanak
extracelluléris felszinén64 . A vizsgédlatainkban észlelt jelenség pontos mechanizmusanak

tisztdzdsa tovabbi vizsgélatokat igényel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben tumor kondicionalt médiumban tenyésztett fibroblaszt
monokulturdkban, valamint melandéma sejt/fibroblaszt kokulturdkban vizsgdltuk az
intercelluldris kommunikacié alakuldsét, ill. a tenascin rexpresszidjanak Jjellegét és

mértékét.

Me gallapitottuk, hogy:

6.1. A tumorsejtek 4ltal termelt és a tumor kondiciondlt tépfolyadékba is kivalasztott
humordlis faktorok hatdsdra a fibroblasztok gap Jjunction tipust intercelluléris

kommunikacidja szignifikdnsan névekszik, mig parhuzamosan proliferacidjuk csdkken.

6.2. Melanéma sejtfibroblaszt kokulturdkban, a fibroblasztokban, a tenascin
reexpressziéjét észleltilkk. A  kokulturdban a tenascin heterogén eloszldsa volt
megfigyelhetd és a pericelluldris tenascin reakcidé intenzitdsa linedrisan korreldlt a

fibroblasztokhoz asszocidlt melandmasejtek szadmaval.

6.3. Melandéma kondiciondlt médiumban tenyésztett fibroblaszt kulturdkban tenascin

produkcid nem volt megfigyelhetd.
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Eredményeink a melandma sejtek és a fibroblasztok kozdtti kontakt szignalizdcid és egy

a melanémasejtek membranjdban lokalizdlt aktiv faktor szerepét valdszinlsitik a

tenascin szintézis indukcidjdban, mig a tumor kondiciondlt médium hatdséra létrejovd

GJIC nbvekedés és seltproliferdcié csdkkenés tumor selt eredetll szekrécids

termék (ek) nek a stréma sejteken érvényesiiléd hatdsara utal. Vizsgélatainkkal a rendkiviil

komplex gazdaszervezet-tumor kolcsénhatds egyes mozzanatainak jobb megértéséhez

Jarultunk hozza.
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