-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by ;{ CORE

provided by Repository of the Academy's Library

Zardjelentés a ,,Hisztamin hatasa a sejtdifferenciaciéra, 6sszehasonlitd
vizsgalatok tumor - és embrionalis 6ssejteken” cimii 62558 szamu OTKA

palyazatrol

A hisztaminnak az allergias reakcidkban betdltott szerepe kdzismert, azonban az

utobbi években egyre tobb adat gyllt 6ssze mas fizioldgias és koros folyamatokban
jatszott fontos szerepér6l pl. a tumor proliferacioban, sebgyogyulasban,
hematopoiezisben és az embriogenezisben betdltott funkcidirdl. A hisztamin ill. a
HDC bioldgiai szerepének kutatasaban jelentés az Intézetlink altal kollaboracioban
létrehozott HDC génkiutott, ezért hisztaminmentes HDC KO egértorzs. A jelen projekt
is eze egertorzek felhasznalasara épult. Korabban komplex kémiai és UV-B tumor
indukcios protokoll szerint kezeltik a genetikailag hisztamin hianyos Balb/c HDC-/- és
HDC+/+ egereket. Az allatokon kialakuld6 leggyakoribb  tumortipus a
dermatofibrosarcoma (DFS volt, mely korabban jelent meg a hisztamin hianyos
egerekben. A tumorok szdvettani diagnozisa utan egy-egy DFS +/+ és -/- tumorbdl in-
vitro sejttenyészetet is alapitottunk. Az immunfenotipizalas alapjan ezek CD44+ és
CD34+ sejteknek bizonyultak.
Kisérleteink kiindulépontjaként e sejttenyészetek in vitro jellemzését végeztik el.
Els6 I|épésben MTT-assay-al meghataroztuk mindkét sejtvonal viabilitasat.
A DFS HDC+/+ és DFS HDC-/- sejtvonalak osztodasi ratajaban nem volt kiilénbség
és ez exogén hisztamin hatasara sem valtozott szignifikansan. Az eredmények
tukrében tehat a hisztamin direkt autokrin proliferaciot befolyasolé szerepe e tumor
tipusban kizarhato volt.

A kovetez6kben kivancsiak voltunk arra is, hogy kimutathatoak-e kromoszéma
eltérések a sejtvonalak kozott. Mivel egér karyotipizalashoz nem talaltunk szakertd
partnert, ezeért csak a szambeli meghatarozasttudtuk elvégezni.
Mindkét sejtvonal egyforman hipotetraploid, a modalis kromoszémaszam: 66.
Kvantitativ RT-PCR-rel az 6nmeguijulasi (self-renewal) képességgel kapcsolatos és a
Wnt jelatviteli utvonalban szerepet jatszd marker gének exszpresszidjat vizsgaltuk
Tagman-assay-vel. A kisérletek arra iranyultak, hogy a hisztamin termel6 képesség
hianya (DFS HDC-/-), megvaltoztatia-e ezen markerek kifejez6dését.
Kimutattuk mindkét vonalban az Oct4 mRNS hianyat, a Nanog, GSK-3, és a catenin-

B expresszidjat, de ezek, nem flggtek a sejtvonalak genotipusatdl. A PDGFR-a és
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CREB1 expresszi6 szignifikansan alacsonyabb volt a hisztamin szintézisre képtelen
(DFS HDC -/-) vonalban.

Immuncitokémiai médszerrel mindkét genotipusban ,6ssejt” markereket is vizsgal-
tunk az adherens és spheroid tenyészetekben.

A négy csoportban jelet kaptunk Oct4-re, SOX2-re, alkalikus foszfatazra és SSEA-1-
re (a beallitashoz pozitiv kontrollként egér embrioid body-t hasznaltunk). Az immun-
festés nem a sejtek mindegyikére volt egyforman jellemz8, hanem inkabb csak a sej-
tek egy csoportja adta a reakciot. A spheroid képzé DFS HDC-/- sejtekben a SOX2-t

expresszalo sejtek szama jelentésen csokkent.

A sejttenyészetekbdl szelekcioval olyan klonokat hoztunk létre, melyek letapadasi
igény nélkul sejtaggregatum (tumor spheroid) formajaban fenntarthatéak, és
morfoldgiai jellemz6éjikben nagyon hasonlitanak az embrionalis 6ssejtekre. Ezekkel

in vivo kisérleteket is végeztunk.

Egér syngraft modellben 6sszehasonlitottuk az adherens és a spheroid formaban
nové sejtek tumorképzd és proliferacios képességét a genotipusok figgvényében.
Adataink szerint a spheroid DFS HDC+/+ sejtek ndvekedési liteme a legnagyobb, ezt
koveti az adherens DFDS HDC+/+, majd a spheroid DFS HDC-/- és adherens DFS
HDC-/-. A valtozas azonban csak tendenciat mutatott, de nincs szignifikans
kllonbség az egyes csoportok kozott.

A tumorszovetekbdl RNS-t izolaltunk, és kimutattuk, hogy a Nanog expresszié az
adherens sejtekbdl inditott DFS HDC KO tumorokban upregulaldédott, a PDGFRa, az
uPA, és a PAI-2 expresszidja viszont jelentésen nagyobb mértékii a DFS- HDC +/+

tumorokban.

A kovetkezdkben Agilent platform hasznélataval 44 000 gén expressziojat
hasonlitottuk Ossze a két kilonbo6zé genotipusu adherens és spheroid DFS
tenyészeteken. Négy biologiai és két technikai parhuzamossal dolgoztunk kétszin
jeloléssel.

A DFS HDC+/+ adherens sejtek és a DFS HDC+/+ spheroidok génexpresszios
adatainak bioinformatikai feldolgozasa utan az Ingenuity Pathway Analyser program
segitségével kivalasztottuk mind a tumorképzéssel mindpedig a korai egyedfejl6dés

szabalyozasaval kapcsolatban allé Wnt szignalizaciés utvonallban szerepl6 géneket.
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Majd megvizsgaltuk, hogy a halézatban szereplé gének kozott vannak-e olyanok,
amelyek expresszidja eltéert a mi rendszerunkben. Ennek soran olyan, a korabbi
kisérleteinkben nem vizsgalt génekre is fény dertlt, amelyek a szakirodalom alapjan
az Ossejtek differencidlodasaval is kapcsolatba hozhatok. A SOX2 mellett a nestin,
az Id2, a COL2A1, az ENPP2, az OLFM1, a PHEX, a DUSP2, ELOVL6 expresszidja
volt eltér6 az adherens és a spheroid sejtekben.

Ez utébbiak kozil a nestin és az 1d2, a SOX2 és a Col2A1 real-time PCR-rel, illetve
az Id2, a SOX2 és a Col2A1 Western blottal torténd validalasat végeztik el.

Ennek soran a SOX2 és az Id2 expresszidvaltozas tendencigjat sikerult igazolni.



Ezzel szemben a nestin esetében, a microarray adatokhoz képest, a real-time PCR
nem mutatott ki szignifikdns mértékl expresszio csokkenést. A Western blottal kapott
eredményeink viszont teljes mértékben eltértek az array adataitdol. A Col2A1
elenyész6 mértékben volt kimutathatd, ugyanakkor a SOX2 expresszidja jelentésen
meghaladta az 1d2-ét. Ugyanakkor egyik vizsgalt gén és genotipus esetében sem

tapasztaltunk az adherens és a spheroidként nové sejtek kozott eltérest.

Mivel a mar 2006-os kisérletek soran a sejtvonalak tumorigenitasaban a
passzazsszam novekedésével csokkenést tapasztaltunk, megkiséreltlik a sejtfelszini
SSEA-1 &ssejtmarker alapjan cell sorter felhasznalasaval dusitani a feltételezett
Ossejtfrakciot. Ezek nem vezettek eredményre, mivel az igy kivalasztott sejtpopulacio
nagyon gyorsan eldifferencialodva ismét csak a kiindulasi SSEA-1 gyakorisagot
mutatta. Ezért 2007-ben in vivo végeztuk el a tumorigenitasra iranyuldszelekciot.
Egér syngraft modellben az adherens DFS HDC+/+ és DFS HDC -/- sejt tumorképz6
képességét vizsgalva, a létrejott tumorokbdl ujra sejtvonalakat készitettiink, s ezeket
Ujra syngraft modellbe oltva, az uj tumorokbdl készitett sejtvonalakkal még kétszer
ismételtiik meg a fenti eljarassort. igy végiil kézel 90 %-s tumorigenitast kaptunk,
azaz sikerult a vélelmezett tumoréssejt populaciét dusitanunk. Ezek real-time PCR-
rel a kordbban mar vizsgalt 6ssejtmarkerek hasonlé mértékl expresszidjat mutattak.
igy a tovabbiakban mar ezekkel terveztiik folytatni a vizsgalatainkat, azonban
hamarosan ismeét tumorigenitas csokkenést tapasztaltunk, ezért 2008-ban ismételt in
vivo eljarassal megkiséreltuk a korabban mar bevalt tumoréssejt populaciédusitast,
de ez sajnalatos modon nem sikerullt. A syngraftba oltott sejtek nem képeztek tobbé
tumort az ujra meg Ujra ismételt kisérleteink soran. Tehat valdszindsithetd, hogy a
kiindulasi DFS +/+ és DFS KO tumorokbdl heterogén sejtpopulaciot tartalmazo
vonalak jottek létre, melyek a tenyésztés soran vagy tovabb mutalédva veszitették el
tumorképz6 sajatossagukat, vagy bel6luk egy olyan morfologidjukban és a vizsgalt
markerekben nem vagy nem nagyon eltér6 szubpopulacié szelektalddott ki, amely
vagy eleve vagy mar nem rendelkezett ezzel tulajdonsaggal. igy a fentebb leirt
eredmeényeink is inkabb a sejtek adhézidjaval mintsem daganatképz6 képessegeével
allhatnak 0Osszefluggésben. llletve ez a fokozatos szubpopulacid dusulas
magyarazhatja az array, a real-time PCR és a Western blot eredményeink

diszkrepanciajat is.



Annak igazolasara, hogy a tumor spheroid- és az &ssejtek embryoid body-képzése
hasonlé gének expresszidjanak megvaltozasat igenyl6 folyamatok, a Dr. Gocza Elen
MBK, Godollé kozremikodésével korabban egy masik palyazat kapcsan -
Biotechnoldgia 2001 — eléallitott, Balb/c genetikai hatter(, vad tipusu és HDC KO ES
sejteket is felhasznaltuk. Itt kiindulasként a HDC +/+ ES és a beldlik létrehozott
embryoid body-k expresszios mintazatat hasonlitottuk 6ssze 44 000 génes Agilent
platform hasznalataval. Itt is négy biologiai és két technikai parhuzamossal
dolgoztunk kétszin jeldléssel. Az eredmények bioinformatikai kiértékelése soran,
varakozasunkon fellli nagyszamu gén mutatott eltéré expresszidét. Ezeknek az
eredményeknek a kiértékelése soran kiderult, hogy a rendszer génexpresszios
mintazata igen nagymértékben eltér a DFS tumorsejtek esetében megfigyeltekétél.
Varakozasunktél eltéréen az ismert Oct4 Ossejtmarker expresszidvaltozasat nem
sikerult detektalnunk, de a tumorsejtek esetében észlelt nestin sem Kkerult a
bioinformatikai értékeléssel kivalasztott gének koézé. Ugyanakkor az O&ssejt
megujulasban érintett, de a DFS rendszerben nem talalt, Nanog a varakozasnak
megfeleléen expresszid csdkkenést mutatott. Az Id2 és a Sox2 expreszidjanak
valtozasi tendenciaja ugyanakkor eltért: az [d2-é nétt, a Sox2-é csdkkent. Ezek utan
O0sszehasonlitasképpen elvégeztik néhany a tumor-tumor spheroid rendszerben mar
elemzett gén (SOX2, Id2 és nestin) RT PCR-rel torténd vizsgalatat is. Ennek soran
az ld2 expresszid valtozasanak tendenciaja az ES-EB rendszerben megegyezett a
tumor-spheroid rendszerével, de mértéke annak sokszorosa volt. A SOX2
expressziovaltozas eltérd tendenciaju volt itt is: a tumor-spheroid rendszerben nétt,
az ES-EB rendszerben csoOkkent az expresszio. Tehat itt a real-time PCR
megerfsitette az array eredmeényét. A valtozas mértéke, vagyis a csoOkkenés
azonban az ES-EB dsszehasonlitasban sokszorosa volt a tumor-tumor spheroid
esetében detektalt ndvekedésnek. A SOX2 expresszidé EB-k esetén mért csdkkenése
0sszhangban van azzal a 2006-ban tett immuncitokémiai megfigyelésunkkel,
miszerint a SOX2 expresszald sejtek aranya csokkent a HDC KO EB-ben.
Bar a nestin a real-time PCR-rel kimutathatd, mivel mindkét rendszerben teljesen
azonosan viselkedett, azaz egyik rendszerben sem valtozott, igy érthet6 modon az
array bioinformatikai kiértékelésében nem szerepelt.

Mivel az ES - EB rendszer expresszidos adatainak kiértékelésekor szamos
extracellularis matrix komponens (Col5a, Col1a, Col18a1, FBLN2 stb.)

expressziojanak valtozasat észleltuk, és mert a spheroid, illetve EB képzés jelentbs



mértékben fligg a sejtadhézdé mértékétdl, ezért vizsgalatainkat két ujabb iranyba is
kiterjesztettuk. ECIS (Applied Biophysiscs) ill. X-celligence (Roche) rendszerben
impedancia mérés segitségével elemeztuk a DFS HDC +/+ és a DFS HDC -/-
letapadd sejtek és spheroidok adhéziojat. Mivel az adhézié soran a KO sejtek
fokozottabb adhézids képességet mutattak ezért egy olyan, az extracellularis matrix
képzésében és a tumorok angiogenezisében érintett, antiangiogentikus hatasu gén
expressziojanak (fibulin5=FBLNS) vizsgalatara is kitértink, amelyr6l egy masik
(melanoma) rendszerben Intézetiinkben mar kimutattuk, hogy a HDC expresszio,
illetve a hisztamin negativan befolyasolja. Elsé megkdzelitésben a vad tipusu DFS és
a DFS HDC KO letapad¢ sejtekben vizsgaltuk a fibulin5 expressziét. Ennek soran a
DFS HDC KO sejtek kifejezettebb FBLNS expressziojat mutattuk ki, mely a hisztamin
receptor - H1R és H2R - antagonista kezelésre fokozédott.

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy a projekt soran elvégzett dsszehasonlitd
vizsgalatok soran elemzett markerek a DFS tumorsejtek esetében is, mint mar az ES
sejtekben bizonyitott inkabb a sejtmegujulasban, mint a tumorképzésben jatszhatnak
szerepet. Ez Osszhangban all az éppen a DFS sejteket érintd, a tumorigenitas
elvesztésével, de a proliferaciés képesség megbrzésével kapcsolatban tett
megdfigyelésukkel. Valamint az is feltételezhetd, hogy jelen esetiinkben inkabb a Wnt
utvonal és a sejtadhézidé kozotti, mar ismert kapcsolat, egy masik aspektusara és
esetleg egy masik elemére (hisztamin és Fibulin5?) sikerdlt ratalalnunk, amelynek

megerdsitése azonban nagyobb lépték( tovabbi vizsgalatokat igényelne.



