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Abstract

Introduction: Retinoic acid is a regulator of gene expres-
sion which, by binding to its nuclear receptor, determines
the degree of differentiation in multiple cancer cell types.
On the basis of this capability it was introduced, e.g. in the
therapy of neuroblastoma. In cells derived from neural crest,
such as neuroblastoma cells, retinoic acid initiates differen-
tiation into neurons. This substance acts in a similar way on
a rat pheochromocytoma cell line PC12.

The aim of our work was to examine the influence of reti-
noic acid on the phenotype of human pheochromocytoma
cells in primary culture.

Material and methods: Observations were made on two
primary cultures isolated from human pheochromocytoma.
Cells were grown in RPMI1640 medium supplemented with
10% foetal bovine serum. Subsequently, the cultures were
treated with 100 mMol retinoic acid for three-days.

An evaluation of the phenotype change was performed by
estimating the expression levels of F-actin, MAP-2 protein,
and chromogranin, with the use of a confocal microscopy.
Results: The introduction of retinoic acid into the culture
caused an increase in the F-actin level and its redistribution
in the form of stress fibers. Simultaneously, the cells chan-
ged their shape, generating more processes. No change was

detected in the expression level of neuroendocrine markers:
MAP-2 and chromogranin.

Conclusions: Retinoic acid appears to have an influence
on some phenotype parameters of human pheochromocy-
toma cells. Further work is needed to determine the mole-
cular mechanisms of this process, and to evaluate thoro-
ughly the benefits of introducing retinoic acid into therapy
of pheochromocytoma tumors.

(Pol ] Endocrinol 2006, 57 (supl. A): A82—-A87)
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Streszczenie

Wstep: Kwas retinowy jest regulatorem ekspresji genéw,
ktory dzialajgc poprzez receptor jadrowy, wpltywa na sto-
pien zréznicowania wielu typéw komérek nowotworo-
wych. Wilasciwosci te staly sie podstawa zastosowania go
w onkologii, m.in. w terapii neuroblastoma. W komorkach
pochodzacych z grzebienia nerwowego, takich jak komoérki
neuroblastoma, kwas retinowy uruchamia proces ré6znicowa-
nia w kierunku neuronéw. Substancja ta dziala w sposéb
zblizony réwniez na komorki szczurzej linii pheochromocy-
toma (PC12).

Celem pracy bylo zbadanie wplywu kwasu retinowego na
cechy fenotypowe ludzkich komérek pheochromocytoma
w warunkach hodowli pierwotnej.

Material i metody: Badania przeprowadzono na dwéch
hodowlach pierwotnych wyprowadzonych z ludzkich gu-
z6w pheochromocytoma. Komoérki hodowano w pozywce
RPMI1640 z dodatkiem 10-procentowej surowicy bydlecej,
anastepnie poddane dzialaniu kwasu retinowego, w steze-
niu 100 mM przez 3 dni. Oceny fenotypu dokonano poprzez
badanie ekspresji F-aktyny, biatka MAP-2 (microtubule-associa-
ted protein-2, marker neuronalny), i chromograniny (mar-
ker neuroendokrynny), z detekcja przy uzyciu mikrosko-
pu konfokalnego.

Wyniki: Dzialanie kwasem retinowym spowodowato
zwiekszenie zawartosci F-aktyny i jej redystrybucje w formie

wldkien naprezeniowych, co znalazto odzwierciedlenie
w zmianie ksztaltu komoérek, ktére utworzyly wiecej wy-
pustek. Nie stwierdzono zmian w poziomie ekspresji mar-
keréw neuroendokrynnych: MAP-2 i chromograniny.
Whioski: Kwas retinowy prawdopodobnie wptywa na nie-
ktére parametry fenotypowe ludzkich komérek pheochro-
mocytoma. Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan
w celu wyjaénienia mechanizméw molekularnych tego
zjawiska oraz glebszej oceny perspektyw zastosowania kwa-
su retinowego w leczeniu guza chromochlonnego.

(Endokrynol Pol 2006; 57 (supl. A): A82—-A87)
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Wstep

Kwas retinowy jest regulatorem rozwoju i réznicowania
wielu typéw komorek. Mechanizm, za poSrednictwem
ktérego zwiazek ten wplywa na komoérki, wyjasniono
po wykryciu calej rodziny receptoréw jadrowych, recep-
toréw retinoidéw, ktore reguluja ekspresje wielu genéw
[1-5]. Receptory te wystepuja réwniez w komoérkach
dojrzalej i embrionalnej tkanki nerwowej. Wykazano
miedzy innymi, Ze kwas retinowy stymuluje wzrost wy-
pustek nerwowych, reguluje ekspresje markeréw neu-
ronalnych, a takze hamuje proliferacje komoérek neuro-
blastoma w warunkach hodowli komoérkowej [6-11].

Wlasdciwodci te staly sie podstawa zastosowania go
w onkologii, m.in. w terapii neuroblastoma. Substancja
ta dziala w sposéb zblizony réwniez na komorki wy-
wodzace sie z guza chromochlonnego (pheochromocyto-
ma) szczurzej linii PC12 [12].

Celem pracy bylo zbadanie wplywu kwasu retino-
wego na cechy fenotypowe ludzkich komérek pheochro-
mocytoma w warunkach hodowli pierwotne;j.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na dwéch hodowlach pier-
wotnych wyprowadzonych z ludzkich guzéw pheochro-
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mocytoma. Pacjenci w sposéb $wiadomy wyrazili zgode
na wykorzystanie tkanek do badan. Guzy przeznaczo-
ne do hodowli natychmiast po usunieciu byly umiesz-
czane w sterylnym podlozu RPMI 1640 z dodatkiem
10-procentowej surowicy bydlecej i 1% antybiotykéw
(GIBCO). Nastepnie, pofragmentowang tkanke podda-
no dziataniu kolagenazy typu II (GIBCO) i inkubowa-
no w 37°C w atmosferze z 5-procentowym CO, przez
24 godziny. Po trawieniu enzymatycznym rozproszo-
ne komoérki przeniesiono do butelek hodowlanych
i inkubowano do momentu otrzymania jednolitej
hodowli. Identyfikacje komorek chromochtonnych
przeprowadzono metoda immunohistochemiczna
zwykorzystaniem chromograniny (DAKO) oraz biatka
MAP-2 (Chemicon) jako markeréw komérek neuroendo-
krynnych. Jako markera proliferacji uzyto przeciwciata
Ki67 (DAKO). Detekcje sygnatu przeprowadzono me-
toda peroksydazowa z zastosowaniem diaminobenzy-
dyny jako chromogenu. Wszystkie eksperymenty prze-
prowadzono na komoérkach pochodzacych z 9-10 pa-
sazu. Komérki przeznaczone do badan pod katem pro-
cesu réznicowania przeniesiono na szkietka typu
Chamberslide (Nunc), a nastepnie hodowane w pozyw-
ce RPMI 1640 z dodatkiem 10-procentowej surowicy
bydlecej oraz kwasu retinowego (Sigma) w stezeniu
100 mM przez 3 dni. Oceny fenotypu dokonano
poprzez badanie ekspresji F-aktyny, biatka MAP-2
i chromograniny. Detekcje MAP-2 i chromograniny
przeprowadzono przy uzyciu przeciwcial drugorzedo-
wych skoniugowanych z fluorochromami: anty-mysie
z Alexa488 (zielony) oraz anty-krélicze z Alexa647 (bli-
ski podczerwieni; oba z Molecular Probes), natomiast
obecno$¢ F-aktyny oceniano na podstawie wigzania
falloidyny z TRITC (fluorochrom czerwony; Sigma).
Jadra komérkowe wyznakowano odczynnikiem DAPI
(Vector). Analize immunofluorescencyjna przeprowa-
dzono przy uzyciu mikroskopu konfokalnego TCS SP2
(Leica), wyposazonego w lasery Arg, GeNe oraz Ma-
iTai IRFemto. Analize zmian dtugosci wypustek prze-
prowadzono za pomoca programu MultiScan. Statysty-
ke przeprowadzono na podstawie testu Manna-
-Whitneya.

Wyniki

W warunkach hodowli pierwotnej komérki obu linii
mialy ksztalty nieregularne lub podiuzne, niekiedy
z obecnoscig dos¢ licznych, lecz krétkich wypustek. Wig-
zalo sie to ze stabym wyksztalceniem widkien napreze-
niowych, znakowanych falloidyna (ryc. 1). Komoérki wy-
kazywaly skapa ekspresje markera neuronalnego MAP-2
oraz biatka ziarnistosci wydzielniczych chromograni-
ny (ryc. 2, 3). W hodowli rzadko znajdowano figury po-
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dzialu komérkowego, co potwierdzono barwieniem im-
munohistochemicznym z wykorzystaniem przeciwciala
anty-Ki67 jako markera proliferacji (nie przedstawio-
no).

Traktowanie kwasem retinowym spowodowalo
zwiekszenie zawartosci F-aktyny i jej redystrybucje
w formie widkien naprezeniowych. Znalazlo to od-
zwierciedlenie w zmianie ksztaltu komoérek, ktére
utworzyly wiecej dtuzszych wypustek (ryc. 1). W przy-
padku pierwszego pacjenta przyrost dlugosci wypu-
stek byt istotny statystycznie (p < 0,05; test Manna-
Whitneya). U drugiego pacjenta réwniez zaobserwo-
wano podobna zmiane, jednak réznice nie byly istot-
ne statystycznie. Nie stwierdzono zmian w poziomie
ekspresji markeréw neuroendokrynnych: MAP-2
i chromograniny (ryc. 2, 3).

Dyskusja

Guz chromochionny jest wytwarzajacym katecholaminy
guzem wywodzacym sie z istoty rdzennej nadnercza
oraz zwojow wspdlczulnych. Nie nalezy on do nowo-
tworéw czestych (czestos¢ w populacji wynosi ponizej
0,5%), mimo to stanowi istotny problem kliniczny dla
lekarzy wielu specjalnosci. Pheochromocytoma jest nowo-
tworem skladajacym sie z komoérek o wlasciwosciach
neuroendokrynnych, gromadzacych i wydzielajacych
duze ilosci amin katecholowych: adrenaliny i noradre-
naliny. W niewielkiej liczbie przypadkéw guz moze tez
wydzielaé¢ substancje zblizone budowa do hormonéw
peptydowych lub steroidowych (np. aldosteronu, soma-
tostatyny, ACTH) [13]. Specyficzna czynno$¢ endokryn-
na sprawia, ze dominujacym elementem w obrazie
klinicznym tego nowotworu jest znaczne, niekiedy za-
grazajace zyciu nadci$nienie tetnicze. W wiekszosci
przypadkow, dzieki skutecznemu leczeniu chirurgicz-
nemu, osiaga sie trwale wyleczenie. Jednak, w przypad-
kach zlosliwych (w ktérych powstajg przerzuty odlegle)
rokowanie co do zycia znacznie pogarsza sie — odse-
tek 5-letnich przezy¢ wedlug réznych zrédel wynosi
20-45% [14,15].

Przeprowadzone w ostatnich latach badania gene-
tyczne w znacznym stopniu wyjasnity molekularne pod-
foze powstawania guzéw chromochlonnych. Okazalo
sie, ze w przypadkach guzéw wystepujacych sporadycz-
nie i w zespolach dziedzicznych obecne sa mutacje, kt6-
re dotycza: protoonkogenu RET, genéw supresorowych
VHLiNF-1 oraz genéw zrodziny SDH kodujacych pod-
jednostki kompleksu II mitochondrialnego tahcucha
transportu elektronéw (oksydoreduktazy bursztynian-
ubichinon) [16-18]. Ponadto ustalono, Ze odsetek pacjen-
tow z mutacjami dziedzicznymi jest znacznie wyzszy,
niz dotad przyjmowano, i moze siega¢ nawet 20%.
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Rycina 1. Barwienie immunofluorescencyjne na F-aktyne w komdrkach hodowli pierwotnej wyprowadzonej z pheochromocytoma,
z detekcjg przy uzyciu fluorochromu Alexa555 (czerwony); jgdra komorkowe wyznakowane na niebiesko (DAPI)

Figure 1. Immunofluorescence staining of F-actin in pheochromocytoma cell culture with the use of Alexa555 fluorochrome (red),
additional nuclear staining using DAPI (blue)
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Rycina 2. Barwienie immunofluorescencyjne na chromograning w komorkach hodowli pierwotnej wyprowadzonej z pheochromocytoma,
z detekcjg przy uzyciu fluorochromu Alexa488 (zielony); jgdra komdrkowe wyznakowane na niebiesko (DAPI)

Figure 2. Immunofluorescence staining of chromogranin in pheochromocytoma cell culture with use of Alexa488 fluorochrome (green),
additional nuclear staining using DAPI (blue)
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Rycina 3. Barwienie immunofluorescencyjne na MAP-2 w komdrkach hodowli pierwotnej wyprowadzonej z pheochromocytoma
z detekcjq przy uzyciu fluorochromu Alexa647 (bliski podczerwieni, wizualizacja przy uzyciu pseudokoloru — fioletowy); jgdra komdrkowe

wyznakowane na niebiesko (DAPI)

Figure 3. Immunofluorescence staining of MAP-2 in pheochromocytoma cell culture with use of near-infrared Alexa647 fluorochrome
(pseudocolored magenta), additional nuclear staining using DAPI (blue)

W niniejszej pracy zbadano, czy kwas retinowy,
bedacy znanym modulatorem ekspresji genéw w ko-
morkach wywodzacych sie z grzebienia nerwowego,
moze wplywac na zmiane cech fenotypowych komo-
rek pochodzacych z guza chromochtonnego.

Modelem badawczym uczyniono komoérki pocho-
dzace z hodowli pierwotnych, wyprowadzone z phe-
ochromocytoma usunietych podczas operacji. Wiadomo,
ze kwas retinowy moze indukowac szlaki réznicowa-
nia w komérkach linii ustalonej PC12 (szczurzy model
pheochromocytoma). W perspektywie ewentualnego za-
stosowania klinicznego, znacznie lepszym modelem
wydaja sie by¢ uzywane przez autoréw niniejszej pra-
cy komorki pochodzace z ludzkich guzéw.

Wykazano, ze kwas retinowy wplywa na zmiane
cech fenotypowych ludzkiego pheochromocytoma w kie-
runku dojrzatych komoérek neuroendokrynnych. Obja-
wialo sie to przede wszystkim zmiang ksztattu komo-
rek — doszlo do wzrostu liczby i dlugosci wypustek.
Ten efekt jest zgodny z obserwacjami innych autoréw
dotyczacych wplywu kwasu retinowego na komorki
neuroblastoma [6-11] i teratocarcinoma [19-22]. Podlozem
molekularnym tych zmian bylo zwiekszenie iloSci
F-aktyny i jej redystrybucja w postaci widkien napre-
zeniowych. Jednak szczegély szlaku przekazywania
sygnaléw od receptora jadrowego do elementéw cy-
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toszkieletu pozostaja w sferze spekulacji. Niewykluczo-
ne, ze odbywa sie to przez aktywacje rodziny matych
biatek G: Rho, Rac i CDC42 [23-25].

Mimo ze zaobserwowany efekt wydaje sie wigzac
z uruchomieniem procesu réznicowania pheochromocy-
toma, to jednak z pewnoscig nie jest ono pelne. Dojrze-
wanie komoérek nerwowych/neuroendokrynnych
wigze sie bowiem z wieloma innymi zmianami. Docho-
dzi miedzy innymi do reorganizacji ukladu mikrotubul,
co wykaza¢ mozna barwieniem immunocytochemicznym
na obecno$¢ biatka MAP2, a takze nastepuje zwiekszenie
ekspresji markeréw neuroendokrynnych (i/lub synap-
tycznych), takich jak chromogranina i synaptofizyna.
Zaden z tych parametréw nie ulegat zmianie w ukladzie
do$wiadczalnycm. Z badan innych autoréw wynika, ze
dalszg progresje procesu réznicowania mozna uzyskac
poprzez aktywacje szlaku cAMP/kinaza A [12]. Wplyw
substancji dziatajacych na ten szlak wydaje sie by¢ cieka-
wym zagadnieniem wymagajacym dalszych badan.

Whioski

Kwas retinowy wydaje sie wplywac na niektdre para-
metry fenotypowe ludzkich komérek pheochromocyto-
ma, co czyni go potencjalnym czynnikiem uzywanym
w terapii tego nowotworu.
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