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Roviditések a dolgozatban

AMV-RT: madar mieloblasztos virus reverz transzkriptaz
CB-DMB: 5-(N-4-klorobenzol)aminometan
DAG: diacil-glicerol

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: dimetil-szulfoxid

dNTP: deoxiribonukleozid-5-trifoszfat

DTT: ditiotreitol

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EGTA: etilénglikol-tetraacetat

EdU: 5-etilén-2-deoxiuridin

ER: endoplazmatikus retikulum

FITC: fuorescein izotiocianat

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat dehindrogenaz
HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav
HGM: human gyomor eredetl miofibroblaszt
IP3: inozitol 1,4,5-trifoszfat

PBS: foszfat puffer

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR: reverz-transzkriptaz polimeraz reakcid
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SEM: standard error of mean, az atlag szorasa
SMA: alpha-simaizom aktin

SR: szarkoplazmatikus retikulum

TBE: Tris-Borate-EDTA

TBST: Tris-puffer Saline Tween-20

TEMED: tetrametil-etiléndiamin

TRIS: tris(hidroximetiljaminometan
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Bevezetés

A gasztrointesztindlis daganatok a nemzetkézi és hazai viszonylatban is a rékstatisztikak elsé
helyét foglaljak el. Magyarorszagon az 0sszes rékhaldlozéds egyharmadéért felelések az
emésztészervi rosszindulati daganatok, férfiak és nék egylttes emésztészervi rakhalélozasa
65%-kal tobb mint a tlid6éraké. Az betegség incidenciaja ndvekszik, a mortalitas stagnal, amely a
j6 diagnosztikus arzenal mellett, a folyamat korai felismerésének és/vagy kezelésének még

mindig nem elég effektiv voltéra hivja fel a figyelmet.

Gasztritisz

Gyomor falanak gyulladésos elvaltozasa, ami a gyomor nyélkahartyat is érinti. Két formajat
klonboztetjlk meg: akut és kronikus format. Akut gasztritisz bizonyos ételektdl, bakterialis
fertbzéstdl, nagyfoku stresszt6l alakulhat ki, de allergias eredetii is lehet. Kronikus esetben a
nyalkahartya sorvad, fennall a rosszindulati daganat kialakuldsanak a veszélye, Helicobacter

pylori infekcié kimutathatd a betegek %-nél.

Gyomorrak

1 millié beteget érint évente a vilagon, ebbél 700.000 halélesettel végzddik. Rangsorolasnal a
masodik vezetd oka a rakkal kapcsolatos haldleseteknek. A gyomorrak karcinogenezise egy
tobblépcsds, multifaktoriélis, progressziv folyamat. Szdmos kornyezeti tényezd, mint példaul a
fokozott sdbevitel, epés reflux, N-nitrozo-termékek fogyasztdsa, antioxidansok hianya,
Helicobacter pylori (H. pylori) infekcio, 0sszefliggést mutatnak a karcinogenezis kulonbozd
lépcsbivel. Szamos orszagban, az atlagos populacioban dsszefliggés mutathatd ki a H. pylori
prevalenciaja €s a gyomorrak mortalitasa kozott, amely arra utal, hogy szoros kapcsolat létezik a
H. pylori fertézés és a gyomorrék kozott. Az International Agency for Research on Cancer
(IARC) 1994-ben a H. pylori fertézést elsédleges karcinogénnek nyilvanitotta. Kicsivel késébb a
World Health Organization (WHO) A-osztalyu, evidencian alapuld megfigyelésekre vonatkoztatott

rakkeltdnek nyilvanitotta a H. pylorit ( De Wever, O. et al.).
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Helicobacter pylori: maga a baktérium és a kdrokozocsoport mar tobb mint 100 éve ismert
Marshall és Warren kutatdmunkaja altal. A H. pylori egy Gram-negativ, microaerophil, ivben
enyhén meghajlott vagy spirdlisan csavarodott mozgékony baktérium. Az infekcié mind az
agressziv faktorokat, mind a mucosat védd, defenziv tényezdket befolyésolja. A baktérium a
mucosa felszini nyakjaban kolonizalddik. Szamos enzim termelésére képes, melyek kozll az
uredz a pathomechanizmus egyik meghatéroz6 tényezéje, amely az ureumbdl ammoéniat és
széndioxidot bont, ezzel a savas gyomormilidben a baktérium szaméra sajatos kedvez6é mikro-
mili6 alakul ki. A felszabaduld6 ammonia és a baktériumok altal termelt citotoxinok lokalisan
karositiak az epithelt, illetve a citokinek aktivizaciéja révén humoralis és cellularis
immunfolyamatok kezdddnek, amelyek a mucosa akut, majd krénikus gyulladaséhoz vezetnek.
Ha a pathogenetikai folyamat az egész gyomormucoséra kiterjedt, a kronikus gyulladas atrophia
iranyaba tolddik el, ekkor a sok évtizedes fert6zottség fennallasa utan intestinalis metaplasia,
-dyspalsia, -adenoma szekvencia kdvetkezményeként gyomorcarcinoma kifejlddése lehet a
fertézés kovetkezménye. A kronikus gyulladasos folyamat fenntartasaban a gyomorban H. pylori
infekcié esetén a hamsejteken és a baktériumon kivil a submucosalis sejtek is részt vesznek,
melyek hetero- és autoaktivacios citokin kaszkadok révén inveteraljak a folyamatot ( McCaig

etal.). Ezen sejtek legfébb képviselbje az aktivalodott fibroblaszt, mas néven miofibroblaszt.

Miofibroblasztok

A miofibroblasztok kontraktilis, atmeneti sejtek a fibrocitak és a simaizom sejtek kdz6tt. (1. abra)
A szubephitéliumban lokalizaloédnak az egész gasztrointestinalis traktuson keresztil. (Hinz et al.
2007).

A miofibroblasztokat Gabbiani és munkatéarsai irtak le elészor az 1970-es évek elején (Gabbiani
et al.) Azéta ezek a sejtek a figyelem kdzéppontjaban vannak, mert fontos szerepet jatszanak az
extracellularis matrix kialakitasdban, a morfogenezisben és részt vesznek a gyulladésos
folyamatokban is. Ennek sordn a szoveti regeneracidban és az ephitél sejtek kordli
mikrokérnyezet megvaltoztatdsaban. El6segitik a H. pylori okozta gasztritisz kialakulésat és az
emésztészervi daganatok megjelenését (kronikus gyulladas-metaplasia-dysplasia-adenoma-
kacinoma folyamat). A CAF sejtek (cancer-associated fibroblast), melyek hisztopatholdgiailag
azonosak a miofibroblasztokkal szintén megtalalhatdk a malignus daganatokban. Segitik a

malignus sejteket az angio-neogenezisben, ezaltal a metasztazis képzésében (Hinz et al. 2010).
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Leggyakrabban TGF-B1 segitségével alakulnak &t a szoveti fibrobalsztokbdl. Magas szoveti
TGF-B1 szint esetén, a gyomorrakban szenvedd betegeknél a daganatban el6forduld
miofibroblasztok szaméval egyenes aranyban csokken a betegek tulélése (Hawinkels et al.
2007). Ezek a sejtek aktivan osztédnak és migralnak a daganatban, segitik a ndvekedését, illetve

a metasztatikus sejtfészkek kialakulaséért is felelések (Hawinkels et al.2007).

Az intracellularis szabad Ca2* szint ( [ Ca2* ]i ) kivalo eszkdz arra, hogy fontos sejtélettani
folyamatokat tudjunk tanulményozni, mint példaul a sejtmozgés és a sejtosztodas.

Hipotézisiink az, hogy a plazmamembran fehérje Na*/Ca2* exchangernek (NCX) fontos szerepe
van a [ Ca? ] szabalyozasaban, ezéltal a human gyomor eredeti miofibroblasztok (Human
Gastric Myofibroblast, HGM) funkci6inak befolyasoldsaban. Azonkivil az NCX Ca?* bejuttato
funkcioja sziikséges a des-Arg10-kallidin- és TGFB1 altal stimulalt fibriogenezishez és részt vesz
a miofibroblaszt fenotipus fenntartasaban (Romero et al. 2005).

Az NCX ubiquiter fehérje, melynek harom izoformaja ismert, és funkcidja leginkabb foszforilacid

altal van szabélyozva (Quednau et al. 2004).

MYOFIBROBLAST PROGENITORS

LOCALLY RESIDING MESENCHYMAL CELLS
differentiation

ROTO DIFFERENTIATED

fibroblast MYOFIBROBLAS MYOFIBROBLAST

OTHER LOCAL SOURCES

epithelium

endothelium )
BONE MARROW - MYOFIBROBLAST

- ECM
[ e— P focal
fibrocyte «mm= cell-cell adherens junction
—  Cytoplasmic actin stress fiber

—— o-SMA stress fiber

) 1.abra: A miofibroblasztok differenciaciéja (B. Hinz et al. 2010.)
Atakulhatnak széveti fibroblasztokbdl TGFB1 segitségével, de szarmazhatnak a csontvel6bdl is.
Malignus folyamatokban kizarélag epithel- és endothel sejtekbdl alakulnak ki.
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Célkitizés

Ebben a projektben azt tlztik ki célul, hogy feltérképezzik a HGM sejtek kalcium

homeosztazisat az NCX-re fokuszalva.

Tanulmanyozzuk az NCX és a sejtfunkciok kozotti 6sszefliggéseket migracios és proliferacios

vizsgalatok segitségével.

Megvizsgéliuk az NCX mRNS és fehérie expressziot a human gyomor eredetii

miofibroblasztokban.

Medgfigyeljlik az NCX regulator faktorként vald viselkedését élettani folyamatokban (sejtosztodas,

sejtvandorlas).

Gal Eleonora 2012.
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Anyagok és modszerek

Etikai megfontolasok

A projekt a Szegedi Tudoményegyetem Etikai Bizottsaga altal jovahagyott. Az dsszes beteg
hozzajarulasat (informed consent) adta mintainak (szdvet, sejt) kisérletben valo

felhasznalasahoz.

Betegek, izolacio és a HGM sejtkultura

A kisérletben felhasznalt mintdk gyomor daganatban szenvedd betegekbél szarmaznak, akiket
operéacioval gydgyitottak. A mitéteket a Szegedi Sebészeti Klinikan végezték. A mitét soran
harom-négy centiméterrel a daganat hataratol szovetmintat tavolitottak el a szegélybél. Azonnal a
laboratériumba szallitottak jéghideg médiumban, hogy ezekbdl sejttenyészetet tudjunk létrehozni

(n=3). Két masik sz6vetmintat kadaver donorokbdl vettek. (2. &bra)

\[o) 71 Gyomorrak
Férfi 76 Gyomorrak
Férfi 66 Gyomorrak
NG 42 Szubarachnoidealis vérzés
Férfi 49 Traumas fejsériilés
T: Tumoros beteg K: Kad&ver donor

2.abra: Betegadatok

A kisérletek soran felhasznalt mintak eredete.

Gal Eleonora 2012.
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HGM sejtek izolalasa, a kulturék fenntartasa

A mintéakat tébbszér mostuk, majd 1-2 mm?3 darabokra vagtuk fel. Ezutan 370 C—on tizen6t percig
razo vizflrdébe helyeztlik 1 mM dithiothreitol (DTT) hozzaadasaval. A mosas utan a mintakat
30 percig 370 C fokon inkubaltuk etilén-diamin-tetra ecetsav (EDTA) hozzaadasaval négy
egymast kovetd alkalommal. Majd a sejteket egy-két hétig RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) médiumban neveltiik, amely 10%-ban borjuszérumot, 1% penicillin-streptomicin és
2% antibiotikus-antimiotikus oldatot tartalmazott. Az RPMI tpoldathoz sziikséges alkotoelemek a
Sigma-Adrich-t6l (USA) szarmaznak. A sejtek konfluenssé vallasa utan szélesztettik éket 0,25%
tripszin-EDTA oldattal és DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) tapoldatba kerlltek &t
(Sigma-Adrich, US), amely 4 mM L-glutamint, 10% borjuszérumot, 1% aminosavat, 1% penicillin-
streptomicin és 2% antibiotikus-antimiotikus oldatot tartalmazott. A tapoldat minden 48 6raban
lecseréltik, a sejtek a 10-es passzazs szamig lettek felnasznalva. A sejtek inkubacidja 37° C

fokon tortént, 5% CO2 és 95% levegd dsszetétel mellett inkubatorban.

Modszerek

Immunocitokémia

Uvegaljti petricsészére 7-10.000 sejtet széleszettiink, és éjszakan keresztil regeneralodni
hagytuk Gket. Masnap a sejteket 3,6%-0s paraformaldehiddel fixaltuk 30 percen keresztll, majd
foszfat pufferrel mostuk (PBS) kétszer (Sigma-Adrich, US). A permeabilizaciot PBT oldattal
végeztik, amely PBS-t, 0,2% Ttriton X-100-at és 0,3% proteazmentes szérum albumint
tartalmazott. A permeabilizacio 30 percen keresztll folyt. Ezutan a sejteket PBS-ben feloldott
10% szamér szérummal (Sigma-Adrich, US) inkubaltuk szintén 30 percig. PBS-el kétszeri mosés
kdvetkezett, majd az elsédleges ellenanyag hozzaadasa utan 4% C-on éjszakan at inkubaltuk a

sejteket.
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A kovetkez6 elsédleges ellenanyagokat hasznaltuk:

1. anti-a-simaizom aktin elsédleges ellenanyag tengerimalacban termeltetve (1:100 )
2. anti-vimentin elsédleges ellenanyag egérben termeltetve (1:400)
3. anti-citokeratin elsdleges ellenanyag egérben termeltetve (1:400)
(Dako, Glostrup, Dania) - mindharom elsédleges ellenanyag
4. antiNCX1-, NCX2 elsédleges ellenanyag kecskében termeltetve (1:50)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, US)

A mésodik napon eltavolitottuk az elsddleges ellenanyagokat és a sejteket 0,14 M, 0,5 M,
0,44 M — NaCl oldatokkal mostuk 10 percenként. Ezutdn a HGM sejteket a masodlagos
ellenanyaggal 1 6ran keresztul inkubaltuk. Az ellenanyagok higitasi aranya sajat eredmények

alapjan lett beallitva.

Felhasznalt masodlagos ellenanyagok:

1. FITC anti-tengerimalac mésodlagos ellenanyag (1:400)
2. Texas Red anti-egér masodlagos ellenanyag (1:400)
3. FTIC anti-szamar masodlagos ellenanyag (1:400)
(Dako, Glostrup, Dania) - mindharom masodlagos ellenanyag
Az inkubéci6 utan a sejteket PBS-vel mostuk, majd utolsé lépésként Vectashield (Sigma-Adrich,
US) DAPI-val (Sigma-Adrich, US) torténé lefedés kdvetkezett.

Intracellularis kalcium-koncentracido mérése

A HGM sejteket (5.000, 30.000, 100.000) fedblemezre szélesztettik és egy éjszakan at
inkubaltuk 6ket. IFL (inverted fluorescent light) mikroszkdp (Olympus) segitségével tortént a
sejtek vizsgalata. A sejteket HEPES oldatban 379 C—on, feltoltottlik Ca?* érzékeny fluoreszcens
festékkel (FURA2-AM) egy 6ran keresztil. Ezutan 10 perces mosas kdvetkezett, amely soran
beallt egy allandd festékkoncentracié (steady state). Perfuziéban &ramoltattuk a kilonbozd
oldatokat 6 ml/perc sebességgel a sejtek korll perfuziés kamraban.

Az intracelluléris kalcium-koncentracidban tortént valtozasokat CellR programmal detektaltuk
(Olympus). A HGM sejteket 340 nm és 380 nm hulldmhosszon gerjesztettik. 340/380
fluroreszcens emissziés ratat (F340/F380) 510 nm hullamhosszon mértiik le. A Ca%* mentes
oldatokat 1 mM EGTA-val (Sigma-Adrich, US) egészitettlk ki. (3. abra)

Gal Eleonora 2012.
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130 0 132 0
5 5 5 5
10 0 10 0
1 1 0 0
1 1 1 1
10 10 10 10
140 0 144
10 0 10

3 .abra:; A kisérletekhez felhasznalt oldatok dsszetétele.

RT - PCR

HGM sejtkulturabdl izolaltunk RNS-t Qiagen RNEasy Mini Kit segitségével (Qiagen, Crawly, UK)
a forgalmaz6 cég utmutatdja alapjan. Human vese RNS-t egészséges sebészeti mintabdl
izolaltunk, TRIzol (Sigma-Adrich, US) reagenst hasznélva. Kévetkez6 lépésben az RNS-t atirtuk
cDNS-sé. RNS/ primer annealinget 0,5 ug oligo-dT primerrel végeztik 65° C—on 5 percig. A
hités utan tortént meg a reverz transzkripcié, amelyhez 30 pl mintat hasznaltunk fel, ami
tartalmazza az annealingen atesett RNS/primert, 5X AMV puffert, 1,25 mM dNTP mixet, 20
egység human RNS-az inhibitort, 15 egység AMV-RT-t , végll DEPC kezelt vizzel 30 pl-re
egészitettik ki az elegyet. A reakcié inkubacioja 420 C—on 60 percig tartott. Az enzimek
inaktivacioja 859 C-on tortént 5 percen keresztil. 1 ul cDNS hasznaltunk templatként minden
PCR-hez 25 ul végtérfogatban, amely tartalmazza a master-mixet, 10X Tag-puffert, 10 nM
dNTP-t (mintanként), 2.5 egység Tag-polimerazt (mintanként), DEPC-vel kezelt vizet és 1 uM
NCX primert.

PCR: denaturacié 95° C-on 15 s-ig, annellieng 60° C—on 15 s-ig, polimerizécié 720 C-on 45 s-ig
30 cikluson keresztul. A PCR termékek és a DNS HyperLadderPlus (BioLine, Taunton, USA)
0,8%-0s agar6z gélen futottak, amely 0,005% ethidium-bromidot tartalmazott, Tris-EDTA

pufferben 80V fesziiltségen. A gél el6hivasat a BioRad UV kamraban végeztiik.

Gal Eleonora 2012.
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Migracios vizsgalatok

HGM sejteket (125.000 sejt/lyuk) 6 lyuku lemezre szélesztettlink, és egy éjszakan keresztll
regeneralddni hagytuk. Masnap a konfluens HGM ,monolayer-t” 6vatosan megkarcoltuk k6zépen
P2 tipusu pipetta hegy segitségével. Az egyenes oldalu sebeket hasznaltuk fel a kisérletekhez.
Szérummentes tapoldattal mostuk finoman a sejteket haromszor egymas utdn, majd
megvizsgaltuk a sebeket és lefotoztuk Oket féazis-kontraszt mikroszkdppal (inverted light
microscope). A HGM sejtekhez a reagenseket szérummentes tapoldatban adagoltuk, majd CO-
inkubatorban inkubaltuk 6ket 370 C-on 24 éran at. A migracié kiértékeléséhez leszamoltuk a

sejteket a megadott terlleten 12-24 ora elteltével.

Proliferacios vizsgalatok

HGM sejteket (50.000 sejt) fedélemezre szélesztettilk és egy éjszakan keresztll regeneralédtak.
Majd 30 drds széruméheztetéssel szinkronizaltuk &ket, ezutdn 10 uM Click-iT 5-etinil-2-
deoxyuridint (EdU) adtunk a sejtekhez (Alexa Fluor 488 Imaging Kit, Invitrogen, Oregon, US), egy
éjszakan at inkubaltuk Oket kezeléssel vagy kezelés nélkil. Az inkubacié utan a gyartd cég
protokolljat kovetve fixaltuk és permeabilizaltuk a sejteket, majd detektaltuk az EdU inkorporéaciot.
A sejtmag jelolésére DAPI festéket hasznaltunk. Az EdU pozitiv sejteket altaldban 10-30

latdmezében 30-szoros nagyitason szamoltuk.

Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + atlag szorasa (standard error of mean, S. E. M.) formatumban adtuk meg.
Statisztikai 0sszehasonlitasra a kétmintds prébat, vagy ahol szikséges volt, Bonferroni
utéteszttel kiegészitett Kruskal-Wallis és Wilcoxon tesztet hasznaltunk. p < 0,05 értéket vettiik
szignifikansnak.

n-szam: betegek szdma / fliggetlen kisérletek szama / fliggetlen kisérletenkénti sejtszam.

Gal Eleonora 2012.
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Eredmények

Sejtkulturak immunocitokémiai azonositasa

A tenyésztett sejteket immunocitokémiai vizsgalatoknak vetettlk ald o-SMA és vimentin
ellenanyagokat hasznalva, mivel ezek a specifikus markerei a miofibroblasztoknak. Citokeratin és
dezmin ellenanyagokat az epithel és izomsejtek detektalasara hasznaltuk, mikdzben DAPI-val a
sejtmagokat festettik meg (4. abra). Vimentin (voros) és a-SMA (zold) festédés megerdsitette a

miofibroblasztok jelenlétét.

vimentin

dezmin ’ cvtokeratin

4.abra: Immunocitokémia
Miofibroblaszt sejtek pozitiv festddést mutatnak a-SMA(z6ld) és vimentin(vords) ellenanyag esetében, de citokeratin
és dezmin ellenanyagok alkalmazasa soran nem tapasztaltunk festddést.

Sejtmagokat DAPI-val festettiik meg.
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Spontan kalcium oszcillacio HGM sejtek esetében

FURA2-AM mikrofluorometrias kezelés alatt a sejtek kicsivel tobb, mint fele spontan kalcium
oszillaciot mutatott (50,38 + 4,35%). Kilonbozd sejtszamot figyelembe véve Ujra vizsgaltuk az
oszcillacié mértékét, de nem talaltunk kapcsolatot a sejtszam és az oszcillacié kdzott. Valtozatos
oszcillaciés mintazatot mutattak a kilonbdz6é sejtek, eltéré amplitidéval és frekvenciaval.

A sejtek 1,5-t61 4.0-ig tartd értékben mutattak oszcillacios aktivitast.

(Atlag 1,67 + 62)

A frekvencia értékek 1,3 / perct6l 20 / percig terjedd intervallumba estek.

(Atlag 8,61 £ 0,772/ perc)

Az oszcillacié nem volt szinkronban a szomszédos sejtekkel.

lonmegvonasos-technikat alkalmaztunk az oszcilléld és a nem oszcilldld HGM sejteken.

Az extracellularis térbél valé Ca2* megvonas nincs hatadssal a nem oszcillalo sejtekre, de az
oszcillalo sejtek esetében a Ca?* oszcillacio megsziinését figyelhetjok meg. A Ca?*
visszajuttatasa a rendszerbe az oszcillacio helyreallasdhoz vezet az eredeti mintazat
alapjan. A kisérletek rdmutattak a plazmamembran kalcium csatorna / transzporter fontossagara
(5/A abra).

AL 16 4 A2 1.8~
14 4 14
'; Ca? - mentes Vo ] Ca? -mentes
g '.0 " g ‘.0 b
8 084 2 084 J
: 3 U i
06 08 1 RUSEEET ¥V Iy W §
04 4 04 4
0.2 4 02

5/A. abra :

Az intracellulris Ca2+ koncentraciét FURA2-AM fluoreszcens festék segitségével mértiik az id6
regisztraltuk a Caz+koncentraciét. A bal oszlopban a nem oszcillal6 sejtek talalhaték, amig a jobb
oldalon pedig az oszcillélé sejteket figyelhetjik meg.
n=5/6-10/6-10
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A Na* eltavolitasa szintén megallitia az oszcillaciot és egy magas amplituddju solo kalcium
hullamot (5/B1-B2 &bra) vagy kisebb amplitdddju ismétiédé hullamokat idéz el mindkét tipusban
(5/B3-B4 abra). Ezek a tények vezettek ahhoz, hogy feltételezzik a Na* -fliggd Ca?+ transzport
folyamatokat HGM sejtekben. Bal oszlopban a nem oszcillélé sejtek, jobb oldalon pedig az

oszcillalé sejtek figyelhetdk meg.

Na* -mentes Na‘* -mentes
Bl 16 - RN S 82 164 RN L a2
1.4 4 14 A
(L S
£ £
g 1.0 4 g 1.0 4
g0 g o8 4
S 061 S 06+
S04 4 RS L
0.2 024
5/B1-B2 abra
A ey Na* -mentes B4 1.6 - Na* -mentes
14 4 1.4 4
L] 1.2 4 s 1.2 4
N ‘©
‘E' 1.0 < ‘é 1.0 4
g o2 g o2 .‘_A_MJ\W\'W_A__
g g
S 06 - 2 06 »
S 04 - S 04
0.2 - 024
5/B3-B4 abra

Végul mindkét iont elvontuk a rendszert6l, de ez nem okozott véltozast a nem oszcillalé sejtek
esetében, az oszcillalo sejteknél viszont megallitotta az oszcillaciét. Az oszcillacid tokéletesen

helyreall az ionok rendszerhez val6 visszaadasa utan. (5/C abra).

(l ‘.6 = CZ ‘-G -
1.4 14 4
Na*/ Ca? -mentes

= 1.2 - Na*/ Ca* -mentes ki !
£ 10 SR
S 06 g 06
04 1 04 +

02 - 827

5IC abra
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A kllonbozd Ca?* transzport gatlok hatasanak vizsgéalata a

HGM sejtek kalcium szignaljara

A sejteket HEPES oldattal kezeltik reagensekkel egydtt (CB-DMB, verapamil, és NiCly) vagy
azok nélkul. (6/A. abra)

Elészor a L-tipusu kalcium csatorna blokkold verapamil hatasat teszteltlk a [ Ca?t ]i —ra

vonatkozoan. Azt tapasztaltuk, hogy 10 uM verapamilnak nem volt hatasa a [ Ca?* Ji-ra.

Al 16 - A2 1.6 -

14 - 10 uM verapamil 14 - 10 puM verapamil
RS i 2
=210 e 101
S 081 g 081
§ 0.6 4 b e g 06-

0.4 - 0,4 B

0.2 - 02 -

6/A. abra

Az intracellulris Ca2+ koncentraciét FURA2-AM fluoreszcens festék segitségével mértiik az id6
fuggvényében microfluometriaval. Majd az oldatokhoz kiilénbdzé Ca2+ csatorna inhibitorokat adtunk és
regisztraltuk a valtozasokat. Jobb oszlopban a nem oszcillalo sejtek lathatok, a bal oldalon pedig az
oszcillalok. n=5/4-6/6-1

Kovetkezbleg pan-NCX inhibitort a CB-DMB teszteltik. 1 uM CB-DMB rendszerbe valo

bejuttatasa az intracellularis Ca?* szint csokkenését okozta. A kezelés megsziintetése utana

[ Ca? i visszaallt, de az oszcillacio nem. (6/B. &bra)

B1 1.6 - B2 16 4
1.4 4 1.4 4
1.2 4 1 uM CB-DMB 1.2 4 1 uM CB-DMB
T 1.0 4 = 210
£ £
s 084 S 08
S 06 - S 06 4
3 3
04 ‘W 04 4
0.2 4 0.2

6/B abra
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10 uM CB-DMB jobban csokkentette [ Ca?* i -t az oszcillélé sejtek esetében, de a killdnbség
nem statisztikailag szignifikans (6/C &bra). Az 1 uM vagy a 10 uM koncentréacioban alkalmazott

szelektiv NCX inhibitor CB-DMB alkalmazasa soran a [ Ca2?* ] csOkkenése kozott sincs

szignifikans kulonbség.

C1 161 €2 161

1.4 4 14 -
e 10 uM CB-DMB iy 101 CB-DB
‘é 1.0 4 ‘é 1.0 4
é 0.8 4 s 08 -
§ 0.6 + § 0.6 -

04 <V 04 +

0.2 - 0.2+

6/C abra

Egy masik pan-NCX inhibitort is alkalmaztunk a NiCl, -t. 1 mM a NiCl, (Salic, A et al.)
kismértékben csokkentette a [ Ca?* ] -t egy kicsi tulldvéssel a nem oszcillald sejtek esetén.
Oszcillalo sejtek esetében 1 mM NiCl, megallitotta az oszcill&ciot, de megvonasa a rendszertél a
normal allapot visszatérését idézte elé (6/D abra). Ezek a tények bizonyitjak, hogy a spontan

oszcillaciot az NCX tartja fent.

D1 1861 D2 1.6~
1.2 - o Y

£ 10- £ 104

§ 0.8 4 3 0.8 4

§ o .\\___j\’\m g o

04 - 04 4

02 - 0.2 -

6/D abra
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Az NCX gétlas altal bekdvetkezd sejtmozgas csokkenés

Karc-sebzéses migracidés vizsgalatokat végeztink az el6bb hasznalt inhibitorokkal, hogy
vizsgaljuk azok hatasata HGM sejtek mozgasara. Azt tapasztaltuk, hogy 1 uM CB-DMB és

1 mM NiCl, szignifikdnsan csokkenti a mozgast (28,4 £ 3,9% és 34,3 + 6,6%), amig 10 yM
verapamilnak nem volt szignifikans hatasa a migrald sejtekre vonatkozoan (bazélis viszonyok).
100 ng/ml IGF-ll-vel tortént kezelés kétszeres ndvekedést idézet elé a sejtmozgasban (203,9
1 9,8% a bazélishoz képest). 1 uM CB-DMB és 10 uM verapamil felnasznalasa szignifikdnsan
gétolta a stimulalt migraciét (65,6 + 8,4% és 77,3 £ 9,3%), amig 1 mM NiCl. —os kezelés idézte
el a legerésebb gatlast (7-8. abra).

Magasabb koncentraciéban is akartuk alkalmazni a CB-DMB-t, de a sejtek adherens

tulajdonsagukat elvesztették 1 uM CB-DMB-nél magasabb koncentracid esetén.

Kezelés mentes 1 M CB-DMB 10 uM Verapamil 1mM NiCl.

silezeg

1491 [w/Bu oo}

7.abra: Karc-sebzéses migracios vizsgalatok eredményei.
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250% 1 100 ng/ml IGF-lI
. 200%
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8.abra: Migracios assay Osszesitett eredményei.

Kezelés nélkili EAU pozitiv sejteket (bazalis viszonyok mellett) vettiik 100%-nak.
* jelentése,hogy p<0,05 vs. bazdlis; # jelentése,hogy p>0,05 vs. 100ng/ml IGF-II; n=5/4-5/50-300
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NCX blokkolasa gatolja a proliferaciot

Ezekkel a vizsgalatokkal azt teszteltlik, hogy NCX inhibitoroknak van-e hatasa a sejtosztodasra,
ehhez EdU inkorporacios vizsgalatokat végeztiink, hogy megallapitsuk a proliferacié mértékét
HGM sejtek esetén (9-10. bra). A sejteket CB-DMB-vel, verapamillal és NiCl-vel kezeltik.
100 ng/ml IGF-II alkalmaztunk, hogy proliferaciét stimulaljunk. Azt tapasztaltuk, hogy 1 uM és
2 UM CB-DMB gatolta a sejtosztddast (55,8 £5,5% és 59,2 +6.0 %); 10 uM verapamil
hasznalatakor (68,3 + 4,5%) csokkenést detektaltunk. 1 mM NiCl. alkalmazésa (78,3 + 5,9%)
detektaltuk. 100 ng/ml IGF-Il stimulacid kétszeresére novelte a bazalis proliferacios ratat
(191,3 £ 10,1%). 1 uM CB-DMB kival6an gatolta a sejtosztddast (124,9 + 8,4%), 2 uM CB-DMB
csaknem azonos hatast fejtett ki, mint az el6zé mennyiség (98,8 + 9,9% vagy (124,9 + 8,4%).

10 M verapamilnak erés gatlé hatasa volt a proliferaciora nézve (142.0 + 6,8%), de a
legnagyobb gatlast 1 mM NiClz okozta. (Rovid id6tartalmu kisérleteink soran a NiCl, nem mutatta

a toxikus fém tulajdonsagat.)

sijezeg

1491 1wybugo

kezelés nélkiili 1 pM CB-DMB 2 pM CB-DMB 10 pM Verapamil 1 mM MICl,

9.abra: Proliferaciés assay
EdU inkorporaciés vizsgalatokkal tanulmanyotuk a proliferacié mértékét HGM-sejtek esetében
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10.4bra: Proliferacios vizsgélatok 6sszesitett eredményei

Kezelés nélkiili EAU pozitiv sejteket (bazalis viszonyok mellett) vettiik 100%-nak.
* jelentése,hogy p<0,05 vs. bazdlis; # jelentése,hogy p>0,05 vs. 100ng/ml IGF-II; n=5/2-3/1000
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NCX mRNS expresszidé a HGM sejtekben

RT-PCR-ral a HGM-sejtekbdl szarmazé nukleinsav mintdkkal NCX1 és NCX2 primereket
hasznélva, specifikus primer termékeket kaptunk 231 bp (NCX1) és 237 bp (NXC2) —nal.

A kapott eredmények a vartnak megfeleld bazisparoknal jelentek meg.

NCX1 l NCX2

231bp — «— 237bp

™M T2 KI K2 T™ T2 K1 K2

T: tumoros beteg K: kadaver donor

11.4bra: Reverz-transzkripcids-PCR eredmények
RT-PCR technik&val az NCX1 és NCX2 transzporterek transzkript szinti jelenlétét is igazoltuk.
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NCX immunocitokémia vizsgélata

A HGM sejtek mind festédtek NXC1 és NCX2 specifikus ellenanyaggal. Specifikus ellenanyag

nélkll festédést nem kaptunk.

a) NCX1 b) NCX2

C) No primary antibody

12.abra: Immuncitokémiai mddszerrel azonositottuk a sejtekben az NCX1 és NCX2 transzportereket. A
sejtmagokat DAPI-val festettiik meg.
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NCX immunocitokémia vizsgalata Il.

d) NCX1-DAPI e) NCX1

f) NCX2-DAPI 9) NCX2

13.abra: A specifikus ellenanyaggal festédott HGM sejtek 60X-0s nagyitasban.

Sejtmagokat DAPI-val festettiik meg.
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Osszefoglalas, Konklizio

A humén gyomor eredetii miofibroblasztok funkcionalisan aktiv plazmalemmalis NCX 1-2
szubtipust tartalmaznak, amely intracellularis Ca?* oszcillaciot generalhat. Ezekeben a sejtekben
az NCX és az L-tipusi Ca2* csatornak kardinalis szerepet jatszanak az IGF-Il-re adott motilitasi

és proliferaciés valaszban in vitro.

A kisérletek soran bizonyitottuk, hogy az NCX és az L-tipusu kalcium csatorndk regulator
szerepet toltenek be a humén gyomor eredetli miofibroblasztokban. NCX1 és L-tipusu kalcium
Medgfigyeltik, hogy a HGM sejtek spontan kalcium oszcillaciét mutatnak. Az ionmegvonésos
kisérletek azt bizonyitjdk, hogy az oszcillacio fugg az extracellularis kalcium és natrium
koncentraciotdl, ebbdl adédoan a plazmamembran Na* / Ca?* transzporterek fontos szerepét
igazolja. L-tipust kalcium csatorna blokkolénak (verapamil) nem volt hatasa a kalcium
oszcillaciéra, ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy nem a fesz(ltség-fliggd kation csatornék tartjak
fent az oszcillaciot. Az NCX pén-inhibitor CB-DMB, amely gatolja az NCX forward és reverz
mUikodését, megallitotta az oszcillaciot miutan kimostuk a sejtekbdl. NiClo , amely két vegyeértéki
anion a kalcium szamara, az oszcillacié megsziinését okozta abban az id§ intervallumban
ameddig alkalmaztuk, de a szer kimosasa utan az oszcillacid visszatér. A plazmamembran
kalcium ATPaz (PMCA) nem vesz részt a kélcium oszcillacidban a HGM sejtek esetében (lasd
korabbi eredmények).

Hernandez-SanMiguel és munkatérsai (2006.) azt bizonyitottdk, hogy a mitokondridlis NCX
szabalyozza a citoszolikus Ca?* oszcillaciét Hela sejtek esetében, de ebben az esetben a
sejteket hisztaminin el6kezelésnek vetették ala, hogy oszcillaciot mutassanak. A mi
kisérletinkben viszont azt tapasztaltuk, hogy nem a mitokondridlis NCX generalta az sejtek
oszcillaciéjat, mert a CB-DMB nem gatolta a mitokondridlis NCX mikddését (Secondo et al.
2009).

A kisérletek azt bizonyitjdk, hogy az NCX és L-tipusu kalcium csatornak szlkségesek az IGF-II

Iy

gyogyszerészeti kutatasok alapjaként szolgélhat a jovében.
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