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A daganatos és stroma sejtek kozotti interakciok vizsgalata a gyomorrak kialakulasaban
és progressziéjaban. Klinikai és kisérletes vizsgalatok.

I. év

Az els6 évben a daganatos €s nem daganatos myofibroblasztok kozotti funkciondlis
Osszehasonlitdst végeztiikk. Megvizsgaltuk, hogy a milyen mértékben és milyen kinetikdval
szekretdljak a myofibroblasztok a proliferaciot és migracidt fokozo anyagok (Pl. IGF, MMP)
kivélasztdasat. A 10 onkontrollos (tumoros-nem tumoros) kisérlet egyértelnmiien bizonyitotta,
hogy a nem tumoros eredetii normal myofibroblasztoknak regulalt szekrécidjuk van, melynek
sordn inger hatdsara pulzusszeriien valasztjak ki ezeket az anyagokat, majd a szekréci6
megall. Ezzel szemben a tumoros eredetii myofibroblasztok mar kevésbé differencidltabbak,
ok konstitutiv szekrécidval folyamatosan szekretdljak ezeket az anyagokat, azaz jelentOsen
szerepet jatszanak a tumoros sejtek migracidjaban és proliferacidjaban.

Szintén megvizsgaltuk ezen sejtek sav-bazis transzportereit €s azt tapasztaltuk, hogy a
Natrium-Hidrogén exchanger (NHE)-1 es izoform4janak a gétldsa jelent0sen csokkenti a
migricios és proliferacios aktivitasat a sejteknek ezaltal ezek a transzporterek Uj terdpids
célpontok lehetnek daganatos megbetegedésekben.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a tumoros €s nem tumoros eredeti myofibroblasztok kozott
milyen genetikai valtozdsok vannak. Mutéciot nem, de jelentds epigenetikai eltéréseket
taldltunk.

II. év

Ebben a periédusban karakterizaltuk a myofibroblasztok sav-bdzis transzportereit.
Megallapitottuk, hogy a Natrium-Hidrogén kicserél6 csatorna (NHE) 1-es izoformdja 80%-
ban felelds a H+ sejtbdl torténd kipumpaldsdban. Megéllapitottuk, hogy a tumor eredetii
myofibroblasztok migréacidja €s proliferacidja nagyobb, ami aktivabb NHE1 muikodéssel jar.
Az NHEI csatorna szelektiv gatldsa csokkentette a tumor eredetli myofibroblasztok bazilis
proliferacids és migracios aktivitasat. Kimutattuk, hogy azok az anyagok, amelyek a
migriciot és proliferdciot stimulaljak, fokozzdk az NHE1 aktivitdsat. Az NHE1 amiloriddal
torténd gatlasa viszont csokkenti a migracids és proliferdcids aktivitdsat a sejtnek.
Kisérleteinkkel uj tumor ellenes tiamadaspontot sikeriilt kimutatnunk.

IIL. év

A HGM-ok azonositdsa immunocitokémia eljarassal tortént. A miofibroblasztok pozitiv
festédést mutattak a-smooth muscle actin-ra €s vimentin-re, mig az epitelidlis markerként
hasznélt citokeratin és az izomsejt markerként hasznélt dezmin esetén nem tapasztaltunk
festodést.

A kovetkez0 1€pésben mikrofluorometrids technika felhasznaldsval kimutattuk, hogy a HGM-
ok kezdeti pH-ja 7.09+0.02, ami megegyezik a fibroblasztok és sima izom sejtek kezd6 pH
értékével. Ezt kovetden megvizsgaltuk a sav/bazis iontranszporterek jelenlétét a HGM-ok
membranjan. 3, funkciondlisan aktiv iontranszportert sikeriilt azonositanunk, név szerint, a
Na+/H+ kicserélét (NHE), a Na+/HCO3- kotranszportert (NBC) és a CI-/HCO3- kicserélot
(AE). Az iontranszporterek aktivitdsat az ammonia pulzus technika segitségével becsiiltiik



meg. Az alkal6zisbdl torténd regeneracié mértéke, az AE aktivitdsat, mig az aciddzisbol
torténd regeneracié mértéke, az NHE és NBC aktivitasat tiikrozi HCO3- jelenlétében.

Mivel a legnagyobb aktivitdst a NHE esetében kaptuk a tobdbbiakban ezen iontranszportert
karakterizaltuk. Els0ként megvizsgaltuk mely NHE izoformdk fordulnak el6 a HGM-ban. Az
egyes NHE izoformdk aktivitdsanak a vizsgélata, egy specifikus NHE inhibitor, HOE-642
felhaszndlasaval tortént. A HOE-642 izoforma specifitdsa koncentracio-fiiggd. 1 uM
koncentraciéban csak az NHE1-et, mig 50 uM koncentracioban mind az NHE1-et mind pedig
a 2-0t gétolja. Kisérleteink azt mutattdk, hogy az 6ssz NHE aktivitas koriilbeliil 85%-ért az
NHEI izoforma felelds, koriilbeliil 10%-ért az NHE2 izoforma, mig a maradék aktivitas
egyéb NHE izoformaknak tudhat6 be.

Az NHE-1 jelenlétét mind transzkripciés mind pedig transzlaciés szinten sikeriilt
kimutatnunk, PCR €és western blot technikak felhasznalasval. Ezzel szemben az NHE-2 és -3
izoformak jelenlétét csak mRNS szinten sikeriilt kimutatnunk.

A kovetkez0 1épésben megvizsgéltuk az IGF-II és a carbachol hatdsat az NHE izoformék
aktivitdsdra. Kimutattuk, hogy mind az IGF-II (10 illetve 100 ng/mL) mind pedig a carbachol
(1-1000uM) dézis-fiiggden stimuldlta az NHE-ket.

A HGM-ok migriciéjat mind az IGF-II (100 ng/mL) mind pedig a carbachol stimuldlta. Az
NHEI1 inhibitor, HOE-642 (1 uM) nem befolydsolta a nem stimulalt sejtmigraciot, mig
erdteljesen gatolta a stimuldltat. A proliferacids vizsgalatok azt mutattdk, hogy 100 ng/ml
IGF-II stimuldlta a sejtosztodast, amely 1 uM HOE-642 jelenlétében teljes mértékben
gatlodott. A carbachol nem befolydsolta a HGM-ok proliferdcidjit. Ezen eredményeink azt
sugalljak, hogy az NHE1 izoforma fontos szerepet jatszik az IGF-II- illetve carbachol-
stimuldlt migracidban, valamint az IGF-II-stimulélt proliferdciéban.

IV. év

A HMG-k kontraktilis sejtek, melyek szamos funkcidjuk mellett részt vesznek az
extracellularis matrix képzésében, sebgydgyuldsban, gyulladds folyamatdban ¢és
tumorgenezisben. Mig a sebgydgyuldst migricidés és proliferdcidos képességiik segiti, a
daganatok képzddése sordn az angiogenezisben és attétképzddésben jatszanak fontos szerepet
bioaktiv anyagok szekretdldsdval. Ismeretes, hogy ezen folyamatokban Kkitiintetetten fontos
szabdlyoz6 szerepe van az intracelluldris kalciumnak (Ca®"). Mivel a ndtrium-kalcium
kicserélok (NCX) meghatdroz6 szerepet toltenek be a kontraktilis sejtek (Ca2+)i
homeosztazisdban, igy jelen tanulmanyban célul tiiztik ki a HGM sejtek kalcium
homeosztazisdnak vizsgalatit az NCX-re vonatkozdan, illetve az NCX szerepének vizsgalatat
a HGM sejtek proliferacigjaban, migracidjaban.

Az NCX jelenlétének igazolasara PCR technikat €s immuncitokémids eljarast hasznaltunk. Az
NCX funkciéndlis kimutatdsdhoz a HGM sejtek (Ca’"); és (Na*); szintjét mikrofluorometrids
moédszerekkel, ionelvonasos technikakkal és NCX inhibitorok alkalmazasaval mértiikk. Az
NCX gatlds hatdsat a sejtek proliferacios és migracids folyamataira a purin analég EAdU
inkorporéciods technikdval és a ,,karc sebzéses” sejtvandorlasi vizsgalattal végeztiik.

Az NCX mRNS szinten torténd kifezeddsét PCR technikdval vizsgdltuk, €s kimutattuk az
NCX mindharom izoformdjat (NCX1, NCX2, NCX3). Immuncitokémids eljarassal eddig az
NCXI1 és NCX2 jelenlétét mutattuk ki.

Mikrofluorometrids méréseink sordn a HGM-ek jelentds része (50,38+4,35 %) spontin
kalcium oszcillaciés aktivitdst mutatott. A spontdn oszcillacidkra a fesziiltségfiiggd kalcium
csatorna blokkol6 verapamil és nimodipin nem volt hatdssal. Azonban extracellularis kalcium
és natrium hidnydban az oszilliciok megsziintek, ezéltal bizonyitva egy extracelluldris
natrium és kalcium fiiggd kalcium transzporter jelenlétét és funkciondlis miikodését a HGM
sejteken. A nem oszcillal6 sejteken natrium és kalcium elvondsos technikdkkal a sejten beliili



natrium €s kalcium koncentracié szintén valtoztathaté volt. Ezen mérések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a HGM sejtek natrium és kalcium homeosztizisdban az NCX
meghataroz6 szerepet jatszik. NCX inhibitorok alkalmazdsa nem befolyédsolta a sejtek
intracelluldris natrium szintjét, azonban a kalcium oszcillaciét mutaté sejtekben megsziintette
az oszcillacidkat. A nem specifikus, reverzibilis NiCl, alkalmazasit kovetden az oszcillacidok
visszatértek, azonban a specifikus, irreverzibilis CB-DMB hatdsdra az oszcillaciok az
inhibitor kimosdsa utdn sem jelentek meg. Ezen mérésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
NCX szerepet jatszik a HGM sejtek kalcium homeosztdzisdnak szabdlyozdsdban, valamint
spontdn, nem szinkronizdlt kalcium oszcillaciok létrehozasdban. Ezen tények ismeretében
megvizsgaltuk az egyes NCX gatlészerek jelenlétében a HGM sejtek proliferacios és
migracios képességét. Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy NCX inhibitorok alkalmazasa
szignifikdnsan csokkenti a HGM sejtek mind bazalis, mint insulin-like growth factor I (IGF-
II)-val stimulélt proliferacidjit és migraciodjat.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a NCX-ek fontos szerepet jatszanak a HGM sejtek spontén,
nem szinkronizalt kalcium oszcilliciok kialakitdsaban, kalcium homeosztazisuk
fenntartasaban, tovabba és HGM sejtek fontos funkcidiban, igy azok proliferacigjaban és
migricidjdban. Mivel a myofibroblasztok szerepet jitszanak olyan koérélettani folyamatokban,
mint a kronikus gyulladds €s tumorgenezis, igy felmeriil, hogy az NCX-ek funkci6janak
modositasa potencidlis terdpids hatdssal rendelkezhet hiperproliferativ elvéltozasokban,
azonban ennek eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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