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1. Connexinek és sejtmembran csatornaik felépitése, szabalyozasa és szerepe

A tobbsejtii 1ét alapfeltétele a sejtek kozotti kommunikécio a sejtfunkciok dsszehangolasa
¢s a homeosztazis fenntartasa érdekében. A receceptor-ligand kapcsolatokon alapulo
interakciok az extracellularis tér kozbeiktatasaval, szolubilis novekedési faktorok,
extracellularis matrix komponensek és sejthez kotott ligandok, valamint receptoraik
egymasra hatasaval indukalnak intracellularis adaptacios valaszokat. Ezzel szemben a
metabolikus sejt-sejt kommunikacié an. ,,gap junction” (,rés-kapcsolat”) membran
csatornakon keresztiil az extracellularis tér kizarasaval hoz 1étre kozvetlen citoplazma-
citoplazma kapcsolatot ionok és <1,8 kDa méreti metabolitok (ATP, NAD+,
nukleotidok, aminosavak), morfogének, linearizalt oligopeptidek, masodlagos hirvivok
(CAMP, IP3, Ca*") diffiiziojahoz szomszédos sejtek kozott (1). Gerincesekben a direkt
csatorndkat connexinek, gerinctelenekben innexinek képezik, melyek hasonlo
szerkezetiiek, de szekvencia homologiat nem mutatnak (2). Az innexinekkel homologiat
mutatd sejtmembran csatornak gerincesekben a pannexinek (3), melyek azonban nem
formalnak sejt-sejt kapcsolatokat (4). Mara a connexin csatornak szerepét a
morfogenezistdl, a sejtdifferenciacio, proliferacid és apoptdzis szabalyozasaban, akcids
potencidlok kozvetitésében, a kompartmentélis szovetfunkciok 0Osszehangolasaban,
valamint regeneracidos és patologiai folyamatok széles korében igazoltak (5). A
connexinek és csatornaik alapvetd élettani jelentdségét jelzi, hogy A) az egyedfejlodés
soran mar a 4-sejtes szedercsiraban megjelennek; B) az érett spermium és harantcsikolt
izomrostok kivételével minden magvas sejtben nagy szamban képzddnek; C) az
izotipusoknak altalaban egy-egy kodolo exonbol allo egyszerli génszerkezetiik van; és D)
gerincesekben nagyfoku evolucios konzervaltsagot mutatnak (6, 7).

Az altalanos bevezetében a csatornak legalapvet6bb tulajdonsagait mutatom be, jellemz6
példakkal megvilagitva a rendszer komplexitasat, ami segithet a késobbi fejezetekben

targyalt sajat kutatasok eredményeinek szélesebb korti értelmezésében.

1.1. Connexinek és ,,gap junction” csatornaik molekularis szerkezete

A connexinek tetraspan sejtmembran molekulak, emberben 21, egérben 20 izotipusuk
ismert (8) (1. abra). Az izotipusokat molekula méret, vagy molekularis/evolucios
rokonsaguk szerint (a, B, v, 8, vagy €) nevezziik el, igy a legdsibb ¢és legelterjedtebb 43
kDa-os izotipus a Cx43, ill. GJAL1 (al csalad) azonositét kapta. A connexin-kodolo

gének és az izotipusok el6forduldsat az 1. tablazat foglalja Gssze.
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1. abra. A connexin43 molekula, a connexon félcsatornak és a ,,gap junction” sejtmembran direkt
sejt-sejt kommunikaciés csatornak felépitése. NT: N terminalis, E1 és E2: extracellularis, CL
citoplazmatikus hurok, M1-M4: transzmembran és CT: C-terminalis domének; EC: extracellularis tér, 1. és

s

citoszkeletalis és sejtadhéziés interakciokra alkalmas régio van (a). Hat connexin molekula épit fel egy
connexon félcsatornat, mely kozvetleniil az extracellularis térbe, vagy szomszédos sejtek connexonjaval
Osszeallva teljes csatornaként azok citoplazmai k6zott kozvetit <1.8 kDa méretli metabolitokat, szabalyozo
molekulakat és ionokat. Az Ujonnan képzO6dd (z6ld) csatornak a periférian csatlakoznak a membran
plakkhoz, ahol a dokkolasanal a szomszédos sejtek membran tavolsaga 6tédére csokken. A ,,gap junction”
plakk (nyilhegyek) elektronmikroszképos képe (b), a normal membran tavolsagot nyil jelzi. A csatornak
rendezett aggregatumai (c) a fagyasztva toréses elektronmikroszkopiaval szétvalasztott sejtmembranban. P:
a citoplazma feldli, E: az extracellularis tér feldli felszin. Méretvonal a (b) abran, b:120 nm, c: 80 nm.

A connexin fehérje citoplazmatikus N-terminalis és C-terminalis doménjeit négy
transzmembran (TM) szakasz kapcsolja Ossze, két extracellularis hurokkal a TM1 és
TM2 (E1), illetve a TM3 ¢és TM4 domének kozott (E2), valamint egy intracellularis
hurokkal (CL) a TM2 és TM3 kozott (9). A molekula legvariabilisabb C terminalis
régidja a poszt-transzlacios szabalyozas legfontosabb tamadaspontja. Hat connexin
molekula oligomerizalodik egy félcsatornava (connexon) és két szomszédos sejt
connexonja all O0ssze teljes ,,gap junction” csatornavd. A sejtmembranban sok szdz
csatorna formdz rendezett aggregatumokat, melyek a fizologias direkt sejt-sejt
kommunikaciot kozvetitik. Mindez erételjes adhéziot is feltételez, hiszen a szomszédos
sejtek kiils6 membran tavolsaga ~10 nm-rél az 6tddére csokken. A ,,gap junction” (,,rés-
kapcsolat”) elnevezés is innen ered, a ,tight junction”-0ktdl valo megkiilonboztetésre €s
nem a csatonak lumenére utal (10). A connexin izotipusok nem csak azonos, hanem
tobbnyire a sajat csalddon belill mas izotipusokkal is képezhetnek félcsatornat

(heteromer), illetve teljes (heterotipusos) ,,gap junction” csatornat (11). fgy példaul az o
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alcsoportba tartozo Cx37 vegyes csatornakat képezhet az ugyancsak o Cx40-el (12) és
Cx43-al, de a B csoportos Cx26-al, ill., Cx32-vel nem (12, 13).

1. tablazat. A human connexin géncsalad ¢€s izotipusainak jellemzé szoveti expresszioja
(Sohl és Willecke, 2004, valamint Bendner és mtsai, 2012; munkdi alapjan)

Gén Név Gén Gyakori el6fordulas
szimbdélum (molekula tomeg) lokalizacio
GJAL Cx43 6022.31 myocardium, osteoblast, cholagiocyta
(o csalad)
GJA3 Cx46 13912.11 szemlencse (rost sejtek)
GJA4 Cx37 1p35.1 endothel, petesejt, granulosa sejt
GJAS Cx40 1921.2 pitvari myocardium, endothel
GJA8 Cx50 1921.1 szemlencse (epithelialis és rost sejtek)
GJA9 Cx59 1p34
GJA10 Cx62 6915 retina és kdzponti idegrenszeri idegsejtek
GJB1 Cx32 X0g13.1 Schwann sejt, hepatocyta, vese ham
(B csalad)
GJB2 Cx26 13g11-g12 hepatocyta, epidermis, vese ham, cochlea
GJB3 Cx31 1p34 epidermis, placenta
GJB4 Cx30.3 1p35-p34 epidermis, veseham
GJB5 Cx31.1 1p34.3 here, epidermis
GJB6 Cx30 13q12 epidermis
GJB7 Cx25 6915
GJC1 Cx45 17921.31 idegsejt, sziv ingerképz6 nodulusai
(y csalad)
GJC2 Cx47 1941-g42 oligodendrocyta
GJC3 Cx30.2/Cx31.3 7022.1 Leydig sejtek, sziv ingervezetd sejtek
(mCx29)*
GJD2 Cx36 15q13.1 retina és kdzponti idegrenszeri idegsejtek
(8 csalad)
GJD3 Cx31.9 (mCx30.2)* 17g21.1 pancreas
GJD4 Cx40.1 (mCx39)* 10p11.22 harantcsikolt izom
GJE1 Cx23 6024.1

(g izotipus)

*: egér connexinek, ahol eltérnek a humantol

Minden sejttipusra jellemzé két vagy tobb connexin izotipus expresszidja, ahol
aranyuktol fiigg a potencialis homo- ill. heteromer oligomerizacié mértéke. A szivpitvari
myocarciumban a Cx40 és Cx43 egyiittesen fejezddik ki és formal heteromer csatornakat

IS (14), ami a CT régiok interakcioi révén fokozza a csatornak pH érzékenységét (15, 16).


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4274
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4277
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4278
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4279
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4281
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=19155
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=16995
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4283
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4284
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4285
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4286
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4287
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4288
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=16690
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4280
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=17494
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=17495
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=19154
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=19147
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=23296
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=33251
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Bar in vivo még kevés vegyes csatorna l1étezését bizonyitottak (17), a 21 izotipus eltérd
ionszelektivitasu és permeabilitasut homogén csatornai mellett az izotipusok kombinacioi

a sejtfunkciok finomhangolasanak széleskorti lehetdségeit kinaljak.

1.2. A connexin csatornak szelektiv ateresztoképessége

A csatornak miikodése szelektiv fesziiltség és kémiai szabalyozas alatt all (18). A legtobb
tanulmanyozott homomer Cx26, Cx32, és Cx43, valamint heteromer Cx26/Cx30, ill.
Cx26/Cx32 csatorna atereszt6 olyan masodlagos hirvivokre és metabolitokra mint a ca®
ionok, adenozin trifoszfat (ATP), adenozin difoszfat (ADP), ciklikus adenozin
monofoszfat (cCAMP), inozitol trifoszfat (IP3), glutamat és glutation, de eltéré mértékben.
Példaul a Cx43 csatornak ATP ateresztéképessége 100-300-szor meghaladja a Cx32
izotipusét, de glutamatra, glutationra, vagy ADP-re annak ,,csak” 10-20 szorosa, mig a
Cx32 adenozin szelektivitasa 10x nagyobb a Cx43 csatornakénal (19). A csatornak
ionszelektivitsa is eltér, pl. a Cx26 csatornék alacsonyabb Ca®* koncentracional zarnak,
mint a Cx43 csatornak (0.5, ill. 1.8 mmol/l) (20), a Cx32 csatornak mérsékelt anion
preferenciat, mig a Cx40, ill. Cx43 erds kation preferenciajat mutatnak (21-23).

A csatornaszelektivitas fizioldgiai jelentdéségét a connexin izotipus cserével jard egér
kisérletek is alatimasztjak. A Cx43 izotipus cseréje Cx26-ra, vagy Cx31-re anatdémiai és
funkcionalis defektusokkal jart (elobbi a reproduktiv funkciok ¢és a szivkamrai
ingervezetés zavarahoz, utobbi a jobbkamrai kidramlast gatlo malformaciohoz vezetett)
(24, 25), mig a Cx32 cseréje Cx40-re nem jart jelentds élettani valtozassal (26). A cserék
kovetkezménye azonban szovetfliggd. Az idegi Cx45 cseréje Cx36-ra nem befolyésolta a
retina neuronok ingervezetését, azonban ha szivben vagy embrionalis dssejtekben tortént,
akkor cardialis hyretrophia, vezetési rendellenességek, ill. embrionalis halal kovetkezett

be, hiszen a Cx45 az ingerképzé rendszer kizarolagos izotipusa (27).

1.3. A connexin csatornafunkciék szabalyozasa

A csatornafunkcidkat a csatorndk szdma, a nyitott allapotuk valdszinlisége, valamint
izotipus Osszetételtdl filiggd metabolit permeabilitdsa és ion szelektivitdsa (,,perm-
selectivity”’) hatarozza meg (28). A csatornak aktivitasa (nyitds-zaras dinamikaja)
fesziiltség, pH, foszforilaci6 és fehérje interakcidk altal szigortan szabalyozott. A
leginkabb tanulmanyozott Cx43 csatornak neutralis pH-n (pH 7,2) nyitottak (29).
Csokkend intracellularis pH zarja a Cx26, Cx32, Cx43 és Cx46 (1) csatornakat, csaktgy,

mint az emelkedd intracellularis Ca®* ion szint (30). Utobbi mechanizmus példaul
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gatolja, hogy az apototikus sejtek a kapcsolt sejteket is elpusztitsak. A leggyorsabb
adaptaciot a transzjunkcionalis fesziiltség (Vj:a két citoplazma kozott), valamivel
lassabbat a transzmembran (Vm) fesziiltség altali szabalyozas tesz lehetévé (31). Ezt
kovetik sebességben a csatornafehérje poszt-transzlacios modositasai, példaul a CT régio
foszforilacidja, a csatorndk lebomldsa és tUjra hasznosulasa, végil az Uj csatornak
képzddése (transzkripcid és transzlacio).

Célzott mutacios kisérletekkel kimutattak, hogy a Cx43 csatornakat a CT régid és a CL
hurok interakcidja, golyé és lanc modell szerint zarja (32). Cx26 esetében az N terminalis
és a TM1 régi6 egymasra hatasa jatszik hasonld szerepet (33). A fesziiltség szabalyozas
szempontjabol az NT szakasz terminalis régioja is fontos, ami Cx26, Cx30 és Cx46 estén
negativ toltés, igy a csatornak pozitiv intracellularis toltésnél zarnak (31). A kémiai és a
fesziiltség szabalyozas atfed, hiszen a CT csonkolt Cx43 csatornak, mind az alacsony

pH-ra, mind a fesziiltségre érzéketlenné valnak (34).

1.4. A connexin transzkripcié és transzlicio genetikai és epigenetikai szabalyozasa
A ,.gap junction” aggregatumok méretét (a connexonok mennyiségét) a transzkripcio és
transzlacié mértéke, valamint a traszport és lebomlasi folyamatok (poszt-transzlacios
interakciok) szabjak meg (1). A connexin gének szelektiv atirasat az eltér6 5’UTR
promoter régidikhoz kotédd altalanos és szovetspecifikus transzkripcios faktorok és
represszorok hatarozzak meg (35). Példaul, Cx32 esetében hepatocytakban a GJIB1 gén
promoter régidhoz a hepatocyta nuklearis faktor-1 (36), mig Schwann sejtekben a Sox-10
transzkripcios faktor kotédik és indukal génatirast (37). Szivizomban a pitvari
myocardiumban Cx40 és Cx43 egyiittesen fejez0dik ki, mig a kamrdkban csak Cx43
(38). A Cx40 kifejez6dést a szivspecifikus Tbx5 (39) és GATA4 (40), illetve az altalanos
transzkripcios faktor Spl, vezérlik (41). Kéthetes embrio szivkamrajaban a Cx40 még
kimutathat6, késobbi eltinéséért a kamrakbol a HRT2 transzkripcids represszor felelds,
mely korlatozza a Thx5 (42) és GATA4 képzodését (40).

A connexin kifejez6dést epigenetikai faktorok is befolyasoljak. Hiszton acetilacio lazitja
kromatin struktarat, ami segiti a génatirast. Az acetilaciot hiszton acetiltranszferazok
(HAT) tamogatjak, hiszton deacetilazok (HDAC) pedig csokkentik. Mind a fokozott
HAT aktivacié (43), mind a gatolt HDAC enzim szerepért igazoltak példaul a Cx43 (44),
és Cx32 fokozott kifejezodésében (45). A gének metilacioja fontos szerepet jatszik a
connexinek differencialt képzédésében. Cholangiocytakban, ahol Cx43 fejezddik ki a

Cx32 gén promotere metilalt, mig hepatocytakban ahol a Cx32 és Cx26 termelddik, ott a
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crer

target RNS 3’-UTR régidjahoz kotve, ahol a Cx36, Cx43 és Cx45 géneknél szamos
kotohelyet azonositottak (47). Harantcsikolt izom regeneracioban a myoblastok
fazidjakor a Cx43 gyors csokkenéséért a miR-1 és a miR-206 feliilregulacidja felel6s
(48, 49). Osteoblastokban viszont, ahol az osteocyta éréshez sziikség van Cx43
csatornakra, a mMIR-206 korosan csokkenti a Cx43 szintet és gatolja a
csontdifferencialodast (50).

1.5. Connexinek életciklusa: dsszeszerelodés, szallitas, lebomlas és ujrahasznositas
A connexinek gyorsan és dinamikusan keletkeznek, fél-életidejiik, rovid, a Cx43
esetében csak ~1,5 oOra, ami gyors adaptacioés valaszokat tesz lehetévé (51). Az
endoplazmas retikulumban (ER) veszik fel érett konformaciojukat, innen COPII fedett
transzport vezikulakkal keriilnek a Golgi rendszerbe, ahol connexon félcsatornakka
oligomerizalodnak (52). Egyesek szerint a Cx26 kikeriili a Golgi-komplexet, a Cx46
pedig a monomerként van jelen ott is (53, 54). Magas a Cx26, Cx32, vagy Cx43
expresszional jelentds mennyiségii oligomer képzddhet az ER-ben is (55). A connexin
sejtmembranba szallitasa szekretoros vezikulakban az Arfl GTPaz tamogatasaval a
mikrotubulusok mentén torténik, igy intakt -citoszkeletont igényel (56). Az 1j
connexonok a sejtmembran ,,gap junction” plakkok periféridjara épiilnek be (57). A
beépiilt Cx43 csatornak enyhe detergens rezisztenciaja és P2 foszforilacios allapota
kommunikaci6 képességiik jellemzdje (58, 59).

A ,gap junction” plakkok internalizaciojakor, clatrin-fiiggé endocitézissal dupla
sejtmembranba csomagolt, teljes csatorndkat magukban foglaldo vezikuldk un.
connexosomak fiizédnek le (60). Novekedési faktorok, igy az epidermalis novekedési
faktor (EGF) (61), a tumor promoter forbol észter (TPA) (62), a carcinogén DDT (diklor-
ubiquitinacio és endocitdzis indukalasaval (63). Ezek a megfigyelések is tamogatjak a
connexin csatorna deregulacio feltételezett szerepét a daganatképzddésben. A connexinek
lizoszomalis degradacidja monoubiquitinalas, mig proteaszomalis degradacidja
poliubiquitinalas utan torténik (64). A connexinek egy része Ujrahasznosul, vagyis az
internalizalt csatornak rab4 és rabl1 kozvetitéssel visszajuthatnak a plazmamembranba
(65). Ez a mechanizmus a ciklusban levd proliferald sejtekben alapvetéen fontos a

mitozis telofazisaban a kommunikacié azonnali helyreallitasahoz (66).
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1.6. A connexinek poszt-transzlaciés modositasa

A connexinek foszforilacidja, ubiquitinacidja, acetilacioja, metilacidja, oxidacioja,
deaminacidja és glutamat karboxilacidja befolyasolja mind a csatornafunkciokat, mind a
connexinek életciklusat, az 6sszeszerelodéstol a szallitason, membran stabilizacion at a
degradacioig (67, 68). Leggyakoribb a connexinek foszforilacioja CT doménen, kivéve a
Cx26-ot, ahol ez a szakasz nagyon rovid. A Cx43 esetében altalaban egy nem foszforilalt
(P0) és két lassabban vandorl6 (P1 és P2) foszforilalt forma mutathat6 ki (69).

A Cx43 CT région 21 foszforilacios hely van (1. abra), ezek els6sorban szerin
célpontok, de a tirozin Tyr247 és Tyr265, valamint a treonin foszforilacio szerepét is
leirtak (70, 71). Myocardiumban a Cx43 CT régio disztalis szakaszanak TPA indukalta
Ser368 foszforilacigja protein kindz C (PKC) altal csokkenti a Cx43 csatorndk
ateresztoképességét (72), mig ischemia defoszforilaciot és a csatornak internalizaciojat
kivaltva mérsékli a kozvetlen ingeriilet atvitelt (73). A Cx40 defoszforilacidja a
mikrovaszkularis endothel sejtek szétkapcsolasanak fontos mechanizmusa szepszis soran,
ami protein kinaz A (PKA) aktivalassal gatolhato (74).

helyet, az NT, CT és CL régiokban pedig 5 hasitasi helyet azonositottak (75). A Cx26 és
Cx32 csatornak funkciondlis szabalyozdsaban a foszforilacion kiviil karboxilacios és

hidroxilacios modositasok is részt vesznek (76).

1.7.  Connexon félcsatornak és csatronafiiggetlen interakciok

A connexon félcsatornak (,,hemichanel”) parakrin szignalokat (CAMP, ATP, Ca2+) IS
kozvetithetnek az extracellularis térbe teljes csatornak nélkiil (77) és a connexin fehérje
specifikus interakciokban is részt vesz mas fehérjékkel (78). Tehat funkcionald connexin
molekulak a sejtek citoplazmajaban és szabadon allo sejtek membranjaban is talalhatok.
A félcsatorndk szerepet jatszanak a sejtek kozotti Ca** hullamok propagalasaban, példaul
astrocytakban (79), osteoblastokban és osteoclastokban (80).

A biszfoszfonat (alendronat) a connexon félcsatornak nyitasaval gatolja az osteoblastok
és osteocytak apotozisat, de az osteaclastokét nem, ami osteolitikus oriassejtes
csonttumor (GCTB), illetve daganat csontattétek kezelésében hasznosithaté (81). A
hatast az extracellularis szignal-fliggé kinazok ERK/MAPK (extracellularis szignal
szabalyozott kindz/mitogen-aktivalt protein kindz) és Src aktivalas kozvetitik, mig

connexon csatornagatlok felfiiggesztik (82).



dc_1060 45

A connexinekkel specifikus intracitoplazmatikus interakciokat kialakité kozel félszaz
fehérjét ,,gap junction proteome”-ként emlitik (78). Az elsésorban CT régiot érintd
kolcsénhatasok csatornafiiggetlen funkciokat is, pl. csatornafliggetlen proliferacio gatlas,
is tamogatnak (83). Az interakcidkban részt vesznek protein kinazok (PKA, PKC,
MAPK, Akt), citoszkeletalis fehérjék (actin, spectrin, b-catenin, és tubulin) sejtadhéziot
kozvetitd fehérjék (zonula occludens-1 és -2: ZO-1, ZO-2; claudinok és cadherinekkel)
(84); intracellularis transzport fehérjék (caveolin 1 és 2, Rab20), valamint novekedés-

szabalyoz6 és onkogén fehérjék (NOV, CIP75, CIP85, c-Src és DIghl) (78).

1.8. A connexin direkt sejt-sejt kommunikacié fiziologiai és patologiai szerepe

A connexin csatornak elterjedtsége €s a kdzvetitett molekuldk valtozatossdga magyarazza
sz€leskorii élettani  szerepliket, amire mutacioik okozta, nem-daganatos, tobbnyire
dominansan 6rokl6d6 korképek és célzott génmanipulacios kisérletek is utalnak (85, 86).
Connexin génmutdciohoz tarsulo betegségek. A Cx43/GJAL mutacioi oculodentodigitalis
dysplasia (ODDD) néven ismert komplex fejlédési rendellenességet is okozzak, ami a
csontfejlédés zavaraval (craniofacialis malformaciok, mikrooftalmia, mikrodontia)
végtag deformitasokkal (syndactilia) és neuroldgiai diszfunkciokkal (ataxia, vizelet- és
széklettartasi zavarok) jar (87, 88). A Cx46/GJA3 és Cx50/GJAS alapvetd avaszkularis
szovetek, igy a szemlencse tdpanyagellatasaban és adaptacios szignalok kozvetitésében.
A GJA3, illetve a GJA8 gén mutacioi kongenitélis, zolularis homallyal jard familidris
katarakta kialakulasahoz vezetnek (89, 90). Az X kromoszomahoz kotott progressziv
demielinizacioval jar6 motoros és szenzoros neuropatia, a Charcot-Marie-Tooth (CMTX)
betegség hatterében a Cx32/GJB1 gén mutacioi allnak, ami a Schwann-sejtek
tapanyagellatasat, igy az ellatott periférias idegeket karositja (91). A Cx47/GJA12
mutacioja kozponti idegrendszer hipomielinizacidjat és fehérallomany progressziv
mentalis leépiiléssel jar. A connexin csatorndk fontos szerepet jatszanak belsd fiilben a
cochlea K* ion aramlasaban, igy az o6rdklott neuroszenzoros siiketség kozel 50%
elsdsorban a Cx26/GJB2, kisebb mértékben a Cx30/GJB6, Cx31GJB3, Cx32/GIB1,
képeznek az epidermis keratinocytai is (Cx26/GJB2, Cx30/GJB6, Cx30.3/GJBA4,
Cx31/GJB3, Cx43/GJA1), melyek mutacioi elégtelen barrier funkciokkal jaré hiper-
proliferativ epidermalis korképekkel jarnak, akar hallaskarosodassal is kombinalva (88).

A connexin csatornak ismertebb élettani funkcioi. A sziv ingerképzd és vezetd
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rendszerében ¢és a miikkddé myocardiumban az akcidés potencidl gyors és szinkron
terjedésében a Cx45, Cx43 és Cx40 csatorndk szerepe (,,low resistance pathway”) régota
ismert (38). Az emberi Cx43 mutaciok szivfejlodési rendellenességekhez (94), mig a
csatornak koros eloszlasa aritmiakhoz vezetnek (95, 96).

Azonban a ,,gap junction” csatornak az akut sejtkarosodas metabolitjait is kozvetitik,
példaul akut ischemia és infarktus soran szivizomban (,,spreading depression”). Ezért
kisérletes modellben a kommunikacioés kapcsolatok gatlasaval az infarktus méretét is
mérsékelni lehet (97). A karos metabolitok kozvetitése az un. ,bystander” daganat-
pusztitd kezelésre is kihasznalhat6. Daganatokban retrovirus vektorral indukalt hepres
simplex timidin kindz expresszid6 a sejtek pusztuldsdhoz vezet nukleozid analdg
ganciclovir kezelés hatasara (98). Timidin kindzzal és Cx43 cDNS-sel kett6sen
transzfektalt HELA sejteket timidin kindz negativ, de Cx43 pozitiv HELA sejtekkel
tenyésztve, ganciclovir kezelésre a teljes populacid elpusztul, igazolva, hogy a
,bystander” sejtolést a kommunikacios csatornak képesek kozvetiteni (99).

Petesejtek meiotikus profazisban tartasaért ovulavioig a granulosa sejteket 6sszekapcsold
Cx43 ¢és a granulosa sejtekb6l Cx37 csatornakon a petesejtbe atjutd6 cGMP felelds, ezért
Cx37/GJA4 gén ablacioja terméketlenséghez vezet (100, 101). Osztrogének fokozzak,
progeszteron csokkenti a Cx43 szintet és csatorna funkciokat (102, 103). A Cx43
csatornak sziilés soran a myometrium kontrakciokat koordinaljak (104).

A connexin csatornak magasabbrendii koordinacids szerepét az érzelmi memoria
kialakitasaban bizonyitottak. Az idegi Cx36 izotipusu csatornak farmakologiai
blokkolasa szignifikansan gatolta patkanyok pavlovi-reflexen alapuld félelemtanulasi

crer

interneuron halézatan (105).

1.9. Connexin csatornak regeneraciés folyamatokban

A leginkabb tanulmanyozott borsebek gyogyuldsat komplex és differencialt connexin
kifejezddés kiséri. Az epidermisben szamos connexin izotipus (Cx26, 30, 30.3, 31, 31.1,
32, 37, 40, 43 és 45) talalhato (106), melyek fontos szerepét a normal barrier funkciok
kialakitasaban a connexin génmutaciokhoz tarsult 6roklott borelvaltozasok is jelzik (88).
Hasonloan a psoriasishoz, az érett barrier funkciokhoz elengedhetetlen Kruppel-szeri
és a borsebek elégtelen regeneracioja kiséri (107). Sebgyogyulasi modellekben a

gyulladas jelentés Cx43 szintemelkedéssel jar a granulaciés szovet gyulladasos
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sejtjeiben, fibroblastokban ¢s epidermalis keratinocytakban. Ezért a Cx43 csatornak
antiszenz oligonukleotiddal torténd szelektiv gatlasaval a sebgyogyulas felgyorsithato és
a hegesedés mérsékelhetd (108), ami a kozmetoldgiai jelentéségén til a nehezen
gyogyuld diabetikus labszarfekélyek kezelésében is komoly lehetéséget hordoz (106).
Hasonl6 alapon, a Cx43 transzlacio lokalis gatlasaval mérsékelhetd az égési sériilések

kiterjedése (109), és hatékonyabb a genrincveld kompressziot kovetd regeneracio (110).

1.10. Connexin csatornak daganatokban

Connexin mutaciokat eddig malignus daganatokban nem igazoltak. A connexin
expresszid és kommunikacio gyakori csokkenése, vagy elvesztése daganatokban azonban
mar koran felvetette szerepiiket a carcinogenezisben (111). Kés6ébb szamos kisérletben
igazoltak a connexinek tumor novekedés gatld hatasat (112-114). A kémiai tumor
promoterek (pl. TPA, DDT) és onkogén hatas (pl. ras, raf, src) is gatoljak a connexin
sejt-sejt kommunikaciot, mig az onoszuppresszor gének aktivalasa ellenkezé hatasu,
csakligy, mint az ismert tumorgatl6 retinoid kezelésé (115, 116).

Connexin deficiens transzgenikus egek fokozott daganatképzddési hajlama is ezt a
nézetet tamogatta (117). Cx32 hianyos egerekben az indukalt hepatocellularis carcinoma
(118), Cx43 hianyos egerekben pedig a tiiddcarcinoma gyakorisaga emelkedett (119). A
Cx csatorndk tumorgatld hatdsa gyakran a sejtciklus szabéalyozads elemein keresztiil
érvényesiil. A Cx43 génexpresszid feliilregulacidja osteosarcoma sejtekben differencial-
tabb fenotipussal és emelkedé ciklin dependens kinaz ihibitor (p27"*™) szinttel jart (120),
hepatocellularis carcinomaban pedig mérsékeltebb proliferaciot és ciklin D1 szintet
eredményezett (121). Ektopids Cx43 expresszio a kommunikacio helyreallitasa mellett
szignifikdnsan gatolta az invaziv melanoma in vivo ndvekedését (122). A hasonlo
hisztogenzisli, de elétd fenotipusi daganatok connexin szintje eltérd lehet, igy az
epidermis bazalis sejtes carcinomdjaban szignifikdnsan magasabb Cx43 szint mérhetd,
mint laphamrakban (123). Igazoltak azt is, hogy a tumorszupressziv szerep nem mindig
kothetd membran csatornakhoz (124). Késobb azonban leirtak a Cx43-feliilregulalt
glioma sejtek invazivitasanak fokozodasat; melanoma, emldcarcinoma és glioma attéti
tumorinvaziot kiséré diapedezise soran a daganatsejtek és endothel sejtek kozotti
connexin kommunikaciot (125, 126), valamint attéti lokalizacioban a connexinek re-
expresszidjat (117). Tehat a connexinek és membran csatornaik szerepe daganatokban
kontextus fliggd, amit befolyasol a csatornak és a daganat tipusa és a daganatprogresszio

mérteke.
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2. Célkitiizések

Vizsgalataink kezdetén, a 1990-es évek kozepén, publikalt eredmények a connexin
csatornakrol és lehetséges szerepiikr6l a csontvel6ben és az immunrendszerben alig vagy
egyaltalan nem voltak. A késébbiek soran is csak részleges adatok voltak elérhetdk a
csatornakrol regeneracios folyamatokban és daganatokban. A connexin csatornak
szisztémas in situ tanulmanyozasat nchezitette gyakran szubmikroszkopos (0,5-1 pm)
méretiik, az elektronmikroszkopos technikak technologia igénye, mintaik vizsgalati
orientacioigénye és nagyon korlatozott mérete, valamint az archivalt szoveteken miikodo
specifikus antitestek hianya. Az ultratrukturalis modszerek kezdeti alkalmazasa utan a Kis
csatornaméret miatt nagyfelbontasti fluoreszcens modszerek alkalmaztunk, kezdetben
hazilag készitett kés6bb kereskedelmi antitestekkel. A konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszkdpia mellett, tobbsiku és tobbcsatonds fluoreszcens digitalis mikroszkopia és a
szoveti multiblokk (,,tissue microarray” — TMA) moddszer kombinaladsaval nagyszamu
minta permanens jeleit tudtuk a teljes metszet vastagsagaban, nagy optikai felbontas
mellett, akar automatizalt képanalizissel is tanulmanyozni. Vizsgalt rendszereinkben
allatkisérletekkel, sejt ¢és génmanipulacidos tesztekkel, a csatorndk metabolit
permeabilitasat jelzo festék-transzfer kisérletekkel, valamint klinikai végpont-analizis
korrelaciok kutatadsaval, torekedtiink a struktira ¢és a funkcid kapcsolatdnak

megismerésére is.

A disszertacié célkitiizései az alabbiak:

A connexinek és ,,gap junction” csatornaik el6fordulasanak és szerepének vizsgalata:
1. Csontveldben, a vérképzésben és leukémidkban,;

2. Masodlagos immunszervekben kiilonds tekintettel a csiracentrumra;

3. Lézer ablaciot kdvetd cornea regeneracid soran;

4. Harantcsikolt izomdifferencialodas €s regeneracio soran;

5. Az oriassejtes csonttumor progresszidjaban; valamint

6. Normal emldszovetben és emldcarcinomak progresszidjaban.
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3. Modszerek
A tobb fejezetben ismétldodé modszereket ebben az 4altalinos moddszertani részben

mutatom be, tovabbi specifikus részletek az adott fejelzetben talalhatok.

Reagensek
tablazat foglalja 0ssze. Az egyéb reagenseknél, ahol a disszertacioban mas jelzés nem

szerepel ott minden reagens a Sigma-Aldrich cégtdl szarmazott (St. Louis, MO, USA).

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai reakciok az alabbiak szerint zajlottak. A 10%-0s formalinban
rogzitett, majd paraffinba agyazott szovetekbdl, adhézids tagylemezre (1%-0S 3-
aminopropil-trietoxiszilannal bevont, vagy SuperFrost Ultra Plus, Thermo-Fischer,
Waltham, MA, USA) felvett, 3-5 um vastag metszeteket xilolban, majd leszallo
alkoholsorban deparaffinaltuk. Az antigének feltarasat 0.1 M-o0s pH 6.0-0s citromsav/Na-
citrat pufferben; 0,01 M Tris és 0.001 M EDTA pH 9.0-es elegyében, vagy pH 6.1-es
kereskedelmi antigénfeltar6 pufferben (TRS, Dako, Glostrup, Dania) végeztiik (127). A
metszeteket metanolban higitott 1%-os hidrogénperoxiddal, majd 1% marha szérum
albumint (BSA), 0.1 % Na-azidot és 0.05% Tween-20 detergenst tartalmazé TBS-ben
(TBST) 15 percig elokezeltiik. A 2. tablazat a disszertacioban alkalmazott connexin
¢és alkalmazasi koriilményeit foglalja 0ssze. A feltiintetett antitesthigitdsok éjszakan at
(~16 h) szobahOn torténd inkubalasi lépésekre értendok. Modszertani negativ
kontrollként a primer antitest helyett 1% kecskeszérumot és vagy BSA-t tartalmazd
TBST pufferel inkubaltuk. A primer antitestek kimutatdsidhoz Envision plus (Dako,
Glostrup, Dania), vagy Novolink (Leica-NovoCastra, Newcaste, UK) polimer peroxidaz
konjugatumot hasznaltunk kit formajaban 40 perces kezeléssel. Utobbinal az un. poszt-
primer reagenssel a peroxiddz konjugatum alkalmazasa eldtt 30 percig inkubaltunk. Az
immunperoxidaz reakciok el6hivasat 3,3” diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB,
barna), vagy 3-amino-9-etilkarbazol (AEC, piros) kromogén ¢és 0,1% hidrogénperoxid
(szubsztrat) elegyét tartalmazo kit-tel végeztiik mikroszkopos ellendrzés mellett. A jobb

morfologiai értékeléséhez a sejtmagokat hematoxilinnal feliilfestettiik.
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Immunfluoreszcens szimpla és kettds jelolés. Formalinban rogzitett ¢s paraffinba, vagy
migyantdba agyazott szoveti metszeteken a deparaffindlds, antigénfeltardas, nem-
specifikus fehérje kotOhelyek gatlasa és a primer antitestekkel torténd inkubalési 1épések

megeggyeznek az immunperoxidaz reakcioknal leirtakkal. Félvékony metszetekbdl az

epoxi gyantat natrium hidroxiddal telitett etanolba 8-12 percig martva, majd

metanol/xilol 1:1 arany elegyében, ezutan metanollal mosva tavolitottuk el. A mikrosz-

2. tablazat. Az értekezésben alkalmazott connexin izotipus-specifikus antitestek

Connexin _ Epitép szekvencia Higitas  Allatfaj  Specifikici6/klon  Forrais/Referencia
Cx26 -aa 101-119 1:200 egér monoklonalis Zhang ¢és
(GJB2) patkany Cx26 CX-12H10 Nicholson,1989(128)
Invitrogen-Life Tech.
-aa 106-119, 1:300 nyul poliklonalis Becker és mtsai,
patkany Cx26 Des3 1995(129)
-egér Cx26 1:4000 nyul poliklonalis Evans és mtsai,
1999(130)
-egér/patkany 1:500 egér monoklonalis AB8143, Millipore
Cx26 CX-1E8 Invitrogen-Life Tech.
Cx30 -i.c., C-terminalis 1:75 nyul poliklonalis HPA014846, Sigma-
(GJB6) human Cx30 Aldrich
Cx32 -i.c., C-terminalis 1:200 egér monoklonalis Milks és mtsai,
(GJB1) patkany Cx32 CX-2C2 1988(131)
Invitrogen-Life Tech.
-aa 108-119, 1:300 nyul poliklonalis Boitanio és mtsai,
patkany Cx32 Des5 1998(132)
-aa 264-283, i.c. 1:300 nyul poliklonalis Evans és mtsai,
C-terminalis, Gap9 1999(130)
patkany Cx32
-human Cx32 1:30 nyul poliklonalis HPAO010663, Sigma-
Aldrich
Cx37 -aa 266-281, i.c. 1:300 nyul poliklonalis Yeh és mtsai, 1998(133)
(GJA4) C-terminalis, Y16Y/R4
patkany Cx37
Cx40 -aa 254-268, i.c. 1:200 nyul poliklonalis Goudie és mtsai,
(GJA5) C-terminalis, 1993(134)
patkany Cx40
Cx43 -i.c., C-terminalis 1:200 egér monoklonalis Krenacs és
(GJAL) patkany Cx43 CX-1B1 mtsai,1998(135)
Invitrogen-Life Tech.
-aa 131-142,i.c. C- 1:200 egér monoklonalis Becker és mtsai,
terminalis patkany Gap 1A 1995(129)
Cx43
-i.c., C-terminalis 1:200 nyul poliklonalis #3512, Cell Signaling,
human Cx43 Gapl5, ill. HJ Danvers, MA
(Ser369,-372,-373)
-i.c., C-terminalis 1:100 nyul poliklonalis 71-0700, Invitrogen-Life
Tech. (Zymed)
Cx45 -aa 354-367, i.c. 1:500 tengeri-  poliklonalis Coppen és mtsai,
(GJAT) C-terminalis, malac 2001(136)
patkany Cx45
Cx46 -humén Cx46 1:100 nyul poliklonalis SAB13005557, Sigma-

(GJA3)

Aldrich
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3. tablazat. Az értekezésben immunhiszto-/citokémiara alkalmazott egyéb specifikus

antitestek
Antigén Forras Klén/ Szarmazas/Forgalmazo Higitas
(allatfaj) Azonosité
Actin (izom) egér HHF35 Dako, Glostrup, Dania 1:50
Actin (a-simaizom)  egér 1A4 Dako (el6higitott, RTU) 1:2
Actin (B) nyul #4970 Cell Signaling 1:2000
Catepsin C nyul A0561 Dako 1:500
CD3 nyul A0452 Dako 1:100
CD4 egér 4B12 Dako 1:20
CD10 egér 56C6 Dako 1:20
CD15 egér C3D-1 Dako 1:40
CD19 egér HD37 Dako 1:50
CD20 egér L-26 Dako 1:100
Cbh21 egér 1F8 Dako 1:20
CD23 egér 1B12 Dako 1:10
CD31 egér JC70A Dako 1:30
CD34 egér QBend10 Dako 1:20
CD35 egér Ber-Mac-DRC Dako 1:50
CD68 egér PGM-1 Dako 1:100
CD163 egér 10D6 Thermo-LabVision, Fremount, CA, USA 1:200
Desmin egér D33 Dako 1:200
Desmin egér DE-R-11 Dako 1:20
Desmin nyul D8281 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 1:200
Desmoplakin nyul Dpl2 A.l. Magee, National Instritute for Medical 1:300
Desmoglein nyul Dgl917 Research, Mill Hill, London, UK 1:300
EGFR egér EGFR.113 Leica-NovoCastra, Newcastle, UK 1:30
ER egér 6F11 Dako 1:100
Faktor VI1II nyul IR527 Dako 1:800
Glikoforin C egér RET 40f Dako 1:100
HER2 egér CB11 Dako 1:100
HER?2 nyul 4B5 Roche-Ventana, Tuzon, AZ, USA 11
1gG nyul A0423 Dako 1:500
IgM nyul A0425 Dako 1:300
Ki67 egér Mibl Dako 1:100
Ki67 nyul SP6 Thermo-LabVision 1:500
Kollagén III kecske 1330-1 Southern Biotechnology, Birmingham, 1:50
AL, USA
Kollagén IV egér Clv 22 Dako 1:40
Laminin nyul AHP420 Serotec 1:200
LNGFR egér 8211 Boehringer, Ingelheim, Németorszag 1:10
LNGFR egér 7F10 AbCam, Cambridge, MA, USA 1:300
Myo D1 egér 5.8A Leica-NovoCastra 1:50
p21et egér SX118 Dako 1:100
p27kPt egér SX53G8 Dako 1:100
PR egér 1A6 Dako 1:100
Sca-1-FICT egér E13-161.7 Serotec 1:30
S-100 nyul Z0311 Dako 1:300
Vimentin egér V9 Dako (RTU) 1:2

LNGFR: alacsony affinitast idegi ndvekedési faktor receptor

kopos fedélemezen tenyésztett sejtkultirakat metanol-aceton 1:1 aranyt elegyében, vagy

10%-o0s formalinban rogzitettiik 10 percig (utobbiakat TBST-vel poermeabilizaltuk),

majd az immunreakcid, antigén feltards nélkiil, a fenti immunperoxiddz modszerrel

megegyez6 modon zajlott, kivéve az alkalmazott detektalo rendszereket. A primer

antitesteket az 4. és 5. fejezetben fluoreszcein izotiocianattal (FITC, z61d) konjugalt anti-
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egér immunglobulinokkal (1:50), illetve, Texas Red-del (piros) jeldlt streptavidinnel
(1:300; elétte biotinnal jelolt kecske anti-nyal immunglobulinnal, 1:400); a kés6bbi
fejezetekben Alexa488 (z6ld), vagy Alexa546 (narancs-piros) fluorokrommal konjugalt
anti-egér immunglobulinok, illetve anti-nyal immunglobulinok TBS-sel készitett 1:200-
as higitasaval, 60 percig inkubalva mutattuk ki. Kettds jeloléskor az eltéré flurokrommal
konjugal anti-egér, ill. anti-nyal immunglobulinokat szimultdn alkalmaztuk, miként
elétte az egér, ill. nyul eredetli primer antitesteket is (137). A sejtmagokat Hoescht, DAPI
(kék), vagy 7-aminoactinomycinnel (7AAD; piros) festettiik. A fluoreszcens reagensek
az Invitrogen/-Life Tech., (korabban Molecular Probes, Carlsbad, CA) cégtdl
szarmaztak. A reakciokat Leica TCS SP (Leica Lasertechnique, Heidelberg) konfokalis
1ézerpasztdzd6 mikroszkoppal, vagy Pannoramic Scan (3DHISTECH, Budapest)
metszetdigitalizaloval 3-7 optikai sikban vizsgaltuk, hogy a <lum-es connexin
csatornakat a teljes ~5 pum-es metszetvastagsagban kimutassuk. Az immunperoxidaz

reakciokat szintén teljes metszet digitalizalas utan tanulmanyoztuk.

Félvékony miigyantas metszetek és elektronmikroszkopia

Kisméretii, 1-2 mm3-es szovetmintakat 2%-os glutaraldehidben, majd 4%-0s osmium
tetroxidban rogzitettiink, majd blokkban 1% uranil acetattal kontrasztoztunk, végiil
dehidralas utan propilén oxidbol Durcupan ACM (Fluka, Sigma-Aldrich), vagy TAAB
812 (Aldermaston, UK) epoxi milgyantaba agyaztuk. Félvékony (1 um vastag)
metszeteket metilénkék-bazikus fukszinnal festettilk, melyek ellendrzése alapjan a
blokkok reprezentativ teriileteib6l ultravékony (80-100 nm) metszeteket készitettiink.
Reynold-féle 6lom citratos utokontrasztozas utan JEOL JM 1010 (Tokid, Japan), vagy
Philips CM10 (Eindhoven, Hollandia) elektronmikroszkdpot hasznaltunk 80 kV-on.

Fagyasztva toréses elektronmikroszképia. Emberi csontvel6bdl izolalt stromasejteket
poli-D-lizinnel fedett mikroszkopos feddlemezeken tenyé€sztetés utan, illetve emberi
tonsilla darabjait 4 °C-on elébb 1%-0s paraformaldehid és 1.25%-os glutiraldehid
elegyében, majd 4%-os formaldehid és 5%-os glutaraldehid elegyében rogzitettiik (138).
majd folyékony freonban lefagyasztas utan torzidsan tortiik (Cressington, Watford, UK),
végiil szén és platina g6z6léssel, majd szén filmmel vontuk be (139). Natrium

hipokloritos maratas utan a replikakat elektronmikroszkdppal vizsgéltuk.



dc_1060 45

Northern blot vizsgalatok. Az 6sszes RNS-t fenol-kloroformmal izolaltuk (140), 1%-0s
agardz/formaldehid gélen futtattuk, majd blottoltuk nitrocelluléz membranra
(Boehringer, Mannheim, Németrorszag). A mintakat 50% deionizalt formamid, 4x SSC
(Na kloriddal izotonizalt, pH 7,4-es citromsavas-Na citrat puffer), 1x-es Denhardt-oldat
elegyével el6kezeltiik, majd patkany szdveteken 68°C-on, emberi szdveteken 45°C-on
hibridizaltunk a patkdny Cx43 gén 714-1349-es bazissorrendjét felismerd antiszenz-RNS
probaval éjszakan at (141). A Blurescprit plazmidba klonozott patkany Cx43 cDNS-t
XHO 1 restrikcios endonukleazzal linearizaltuk, majd a probat digoxigenin RNS jel6ld
Kittel, in vitro ,,run-off” transzkripcioval T3 RNS polimerazzal készitettiik (135). Végiil a
membranokat alkalikus foszfataz-jelolt anti-digoxigenin antitesttel kezeltiik (1:5000) 2

6ran at, majd 5-bromo-4-chloro-3-indoxilfoszfat (BCIP) kromogénnel hivtuk elo.

Funkcionalis festék-transzfer vizsgalatok a metabolikus kommunikacio igazolasara.
Izzitott Omega Dot iiveg kapillarisbol (Clarke Electromedical, Hamden, UK) 60 M Ohm-
os ellenallasti mikroelektrodot huztunk, amit 3-5 %-os, desztillalt vizben higitott Lucifer
Yellow CH litiumsé (lucifersarga; Sigma L 0144, Ms:457 Da) (142) fluoreszcens
festékkel toltottiink fel. A mikroeletrodon keresztiil, a connexin csatorna-permeabilis
festéket mikroszkopos manipulatorral ionoforézissel injektaltunk egyedi sejtekbe (143).
A szomszédos sejtekbe torténd festéktranszfer mértékét, mint a sejt-sejt kommunikaciod
jelét 3-5 perccel a kezelés utan konfokalis 1ézerpasztdzd mikroszkoppal vizsgaltuk. A
festéktranszfer kisérletekben a sejteket 1%-os gentamicin €s 10 % 0jsziilott borjuszérum

(FCS) taralmu Iscove-féle modositott Dulbecco médiumban (IMDM) kezeltiik.

Vizsgalt szovetek. Az archivalt, formalinban-rogzitett, paraffinba agyazott emberi
szovetek felhasznalasa az illetékes intézmények, a Szegedi Tudomanyegyetem, a Budai
MAV kérhaz, a Ziirich-i Egyetem, a University College London, a Rizzoli Istitute,
Bologna és a Semmelweis Egyetem etikai bizottsagainak el6irasai €s engedélyei alapjan
torténtek. A friss emberi szovetek a betegek beleegyezésével kertiltek a vizsgélatokba. A
kisérleti allatok ¢és allati szovetek felhasznalasa tudomanyos célra az Animal Scientific
Act 1986-o0s eldirasai alapjan, a fenti Intézmények altal kiadott etikai engedély alapjan
zajlott. Szoveti multiblokk készitéshez a szamitogép vezérelt TMA Master berendezést
(3DHISTECH, Budapest) hasznaltuk.

Statisztika. Statisztikai értékeléshez az SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) szoftvare

csomag programjait hasznaltuk, p<0.05-nél hizva meg a szignifikancia also hatarértékét.
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4. Connexin expresszio és direkt sejt-sejt kommunikacié normal, regeneralodo és

leukémias csontveloben

4.1. Bevezetés

Mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunsejtek a csontvelében pluripotens
Ossejtekbdl fejlodnek sejtvonal-elkotelezett prekurzor sejtekké, majd érett effektor
sejtekké a timuszban és a periférias nyirokszervekben valnak (144). Ragcsalokban az
embrionalis maj is fontos korai vérképz6 szerv (145). A hemopoetikus sejtek fejlédése és
érése az intersinusoidalis teret behal6zo stromalis sejtekbdl, extracellularis matrixbdl €s
endothel sejtekbdl allo haromdimenzids vaz mikrokdrnyezetében zajlik (146). A
stromdlis sejthalozat szolubilis novekedési faktorokat is termel és a migrald
hemopoetikus sejtekkel szoros interaktiv kapcsolatban van. A vérképzést alapvetéen
hemopoetikus novekedési faktorok (146, 147), valamint sejt-sejt és sejt-extracellularis
matrix direkt interakciok szabalyozzak (148, 149). Ezen a mechanizmusok receptor-
ligand kapcsolatokon alapulnak. Mar az 1970-es években felmeriilt, hogy a receptor-
ligand szabalyozas mellett a direkt sejt-sejt kommunikacid is szerepet jatszik a vérképzo-
lymphoretikularis funkcioinak a koordinalasban is (150).

Az ,gap junction” csatorndk létezésének megbizhatd kezdeti bizonyitékai a
hemopoetikus rendszerben kozvetleniil az értekezésben részletezett munkaink (135, 151)
elott kertiltek kozlésre (138, 152-154). Kozleménylink megjelenésekor (135) az Am J
Pathol szerkesztdje a direkt sejt-sejt kommunikaciot valasztotta a szerkesztéi kommentar
témajaul, kiemelten hivatkozva munkankra (155).

Bar hemopoetikus/lymphoid sejtekben a ,,gap junction” csatornak elektrofizioldgiai jeleit
mar 40 éve megfigyelték (156), és ezt kovetden ultrastruktrualis megjelenésiiket is leirtak
(157-160), a bizonyitékok sokaig nem voltak egyértelmiieck (138). A problémak a
korszeri  molekularis modszerek  hidnyaval, a kommunikaciés csatornak
szubmikroszkopos méretével, nyugvo csontvelOben relativ ritka megjelenésével, ill.
elektronmikroszképosan a membranokra merdleges metszési orientacid igényével
magyarazhatok. Raadasul a csersavas, ill. galluszsavas el6kezelés utan megfigyelt ,,gap
junction” kapcsolatokra emlékeztetd penta/heptalaminaris ultrastruktarakrol kideriilt,
hogy az el6kezelés mitermékei (161, 162). Végil anémias egér csontveld
stromasejtjeiben (163), valamint citotoxikus kezelést kovetd csontveldi regeneracid utan
igazolt jelentés feliilregulaciojuk tette lehetdvé megbizhatd azonositasukat (138).

Azonban a connexin csatorndk pontos lokalizacidjarol, sejttipus asszocidciojarol
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csontveldben nem volt adat. Ugyancsak hianyzott regeneradlodo csontvel6ben a folyamat
dinamikajanak és strukturalis in situ kovetésének pontos mennyiségi és a csatornak
méretbeli meghatarozasa, valamint a potencialis heterocellularis sejtkommunikacioé
iranyultsagéara vonatkozo informaciok.

Ide vonatkoz6 munkdnkban emberi és egér csontveldben tanulmanyoztuk a connexin
ablaciot kovetd regeneracio kapcsan, valamint vérképzdszervi malignus elvaltozasokban,
leukémiakban (135, 151). Immunmorfoldgiai alapt vizsgalatainkat kiegészitettiik mRNS
expresszids, valamint funkciondlis mikromanipulacios festék-transzfer kisérletekkel.
Specialis modszert fejlesztettiink ki a connexin csatornak érzékeny és megbizhato
kimutatasara, melyben félvékony miigyantas metszetekben (167), optimalizalt
antigénfeltaras utan (127) szimpla és kombinalt immunfluoreszcens jeldlést (137) és tobb

optikai sikban konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkopos elemzést végeztiink.

4.2. Anyag és Modszer

Egér csontveld mintak. Az egér csontveld mintdk 6 és 12 hetes C57BL/Sn10 egerek
femoralis csontjaibdl szarmaztak. Az epiphysealis és a csontkdzép régiot kiillonvalasztva
10%-os formalinban tortént rogzités, majd dehidralas utan a mintakat Araldite (epoxi)

miigyantaba (Agar Sci. Stansted, UK) dgyaztuk és dekalcinalas nélkiil metszettiik.

Emberi csontvelé biopsziak. A Szegedi Tudomanyegyetem Belgyogyaszati Klinika
Hematologiai részlegében Jamshidi tlivel vett csontveld mintakat neutrdlisan pufferelt
10%-o0s formalinban rogzitettiik, majd a Patoldgiai Intézetben Durcupan (szintén epoxi)
migyantaba (Fluka, Bazel, Svajc) agyaztuk (164). Az iivegkéssel ultramikrotommal
készitett félvékony (1 um-es) metszetekbdl a gyantat az daltalanos 3. Modszer fejezetben
leirtak szerint tavolitottuk el. A diagndzisok a klinikai adatok, szdvetmorfoldgia és

immunfenotipizalas alapjan késziiltek (4. tablazat).

Immunhiszto-/citokémiai vizsgalatok. A 3. Modszer fejezetben leirtak szerint zajlottak
azzal a kiegészitéssel, hogy a poliklonalis Cx43 (HJ, 1:300) antitest alkalmazasakor az
antigénfeltarast még egy 3-6 perces 0,1%-os tripszin emésztés (Difco, Michigan, MI) is
kovette az immunfluoreszces reakcio eldtt. Sejttenyészetben és fagyasztott metszeteken a

Cx43 fehérjét a CX-1B1 egér hibridomabol nyert klonnal mutattuk ki.



dc_1060 245

4, tablazat. A vizsgalt emberi csontveld biopszidk klinikopatoldgiai jellemzoi

Eset/Azonosito  Eletkor/Nem  Diagnézis Kezelés Sejtsiirtiség/Jellemzék
(év) biopszia elétt
1. 8/92 33 né Normal csontveld - HL stadiumhoz/normocellularis
2. 362/92 62 férfi Normal csontveld - HL stddiumhoz/normocellularis
3. 106/94 37 ndé Malignitas nem volt - Mérsékelten hipercellularis
4. 57/93 19 nd Erythropoetikus - Hipercellularis
hiperplazia
5. 362/93 65 nd Erythropoetikus - Hipercellularis
hiperplazia
6. 23/92 64 nd Megakaryoblastos - Normocellularis
dyserythropoesis
7.248/93 16 férfi ALL - Hipercellularis (Tdt+, CD34+)
8. 47/94 39 férfi ALL - Fibrézissal (CD34+)
9. 305/93 20 férfi ALL (tekervényes - Hipercellularis
sejtmag)
10. 304/93 16 férfi ALL (részleges IT Hipoplazias
remisszio)
11. 215/93 35 férfi ALL-FAB-L2 IT Hipercellularis (relapszus)
12.301/93 66 nd ALL, FAB-L2 (pre-B - Hipercelularis,
sejtes) citoplazma IgM+, CD20+
13. 401/93 46 férfi ALL, FAB-L2 - Hipercellularis (CD20+)
,common’’)
14. 131/93 18 férfi ALL, FAB-L2 - Meérsékelten hipocellularis
15. 312/91 43 férfi ALL, FAB-L3 - Hipercellularis, Burkitt- tipust
16. 208/91 75 férfi AML, FAB-M2 - Myelodysplasias szindromabol
17. 44/91 36 férfi AML, FAB-M4 IT Hipocellularis, remisszoban
18. 126/94 37 nd AML, FAB-M4 - Myelodysplasids szindromabol
19. 346/92 58 férfi AML, FAB-M4-5 - Fibrozis
20. 361/92 66 nd AML, FAB-M4-5 - Meérsékelt fibrozis
21. 295/92 75 n6 AML, FAB-M5 - Hipercellularis
22. 406/92 71 férfi AML, FAB-M7 - Acut myelofibrozis (CD34+)
23. 87/94 44 n6 CMPD, PRV - Tricellularis hiperplazia
24, 250/92 48 férfi CMPD, PRV - Megakaryocyta dominancia
25. 29/93 51 n6 CMPD, CGL - Megakaryocytas/granulocytas
myelosis
26.167/93 98 nd CMPD, CGL - Granulocytas myelosis
27. 95/94 34 férfi CMPD, PRV - Blastos krizis
28. 54/94 79 n6 Myeloma multiplex - Plazmasejtes tipus
29. 90/94 79 férfi Myeloma multiplex - Plazmablasztos tipus
30. 378/93 75 férfi Hajassejtes leukémia - Behuzott sejtmagok
31. 358/92 51 né Kopenysejtes non- - Centrocytas
Hodgkin lymphoma
32. 96/94 62 nd DiGuglielmo- - Kronikus
szindréma

Roviditések: ALL —akut lymphoblastos leukémia; AML — akut myeloid lekémia; CGL — krénikus

granulocytas leukémia; CMPD — kronikus myeloproliferativ szindroma; FAB — ,,French-American British”
klasszifikacio; HL — Hodgkin lymphoma; IT — indukcids terapia; MDS — myelodysplasias szindroma; PRV
— polycythaemia rubra vera

Egér csontvelé ablaciéja 5-Fluorouracillal. 12-hetes C57BL/Sn10 egerek farok-
vénajaba 150 mg/testsuly kg 5-Fluorouracilt (5FU, Sigma F6627) injektaltunk. Az
allatokat 6 egymast kdvetd napon feldldoztuk majd femoralis csontjaikat epiphysealis és

kozépsd régiokra valasztva pikrinsavas formalinban (Zamboni) rogzitettiik, majd 0,3 M/1

EDTA oldatban dekalcinéltuk 4 napig, végiil paraffinba dgyaztuk.



dc_1060 245

Funkcionalis festék-transzfer vizsgalatok a metabolikus kommunikacio igazolasara.
A csontveléi FBMDI1 hemopoetikus stromalis sejteket (144) 10" M/I hidrocortizont,
10% BSA-t, 5% loszérumot tartalmazo, modositott Eagle-féle médiumban (a-MEM)
tenyésztettiik 5% O3 és 10% CO; jelenlétében. A mikrokapillaris festéktranszfer modszer
mellett (3. Modszer fejezet) egy masik kisérletben hemopoetikus sejteket jeloltiink 1
mmol/l koncentracioju BCECF-AM-el (2°,7°-bis-(2-karboxietil)-5,6-karboxifluoreszcein
acetometil észter), majd a jelolt sejteket konfluens stromasejt tenyészetre rétegeztiink. A
lipofil BCECF-AM molekulakbol az észterkotés endogén hasitdsa utan a sejtekben
hidrofil zold fluoreszcens festék keletkezett, mely a connexin csatornakon jutott at

érintkez6é szomszédos sejtbe.

A ,,gap junction” plakkok mérése és szamanak meghatarozasa. A Cx43 immunjeldlt
plakkok méretét ¢s szamat konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkopos képeken az Image J
1.29 software-rel (NIH, Bethesda, MD) hataroztuk meg. A standard ,,pin-hole” és
fesziiltség értékek mellett immunfluoreszcens méddszerrel mért ,,gap junction” méretek
joOl egyezést mutattak a fagyasztva tort mintakon ultrastrukturalisan meghatarozottakkal
(165). A végsd értékeket 1 mm® csontvelére szamitottuk (135). Az eredmények

statisztikai 0sszevetésére fiiggetlen t-probat hasznaltunk.

4.3. Eredmények

Connexinek fiatal és felnétt egér csontveldben, illetve csontvelé ablacio utan

Emberi és egér csontvelOben is igazoltuk a Cx43 (GJA1) expressziojat, mind mRNS,
mind fehérje szinten. Cx37 immunreakciot csak érendothel sejteken lattunk, azonban
csontveldben sem Cx32, sem Cx26 fehérjét nem tudtunk kimutatni. Fiatal (6 hetes)
C57BL/Sn10 egér femoralis csontveld metszetein a Cx43 immunhisztokémiai reakcio, a
vérképzosejtek hataran elszort pontszerii reakciot adott (2. abra). A ,,gap junction”
plakkoknak megfeleld Cx43 reakcié random eloszldsban csontveldszerte, minden
hemopoetikus  sejttipus  koriil eléfordult. Arterioldkon, szinusz endothel és
megakaryocyta sejteken egyértelmiien azonosithaté volt (2a-b. abra). Legnagyobb
szamban osteocytakon, az endostealis-hemopoetikus hatar osteoblast rétegében és az
ezzel kapcsolatot mutatd, csontveldi stromasejtek nytlvanyain mutattuk ki (2¢. abra). Z-
sikban optikailag tovabb szeletelt metszetben a Cx43 plakkok gyakran a stromasejt

nyulvany és hemopoetikus sejtek kozott latszottak (2d. abra). A Cx43 reakcid slirlisége
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az osteoblastoktol a veldir belseje felé csokkent és jelentdsen magasabb volt

epiphysealis, mint a csont kdzépso régioit kitoltd veldben.
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junction) random eloszlast mutatnak a megakaryocytak (a - nyilhegyek) és az arteriolak (b - nyilak) koriili
halmozoddassal. Az epiphysealis régioé endostealis csontveld hataran az osteoblastokon (OB) és a kornyeld
stromalis sejtek nyulvanyain jelentésen dusulnak (c). Optikailag szeletelt (~0.3um vastag) metszeten a
Cx43 csatorndk (nyilhegyek) stromasejt nyulvanyok és az érintkezé hemopoetikus sejtek (vékony nyil)
kozott és szinusz endothel sejteken (vastag nyil) azonosithatok. Szignifikansan emelkedett szami
(**p<0.001; *p<0,01) Cx43 csatorna 12 hetes egerek femoralisanak kozépsé (e) és epiphysealis (f-g)
régidiban 6 nappal az 5-FU ablacio utan (lasd grafikon - h). Nagyszamu Cx43 reakcié az osteoblastokon
(nyilak), hemopoetikus sejteken (nyilhegyek) (e), a Ill-as tipusti kollagént (z6ld) kifejezd csontveldi
stromasejtek nytlvanyain és osteocytakon (g). Méretvonal az (a) abran, a-c:25 pm; d:10 pm. e-g:12 pm.

Feln6tt (12 hetes) egér csontveld hasonl6 eloszlasban, szignifikansan kevesebb (p<0.01)
Cx43 plakkot (gap junction) tartalmazott (0.89 x 10°/mm3; SD = +0.18 x 10°; n = 10),
mint a fiatal (6 hetes) allatoké (1.75 x 10%mm3; SD = + 0.42 x 10°; n = 10). Legnagyobb
Cx43 jelsiiriség a fejlodésdinamikailag legaktivabb epiphysealis csontveld endostealis

crer

0.49 um-nek (SD =+ 0.18; n = 50) bizonyult.
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3-6 nappal az 5-FU-val 12 hetes C57BL/Sn10 egerekben végzett csontveld ablacio utan,
a csonveld-csont hataron épen maradt osteoblast rétegtdl a csontveld iranyaban csupan 3-
5 réteg ujonnan képzddott vérképzd sejtréteg latszott (2e-h. abra). Ebben a régioban
szignifikansan magasabb volt a Cx43 csatorndk szama, a kezeletlen allatokéhoz képest
(P3nap<0.01; Penap<0.001). Kezelt allatok femurjanak kozepén a reakcid stirtisége hasonld
volt a fiatal allatok epiphysedlis régidjahoz, ahol nagyszamu 0Os- és progenitorsejt
részvételével a dinamikus vérképzés zajlik. A silri Cx43 csatorndk osteocytakon,

osteoblastokon, a Ill-as tipusu kollagén reakciot add stromasejtek nyulvanyain és a

hemopoetikus sejteken is azonosithatok voltak.

Funkcionalis festék-transzfer a direkt sejt-sejt kommunikacio igazolasara

Emberi csontveloben a Cx43 mRNS-t Northern blot mddszerrel mutattuk ki kontroll sziv,
agy és tidé mintdk mellett (3a. abra). Konfluens, FBMDI1 csontveldi stromasejtvonal
tenyészetében a Cx43 csatorndkat nagy denzitasban a sejtek egymassal érintkezo

membranjan lattuk (3b. abra). A szabalyos plakkokba rendez6dott connexin csatornakat

kb tidé agy csont-  sziv

velé
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3. abra. Cx43 expresszié és funkcionalis festék-transzfer kisérletek emberi csontveldi sejtekben. A
Cx43 mRNS kimutatdsa Northern blot moddszerrel, kontroll szovetek mellett (a). Sejtmembranba
rendezédott Cx43 plakkok (nyilhegyek) FBMDI stromasejt tenyészetben (b). Connexin csatornak
rendezett aggregatuma (,,gap junction”) primer csontveldi stromasejt membranjaban (E: extracellularis; P:
citoplazma felszin) fagyasztva toréses elektronmikroszopiaval (c). A stromasejtbe juttatott lucifersarga
festék (nyilhegy a kapillaris behatolasat jelzi) szamos szomszédos stromasejtbe és két hemopoetikus sejtbe
(1 és 2) is atjutott, hosszaéletli csontveld tenyészetben (d: differencial interferencia kontraszt, e:
fluoreszcencens mod, azonos latotérben). BCECF fluoreszcens festékkel jelolt hemopoetikus sejtbol
(nyilhegy) az alatta levé stromasejtbe (nyil) torténd ritka festék-transzfer (f). Sem a rovid nyillal jelolt sejt,
sem a kiilonallo fluoreszkalo sejt nem ad festéket a stromasejtekbe. Méretvonal, b és f: 10 um, c: 150 nm;
d-e: 20 um.
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fagyasztva toréses elektronmikroszkopidval, mind FBMDI, mind primer csontvel6i
stromasejtek membranjaban azonositottuk (3c. abra). Heterocellularis kommunikacio
bizonyitasat FBMD1 stromasejtekkel 1étrehozott hosszaéleti csontveld tenyészetekben
végeztiik. Konfluens primer, ill. FBMD1 csontveldi stromasejt tenyészetben az egyedi
sejtekbe injektalt lucifersarga (Ms: 547 Da), 5 perc utan a kisérletek 10%-aban atjutott 1-
4 szomszédos stromasejt rétegbe, igazolva a direkt sejt-sejt kommunikaciot (3d-e. abrak).
Amikor BCECF-AM észterrel jelolt hemopoetikus sejteket rétegeztiink konfluens

stromasejtekre, ~ <1%-ban tudtuk igazolni a festék atjutasat stromasejtekbe (3f. abra).

Connexinek normocelluléris és leukémias emberi csontveloben

Az in situ Cx43 expressziot a 4. tablazatban felsorolt emberi csontvelé biopsziak
félvékony metszetein is tanulméanyoztuk. Normocelluldris csontveldben a Cx43
lokalizacioja az egér csontvel6éhez hasonld volt, kiegésziilve az adipocyta membranok
pozitivitasaval (4a. abra, 2-es eset). A legtobb Cx43 a Ill-as tipust kollagén ¢€s alacsony
affinitasti idegi novekedési faktor receptor (NGFR) pozitiv csontvel6i stromasejtek
halézatan volt. Az immunfestett Cx43 plakkok konfokalis mikroszkoppal meghatarozott
atlag mérete emberi csontvelében 0.40 pm-nek (SD =+ 017; n = 50) bizonyult.

A hematologiai korképekben (elsdsorban leukémidk) a szoveti szerkezet torzuldsatol
eltekintve a Cx43 reakcid eloszldsa a normal csontveldjéhez hasonlod volt. A vizsgalt
elvaltozasokban a Cx43 ,,gap junction” plakkok mm® mintara vonatkoztatott mennyiségét
a 4b. abra Osszesiti. A legkevesebb Cx43 reakcid sejtdus, heveny lymphoblastos
leukémiakban (ALL), kiilonosen az elérehaladott, nem-kezelt esetekben volt. Az Cx43
immunjelekkel feltlintetett csatorndk mennyisége szignifikdnsan feliilregulalodott
(**p<0.001; *p<0.05) sejtszegény ALL-ben (4c-d. abra, 14-es eset), heveny myeloid
leukemiaban (AML) M4-5 (4e. abra, 19-es eset), egy CD34 pozitiv differencialatlan
hemoblastosisban (valoszini AML, FAB-M7) (4f-g. abra, 22-es eset), megakaryocyta
hiperplaziaval jar6 kronikus myeloproliferativ szindromaban (CMPD, 24-es eset) és
kronikus granulocytds leukémidban (CGL) (4h. dbra, 25-6s eset). Minden Cx43
feltilregulalt esetben a stroma/hemopoetikus sejtarany szignifikansan emelkedett volt a

normocellularis kontroll csontvelokhdz képest.

4.4. Megbeszélés
A connexin csatornakon megvalosuld direkt sejt-sejt kommunikacio szerepét a

vérképzésben szamos megfigyelés bizonyitja (138, 152-154, 161, 162). Az itt bemutatott
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4. abra. Cx43 expresszio emberi leukémiik csontvelobiopszias félvékony metszetein. Str(i Cx43
reakcido normocellularis csontvelé adipocyta membranjain (nyilhegyek), kevés a hemopoetikus sejtek
kozott (nyil) (a). Cx43 plakkok mennyisége mm?® csontvelére vonatkoztatva az 1. tablazat eseteiben (b).
Szignifikansan melkedett Cx43 expresszio (**p<0.001) egy sejtszegény ALL-ben (14-es eset) az arteriola
koriili stromasejteken (c, nyilhegyek), melyek 3-as tipust kollagén pozitivitast mutatnak (d), és kevés
reakcié a hemopoetikus sejtek kdzott (nyil). Nagyszamti Cx43 csatorna egy heveny myeloid leukémiaban
(AML) FAB-M4-5 (19-es eset) (e, AS: adventicialis stromasejtek). Feliilregulalt Cx43 expresszid (piros,
*p<0,01), CD34 pozitiv (z6ld ) differencialatlan hemoblastosisban (valoszinii AML, FAB-M7) (f, 22-es
eset), a daganatsejtek kozott strli, NGFR pozitiv stromasejt nyGlvanyokkal (g). Emelkedett Cx43
expresszid az osteoblastokban és a myelofibrotikus (MF) régidban, kronikus granulocytas leukémidban
(CGL) (h, 25-6s eset). Immunfluoreszcens (a,c,e-h) és immunperoxidaz (d) reakciok. Méretvonal az (a)
abran; a, b-h: 20um.

munkainkban a connexinek mikroanatomiai eloszlasat, sejttipus asszociaciojat vizsgaltuk
normal és regeneral6do egér csontveldben, valamint emberi normocellularis és leukémias
csontvelében (135, 151). Tovabba, csontveldi sejttenyészetekben a ,,gap junction”
kommunikaci6 lehetséges iranyait tanulmanyoztuk funkcionalis festék-transzfer
kisérletekkel.

lgazoltuk: 1) a Cx43 csatornakat endostealis és adventicidlis stromasejteken,

megakaryocytakon, adipocytakon, osteoblastokon és ritka eloszlasban barmilyen tipusu
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hemopoetikus sejten, illetve azokkal érintkezve; 2) a Cx43 csatornakat stromalis és
hemopoetikus sejtek kdzos hataran; 3) hogy szignifikdnsan emelkedett a Cx43 csatornak
szama a fiatal (6 hetes) allatok csontvelejének epiphysealis régidjaban a feln6tt (12 hetes)
allatokéhoz képest, illetve, SFU-val végzett csontveld ablacid utan regeneralodd egér
csontveldben a kezeletlen kontroll allatokéhoz képest; 4) hogy, sejtenyészetben kétirdnyt
direkt sejt-sejt kommunikacio lehetséges a stroma-hemopoetikus sejtirany preferalasaval,
¢és 5) hogy, az emelkedett stroma-hemopoetikus sejtardnnyal jaré leukémidkban a Cx43
csatornak szama 2-4 szeresére novekedhet a normocellularis csontvel6hoz képest.

A direkt sejt-sejt kommunikacioés csatornak megbizhatd azonositasa, sokaig jelentds
korlatokba iitkdzott. Az ultrastrukturalis kimutatds orientaciés nehézségeir6l a beve-
zet6ben mar szo6ltam (166). Ugyanakkor a connexin mRNS vagy fehérje kimutatasa sem
feltétlentil igazol miikddd csatornakat, a funkcionalis festék-transzfer vizsgalatok pedig
nem tajékoztatnak a csatornafehérje tipusarol. Rdadasul az adott connexin mRNS
mennyisége nincs mindig Osszhangban a termelt connexin fehérje szintjével és a
csatornafunkciokkal hemopoetikus sejtekben (153). Ezért kombinaltuk a fenti
modszereket, hogy egyedi korlataikat minimalizaljuk.

A szubmikroszképos immunfestett connexin csatorndk pontos lokalizacidja, egy
mineralizalt csontszovettel védett mobilis vérképzo sejtekkel kitoltott szemi-szolid
szovetben komoly kihivast jelentett. Ezért erre a célra a Jamshidi csontveld biopszidk
diagnosztikajara beallitott modszeriinket adaptaltuk (167). Ebben epoxi-miigyantaba
dekalcinalas nélkiil beagyazott csontveldmintak félvékony (~2 pm) metszetein, natrium-
metoxidos maratds, majd antigénfeltdrds utdn végeztiink szimpla vagy kettds
immunfluoreszcens reakcidkat, melyek eredményét nagy-felbontdsu konfokalis
lézerpasztazd mikroszkoppal analizaltuk akar tobb virtualis sikban (165). Ez kiilonosen
az 1990-es évek kozepén unikalis megkozelités volt, amely megengedte a sejtek
immunfenotipizalasa mellett a connexin jelek szemikvantitativ mennyiségi analizisét
normal, regeneralodo, ill. leukémias csontveld mintakban.

Ma mar elfogadott, hogy connexin csatornakat a lymphoretikularis rendszer, ideértve a
vérképz6 csontvelot (138, 152, 153), timuszt (168) és a masodlagos nyirokszerveket
(166, 169, 170), is képez. A direkt sejt-sejt kommunikacid alapvetd jelentéségét sugallja
a connexinek jelentds konzervaltsdga az evolicid sordn torzsfejlodésben tavoli fajok
kozott is (171), ami lehetdvé tette azonos mRNS és antitest probak alkalmazasat emberi

€és egér csontveldben egyarant (135).
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A vizsgélt négyféle connexinbdl (Cx26, Cx32, Cx37 és Cx43) csontveldi stroma és
vérképzo sejteken csak a Cx43 izotipust tudtuk egyértelmiien igazolni mRNS és fehérje
szinten mind egér, mind emberi szOvetmintadkban. A stromasejtek membranjaban a
connexin csatornak utrastrukturalis megjelenését is bizonyitottuk. Elektron-
mikroszképpal, a szomszédos sejtek Osszefekvd kiils6 membranlemezei kozti
(normalisan ~10 nm-es) tavolsag ~2 nm-re lecsokkend szakaszait, valamint fagyasztva
torés utan a sejtmembran connexon partikuldk rendezett aggregatumait (,,gap junction’)
is kKimutattuk. Mindmaig a Cx43 bizonyult a dominans csatorna izotipusnak (172), annak
ellenére, hogy egy csoport 9 connexin izotipus mRNS-¢ét mutatta ki tenyésztett S-17 egér
csontveldi stromasejtekben (173), mig masok a Cx43 mellett, egér csontvelében Cx45 és
Cx31 mRNS expressziot is igazoltak (174).

A Cx43 csatornakat nagyobb mennyiségben az osteoblastok és a csontveldi stromasejtek
haldzatan igazoltunk mind egér, mind emberi csontvelében. A hemopoetikus endostealis
hataron e kozds hisztogenezisii két sejttipus szoros kapcsolatot mutatott egymassal, igy
sejthalozataik kozott a Cx43 csatorndk mind a homocelluldris, mind heterocelluléris
kapcsolatokat fenntarthatnak (175, 176). A csont osteocytai szintén Cx43 csatornakkal
kapcsolodnak egymashoz (177) és az osteoblastokhoz (ldsd részletesen az 8. fejezetben
(178). Ezért valoszinii, hogy a primitiv mesenchymalis sejtek a csont és a veld hataran
mikrokOrnyezeti hatasra akar csontvel6i stromava, vagy osteoblastokka, majd
osteocytakka alakulnak és a differencialodasi folyamatok koordinalasaban a Cx43
(részben a Cx45) csatornak szerepet jatszanak (178, 179).

A stromasejtek jol adaptalddnak a vérképzés igényeihez. A szinuszok €s arteriolak koriili
adventicidlis stroma emelkedett Cx43 expresszidja szerepet jatszhat a szisztémas
humoralis szignalok kozvetitésében. Nyugalmi vérképzés sordn a stromasejtek
adipocytakka differencialodnak, azonban nagymértékii vérvesztés, vagy citotoxikus
kezelés hatasara visszaalakulnak vérképzést tamogatd stromasejtekké (180). Mivel az
adipocyta membranokban kovetkezetesen kimutathatok a Cx43 csatorndk, szerepiik
feltételezhetd a reaktivacios folyamat koordinalasaban is. A legtobb Cx43 csatorna a
megakaryocytak koriil, legalabb is részben, az ott futd stromasejt nyulvanyokon
mutathato ki. Az, hogy a megakaryoblastos daganatsejtek akut myeloid leukémiaban
(FAB-M7) szintén hordoztak Cx43 immunjeleket, tamogatja e sejtek képességét a
csatornafehérje termelésére. Egyéb hemopoetikus sejttipusok koriil csak ritka és random

Cx43 csatornakat tudtunk igazolni, szintén stromasejt nytilvanyok mentén.
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Mind fiatal allatokban, mind citotoxikus kezelést kdvetd csontveldi regeneracioban a
Cx43 csatornak szamanak szignifikdns emelkedését lattuk az aktiv vérképzés
fokozott az igény 6ssejtekbdl korai hemopoetikus progenitor sejtek képzésére (138, 181),
ami a connexin csatornak szerepét felveti a vérképzés korai szakaszaban. Ezt tamogatja,
hogy a csatorna funkciok farmakoldgiai gatlasa korlatozta a csontveldi éssejtek fejlodését
hossztéletli tenyészetekben (153, 182). Genetikailag Cx43 hianyos stromasejtekkel
végzett tenyészetben ugyancsak jelentdsen csokkent a késdi megjelenési,
differencialatlanabb sejtekbdl kiinduld, 3-5 hetes sejtpopulacio (174). Hasonldan, a Cx43
genetikai feliilregulacidja emelte a differencidlatlan myeloid sejtfrakciot, mig a Cx43
gatlasa tamogatta a myeloid sejtek differencialodasat egér csontveld tenyészetben (183).
Funkciondlis festék transzfer kisérletekkel igazoltuk a connexin csatorndkon zajlo sejt-
sejt kommunikaciot nem csak stromasejtek (152), de stroma és hemopoetikus sejtek
kozott is. A csatornapermeabilis BCECF fluoreszcens festékkel jelolt hemopoetikus
sejtekkel ugyan ritkan (<1%-ban), de egyértelmii hemopoetikus-stromaset iranyu
kommunikaciot is igazoltunk. Eredményeink, in vitro bizonyitjak, hogy csontveldi
stroma és hemopoetikus sejtek kozott mind homo-, mind heterocellularis direkt sejt-sejt
kommunkiacio lehetséges, els6sorban stromasejt-hemopoetikus sejt iranyban. Heterolog
kommunikaciét S17 stromasejtek és korai B-sejtek egyiitt tenyésztésekor masok nem
tudtak igazolni (154). Azonban mi hosszuéletli csontveld tenyészetet hasznaltunk
FBMD-1 stromasejtekkel, melyek 6t tesztelt stromasejtvonal koziil a legerésebb Cx43
expressziot mutattak és a legjobbnak bizonyultak a hemopoezis fenntartasaban (153).
Annak megitélésére, hogy a Cx43 csatornak melyik csontveldi sejtben jatszhatnak
preferalt szerepet, Jamshidi tiivel emberi leukémias csontveldkbdl vett biopszidkat is
vizsgaltunk (164). A Cx43 immunreakcio 2-4-szeres emelkedését lattuk egy hypoplazias
ALL, egy AML-FAB-M4-5, egy myelodysplazids szindroma emelkedett szamu
megakaryocytaval és egy CD34+ akut megakaryoblastos leukémia (AML-FAB-M7)
vizsgalatakor. Az esetek kozos jellemzdje a sejtszegénység emelkedett szamu
megakaryocytaval és az emelkedett stroma/hemopoetikus sejtarannyal. Mindez felveti a
megakaryocyta fibrozis promoter citokinek, igy a TGF-p és a PDFG szerepét a Cx43
expresszid tamogatasaban (184, 185). Ugyancsak a szolubilis faktorok és a direkt sejt-
sejt kommunikacié egylittmiikodésére utal, hogy a retinol kezelés feliilregulalja,

hidrokortizon és IL-1 viszont csdkkenti a connexin kifejezédést és a direkt metabolikus
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sejtkapcsolodast csontveldi stromasejtekben (154, 173). A Cx43 immunjelek szama a

leukémids mintak dontd tobbségében nem tért el a normocellularis csontvel 6étol.

4.5. Osszefoglalas — Az eredmények ijdonsagtartalma

Emberi és egér csontveldben els6k kozott igazoltuk:

e a connexin (Cx43) csatorndkat endostedlis ¢és adventicidlis stromasejteken,
megakaryocytakon, adipocytakon, osteoblastokon és ritka eloszlasban hemopoetikus

sejteken;
e aconnexin (Cx43) csatorndkat stromalis és hemopoetikus sejtek k6zos hataran.

e hogy, sejttenyészetben kétirdny(l heterocellularis direkt sejt-sejt kommunikécio

lehetséges a stroma-hemopoetikus sejtirany preferalasaval;

e hogy szignifikdnsan emelkedett a Cx43 csatorndk szama a fiatal (6 hetes) allatok
csontvelejében a felnbtt (12 hetes) allatokéhoz képest, valamint 5-Fluorouracillal
végzett csontveld ablacié utani regeneracioban, ill. fokozott fibrozissal jard

leukémiakban a normocelluléris csontvel6hoz képest.

Eredményeinkkel elsék kozott bizonyitottuk, hogy a ,.gap junction” direkt sejt-sejt
kommunikaci6 része a  csontveléi  vérképzés  multifaktoridlis  szabalyozo
mechanizmusainak stroma-stroma, valamint stroma hemopoetikus sejt kozvetlen
metabolikus kapcsolatokkal. A Cx43 csatornak szerepét igazoltuk a vérképzés korai
szakaszaban, fiatal allatokban és csontveld ablaciot kovetd regeneracioban, amikor
fokozott igény meriil fel nagy mennyiségii progenitor sejt képzésére, valamint fokozott

megakaryocyta szammal és fibrozissal jard leukémiakban.
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5. Connexin expresszio ¢és direkt sejt-sejt kommunikacio a masodlagos

nyirokszervekben kiilonos tekintettek a nyiroktiiszokre

5.1. Bevezetés

A masodlagos nyirokszervek specializalt antigénsziirdk, ahol a stromalis sejthalozat és az
immuntamogaté sejtek jol szervezett mikrokdrnyezete biztositja a mobilis immunsejtek
hatékony valaszreakcioit a potencialis patogénekre. A fibroblastos retikulumsejtek
(FRC), follikularis dendritikus sejtek (FDC), lymphoendothelialis és vascularis endothel
sejtek halézata, valamint az interdigitdld retikulumsejtek (IDC) 4altal formalt
mikrokornyezet fontos szerepet jatszik a lymphocytak vandorlasaban, aktivalasaban és
érésében. A nyirokszervek magasan szervezett szerkezetének ¢és immunfunkcidinak
szabalyozasaban a sejt-sejt ill., sejt-matrix adhézidos mechanizmusok és a szolubilis
novekedési faktorok hatasa régodta ismert és kutatott teriiletek (186-188). Az adhézid
kozvetlen kapcsolatot feltételez, a citokinek pedig hamar felhigulnak difftiziojuk soran.
Tehat ezek a rovidtavon hatd interakciok Onmagukban nem magyardazzak az
immunvalasz kapcsan kialakuld szigortian szabdlyozott szerkezetet és folyamatokat. A
connexin direkt sejt-sejt kommunikacio képes a sejthalozatok  funkcidinak
Osszehangolasara (189), ezért tanulmanyozasa nyirokszervekben is kézenfekvé volt (166,
169, 170, 190), amire vizsgalataink kezdetén publikalt adatot nem talaltunk.

A masodlagos nyirokszervekben az adaptiv humoralis és cellularis immunvalasz bar
egylittmiikddve, de morfologiailag is jol elkiilonithetd régiokban zajlik. A T-sejtfliggd
humoralis immunvalasz soran az aktivalt B lymphocytak a masodlagos nyiroktiisz6kben
szaporodnak és érnek. A sejtes immunitas effektor és memoria T-sejtjei pedig az IDC
sejtek altal katalizdlva a perifollikuldris régiokban fejlédnek. A nyiroktiiszok
csiranetrumanak vazat képez6 FDC sejthalozat a B lymphocytak talélését kozvetlen
FDC-B-sejt intearkciok révén tamogatja, ideértve a CXCL13/CXCRS, CXCL12/CXCR4,
ICAM-1/LFA-1, VCAM-/VLA-4 kapcsolatokat; a CD21 (C3d) ¢s CD35 (C3b)
komplement receptorok, valamint az immunglobulin FCyR és FCeR (CD23) receptorok
altal kotott és a B-sejtek szamara bemutatott antigéneket; illetve a termelt BAFF, IL-6 és
IL-15 citokineket (191-195). A FDC halozat mikrokdrnyezetében, follikularis T helper
sejtek tdmogatasaval zajlik az aktivalt B-sejtek klonalis expanzidja, a B-sejt klonok
pozitiv affinitasi szelekcioja az FDC altal kinalt antigénfelismerés mindsége alapjan,
majd a B-sejtek izotipus valtasa és érése immunglobulintermeld plazmasejtekké vagy

memoriasejtekké (193, 196).
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A normal/reaktiv nyirokszervek mellett a connexin csatornékat a csiracentrum aktivalt B-
sejtjeibdl  kiinduld follikularis lymphomaban (FL) is tanulméanyoztuk, ahol a
nyirokcsomé szerkezete is jelentésen karosodik. Az FL egy lassan progrediald
lymphoma, melyben a t(14;18)(q32;q21) kromoszéma transzlokacié miatt az anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérje rendszerint feliilregulalt (197, 198). A CD10, bcl-2 és bcl-6
pozitiv FL tumorsejtek a reaktiv csiranectrumokat utanz¢é follikulusokat formalnak,
melyek azonban szabalytalanok, eredeti polarizacidjukat elvesztették (199, 200). Az FL
follikulusokat a reaktiv csiracentrumokhoz hasonléan CD21, CD23 és CD35 pozitiv, de
eltorzult és hianyos FDC halozat béleli (164). Grade 3-as daganatokban az eltiing
prognozisu diffuz nagy B-sejtes lymphomaba (DLBCL) (197). Az FL ugyancsak romlo
prognozissal jard csontveldi érintettsége, ahol FDC ¢és follikuldris struktarak is
kialakulhatnak, az esetek 40-70%-ban fordul el6 (201-203). Ugyanakkor a stromasejtek,
beleértve az FDC haldzatot, tamogathatjak az FL sejtek kemo-, vagy CD20 célponta
Ebben a fejezetben Osszefoglalom a normal/reaktiv masodlagos nyirokszervekben és
follikularis lymphomaban a connexin csatorndk lokalizaciojanak és szerepének
feltdrasara irdnyuld immunmorfologiai, ultratrukturalis, sejttenyészetekben végzett

funkcionalis ex vivo és in vitro vizsgalatainkat (164, 166, 169, 170, 190).

5.2. Anyag és Modszer

agyazott 3-3 reaktiv nyirokcsomo, tonsilla, 1ép, vékonybél mucosa asszocialt lymphoid
szovet (MALT), valamint normal morfologiat mutatd 2-2 maj, sziv és agyszovet blokkjai
a Szegedi Tudomdinyegyetem Patologiai Intézet archivumabol szirmaztak. Ot emberi
tonsilla és 3 1ép, ill. 2-2 patkany sziv és agyszovetbdl friss fagyasztott metszeteket is
vizsgaltunk, ill. beldliik teljes mRNS-t is izolaltunk (lasd a 3. Modszer fejezetben).

A Cx43 csatornak feliillregulacioja antigén-inger hatasara. Hat db 8 hetes,
immunologiailag naiv him C57BL/6J egér jobb hatsé labanak talp bdre ala (i.d.)
antigénként 100 pl fiziologias sooldatban oldott 50 pg csirke tojasfehérjébol izolalt
lizozimot (Sigma) injektdltunk. Ot nap utan 3 allatot feldldoztunk és térdhajlati
(poplitealis) nyirokcsomoikat eltavolitottuk, beldlik friss-fagyasztott metszeteket

készitettlink. A maradék 3 allatot az els6vel azonos modon, ismételt antigén-ingernek
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tettiik ki, majd jabb 5 eltelt nap utan térdhajlati nyirokcsomoikat a fentihez hasonléan
feldolgoztuk. Kontrollként, azonos kisérleti protokoll szerint az allatok ellenoldali
talpaba fizioldgias sooldatok injektaltunk. Immunfluoreszcens reakcidkban nyul anti-
Cx43 IgG (HJ, specificitas: Cx43 C terminalis, aal31-142 régioja) (164-166, 169, 170,
190) és anti-CD3 (e-lanc specifikus) IgG antitesteket hasznaltunk.

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokat a csiracentrumokat tartalmazo emberi tonsilla

blokkok ultravékony metszetein a 3. Modszer fejezetben leirtak szerint végeztik.

In situ hibridizacié. Emberi tonsilla adhézios targylemezre felvett 10 um vastag friss-
fagyasztott metszeteit 10%-os formalinnal rogzitettiik, majd proteinaz K-val emésztettiik
6-8 percig, formalinnal 10 percig utorogzitettiik, 0,25 %-os ecetsavanhidriddel és 0,1 M-
os triethanolaminnal kezeltiik, végiil dehidraltuk és szaritottuk 20 percig (170). A Cx43
mRNS expresszio szoveti kimutatasanak 1épései megegyeztek a Northern blot
modszernél leirtakkal (3. Modszer fejezet), kivéve, hogy a probat 0.5 pg/ml koncent-
racioban az alkalikus foszfataz jeldlt anti-digoxigenin Ig-t pedig 1:2000-es higitasban
alkalmaztuk. A negativ kontroll szenz-Cx43 RNS probat a 3. Mddszer fejezet szerint

készitettiik, mellyel sem tonsilla, sem szivizom metszeteken nem kaptunk reakciot.

FDC-B-sejt tenyészet. Sebészileg eltavolitott friss tonsilla szdveteket feldaraboltuk,
majd 200 U/ml kollagenaz IV-et (Worthington, Freedold, NJ) és 10 U/ml DNazt
(Boehringer) és 90 pg gentamicint tartalmazé IMDM médiumban emésztettiik (170). A
feliiltszot 1,5%, 2,5% és 5%-0s BSA rétegeket tartalmazo gradiensen iilepitettiik, majd a
2.5% ¢és 5 %-os réteg kozotti alacsony denzitdst sejtfrakciot Pervoll gradiensre
(Phamracia, Uppsalla, Svédorszag) gyujtottik. Ebben az ~1060 mg/ml striségl
frakcioban feldtsultak az FDC ¢és az aktivalt B sejtek, néhany T-sejt kiséretében (208).
Fedlemezenként 2-4 x 10° sejtet gentamicint és FCS-t tartalmazé IMDM médiumban 24

oran at tenyésztettiink és vizsgaltunk 0, 2, 4, 6, 10, 16 és 24 ora utan.

A Cx43 gap junction csatornak blokkolasa Gap27 connexin mimetikus peptiddel.
El6tesztelés utan a Gap27 connexin mimetikus peptidet (G1794; Sigma-Aldrich), mely a
Cx43 fehérje 2. extracellularis doménjének aa204-214 szekvencigjaval azonos
SRPTEKTIFII régionak felel meg, 200 uM-os koncentracidban adtuk a fedélemezeken
tenyésztett 2-4 x 10° FDC-B-sejthez (190). A kezelés soran a sejtek immunfenotipusat,

az 0ssz-sejtszamot €s a sejtcsoportok atlagos sejtszamat hataroztuk meg 2, 4, 6, 12, 16, €s
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24 h utan legalabb 3 parhuzamos tenyészet mintanként legalabb 3 teriiletén, melyek
minimum 300 sejtet foglaltak magukba. Kontrollként 100 ug BSA-val (kezeletlen), ill.
fals peptid szekvenciaval (TFEPDRISITK) végzett kezelést is végeztiink. A fedélemezen
novesztett tenyészeteket vagy immunfestettiik (lasd lent), vagy 7AAD-vel magfestettiik,

majd 10%-os neutralis formalinnal utorogzitettiik, végiil vizes k6zegbdl lefedtiik.

Follikularis lymphoma szovetmintik. A Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetének anyagabol 35 kezeletlen follikularis lymphomas beteg
nyirokcsomé és ebbdl 20 beteg csontveld biopszias mintainak duplikdtumait tartalmazo
TMA metszeteket vizsgaltunk. A felallitott FL diagnozisok a WHO (World Health
Organization) klasszifikacié kritériumai szerint késziiltek (197). A klinikopatologiai
adatokat az 5. tablazat foglalja 6ssze. A csontveld mintavétel az FL primer diagndzisat

kovetd 2 héten beliil tortént. Normal kontrollként 3 reaktiv nyirokcsomo szolgalt.

5. tablazat. A tanulmanyozott follikularis lymphomak klinikopatolédgiai jellemzdi

Csontvel6 érintettség

Osszesen
Igen Nem
Neme N6 12 (60%) 9 (60%) 21(60%)
Férfi 8 (40%) 6 (40%) 14(40%)
Bletkor diagnéziskor Median 48.65 49.67 49.16
Tartomany 26-82 33-74 26-82
1 1 (5%) 3 (20%) 5 (12.5%)
Grade 2 16 (80%) 6 (40%) 24 (60%)
3 3 (15%) 6 (40%) 11 (27.5%)
Szvettani tipus Follikularis 20 (100%) 12 (85%) 32 (92.5%)
Diffuz 0 (0%) 3 (15%) 3 (7.5%)
Alacsony 2 9 11
FLIPI Kozepes 12 5 17
Magas 6 1 7
Teljes remisszid 5 13 18
\I/(élel:lzesre adott Részleges remissziod 13 2 15
Nincs valasz 2 0 2

FLIPI: ,,Follicular Lymphoma International Prognostic Index”

Az immunreakciok értékelése empirikus skalan és automatizalt képanalizissel. Az
FDC-B-sejt tenyészetekben meghataroztuk a sejtcsoportok atlagos sejtszamat, a sejtek
tulélését jelzd Ossz-sejtszamot, és a Ki67 pozitiv proliferacios sejtfrakciot 3-5
reprezentativ 40x-es nagyitasu felvételen, minden mintaban idépontonként 3 parhuzamos

mintat vizsgalva. Reprezentativ CD10 pozitiv FL teriileteken két szakértd (RH és KT)
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egy négy-osztatu skalan egymastol fiiggetlentil értékelte a Cx43, CD21, CD23, and Ki67
pozitiv tumorsejtek/-teriiletek %-os aranyat (osztalyzatok: 0 <10%; 1=10-25%; 2=26-
50%; mig 3 > 50% pozitivitds). Tovabba meghataroztuk a Cx43, ill. Ki67 pozitiv

+/ .
magas, |”

teriiletek aranyat is HistoQuant képanalizis programmal a CD10"/CD21 . a

CD10%/CD21 /s pyirokesomo és csontveldi FL teriileteken.

Statisztika. Spearman-féle rank analizist alkalmaztuk a markerek szintje kozotti
korrelacié feltarasara. A biomarker (CD21 és Cx43) szintek kozotti eltérések statisztikai
jelentOségét a vizsgalt csoportok kozott az alacsony/negativ (0-1), illetve, magas (2-3)
csoportok szétvalasztasa utan a Fisher-exact teszttel vizsgaltuk. Wilcoxon-féle parositott
non-parametrikus tesztet alkalmaztunk FDC-B-sejt kultiraban mért %-os sejtfrakciok és
a kezelések kozotti dsszefliggések, valamint a Cx43 és Ki67 szintek CD10+/CD21*Mm39%

illetve a CD10+/CD21 /3 teriileteken mért eltéréseinek elemzésére.

5.3. Eredmények

Connexinek periférias human nyirokszovetekben

Periférias emberi nyirokszovetekben csak Cx43 fehérjét tudtunk mind mono-, mind
poliklonalis antitestekkel kimutatni (5. abra); Cx26, ill., Cx32 jelenléte nem volt
igazolhatd. A Cx43 expressziot mRNS szinten Northern blot modszerrel és in situ
hibridizacioval is validaltuk.

A Cx43 reakcidt legnagyobb denzitdsban a vizsgalt nyirokszovetek (nyirokcsomo,
tonsilla, 1ép és MALT) masodlagos nyiroktiiszdinek csiracentrumaiban és nyirokereinek
endothel sejtjeiben, kisebb mennyiségben B-sejtekben (ritkan  T-sejtekben),
stromasejtekben, adipocytakban, simaizom sejtekben, valamint arteriola, kapillaris és
venula endothel sejtekben talaltunk (5. abra).

Kettés immunfluoreszcenciaval igazoltuk, hogy a csirancentrumon beliil a Cx43 plakkok
eloszldsa excentrikus, parhuzamos jeldlést ad a CD21 és CD35 pozitiv FDC halozattal.
Szignifikdnsan kevesebb Cx43 és FDC volt kimutathaté a csiracentrum proliferacios
(sOtét) zoénajaban, mint a vilagos zonaban (6a-b. abra). A vilagos zénaban a Cx43
reakcio kolokalizaciojat igazoltuk az FDC CD21 (C3d) ill. CD35 (C3b) komplement
receptoraival, valamint az FDC halézat szervezddésében fontos Ca2+-fﬁgg6 adhéziot
kozvetitd desmosomak desmoglein és desmoplakin fehérjéivel (6¢-d. abra). Az FDC és
a lymphoendothelium ,,gap junction” plakkok atlag mérete 0,51 um (+0,14 SD; n=27)

volt, ami a fele a kontroll szivben mért 1,05 um (£0,35 SD; n=25), majban mért 1,13 pm
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5. abra. Cx43 expresszi6 igazolasa fehérje szinten immunfluoreszcens médszerrel poliklonalis (piros:
a, b és d) és monoklonalis (zold:c) antitestekkel, ill. mMRNS szinten (e-f) periférias nyirokszervekben.
Erés Cx43 reakcido elsdsorban a masodlagos nyiroktiiszokben mutathatd ki (a-b, nyilhegyek).
Nyirokcsomoban (a) a proliferaldo B sejteket Ki67 (nyilak, z61d), 1épben (b és d) a T lymphocytakat CD3
reakcidval (z6ld) azonositottuk (PALS: periarteriolaris lymphoid lemez). Reaktiv tonsillaban (c) strii
pontszerit Cx43 reakcié a csiracentrumban (GC) és a nyirok-kapillarisok endothel sejtjeiben (Le), mig
elszort pozitivitas a kopenyzonaban (MZ) és a perifollikularis T-sejt régioban (PF) latszik (betéti kép: von
Willebrand faktor - z6ld, Cx43 - piros). Lép (d) tok alatti stromasejt halozata (St), adipocytai (Ad),
valamint kapillaris (csillagok) és venula (Ve) endothel sejtjei, ugyancsak Cx43 pozitivak. Cx43 mRNS in
situ hibridizacioval a fehérjéhez hasonlé lokalizacioban, féleg a csiracentrumban (GC) latszik (e). Northern
blot analizis ugyancsak igazolja a Cx43 mRNS expressziot tonsillaban és 1épben, kontroll agy és sziv
izolatumok mellett (f). Méretvonal az (a) abran, a-b:150 pm; c-d:40 pm (betét:15 pm); e:70 pm.

+0,28 SD; n=22), vagy a simaizomban mért 0,98 pm (£0,12 SD; n=20) értéknek.

Jelentés Cx43 pozitivitas volt a kopenyzona FDC nyulvanyain, ami fokozatosan
csokkent a perifollikularis T-sejt gazdag régioban, ahol fibroblastos retikulumsejteknek
megfeleld sejtnyulvanyok mentén és elszortan is latszottak Cx43 jelek. A lymphoid
szinuszok endotheljének Cx43 pozitivitdsa aranyos volt a szinuszok gyulladasos sejt
tartalmaval. A csiracentrumban a Cx43 plakkok, miként az FDC nytlvanyok, szorosan

hataroltak a lymphocytakat. Erés nagyitassal konfokalis felvételeken a Cx43 plakkok a
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vilagos zonaban B lymphocytak sejthataran is ill., néhol CD4 pozitiv T sejteken is
igazolhatok voltak (6e-g. abra).

6. abra. Cx43 fehérje immunfluoreszcens kimutatasa reaktiv nyirokcsomo (a, b, e-g) és tonsilla (c-d)
csiracentrumaiban poliklonalis (a, f és g), ill. monoklonalis (c, d és e) antitestekkel. A Cx43 reakcio (a,
piros) a csiracentrum vilagos zoénajara (LZ) koncentralodik és ritkabb a proliferalo (Ki67, zold)
lymphoblastokkal zstfort sotét zonaban (bekarikazott teriilet); hasonloan a CD21 pozitiv FDC haldzathoz
(b, z61d). A pontszerii Cx43 reakcié (z6ld) a vilagos zonaban (LZ) a kdpenyzénaban (MZ) és a
perifollikularis régioban (PF, nyilhegy) is elsdsorban sejtnytlvanyok mentén latszik (c és d). A vilagos
zonaban szoros kolokalizaciot mutat az FDC halozattal (c, betéti kép: Cx43 piros, CD21 z61d), ill. az FDC
kapcsolata csiracentrum B lymphocytakkal (e-f, nyilhegyek; f: Cx43 piros, CD20 z6ld). Cx43 reakcio
(piros) egy perifollikularis CD4 pozitiv T sejt membranjan (g, nyil). Méretvonal az (a) abran, a-b: 50 um;
c-d:15 pm (betét:10 um); e-f: 8 um; g:10 pm

Fagyasztva toréssel késziilt elektronmikroszkopos replikan 200-400 nm atmérdju ,,gap
junction” csatorna aggregatumokat mutattunk ki demosomalis plakkok kodzelében FDC

sejtmembranban (7. abra). A kommunikécids csatorndk transzmisszos elektronmikrosz-

kopos megjelenését, ugyancsak igazoltuk ,,penta/heptalaminaris” struktarak formajaban.
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7. abra. Gap junction csatornak ultrastrukturilis igazolasa tonsilla csiracentrum vilagos zénajaban.
Connexin csatorna agregatumok (nyilak) egy FDC sejt mebranjaban (a). Er6sebb nagyitassal, a fagyasztva
toréses replika citoplazma oldali (P) felszinén rendezett connexon csatornak halmaza, az extracellularis
membran oldalon (E) pedig a csatornanyilasoknak megfelelé behtizodasok latszanak (b), ill., az FDC-t
jellemz6 desmosomalis (DES) plakk és a 200-400 nm atmér6jii gap junction csatorna aggregatumok (GJ)
egymashoz kozeli lokalizacidja (c). Transzmisszios elektronmikroszkopidval a ,,gap junction” plakknak
megfeleld szoros membranhatarok (,,close membrane apposition”) (nyilhegyek), a normal
membrantavolsag (csillag) mellett. B-LY: potencialis B lymphocyta. Méretvonal az (a) abran, a: 300 nm;
b és d:100 nm ¢:200 nm.

A Cx43 csatornak feliilregulacioja antigén-inger hatarasa

Immunolégiailag naiv egerek térdhajlati nyirokcsomait vizsgaltuk a talpbdriikbe injektalt
50 pg lizozim antigén beadédsa utdn. Kontroll allatokban, fiziologids sooldat adasat
kovetéen 5 nappal nyiroktiiszket nem lattunk, a CD3 pozitiv T lymphocytak
egyenletesen elszort eloszlast mutattak (8. abra). Ugyanekkor a lizozimmal injektalt
allatokban Cx43 poztitiv nyalvanyos sejtek jelentek. Ismételt antigén-inger utan ujabb 5
nappal szabalyos FDC halézattal bélelt csiracentrumok fejlédtek ki, benniik nagy

mennyiségli Cx43 csatornaval.

Cx43 expresszio FDC-B-sejt tenyészetben

A reaktiv tonsillabol izolalt alcsony denzitasu sejtfrakcid teny€szetébdl ,,ex vivo”
csiracentrumoknak megfeleld, aktivalt B sejtekb6l és FDC halozatbol allo sejtcsoportok
fejlodtek ki, melyek progressziv mértékben Cx43 csatornakat képeztek (9. abra). Korai

(2-4 oras) tenyészetekben az FDC 20-40 um-es nytalvanyokkal érte el és fogta kozre a B-
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8. abra. Cx43 kifejez6dés egér nyirokcsomo kortikalis régiéjaban ismételt antigén-inger hatasara.
Immunolégiailag naiv egér talpbérébe szubkutan injektalt fiziologias sdoldat hatdsara 5 nap utan csupan
random Cx43 reakcio latszik (a, nyilhegy), nyiroktiiszok nélkiil (b: elszort CD3+ T sejtek), mig lizozim
antigén nyulvanyos sejtek megjelenését indukalta rajtuk potszerti Cx43 reakcioval (c, nyilhegyek). Ismételt
antigén-inger hatardsa masodlagos nyiroktiiszok formaldodnak (SF) benniik FDC haldzat, stiri Cx43
reakcioval (d, nyilhegyekkel hatarolt teriilet), ahol a CD3 pozitiv lymphocytak ritkak, mig a hatarolo
perifollikularis régiot (PF) kitoltik. Méretvonal az (a) abran, a, b és e: 50 pm; ¢: 30 um; d: 40 pm.

sejteket. Hat oras kulturaban mar dontéen 5-15 sejtbdl allo kompakt sejtcsoportok
alakultak ki, a sejthatarokon jelent6s szamti Cx43 csatornaval. A sejtcsoportokban egy
FDC atlagosan 3-5 lymphocytat burkolt be és fogott 6ssze lemezszerii nytlvanyaival.
Késoi (16-24 oras) tenyészetekben akar 50 sejtet is magéaban foglald csoportok
formalodtak, melyek 24 o6rdnal tovabb, hagyomdnyos tenyésztéssel nem voltak

fenntarthatoak.

Funkcionalis kommunikacié FDC-FDC, valamint FDC és B-sejtek kozott

Lucifersarga festéktranszfer modszerrel igazoltuk a homo- ¢és heterocellularis
kommunikéciot FDC-B-sejt tenyészetben. Korai 2-4 6ras tenyészetben elnyujtott FDC-
nek imponald sejteket injektalva, a fluoreszcens festék gyors terjedését figyeltiik meg
szamos érintkez6, ugyancsak FDC morfologiaju sejtbe (10. abra). Hat 6ra utan a festék

néhany, a csoportba tartozé CD19 pozitiv B lymphocytaba is atjutott (11. abra).
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9. abra. Az FDC marker CD35 és Cx43 fehérjék szimultin immunfluoreszcens jelolése FDC-B-sejt
tenyészetben. A sejtmorfologiat differencial interferencia kontraszt (Nomarski) kép mutatja. 2-6ras
tenyészetben (a-c) Cx43 csatornakat hordozé FDC sejtnyulvanyok érik el a B-sejteket, ahol csatornafehérje
az FDC és B-sejt kozott is latszik (nyilhegy). 4 oOra utan (d-f), még kiterjedt Cx43 pozitiv FDC
nyulvanyokkal kozrefogott B sejtek (d-f), de a legtdbb sejt mar néhany FDC altal beburkolt 5-15 B-sejtbdl
allo klaszter, a sejthatarokon partikularis Cx43 pozitivitassal (g-h, nyilhegyek). Méretvonal az (a) abran, a-
f: 30 um; g-i: 10 pm.

10. abra. Lucifersarga festéktranszfer 4 éras
FDC-B-sejt kultutaban. A behatold kapillaris
helyét nyilhegyek jelolik (a és c¢). Korai
tenyészetben, laza kapcsolatban 4ll6 sejtek
csoportjaban egyedi sejtekbe juttatott festék
megjelent a szomszédos FDC morfologiaju
sejtekben (1 és 2) is. A (b) abra mélyebb optikai
sikban az (a) sejtcsoport elkiiloniilé sejtmagjait,
a (d) abra pedig a (c) sejtcsoport differencial
interferencia kontraszt  képét  mutatja.
Méretvonal a-d:10 um.
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sejtbe juttatott festék (b; a behatolas helyét nyilhegy jeldli), legalabb 3 ovalis sejtbe jutott at (1, 2 és 3) a
klaszteren beliil (a). Mindharom sejt CD19 pozitiv (rodamin jel6lés) B lymphocytanak bizonyult (b), és a
kompakt klaszter része volt (c). Az injektalt festék (a) atiit a rodamin sziir6n is (b). Méretvonal a-c:12 pm.

A Cx43 csatornak gatlasa FDC-B-sejt tenyészetben

Vizsgaltuk a Cx43 masodik extracellularis szakaszanak megfeleld0 Gap27 connexin
mimetikus peptiddel torténé kezelés hatasat a formalodd FDC-B-sejt klaszterek
fejlodésére. Az eredményeket a 12. abra foglalja Ossze. Frissen, tonsillabdl izolalt
alacsony denzitast sejtekben IgM, ill. IgG pozitivitds mellett Cx43 csatorndkat is ki
tudtunk mutatni. Néhany sejt CD35 pozitiv volt és ritkan CD4+ T sejteket is talaltunk.
Kezeletlen, ill. fals peptid konstrukcioval kezelt tenyészetekben a korabban leirtak szerint
iddvel progressziven novekvo szamu sejtet és Cx43 reakciot magaba foglalo klaszterek
alkultak ki. Gap27 peptiddel kezelt korai (2 6ras) tenyészetekben FDC nyulvanyok nem
formalodtak és késobb is (6-16 h kozott) csak abortiv sejtcsoportok jottek létre, amit
jelentds szamu vakuolizalt citoplazmaji és zsugorodott magvia, karosodott sejtalak
megjelenése kisért (12a. abra). Az sejtcsoportok atlagos sejtszama kezelt tenyészetekben
szignifikdnsan elmaradt a kontroll tenyészetekétdl (12c. abra). Ugyancsak
szignifikansan csokkent a teriiletegységre vetitett Ossz-sejtszam IS a kezelt

tenyészetekben (p<0,05) 6 h, 10 h és 16 h utan (13. abra).

Cx43 expresszio follikularis lymphomakban

A CD10 pozitiv follikularis lymphomakat szabalytalan formaju, polarizacidjukat vesztett
follikulusok és gyakran fragmentalt FDC haloézat jellemezte (14a-b. dabra). A reaktiv
csiracentrumokhoz hasonldéan a Cx43 pozitivitds szignifikdns kapcsolatot mutatott az
FDC halozattal (14c-d. abra, Spearman-rank korrelaci6: rho=0.981, p<0,001), mig a
CD10 pozitiv, de CD21 negativ tumoros teriileteken alig volt Cx43 reakcid.
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12. abra. Gap27 connexin mimetikus peptid-kezelés hatasa FDC-B-sejt tenyészetekre. a) A tenyésztés
kezdetén (Oh) néhany elszort ovalis sejt egylittes Cx43, ill. IgG, vagy IgM expressziot mutat (nyilak).
Kezeletlen 2-6ras tenyészetben Cx43 pozitiv nytalvanyos FDC sejtek behalozzak az ovalis B-sejteket. 6 ora
utan 10-15 FDC és B-sejtbdl allo klaszterek jonnek 1étre, melyek 16 oras tenyészetben kozel 50 sejtbol is
allhatnak, jelentés szamu Cx43 csatornat formalva a sejthatarokon. Gap27 connexin mimetikus peptid
kezelés utan mar 2 6raval az FDC-B sejt kapcsolatok és a sejtcsoportok kialakulasa is jelentdsen karosodik,
szamos vakuolizalt citpolazmaju, zsugorodott magvu sejtalak megjelenésével. b) Egészséges 4 Oras
sejtcsoportban a CD35 (z61d) és a Cx43 (piros) kolokalizacioja (sagra, nyilak) igazolhatd a sejthatarokon.
Immunfluoreszcencia és differencial interferencia kontraszt kombinacidja, magfestés: 7AAD (a). ¢) A
sejtcsoportok atlagos sejtszama kezelt tenyészetekben szignifikdnsan alacsonyabb (*p<0.05; **p<0,005),
mint a fals konstrukcioval kezelt, vagy a kezeletlen tenyészetekben. Méretvonal az (a) abran, 0-16h: 50 um
(2 és 16 h fent: 30 um); Oh kett6s jelolés: 15 um; b: 10 um.

A csatornafehérje erds feliilregulacioja latszott bi- ill.,, multinuklearis, abortiv
nyulvanyokat hordozé FDC alakokban. A tumorsejt proliferacié nem tért el jelentdsen a
Cx43/FDC gazdag, ill. Cx43/FDC szegény teriileteken (14e-f. abra). Csontvelében a
legtobb Cx43 a CD21/NGFR pozitiv tumoros follikulusokban latszott, ahol a Cx43 szint
alacsonyabb ¢és az FDC halozat is fragmentaltabb volt, mint nyirokcsomé FL
follikulusaiban (14g-i. abra). Ugyanakkor az FDC-mentes csontvel6i FL infiltratumban
a Cx43 szint magasabb volt, mint a hasonld, diffiz nyirokcsomoi FL teriileteken a Ki67
pozitiv sejtfrakcio pedig ezzel ellentétes Osszefiiggést mutatott (14). és |I-m. abrak).

Csontvel6i FL-ben az FDC halézattal folytonos stromasejt halozat is NGFR pozitiv volt.
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14. abra. Cx43 fehérje kifejezodés follikularis lymphomaban (FL); nyirokcsoméi (a-f), ill., csontvel6i
lokalizacioban (g-j). Nagy, szabalytalan follikulusok CD10 pozitiv FL B-sejtekkel (a) és fragmentalt
CD21 pozitiv FDC halozattal (b). Cx43 (c: piros) és CD21 (d: z6ld) kolokalizacioja (sarga; nyilhegyek) az
FL follikulusban (d). Betéti kép (c): kétmagvu, nyulvany nélkiili FDC, benne feliilregulalt Cx43 (zold).
Proliferaldo FL frakcio (Ki67, zold) denz FDC/Cx43 reakcid (e: piros), ill. fragmentalt FDC/Cx43 (f: a
bekarikazott teriilet) reacio (piros) mellett. Csontvel6i FL-ben az NGFR (g), ill., CD21 (inset) pozitiv
follikulusok (g, nyilhegy: NGFR pozitiv csontveldi stromasejtek) hordozzak a legtobb Cx43 pozitivitast (h:
piros) és proliferald tumor sejtet (Ki67, zold). Ritkan erés Cx43 reakcid fragmentalt CD21 pozitivitas
(z61d) mellett is eléfordult (i). Szignifikansan tobb Cx43 (piros) és kevesebb Ki67 pozitiv sejt (zold) latszik
a csontvel6i FL infiltratumban, mint a nem-tumoros csontveldi részben (j). A bekeretezett teriileten a
nyilhegyek a Cx43 reakciot jelzik. A diagramok a Cx43 és CD21 expresszio linearis Osszefliggését
mutatjak FL-ben (k); valamint a Cx43 (1), ill., Ki67 kifejez6dés kiilonbségét FDC gazdag, ill. FDC szegény
teriileteken. Immunperoxidaz (a, b és g), immunfluoreszcens (c-f és h-j) reakciok. Szignifikancia: p*<0,05;
*p<0,005. Méretvonal a (a) abran, a-b és :150 pum; c¢-d:30 um (inset:15 pm); e-g és j:120 um; h:100 um.
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A Cx43 expresszid szoros Osszefliggést mutatott az FDC halozattal, mind reaktiv
follikulusokban mind FL-ben (14k-1 abra). A Ki67 pozitiv sejtfrakcido csak a reaktiv
follikulusokban volt szignifikansan magasabb a CD10+ FDC szegény régiokban (14m
abra). Nyirokcsomo6i FL-ben nem talaltunk szignifikans Osszefliggést sem a Cx43
expresszid és a csontveldi érintettség (pcxa3=0,699), vagy a tumor grade (pCx43=0,651)

kozott; sem az FDC mennyisége és a tumor grade k6zott (pcp21=0,449; pcp23=0,112).

5.4. Megbeszélés

Els6ként bizonyitottuk a Cx43 ,gap junction” csatornak jelenlétét masodlagos
nyirokszervekben (Iép, nyirokcsomo, tonsilla palatina és MALT). Immunoldgiai
szempontbol a FDC halozaton beliili, valamint az FDC és B sejtek kozotti funkcionalis
direkt sejt-sejt kommunikaci6 a legfontosabb megfigyelésiink. A T-sejtfiiggd
immunvalasz soran a memoria és effektor B-sejtek a masodlagos nyiroktiiszokben az
FDC mikrokornyezetében fejlodnek (209, 210). Az FDC haromdimenzids halozatot
képez a tiisz6 csiracentrumaban, mely komplement és immunglobulin Fc-receptorokon
keresztiil antigént kot és prezental, valamint adhézidos membran receptorokat is képez
(ICAM-1 és VCAM-1), melyek fontos szerepet jatszanak a nagy affinitastt B-sejtek
apoptdzisbol valod kimenekitésében (208, 211, 212). A B-sejt aktivalas alapfeltétele az
antigén-inger és az antigénspecifikus T-helper sejtek tamogatasa (187, 213, 214).
Ismételt antigén-aktivalasra a B-sejtek proliferalnak és az FDC kdrnyezetébe vandorolva
indukaljak annak fejlédését (191). Allatkisérletinkben a dinamikus névekvé FDC
halozaton emelkedd Cx43 fehérjeszint felvetette a kommunikacids csatornak szerepét az
FDC és a csiracentrum fejlédésében (170), amit connexin-mimetikus peptiddel végzett
blokkolasi kisérleteink igazoltak is (190). Ezzel o6sszhangban, a nyirokcsomok és
follikulusok fejlédését alapvetden szabalyoz6 CXCL13 kemokin indukalhatdo A-
vitaminbdl szarmazd retinolsavval, ami a Cx43 csatorndk képzddésének és mitkodésének
is ismert promotere (215-217). A desmosomak és a Cx43 gap junction csatornak
ultrastrukturalis  kozelsége ¢és  immunfluoreszcens kolokalizacioja az FDC
membranokban, hasonléan az tobbrétegli laphamhoz, az erds, Ca2+-fﬁgg6 sejtadhézid
szerepét tamasztja ala ott, ahol a kommunikacios csatornak nagy stirtiségben keletkeznek
(218).

Aktivalt B sejtekben a szomatikus hipermutaciok szamos eltérd specificitasu B-sejt klont
hoznak Ilétre, melyek koziil az FDC 4ltal bemutatott antigénhez receptorukkal

kapcsolodni képes legnagyobb affinitdsuak talélésre szelektalodnak, mig a tobbi
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apoptozissal elpusztul (219). A tulélé B-sejtekben a DNS fragmentaldo endonukleazok
gatlodnak, ami gyorsan, <4 ora alatt lejatszodik (220). A talélési szignalok pontos
természete még ma sem teljesen tisztazott. Az endonukleazok blokkolasaban Zn** ionok
részt vesznek, azt tamogatjak az FDC altal termelt BAFF, IL-6 és IL-15 citokinek (192,
194, 195), de a sejtfelszini B-sejt receptorok, vagy az LFA-1, VLA-4, CD21, CD22, ill.
CDA40 keresztkotése az endonukleazok aktivitasat csak késleltetni képes, meggatolni nem
és a gatlasban a T-sejt citokinek kozvetlen szerepét sem igazoltak (220, 221). Nagy
szdmban mutattunk ki homo- ¢és heterocelluldris funkcionalé Cx43 csatornikat ebben a
lokalizacioban, melyek fél-életideje <2 ora (222), tehat dinamikusan keletkezhetnek a
kimenekitési folyamat ~4 oras id6intervalluméban. Igy az FDC connexin csatornai
kozvetithetnek kozvetlen B-sejt szelekcios szignalokat, ami azonban tovabbi bizonyitasra
szorul.

A B-sejtek szelekcidjat izotipus valtasuk, klondlis expanzidjuk, majd antitesttermeld
plazmasejtekké, vagy memoriasejtekké érésiik kdveti a csiracentrum vilagos zonajaban
(223). Ezekben a folyamatokban a CD57+ follikularis helper T-sejt citokinek (55, 209,
210), igy az IL-2 (224), IL-4 (225), IL-5 (226), IL-6 (227), IL-10 (228), IFN-y (229) és
TGF-p (230), valamint a kozvetlen antigénreceptor-antigén, CD40/D40L és CD28/CD80
T/B-sejt interakciok jatszanak szerepet (187). Mivel a funkcionalisan dsszekapcsolt FDC
mind a B-, mind a T-sejtekkel, melyek maguk is formalnak Cx43 csatornakat (7, 170),
szoros kapcsolatot tart fenn (223), az igy kialakulé kommunikacios haldzat részt vehet
szignalok rendszerszintii kozvetitésében a vilagos zona B-sejtek és a viszonylag
kisszamu follikularis T-sejt kozott. Ezt tamogatja, hogy az aktivalt lymphocytak
kozvetleniil befolyasoljak az FDC halézat fejlodését (193, 231). Ennek megfeleléen, a
deformalt, illetve karosodott FDC halézat follikularis lymphomaban a malignus B-sejtek
FDC tamogat6 hatasanak hianyat is jelzi (197, 232). Ilyen hatassal lehetnek példaul a B-
sejtek és FDC kozotti a CXCL13/CXCRS; TNF-a/receptor, lymphotoxin (LT)o/receptor
és LTP/receptor interakciok; illetve a T-sejtek ¢és FDC kozotti CXCR4/CXCLI12
kolcsonhatasok, a mindkét viszonylatban fennalldé LFA-1/ICAM1, VLA4-VCAML, ill.
IL6R/IL6 kolcsonhatasok (233-235). Potencialis hirvivoként az FDC halozaton beliil és
FDC-B-sejtek kozott is a cAMP szerepe meriilhet fel, ami kozlekedik ,,gap junction”
csatornakon és a Cx43 fehérjetermelés és csatornafunkciok pozitiv szabalyozoja (10,
236). A CAMP nagy koncentracioban lokalizalhatdé a csiracentrum vilagos zoénajara
(237), proliferacio-gatlo hatast kozvetit granulosasejtekbdl petesejtekbe connexin

csatornakon keresztiil (100, 238), apoptozist indukal nyugvo B sejtekben, ami aktivalt B-
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sejtekben IL-4 jelenlétében a felszini Ig receptorok keresztkotésével kivédhetd (239). A
magasabbrendii koordinacid és ebben connexin csatorndk szerepének bizonyitdsa az
immunrendszerben tovabbi komplex funkcionalis vizsgalatokat igényel.

Az azonos izotpusu (Cx43) csatornak igazoldsa a csiracentrum ¢és a kopenyzona FDC,
valamint a velik morfologiai folytonossagot mutatdé stromalis sejthalézaton (193),
valoszinisiti a nyirokszervek sejtes vazszerkezetének metabolikus, szincicialis
kapcsolatat és az FDC rezidens stromasejt eredetét is tamogatja (240). A direkt sejt-sejt
kommunikécid szerepét a korai morfogenezisben ndévekedési, és proliferacios kontroll
szignalok kozvetitésében igazoltak (171, 241). A funkcionalé Cx43 csatornak
progressziv megjelenése a fejlodé FDC halozaton antigén-inger hatasara felveti
szerepiiket a follikulusok és a méretilket meghataroz6 FDC hélozat novekedésének
koordinalasban és kontrolljdban is.

Sejttenyészetben a Cx43 masodik extracelluldris doménjét utanzé Gap27 peptid korai
csatornazarast és a kommunikacio gyors csokkenését eredményezi (242). Mivel az FDC
sejtek hosszu nyulvanyokkal egymadssal is szoros adhézios kapcsolatot képeznek, ami
Gap27 kezelésre jelentdsen karosodik, valdszinii, hogy az FDC adhézi6 is zavart
szenved, mert a peptid akadalyozza a szomszédos sejtek csatorndinak dokkolasat is.
Kisérletiinkben a Gap27 peptiddel végzett kezelés szignifikansan gatolta az FDC-B-sejt
csoportok kifejlddését €s a sejtek talélését. A reaktiv csiracentrumokhoz hasonldan, az
FL szabdlytalan follikulusaiban is a Cx43 szint szorosan korreladlt a CD21 és CD23
pozitiv FDC halozat denzitasaval. Az emelkedett Cx43 szint nyulvanyok nélkiili bi- és
multinukledris FDC sejteken, melyek vagy korai differencidlatlan, vagy abortiv sejt-
alakoknak felelnek meg, felveti Cx43 szerepét az FDC tulélésében is.

Az FL B-sejtekben a fokozott Bcl-2 termelés megvédi a tumorsejteket az apoptotikus
sejtusztulastol, mialatt az FDC ¢és T-sejtek B-sejt tulélési faktorokat tovabbra is
termelnek. Ezzel 6sszhangban, még az FL B sejtek sem tenyésztheték FDC tamogatas
vagy CD4+ T-helper sejt citokinek, igy CD40L, IL-2 and IL-4 nélkiil (243, 244). Mivel a
Cx43 csatorndk tdmogatjdk az FDC fejlodését és talélését még FL kornyezetben is,
blokkolasukkal gatolhat6é lenne FL-ben az FDC novekedése és annak B-sejt tulélési
faktor termelése és igy mérsékelhetd az FL terapia-rezisztenciaja (204, 205, 207).

A Cx43 csatornak szerepe igazolt a sejtciklus kontrolljaban és a sejtdifferenciacidban
(241). Reaktiv csiracentrumokban erre utal a Cx43 kifejez6dés és a proliferald B-sejt
frakci6é inverz korrelacidja. Hasonld, de nem szignifikans trendet figyeltiink meg a

kezeletlen FDC-B-sejt tenyészetek intakt sejtcsoportjaiban is. Az FL diffuz csontveldi
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infiltratumaiban a CD21 negativ, de LNGFR pozitiv stromasejt hiperplazia teriiletein is
emelkedett Cx43 szinteket talaltunk alacsonyabb FL B-sejt proliferacié és tumor grade
mellett, mint a nyirokcsomoéi FL hasonlo diffiz teriiletein. Ennek ellenére a Cx43 szint
kozvetlen hatdsa a tumor grade-re, ill., az FL csontveldi érintettségére, mint a tumor
progresszid potencialis indikdtoraira nem igazolddott.

A direkt sejt-sejt kommunikacio a lymphoretikularis rendszerben kutatasaink kezdete ota
sz€les korben igazolast nyert, amit a 15. abra foglal 6ssze (172). Mi homocellularis
funkcionalis ,,gap junction” kapcsolatot bizonyitottunk az FDC mellett, csontvel6i
stromasejtek  kozott is, mig masok timusz epithelsejtek kozott (152, 168).
Heterocellularis direkt kommunikaciés kapcsolatok 1étezése pedig, csontveldi stroma és
hemopoetikus sejtek (135), timusz epithel és timocytak (168), valamint endothel sejtek és
lymphocytak k6zott igazolodott (172).
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15. abra. Bizonyitott, connexin csatornikon megvalésulé direkt sejt-sejt kommunikacié a csont-

velében (a), keringésben (b), timuszban (C) és a masodlagos nyirokszervekben (d). (Krenacs T és
mtsai.(172)

A Cx43 a leg6sibb izotipus, mely az immunrendszerben is a legelterjedtebb (172).
Bizonyitottdk, hogy a humoralis immunvélaszban, a Cx43 csatorndk farmakologiai
gatlasa csokkenti a B-sejtek immunglobulin termelését (245). A Cx43 csatornak szerepét
leirtdk az LFA1-kozvetitett Rapl GTPaz aktivacioban CXCL12 hatdsara, ami tamogatja
a B-sejt migraciot és adhéziot (246, 247), igy a csiracentrum szervezddését. A Cx43

csatornak részt vesznek a T-sejt proliferacio €s érés szabalyozdsaban is, elsdsorban a
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CD4/Foxp3 kettés pozitiv regulatoros T-sejtek esetében (248-250), valamint a virus és

crer

5.5. Osszefoglalas — Az eredmények tijdonsagtartalma

Masodlagos nyirokszervekben elsoként igazoltuk:

a connexin (Cx43) csatornak jelenlétét ultrastrukturalis, mRNS ¢és fehérje szinta

bizonyitékokkal;

a connexin (Cx43) csatornakat, nagy denzitasban a csiracentrumok FDC hal6ozatan és
nyirokerek endothel halézatan, kisebb szdmban csiracentrum B-sejteken ¢és

nyirokszovet stromasejtek halozatan, és ritkan T-sejteken;

hogy a Cx43 csatornak ismételt antigén-ingerre jelentdsen feliil-regulalédnak a

formalodo csiracentrumok FDC haldzatan;

a funkcionalis direkt sejtkommunikaciot tenyésztett, ex vivo follikulusokra

emlékeztetd FDC-B-sejt csoportokban FDC-FDC, ill. FDC-B-sejtek kozott;

hogy a Cx43 csatornak blokkolasa Gap27 connexin mimetikus peptiddel gatolja az ex

Vivo csiracentrumok kialakulasat, az FDC-B-sejt interakciot és e sejtek tulélését;

hogy Cx43 csatornak follikuldris lymphomaban is szerepet jatszhatnak az FDC

tulélésében, de nem mutatnak kapcsolatot a lymphoma progresszidjaval.

Egy addig az immunrendszerben nem ismert, Cx43 csatorndk kozvetitésével miikodd

szabalyoz6 rendszer 1étezését elsOként igazoltunk masodlagos nyirokszervekben (1ép,

nyirokcsomo, tonsilla palatina és MALT). A metabolikus kommunikacié az FDC

halézatban és FDC-B-sejtek kozott tamogatja a Cx43 csatorndk szerepét a csiracentrum

ismételt antigén-ingerre bekovetkezd kifejlédésének €s B-sejt szelekcids funkcidinak

Osszehangolasaban. A Cx43 csatorndk ¢és igy az FDC halozat gatlasa follikularis

lymphomaban felveti a lehetdségét az FDC B-sejt tulélési faktor termelése és ezzel a

lymphoma terapia-rezisztencidja mérséklésének.
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6. Connexin expresszié excimer lézer-ablaciét koveté cornea regeneracié soran

6.1. Bevezetés

A connexin direkt sejt-sejt kommunikacids csatornak szerepét a kapcsolt sejthaldozatok
funkcidinak 6sszehangoldsdban az un. kommunikécioés kompartmentek kialakitasaban, az
egyedfejlodés soran (150, 171), ill. a sziv cardiomyocytai kozotti akcids potencial
terjedésében (38), mar koran igazoltak. A szincicialis funkciok szerepe regeneracios
folyamatok 6sszehangoldséban is logikusan felvetddott, ahol a sejthiany potlasa mellett a
struktara és funkcidk hatékony helyredllitdsara van sziikség. A connexinek lehetséges
szerepét ¢és kapcsolatdit a sejtproliferacioval a szdvet helyredllitds kapcsan két
modellrendszerben vizsgaltunk, lézer-ablaciot kovetd cornea regeneracioban (253),
valamint korai izomdifferencialodas, ill. regeneracié soran (253-256).

rendezettség jellemzi sejt, matrix ¢és szolubilis fatorok kozotti Osszehangolt
kolcsonhatasokkal (257-259). A sebzést kovetden egy gyorsan novd, koheziv epithel
réteg vandorol keresztiill az ugyancsak ujraépiild stroman, a karosott corneafelszin
védelme ¢és a szerkezet hatékony helyreallitasa céljabol (260). Az epithelialis sejtek
massziv proliferacioja, citoszkeletalis vazuk dinamikus atépiilésével jaro migracidjuk és
interakcioik a szomszédos hamsejtekkel és a mikrokdrnyezettel néhany nap alatt az
eredeti tobbrétegii lapham helyreallitasahoz vezet (240, 261, 262).

A komplex regeneracios folyamat koordinalasaban szolubilis novekedési faktorok és
kozvetlen sejt-matrix, valamint sejt-sejt adhézios interakciok szerepe régota ismert (257,
263). Késébb, mind a cornea normalis fejlodési és adaptiv funkcidiban, mind a cornea
sebgyogyuldsdban a connexin csatornakon megvalosuld direkt sejt-sejt kommunikacid
szerepe is felvet6dott (264-268). Vizsgalataink idejében csak Cx43 és Cx50 izotipusokat
mutattak ki corneaban, késébb Cx30, valamint a Cx31.1 izotipusokat is (264, 265).
Elokisérletekben a Cx43 mellett Cx26 izotipust talaltunk, akkor els6ként emberi és nyul
corneaban, egyezden azzal, hogy ez az izotipus mas tobbrétegli laphdmokban is eléfordul
(264, 265, 269). A lézerek alkalmazasanak kezddd6 térnyerése cornea-sebészeti
beavatkozasokban, az ennek megfeleld regeneracios modellek vizsgalatanak hianya és a
lehetdség Ujabb connexin izotipus(ok) igazoldsara 0sztonozott arra, hogy a connexinek
lehetséges szerepét cornea regeneracioban tovabb vizsgaljuk. Az excimer l1ézerrel végzett

keratectomia a hagyomanyos gyémant kés alkalmazasa helyett a 1990-es években kezdett
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elterjedni, igy a beavatkozast kovetd regeneracid részletes molekularis morfoldgiai és
utrastrukturalis vizsgalatara in vivo nytl modellben nem volt kozolt adat.

Korabban a cornea sebgyogyulas tanulmanyozasa altalaban csak a regeneracios folyamat
egy-egy szempontjara korlatozodott, igy pl. sejtproliferacid, novekedési faktorok és
receptoraik, epithel adhézioé, vagy a ,,gap junction”/connexin csatornak vizsgalata.
Réadasul az egymadstol eltéré modellekben és koriilmények kozott nyert eredmények
Osszevetése szinte lehetetlen volt, ezért a sajat modelliinkben tobb faktort parhuzamosan
tanulmanyoztunk.

Az excimer (193 nm-es ArF) lézerrel in vivo nyal modellben végzett cornea
keratectomiat kovetd regeneracios folyamatban az epithelidlis kapcsolatokat vizsgaltuk,
kiilonds tekintettel a connexin kommunikacids csatorndkra. A korai gyulladasos és
stromdlis valaszt, az epithel migraciot, a desmosomak, hemidesmosomék ¢és a ,,gap
junction” csatorak térbeli és idébeli eloszlasat ultrastrukturalisan is kovettiik. A connexin
expresszidos adatokat Osszevetettiik az epithelialis sejtproliferacid és az epidermalis

novekedési faktor receptor (EGFR) expresszid valtozasaval is a regeneracio soran.

6.2. Anyag és Modszer

Cornea lézerkezelési protokoll. Hairom honapos 0j-zélandi albino nyulak (22 allat) jobb
szemér6l Calypsollal (Richter, Budapest) végzett altatasban Humacain szemcsepp (Teva-
Human, Debrecen) alkalmazésa utan a corneat 96%-0s alkoholos sztirépapirral évatosan
eltavolitottuk. A stromalis ablaciot 193 nm-es ArF excimer lézerrel (EMG 102 MSC,
Lambda Physik, Ft. Lauderdale, FL) végeztiik, 6 mm-es alland6 ablacios atmérével, 2 Hz
ismétlési gyakorisaggal, 150+10 mJ cm? energiasiiriséggel és 90 pm-es ablacids
mélységgel. Miitét utan az allatok operalt szemét 3 napig napi 5x kezeltiik Tobramycin
szemcseppel (Alcon, Fort Worth, TX).

A cornea szovetmintakat a kezelést kovetd 0, 6 és 16h (3-3 allat), illetve 1, 2, 3 (4-4, ill. 3
allat) és 7 nap utan (2 allat) vizsgaltuk. A cornea mintakbol 2 mm szeleteket kdzépen
elfeleztiik, elektronmikroszkopia, ill. fagyasztott metszeteken végzett immunhiszto-
kémiai reakciok céljara. A nem-kezelt ellenoldali szemek kontrollként szolgaltak.

A migyantas félvékony és elektonmikroszkopos vizsgalatokat a limbus, migracios front

és ablacids centrum régioibol gyiijtott cornea mintak keresztmetszetein végeztiik.

Immunohisztokémia. Nyolc um vastag, friss-fagyasztott metszeteken immunfluo-

reszcens reakciokat végeztink a 3. Modszer fejezet szerint. A cornea ham mitotikus
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indexét a Ki67 pozitiv cornea hdmsejtek dsszes hamsejthez viszonyitott %-os ardnyabol

szamitottuk. Az eredményt statisztikailag a Student-féle kétszaru t-teszttel elemeztiink.

6.3. Eredmények

Connexinek a kezeletlen nyil corneaban

A kezeletlen (normdl) nyul corneaham 3-5 sejtrétegbdl allt, a bazalis, vertikalisan
elnyujtott sejtek folotti rétegek fokozatosan ellaposodtak (16. abra). A tesztelt connexin
izotipusok (Cx26, Cx32, Cx37, ill.,, Cx40) koziil a Cx26 és Cx43 volt kimutathato.

Egyedi lokalizacidjukat a monoklonalis és poliklonalis antitestekkel végzet reakciok
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(nyilhegyek) latszik (a). A tangencialis metszés (betéti kép) a bazolateralis gylriiszerii lokalizaciot
(nyilhegyek) mutatja. Cx43 reakci6é a bazalis epithel sejtek koriil, nagyobb mennyiségben a bazalis és
szuprabazalis sejtek ko6zos hataran (nyilak) (b) és a stromalis fibroblastokban (nyilhegyek). Magfestés:
TAAD, piros. Méretvonal: 20 um.

egyforman tdmogattdk. A connexin csatorndk szézait magukban foglaldé immunfestett
aggregatumok mérete 0.6-1.2 um volt Cx26, illetve 0.4-1.0 pm Cx43 izotipus esetében.
A pontszerli Cx26 reakcié a bazalis hamsejtek bazolaterdlis oldalat gyfirliszerlien
kortlolelte, néhany a szuprabazalis sejtek koriil is el6fordult, a stroma negativitasa
mellett (16a. abra). A Cx43 csatornak a bazalis hamsejtek mentén egyenletes
eloszlasban helyezkedtek el, feldiisulva a bazalis sejtek és a szuprabazalis sejtek kozos
hataran (16b. abra). Emellett a Cx43 fehérje immunjelei az epithelialis bazalis membran
mentén, néhany szétszortan a felham sejtek kozott, nagy mennyiségben a stromalis
sejteken (keratocytak), valamint a cornea belsé felszinének endothel sejtjein volt

kimutathato.

Connexin kifejezodés regeneralodo corneaban

Korai események 6 és 48 ora kozott
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Hat oraval az ablacid utan a stromalis felszint molekuléris tormelék, un. pseudomembran
fedte (17a. abra). Néhany stromalis fibroblast eredetii Cx43 aggregatum kimutathato
volt a lecsupaszitott sebfelszinen is (17b. abra). 6-16 ora kozott a stroma kollagén
kotegei kozott akut gyulladasos sejtek (neutrofil granulocytdk), néhény histiocyta és
aktivalt fibroblastok latszottak (17c. abra). A nyugvé bazalis hamot nagy szamban a
bazalis membranhoz kapcsold hemidesmosomak a migraldo sejtekben jelentdsen

megritkultak (17d-e. abra). A sebzés iranyaba elnyujtott bazalis és szuprabazalis sejtek

s
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17. abra. Korai 6-16 déras események nyul corneiaban excimer lézerrel végzett ablacié utan.
Molekularis felszini tdormelék, ,,pseudomemebran” (nyil) (a) és a csupasz sebzés felszinén stromase;jt
eredetil gyér Cx43 reakcid (b; nyilhegyek) 6 ora utan. Aktivalt fibroblastok (nyilhegy) és akut gyulladasos
sejtek (nyil) a csupasz sebfelszin alatt 16 d6ra utan (c). Nagyszamii hemidesmosoma a bazalis membran
mentén (nyilhegyek) nyugvo hamban (d) és jelentésen kevesebb a sebhatarhoz kozeli migralo hamban (e).
A lecsupaszitott stroma folé a migracios fronton egy-sejt rétegben vandorlo elnyujtott hamsejtek (f). A
csillag aktivalt, intenziv fehérjetermelést mutatd stromasejtet, a nyilhegyek a sirli interdigitaciokat és
koztiik a desmosomakat mutatjak. Transzmisszios elektronmikroszkopia (a, és d-f), immunfluoreszcencia
(b) ill., félvékony metszet, metilénkék-bazikus fukszin festés (c). Méretvonal az (a) abran, a: 700 nm; b: 15
pm; c: 25 pm; d: 6 um; e: 5 pm; f: 8 um (betéti képek, lent: 3 um; jobbra fent:2 pm).
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kezdtek vandorolni a lecsupaszitott stroma f61é a migracios fronton ellaposodott egy-sejt
rétegben (17f. abra). A vandorlo hamsejtek kozotti interdigitaciok és rajtuk a
desmosomak szama jelentOsen felszaporodott. A regeneralddé ham alatt a stomasejteken
fokozott fehérje-/kollagénszintézis ultratrukturalis jelei latszottak.

Tizenhat és 48 ora kozott, mind a Cx26, mind a Cx43 reakcio pontszeri sejtek kozotti
reakcidja migraciods front 1-2 hamsejtje kivételével nagy mennyiségben kimutathat6 volt

az Ujonnan képzddott, vandorld hamrétegben (18. abra). 48 6raval a mitét utan a 6 mm

18. abra. Cx26 (a) és Cx43 (b) immunfluoreszcens reakciéok (zold) nyul corneaban 24 éraval a lézer-
ablacio utan. A sebzési fronttdl (nyilhegy) jobbra a sebzésre kiiszo hamsejt réteg (a). A partikularis Cx26
(b-d) és Cx43 (e-h) reakcio folyamatosan végigkoveti (b és f kezdeti szakasz; ¢ és g k6zéps6 szakasz) a
stromat befedd szimpla hamsejt réteget egészen a vandorlasi frontig (d és h). A nyilhegyek a sebzés szélét
(b és f) valamint a hamsejtvandorlas fontjat (d és h), a nyilak a hamsejt vandorlas iranyat mutatjak. A
connexin reakcio kiterjed a corneahdm teljes vastagsdgara, ami kiilonosen a sebzést hatarold régiokban (b
és e-f) nyilvanval6. Méretvonal: 50 pm.

e

atmérdji sebzést a hamsejtek teljesen befedték. Mindkét connexin izotipus jelentOs
feliilregulaciot mutatott mind az eredetileg épen hagyott limbalis régidban, mind a
sebzést befedd hamsejtekben. Azonban a reakciok eloszlasa egyenetlen és szabalytalan

volt. A partikularis connexin reakcio nem korlatozodott a bazalis hamsejtekre, kiterjedt a
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felsobb hamrétegekre iS. A connexin pozitiv aggregatumok szama pozitiv korrelaciot
mutatott a sebzés hataranak kozelségével.

A bazalis és szuprabazalis hamsejtek mar az elsé nap utan a sebzés mindkét limbalis
oldalan szignifikansan emelkedett proliferaciot (Ki67 index) mutattak a kezeletlen
kontroll cornea hamhoz képest (19a-f. abra). A proliferacio kiterjedt a sebzést befedo,

migrald hamsejt rétegre is egészen annak frontjaig. Mig a nyugalmi, kezeletlen cornea
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19. abra. Ki67 (a-f) és EGFR (g-i) immunfluoreszcens reakciok (zold) nyil corneaban a lézer-ablacié
utan. A proliferal6 (sejtmagi Ki67 pozitiv) hamsejtek szdma szignifikansan emelkedett 24 6raval (a-c) és 3
nappal (d) a kezelés utan a kezeletlen kontroll hamhoz képest (e). Az eredményeket grafikusan az f abra
foglalja Ossze. A nyilhegyek a sebzés (a és g) valamint a hamsejt vandorlas fontjat (c és i) a nyilak a
hamsejt vandorlas iranyat mutatjak. Mind a sejtmagi Ki67 reakci6 (a-€), mind a sejtmembranhoz kotott
EGFR reakcio (g-i) végigkoveti (a és g kezdeti szakasz, b és h kdzéps6 szakasz) a stromat befedd szimpla
hamsejt réteget egészen a vandorlasi frontig (¢ és i). Mindkét reakcido megjelenik a felsébb hamsejt
rétegekben is a sebzés melletti ép teriileteken (a és g, utdbbin betéti képen kinagyitva). Méretvonal: 50um.

hamban az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) fehérje elsdsorban a bazalis
¢s szubrabazalis hamsejtekre koncentralodott, addig kezelés hatasara kiterjedt minden

hamsejt rétegre a sebzés elotti és a sebzési teriileten is (19g-1. abra).



dc_1060 55

Késoi események, 48 ora és 168 ora kozott

A lézer ablaciot kovetd 72 ora utdn a sebzett felszint 2-3 kissé hulldmos lefutasu
sejtrétegekbdl allo hamsejtek fedték, ahol a connexinek is egyenetlenebb eloszlast
mutattak, mint a kezeletlen hamban (20a-b. abra). Mind a Cx26, mind a Cx43
pozitivitas részben még kiterjedt a fels6bb hamrétegekre. Egy héttel a cornea ablacié utan
a ham ismét 3-5 sejtrétegiivé fejlodott (20c-d. abra). A kezeletlen hamhoz képest

rendezettségben mérsékelten eltéré morfologiai megjelenéssel és connexin eloszlassal.

20. abra. Cx26 (a-b) és Cx43 (c-d) immunfluoreszcens reakciok (zold) nyil corneaban 3-7 nappal a
1ézer-ablacié utin. A regeneralddott tobbrétegli ham 3 nap utan (a €s ¢) még hullamos lefutast, ami 7 nap
utan egyenletesebbé valt (b és d). Ezzel parhuzamosan a connexinek feliilregulacioja és egyenetlen
eloszlasa is mérséklodott 7 nap utdn a 3 napos mintakhoz képest. Magfestés: 7AAD (c és d, piros).
Méretvonal: 50pm.

6.4. Megbeszélés

A latasélesség helyreallitasa excimer lézerrel végzett fotorefraktiv keratektomia utdn a
kiilonos figyelmet forditottunk a direkt sejt-sejt kommunikacios csatorndkat formald
connexinek, egyéb sejtkapcsolatok, valamint a hdmsejt potlas/proliferacio és az EGFR
kifejezddés struktirahoz kotott és iddbeli valtozasainak tanulméanyozasara. Kétféle
connexin izotipust azonositottunk, a Cx43-at és Cx26-ot (utdbbit elséként), melyek a
regeneracios folyamat kezdeti szakaszatol kifejezodtek a jelentds proliferacids aktivitast
¢és sejtmembran EGFR expressziot mutatd, sebfelszinre vandorld 1) cornea hamsejtek
hamsejtekben koncentralodott. A regeneracio soran mind a sebzés eldtti, mind a migralo
hamban jelentésen emelkedett Cx26 és Cx43 expresszid atmenetileg kiterjedt a felsébb

hamrétegekre, ami felveti szerepliket a cornea sebgydgyuléds 6sszehangolaséban.
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A sejtkommunikicids connexin csatorndk szerepére Ccornea regeneracidoban
vizsgalatunkig kevés adat volt (265, 267). Munkankkal a korabbi megfigyeléseket
pontositottuk és ujakkal egészitettiik ki. Kimutattuk 1) a Cx26 csatornakat, elsékként
mind normal nyugvd, mind generaloddé cornea hamban 2) Nagyobb pontossaggal,
denzitasban hataroztuk meg a partikularis Cx26 és Cx43 lokalizacidjat a normal bazalis
szuprabazalis sejtek koz6s membran hataran is nagyszamban taldltunk; 3) a stromalis
keratocytak és endothel sejtek Cx43 pozitivitasat, ami endogén pozitiv kontrollként is
kiterjedését a corneaham teljes vastagsagara; 5) hogy a migrald frissen képzodott
hamsejtekben jelentés mennyiségili partikularis Cx26 és Cx43 fehérje képzodik, mig itt
masok itt nem talaltak connexineket (265, 267). Mivel masok a nyilvanvalo
desmosomalis kapcsolatokat sem tudtak imunologiailag igazolni (267), kisérletiikkben a
connexin negativitas a migralé hamban technikai okokra vezethetd vissza.

A Cx26 izotipust tobbrétegli laphdmban masutt, igy az epidermisben és a cervix hamban
is korabban kimutattak (269). A cornedban igazolt Cx43/GJA1 és Cx26/GJB1 nem
képeznek vegyes csatornakat egymassal (8, 11), igy a corneaham kompartmentalis
funkcioinak koordindlasara alternativ utvonalakat kindlnak. A bazalis és szuprabazalis
cornea hamsejtek kozotti kozvetlen kommunikacidban a Cx50 csatorndk is részt
vehetnek, melyek azonban nem kompatibilisen sem a Cx43, sem a Cx26 csatornakkal
(271). Bar kezdetben az karcolasos (“scape-loading”) festéktranszfer modszer nem
igazolt funkciondlis kommunikéacidt bazalis €s szuprabazélis cornea hamsejtek kozott
(265), a koszeriibb karboxifluoreszcein mikroinjekcios modszer ezt bizonyitottak (272).
A sejtmigraciot az actin/stress-filamentumok folyamatos atrendezddése biztositja, mely a
fronton allabszerli nyulvanyokat, a kovetd sejtekben pedig hangsulyos interdigitaciokat
hoz létre, hasonléan a bodrsebek gyodgyulasahoz (262, 273). A vandorld hamréteg
folyamatos egybentartasaért desmosmoplakin és E-cadherin altal kozvetitett kalcium-
fiiggd sejtadhézio, amit ultrastukturalisan is kovettiink, és a “tight junction” kapcsolatok
felelosek (263, 267). A kalcium fiiggd sejtadhéziés mechanizmusok fontos szerepet
jatszanak a “‘gap junction” sejtmembran csatornak kialakulasaban is (166, 218). Ennek
megfeleléen, a kommunikécids csatornakat reprezentdld partikularis Cx26 és Cx43
pozitivitast mutattunk ki a regeneralodé hamsejtek kozott, beleértve a vandorld egysejt-
réteget egészen annak frontjaig (265, 267). Mindez igazolta, hogy a migrald6 hamsejtek

részben megbrzik szoros homofil adhéziojukat és a lehetdségét, hogy kozvetlen
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metabolikus kapcsolatot is fenntartsanak egymadssal a regeneracios folyamat
Osszehangolasara.

A sebzés jelentdsen feliilregulalta mindkét connexin izotipust. A connexinek eredeti
bazalis szegregacidja mar 24 oOra utan eltlink, expresszidjuk kiterjedt a ham Osszes
rétegére, ami kiilondsen a limbalis régioban volt kifejezett. A Cx26 és Cx43 hasonloan
emelkedd szintjét és relokalizacidjat igazoltdk mitogénnel kivaltott epidermalis
hiperplaziaban is (269). Tovabbi megfigyelések is bizonyitjak a connexin kifejez6dés
szerepére utal a tobbrétegli ham koordinalt Gjraépiilésében (274, 275). Hogy a connexin
feliilreulacié a hamproliferacio kontrolljaban kozvetleniil is szerepet jatszik-e, annak
eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A fokozott sejtproliferacio a gyors sejtpotlas és a seb hatékony elszigetelése érdekében
alapvet6 (261, 276, 277). A sejtproliferacié massziv emelkedését figyeltiik meg 24 oras
sebekben, ami a vandorl6 ham egy-sejt rétegét is érintette. Masok csak a Gssejtekben
gazdag limbalis régioban figyeltek meg sejtproliferaciot cornea regeneracié kapcsan
(261, 278). Kisebb, 3 mm atmérdji felszini sebeknél, amit masok hasznaltak, valoszinii,
atmeérdjlii sebzeésilinknél, a sériilés izolalasanak akut sziikséglete miatt, mar a migralo
sejtek szaporodasara is sziikség volt. A mienkhez hasonld massziv, fokozott
sejtproliferaciot figyeltek meg EGF-el tamogatott epithel regeneracido soran 10 mm
atmér6jii  sebzés utan 12-24 oraval (279). Cornea regeneracioban a migralo
proliferacios sejtfrakcio talértékelésére is alkalmasak, timidin beépiiléssel végzett
proliferacio becslés a Ki67 reakcidhoz hasonld eredményeket adott (281, 282).

A cornea sebgyogyulasa soran a hamsejt proliferaciot és migraciot tamogaté egyik fontos
szolubilis novekedési faktor az EGF (258, 283, 284). EGF-et a cornea mindharom f6
sejttipusa, a ham, stroma és az endothel is képez, mig az EGF receptor (EGFR) termelés
els6sorban a hamsejtekre (esetleg a stromara) korlatozodik (8, 284). Masokkal
megegyezOen nagy mennyiségli sejtmembranhoz kotott EGFR fehérjét mutattunk ki a
bazalis hamsejtekben €és fokozatosan csokkend mennyiségben a felsébb hamrétégek felé
(285). Regeneracio soran az EGFR szint emelkedett a felsébb hamrétegekben és a sebzés
folé vandorlo ham egysejt rétegében is. A regeneracidos hamban megfigyelt magas EGFR
koncentraci6é tamogatja a receptor aktivacid szerepét a sejtproliferacioval jard fokozott

DNS szintézisben (279). A kisebb atmér6jt felszini sebzéssel jaré regeneracid soran a
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vandorld hamsejtekben sem proliferaciot, sem EGFR fehérjét nem tudtak kimutatni
(278), ami ha nem technikai hiba kdvetkezménye, szintén a két tulajdonsag (EGFR szint

¢s proliferacio) szoros kapcsolatat mutatja.

6.5. Osszefoglalis — Az eredmények tijdonsagtartalma

Els6ként igazoltuk:

e a Cx26 csatorndkat a corneaban, ahol a bazalis hamsejtek membranjan jelentek meg,
a Cx43 izotipus mellett. Mivel heteromer csatornakat a két izotipus nem képez, igy
szelektiv permeabilitasuk révén alternativ metabolikus direkt sejt-sejt kapcsolatok
lehetdségét kinaljak;

e hogy excimer lézer-ablacié utan a regeneral6dd cornea ham fokozott Cx26, Cx43 és
epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) expressziot és atmeneti relokalizaciot
mutat, kiterjedve minden hamrétegre ideértve a sebfelszinre vandorl6 egy-sejt réteget
Is;

e hogy a nagy (6 mm-es) sebatmér6 és extrém hamsejt igény miatt nemcsak a limbalis,
Ossejtgazdag régid, hanem a migrald hamsejtek is magas proliferacids aktivitast

mutatnak.

Igazoltuk, hogy a hatékony cornea sebgyogyulas érdekében fokozott ndvekedési faktor
hatasra a sebfelszinre vandorld hamsejtek erés proliferacios aktivitasuk mellett is
megtartjak képességiiket a metabolikus kommunikaciéra. Ez a megfigyelés és a connexin
csatornak atmeneti feliilregulacioja, tdmogatja szerepiiket a térben és iddben magasszintii

rendezettséggel zajlo regeneracids folyamat koordinalasaban.
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7. Connexin csatornak szerepe a harantcsikolt izomdifferencialodas és regeneracio

soran

7.1. Bevezetés

Gerincesekben a connexin csatorndk minden magvas sejtben megtalalhatok, kivéve az
érett harantcsikolt izmot (és spermiumokat), mivel az izomrostok myoblastok tucatjainak
izolacidja a motoros egységek szelektiv aktivalasa miatt is fontos (287). Azonban a
izomprogenitor myoblastok képeznek connexin csatorndkat és nagymértékii
szervezettséggel kapcsolodnak egymashoz, majd flzionalnak myotubulusokka, ami
felvetette a direkt sejt-sejt kommunikacio szerepét korai izomdifferencialodasban (288).
»Gap junction” csatorndkat korabban igazoltak csirke, egér és patkany embrio és
ujsziilott harantcsikolt izmaiban (289-292). A kommunikacids csatornakat ugyancsak
kimutattdk myoblast sejttenyészetekben, ahol a csatornablokkolé octanol vagy pB-
glycerretinsav, ill. a Cx43 gén indukalt ablacidja a késéi myogenikus faktorok, a
myogenin és Mrf4 (myogenikus szabalyozo faktor-4) kifejezodését gatolta (289, 293-
297). Tovabba, Cx43 gén (cDNS) transzfekcidja rabdomyosarcoma sejtek differencial-
tabb fenotipusat eredményezte (294, 298). A legtobb tanulmany azonban transzformalt
sejtvonalakat hasznalt, illetve kiragadott 1dOpontokban statikusan vizsgilta a
differencialodas egy-egy részletét. Munkéank idején a myogenikus progenitor sejtek
multinukleédris izomsejtekké differencidlodasa folyamatdban a connexin csatorndk
szerepét szisztémasan értékeld tanulmany nem volt.

Erett harantcsikolt izomban a rezidens, éssejt tulajdonsagu szatellita sejtek aktivalodnak
1izomkarosodas kapcsan és kotelezodnek el myoblastokka. A sériilt izombdl felszabadulo
mitogének és trofikus faktorok hatdsara a myoblastok proliferdlnak, differencidlodnak,
vandorolnak, majd sejtfiziéval hoznak létre az 0j izomrostokat (299). A nagyléptékii
myoblast fuzid térben és idében magas szinten szervezett (299, 300), ami a sejtadhézio, a
sejtciklus kontroll és az i1zomspecifikus génexpresszid preciz koordinalasat feltételezi
nagyszami sorbarendez6dott myoblastban. A connexin csatornak lehetévé teszik
novekedési ¢és differenciacios szignalok gyors és szinkron kozvetitését Kkiterjedt
sejthalozatokban (189, 301), igy koordinalo szerepik a myoblast fGzio
Osszehangoléasaban is logikus felvetés volt. Mind az izomregeneracid, mind a myoblast
tenyészetek rekapituldljak az egyedfejlddés izomdifferenciacios folyamatait, igy kivalo

modelleket kinaltak a myogenezis tanulmanyozasahoz (302, 303).



dc_1060 %5

Az izomfejlodést myogenikus transzkripcids faktorok (Myf5, MyoD1, Myogenin és
Mrf4) iranyitjak (304, 305). Myogenikus molekulak atirasat indukaljak, majd a
sejtadhézios és a sejtciklus szabalyozasi jelutak interakcioli a myoblastok fuzidra kész
(304, 306). Koraban igazoltik, hogy a ciklin-fiiggd kindz gatlo p21"*™" feliilregulacioja
alapvetd szerepet jatszik a myoblastok differencialédasaban és életképességében (307,
308). Masrészt a p21Wafl fehérje aktivalhatd ,,gap junction” csatornakon keresztiil is
szomszédos sejtekben (309). Masok bizonyitottak, hogy az ugyancsak ciklin-fliggé kinaz
inhibitor p279%"* kozvetiti daganatsejtekben az indukalt connexin expresszidval kivaltott
differencialtabb fenotipust (120, 121).

Ebben a munkédban a ,gap junction” connexinek térbeli és iddbeli kifejezddését

tanulmanyoztuk izomdifferencialodas soran (254-256). In vivo, kigyoméreggel kivaltott

crer

crer

sejtciklus kontroll szabalyozasanak (p21"®™ p27"PY) Gsszefiiggéseit. In vitro primer
myoblast tenyészetben ugyancsak kovettiik az izomdiffernecialodas és a connexin
a myoblast proliferaciora és a myotubulus képzddés dinamikdjdra. A myoblastok

metabolikus kapcsolodasat funkcionalis festék-transzfer kisérletekkel kovettiik.

7.2. Anyag és Modszer

In vivo izomregeneraciés modell. Nembutal (fenobarbital) anesztézia alatt ~350 g-0s
him Wistar patkanyok bal labanak m. soleus izomkétegébe 20 pg (200 ul) notexint (a
Notechis scutatus scutatus - tigriskigyd mérge) injektaltunk (311). A jobb lab azonos
utan csoportonként 3-3 allat soleus izmanak kozépsé harmadat metszettiik ki és
vizsgaltuk a 1, 2, 3, 4, 5 és 7. nap utan, ill. 2-2 allatot a kezelést kovetd 21. €s 28. napon.

Kontrollként harom 0jsziilott patkany hatso végtag izmait is tanulmanyoztuk.

Pimer myoblastok tenyésztése. Ujsziilott patkanyok hatsd végtagjaibol szatellita
sejteket is izolaltunk (312). Az izmot PBS pufferben 2-3 mm-es darabokra vagtuk,
0.25%-o0s tripszinnel (4 U/mg) 30 percig kezeltiik, a feliiluszot 6sszegyiijtottiik, majd
2000 rpm-en centrifugaltuk. A fibroblastok kitapadisa utan a myoblastokat 2 x 10°
sejt/lyuk denzitasra beéllitva 10% FCS, 10% loszérum és 200 pg/ml gentamycin tartalma
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komplett Dulbecco-féle MEM (DMEM) tapoldatban tenyésztettiik. A Poly-L-lizinnel és
lamininnal fedett fed6lemezeken tenyésztve 3-4 nap alatt valtak konfluenssé. A myoblast
fuziés indexet a myotubulusokba foglalt, ill. az 6sszes desmin pozitiv sejt 7AAD festett

magjanak hanyadosabol szamoltuk ki legalabb 10 latoteret vizsgalva mintanként.

Western immunoblot. A primer myoblast tenyészeteket 0,5%-0s tripszinnel 4°C-on
kezeltiink. Majd fagyasztva elporitott pakany sziv mintakkal megegyezéen Szachardz,
EDTA, DL-ditiotreitol (DTT), fenilmetanszulfonil fluorid (PMSF), tripszin inhibitor,
leupeptin és aprotinin tartalma lizis pufferrel szonikaltuk (254). Mintanként 30 pg
fehérjét futtattunk 4.8%-os natrium duodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), majd blottoltunk immobilon-P
nitrocellul6z membranra (Millipore, Billerica, MA, USA). A mebranokat nyul anti-Cx43
antitesttel (1:1,000; Zymed) majd peroxidazzal jelolt anti-nyal immunoglobulinnal
(1:2000, Vector Burlingame, CA) kezeltiik, végiil ECL chemiluninescens reagnessel
eléhivtuk (Perkin-Elmer, Boston, MA,) és Bio-Rad Gel Doc 2000 rendszerrel a Quantity

1-D sofware-rel elemztiik.

Immunhisztokémia. Az kisérletes izommintékat elfeleztiik, egyik résziiket folyékony
nitrogénben lehiitott izopentanban felagyasztottuk, mig a masikat 4%-0s formaldehidben
rogzitettilk, majd rutinszerlien paraffinba agyaztuk. Az immunreakciokat paraffinos
metszeteken, fagyasztott metszeteket és fed6lemezeken ndvesztett tenyészeteken a 3.

Modszer fejezet szerint végeztik.

A Cx43 és a sejtciklus asszocialt fehérjék kifejez6désének mennyiségi analizise. A
Cx43 kifejezdés és a p21"@™, p27%! jll. Ki67 pozitiv sejtfrakciok (pozitiv/dsszes
myogenikus sejt) meghatarozasat az Image J 1.29 software-rel végeztiik (254, 255).
Statisztikai elemzésre a nem-parametrikus Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk.
Normal eloszlasndl az eredményeket kétszarh t-tesztel is ellendriztiik. Meghataroztuk az
immunjeldlt partikuldk nagysagbeli eloszlasat is és ennek sejtszdmra vonatkoztatott
értekeit. Az 5-2500 pixel tartoméany az 6sszes immunjelet, az 5-80 pixelig terjedd jelek a
< 1 um-es pontszeri, sejtmembranhoz kotott Cx43 reakcidt, mig a 320-2500 nagysagu

jelek a >4 pm-es intracitoplazmatikus Cx43 plakkokat jellezték.
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Adherens myoblast tenyészetek transzfekcioja Cx43 génkonstrukciokkal. Kétnapos
adherens myoblast tenyészeteket csak zold fluorescens fehérjét (eGFP) kifejezo, eGFP-t
¢s vad tipusu Cx43 gént (wtCx43) kifejezo, ill., eGFP-t és egy dominans negativ, C-
terminalisan csonkolt (a 231-es pozicidoban valin helyett glutaminsav, a 232-€S
pozicidban fenilalanin utdn trunkalt) és szallitdsaban gatolt Cx43 génkostrukciodt is
kifejezd (dnCx43) pIRES2-eGFP vektorral (BD-Clontech, Mountain View, CA)
transzfektaltunk (313). A transzfekciot 30%-0s konfulencia mellett Effectene reagenssel
(Qiagen, Crawley, UK) végeztiik szérumot tartalmazo tenyészetekkel (256). Lyukanként
1 pg/ml génkonstrukciot 8 pl ,.enhancer” reagenssel, majd Effectene reagenssel
inkubaltunk, végiil a kultarakhoz adtuk 24 o6raig, majd normal névekedési médiumban
tenyésztettiink (256). Az eGFP fluoreszcencidja ~5-6 oOra miulva jelentkezett. A
sejtszamot és a myotubulusok megjelenési dinamikajat 4 napig naponta tanulmanyoztuk.

Minden konstrukcidoval minden idépontban 4 parhuzamos tenyészetet vizsgaltunk.

Funkcionalis festék-transzfer vizsgalatok. A transzfektalt myoblastok metabolikus
kapcsolodasat szimpla lucifersarga, vagy kettds festék injekcioval 5% FITC-dextran
(Ms:~10 kDa, membran atjarhatatlan) és 5% ,,Cascade Blue” (kaszkadkék, Ms:538 Da,
membranpermedbilis) (Invitrogen-Molecular Probes) teszteltiik a 3. Modszer fejezet
szerinti mikrokapillaris modszerrel (129). A festéktranszfert osztalyoztuk, hianyzo
kapcsolat, csak kaszkaddkék atjutdsa szomszédos sejtekbe (connexin/junkcionalis
kapcsolat), ill. a FITC-dextran (mindkét festék) atjutasa szomszédos sejtekbe
(cytoplazma folytonossag/kapcsolat). A  myoblastok connexin kapcsolodasanak

hatékonysagat a festékkapcsolt/injektalt sejtek hanyadoséaval hataroztuk meg.

Statisztikai analizis. A transzfekcid egyenletességét és megbizhatosagat és a kezelések
hatékonysagat a nem-paramertikus Kruskal-Wallis-féle teszttel vizsgaltuk, majd a paros,

csoportok kozotti osszevetésre a Dunn-féle tesztet hasznaltuk (SigmaStat, Sigma).

7.3. Eredmények

Connexin csatornak lokalizacidja pakany harantcsikolt izomban

A regeneracios folyamat soran a myogenikus sejteket a korai ovalis, majd unipolaris
myoblastoktol az érett harantcsikolt izomrostokig desmin pozitivtasukkal igazoltuk (21a-
b. abra). Erett patkany soleus izom myogenikus sejtjeiben a Cx43 volt az egyetlen

connexin izotipus (21c. abra). Kevés Cx43, Cx37 és Cx40 mellett az izomrostokat
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hatarolé vascularis endothel sejtekben kimutathaté volt. Ujsziilott patkany izomban Cx43
reakcid az éretlen rostokon beliil is latszott (21d. abra). Az éret rostok sejtmembranjait
(sarcolemma) vékony bazalis membranszerii kotoszovet réteg (endomysium) valasztotta
el egymastol (21e. abra). Az izom progenitor szatellita sejtek a rostokkal kozvetlen
membran kapcsolatban voltak, koztiik ,,gap juntion” csatorndk elektronmikroszkoposan

sem latszottak (21f-g. abra).

21. abra. Desmin (a-b) és Cx43 (c-d) immunfluoreszcens reakciok (zold) és elektronmikroszkopos
vizsgalatok (e-g) patkany harantcsikolt izomban. Rendezett desmin filamentumok intakt izomrosokban
(a). Notexin kezelés utdn 2 nappal a myoblastok is desmin pozitivak (nyilhegyek) (b). Erett izomban a
Cx43 reakcio a rostok kozott futd stoma- és endothel sejteken (c; nyilak, a keretezett rész nagyitva).
Nagyszamu Cx43 plakk 0jsziilott izomban (d), néhol a rostokon (nyilhegyek) beliil is (nyilak). Az érett
izomrostok sarcolemmajat (e; nyilhegyek) bazalis membran valasztja el, mig az ovalis szatellita sejtekkel
(s) azonos bazalis membranon belill kozvetleniil érintkeznek (nyilhegyek) ,,gap junction” csatornak
kialakitasa nélkiil (f-g). Magfestés: 7-AAD (a-d; piros), m: myonucleus, f: fibroblast. Méretvonal az (a)
abran; a, ¢ és d: 30 um; b: 20 um; e: 3 um; f: 0,8 um; g: 0,4 um.
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»Gap junction” csatornak notexin-kezelt regeneralodo patany soleus izomban

Az izomkarosodas és a gyulladasos reakcido mértéke notexin injekcid utdn ardnyos volt a
toxin koncentracidjaval, ezért a vizsgalatainkat a m. soleus tokja (perimysium) ¢és az
injekcid behatolas kozotti kozépvolalban végeztiik.

Néhany oraval a notexin kezelés utan neutrofil granulocytak és histiocytdk szlirték be az
izmot. 24 6raval a kezelés utan jelentds 6déma és elsdsorban az izomrostokat érintd akut
nekrotizald szovetkarosodas latszott (22a. abra). A feloldodott citoszkeletalis
maradvanyokkal és nagyszamu aktivalt marcophaggal besziirt rostok endomysium tokja

azonban intakt maradt, csakagy, mint a rostokat koriilvevd erek (22b. abra). A rostok

1 wafl

periférigjan és azon kiviil néhany proliferald (Ki67 pozitiv, p2 és p279°! negativ)

Cx43 pozitiv myoblast jelent meg (22c. abra).

22. abra. Notexinnel kivaltott izomregeneracio patkany soleus izomban. 1 nap utan: (a-c) Acut
myonekrozis, a krosodott izomrostokat macrophagok (nyilhegyek) és neutrofilek infiltraljak (a); a bazalis
membranok (nyilhegyek) és a kapillarisok (cap) megorzottek (b); a kimutathatdo Cx43 fehérjeszint (z6ld)
alacsony, de igazolhatd korai myoblastban is (c; nyil). 2 nap utdn: Myoblast invazio (nyilak) és
nagyszamu aktivalt macrophag (nyilhegyek) izom keresztmetszetben (d); a bipolaris myogenikus sejtek
(nyilak), néhanyuk osztddik (nyilhegyek), a megmaradt rostok mentén vandorolnak (e); jelentds Cx43
immunpozitivitas (z6ld) a myoblast invazionak (nyilak) megfeleléen (f); A ,,gap junction” csatornaknak
ultrastrukturdlisan megfeleld kozeli membran Osszefekvés (nyilhegyek) szomszédos myoblastok kozott,
feliil, ép bazalis membran (nyilhegyek) (g-h); valamint desmin (piros) és Cx43 (z6ld) kolokalizacid (sarga)
a myoblastokban. Metilénkék-bazikus fukszinnal festett félvékony metszet (a, d, e), elektronmikroszkdpia
(b, g, h) és immunfluoreszcens reakciok (c, f, i). Méretvonal az (a) bran; a és d: 25 um; b: 7 um; ¢ és e: 15
pm; f: 35 pm; g: 4 pm. h: 0,6 um (inset: 0,2 pm); i: 10 um (inset: 20 um).
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Cx43 feliilregulacio a regeneralodo izmot besziiréo myoblastokban fuzio elott

Két nappal (48h) a notexin kezelés utan a szovettormelék macrophagok altali
fagocitozisat massziv myoblast infiltracié kisérte (22d. abra). A bipolaris ors6 alaku
myoblastok a megmaradt endomysealis membranok mentén gyiilekeztek (22e. abra) és
jeletés mennyiségli pontszerli Cx43 reakciot mutattak (22f. abra). Kevesebb, mint 30%-

uk gyenge p21"™ &g p274Ft

sejtmagi pozitivasa és 90%-uk Ki67 pozitivitisa mellett.
Benniik a ,,gap junction” direkt sejt-sejt kommunikacids csatorndkat ultratrukturalisan is
igazoltuk (22g-h. abra) és kett6s immunfluoreszcens jellés a Cx43 és a desmin reakcid
kolokalizacigjat is bizonyitotta (22i. abra).

1" g5 p27 ¥P! feliilregulacio a sorbarendezédott myoblastokban fuzié elétt

p2
Harom nappal (72h) a notexin kezelés utan az izomrostokban a sejttormelék mennyisége
a macrophag szama mérsékl6dott. Ugyanakkor nagyszamui myoblast sorba rendez6dott
az izomrostok megmaradé endomysealis bazalis membranjai mentén (23a. abra).
Néhany myoblast csoportban a membranhatarok eltlinése, korai fizid jelei is latszottak.
A myoblast invazido és a myoblastok Cx43 pozitivitasanak csucsa egybe esett (23b.
abra), amit kettés immunfluoreszcens reakcioval is igazoltunk (23c. abra). A
sorbarendezddott myoblastok dontd tobbsége erds sejtmagi p21Wafl (23d. abra) és p27kipl

(23e. abra) reakciot mutatott, mikdzben benniik a proliferacios marker Ki67 kifejezése

megsziint, az csak az elszort myoblastokban latszott (23f. abra).

Cx43 fehérjeszint gyors csokkenése myoblast fuzio utan

Négy nappal a notexin kezelés utan az 6déma ¢és a gyulladdsos sejtek szama tovabb
mérséklodott. A legtobb myoblast a fuziot befejezte és sokmagvu szincicialis
myotubulusokat formalt, melyekben korai kontraktilis elemek is megjelentek (23g-h.
abra). A partikularis Cx43 reakcid6 a myotubulus képzOddés soran gyorsan csokkent,
illetve eltlint (23i. abra), mig az elszort nem fuzionalt myoblastok még Cx43 pozitivak
voltak. A Cx43 szint valtozasat a regeneracio soran mennyiségi képanalizissel vizsgalva
a 24a. abra foglalja 6ssze. Mindkét ciklin-fiiggd kindz inhibitor fehérje erds pozitivitast

wafl

mutatott korai myotubulusok sejtmagjaiban, majd érésiik soran a p2l szintje

WPl szint valtozatlan maradt (24b. abra). A desmin negativ

mérséklodott, mig a p27
teriiletek Cx43 expresszidja nem valtozott jelentdsen a regeneracio alatt. Hét nappal a
kezelés utan az ijonnan formalddott izomrostok jelentés mennyiségii kontraktilis fehérjét

képeztek, de a sejtmagjaik még random helyezkedtek el és sarcoplazmajuk vakuolizalt
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Cx43

4

23. abra. Cx43 expresszié és a sejtciklus szabalyozas viszonya notexinnel patkiny soleus izomban
kivaltott izomregeneracioban. 3 nap utan (a-f): A myoblastok sorbarendez6dése (nyilak) és fuzioja
(nyilhegy) az endomysium mentén massziv gyulladasos infiltracid mellett (a); a sorbarendezddott
myoblastok denz Cx43 immunfluoreszcens reakcidja (z6ld) (b); Cx43 (z6ld) és desmin (piros)
kolokalizacidja (nyilak) myogenikus sejtekben (c); az erételjes és egyenletes p21V*™ (d) és p27"* (e)
immunreakci6 és hianyzo6 Ki67 pozitivitas (f) (nyilak), utobbi markerre csak szabadon allo sejtek pozitivak.
4 nap utan (g-i):Sok myoblast tobbmagvi myotubulusokka fazionalt (g, nyilhegy), melyekben kontraktilis
rostok is megjelentek (nyilak+betéti kép) (h); A myotubulusok alig, vagy nem képeznek Cx43 fehérjét
(keret), mig a pre-fiziés myoblastok Cx43 pozitivak (nyilak). Metilénkék-bazikus fukszinnal festett
félvékony metszet (a, g), immunfluoreszcencia (b, ¢, i), immunperoxidaz reakcidk hematoxilin-eozinnal
feliilfestve (d-f), elektronmikroszkopia (h). Méretvonal az (a) abran, a-f:35 um; g:20 pm; h:5 pm; i:15 pm.

volt. Erds desmin kifejez6dés mellett csak a rostok periféridgjan mutattak elszort Cx43
reakciot. A regeneracios folyamat teljessé valt a 21-28. napok kozott, a rostok
morfologidja €s Cx43 expresszidja nem kiilonbozott jelentdsen az kontroll rostokétol,

csupan né¢hany centralisan elhelyezkedd izomsejt mag utalt a kordbbi regeneraciora.
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24. abra. A Cx43 fehérje (a-d) és sejtciklus frakciok (e) meghatarozasa notexinnel Kivaltott
izomregeneraci6 soran.
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Connexin csatornak differencialod6 primer myoblast tenyészetben

A Cx43 csatornak feliilregulacioja a myoblast fuzio elott

Kétnapos myoblast tenyészetben a sejtek tobb mint 90%-a desmin pozitiv volt (25a.
abra). Cx43 fehérjét mar 1 napos tenyészetekben kimutattunk a kezdetben ovalis, majd
elnyqjtott morfoldgiaju, akar egymastol izolalt myoblastokban is (25b-c. abra). Az in
vivo kisérletekhez hasonléan Cx26, Cx32, Cx37, Cx40 és Cx45 izotipusokat tenyészett

myoblastokban sem tudunk igazolni (25d. abra).

Kétnapos tenyészetben a bipolaris myoblastok egymassal érintkeztek (25e-f. abra). Csak
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25. abra. A Cx43 expresszio differencialédé primer myoblast tenyészetben. A) Desmin
immunpozitivitdas (z6ld) bizonyitja a sejtek myogenikus elkotelezettségét (a). Pontszerli Cx43 reakcid
(z61d) desmin pozitiv (piros) ovalis, szabadon all6 (b) és elnyujtott, érintkezd sejtekben (c) 1-napos
tenyészetben. Konfluens, 3-napos myoblast tenyészet nem mutat Cx40 reakciot (d). Bipolaris egymassal
érintkezé Cx43 (z61d) és desmin (piros) kettds pozitiv myoblastok 2-napos tenyészetben (e), ahol kevesebb
Cx43 jel latszik a sejtmembran mentén (nyilhegyek), tobb paranuklearisan a citoplazmaban (nyilak) (f). 3-
napos konfluens tenyészetben az egyirdnyba rendezddott myoblastokon a Cx43 jelek zome a sejtmembran
mentén (nyilhegyek), kevés a citoplazmaban (nyilak) latszik (g). 4-napos tenyészetben a multinuklearis
myotubulusok alig hordoznak Cx43 reakciot (nyilak), mig a mononuklearis myoblastok Cx43 pozitivak
(nyilhegyek; h). A sejtfuzio a 3. naptol progressziv emelkedést mutat (B). A Westerm blot analizis a Cx43
szintek immunfuloreszcens reakciokhoz hasonld valtozasat jelzi (C). L: molsuly 1étra. Méretvonal az (a)
abran; a, d, e: 15 pm; b: 6 pm; c: 4 um; f-h: 10 um.
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kevés pontszeri Cx43 jel rendez6dott a sejtmembranok mentén, a reakcidé dotd része
paranuklearis, citoplazmatikus volt. Sejtfuzio jelei nem latszottak. Harom nap utdn a
dontéen konfluens tenyészetek alakultak ki, az elnyujtott myoblastok egymassal
¢érintkezve, parhuzamosan rendezddtek. A sejtmembran mentén elhelyezkezé Cx43
pozitiv plakkok szama jelentdsen nétt a cCitoplazma pozitivitas rovasara (25¢g. abra).
Neéhany bi-trinukleéaris sejt jelezte a myoblast fuzio kezdetét.

Négy nap utan tobbmagvi, desmin pozitiv myotubulusok jelentek meg. A Cx43 reakcio a
mononukledris myoblastokra korlatozodott, a myotubulusokban alig, vagy nem volt
(25h. abra). Az 5-6. napra a sejtek tobbsége tobbmagvi myotubulusokat formalt, kevés
Cx43 reakcioval. Hét nap utan a tenyészeteket nagy myotubutusok és emelkedd szamu
pusztuld myogenikus sejt jellemezte. A myotubulusokba foglalt sejtmagszam aranyat az
Oszsejtszamhoz képest (fuzids index) a 25B. abra mutatja. A myoblast tenyészetekbol
izolalt fehérje Western blot analizise a Cx43 expresszi6 immuncitokémiaval megfigyelt

idObeli szabalyozasat megerdsitette (25C. abra).

A citoplazma és sejtmembran Cx43 frakciék mennyiségi analizise

Digitalis képanalizissel a sejtmembranhoz kotott szaz kiilonallo Cx43 jel méretének
atlaga 1,02+0,55 um (5.8£3,1 pixel) volt, igy az 5-80 pixel tartoméanyt valasztottuk ezek
aztomatizalt meghatarozasara. A nagy cCitoplazma aggregatumok legkisebb atmérdje
atlagosan ennek négyszerese volt, ezért meghatarozasukhoz a 320-2500 pixel tartomanyt
valasztottuk. A kétféle méret-frakcio (5-80-ig és a 320-2500-ig) a Cx43 pozitiv
immunfluoreszcens jelek dontd tobbségét lefedte, kozel megegyezett a 5-2500 pixel
tartomanyban mért jelek Osszegével. Az eszerint meghatarozott Cx43 kifejezddést és
méret szerinti eloszlast differencialodd myoblast tenyészetben a 26. abra mutatja.
Szignifikansan nagyobb mennyiségli Cx43 fehérje képz6dott 2- és 3-napos myoblast
tenyészetekben, mint el6tte vagy utana (26a-b. abra). A sejtmembran Cx43 frakcid 3
napos tenyészetben szignifikansan emelkedett, mig a citoplazma frakcio csokkent a 2-

napos tenyészetekhez képest (26¢. abra).

A funkcionalis festék-transzfer szignifikans emelkedése myoblast flizio elétt
A primer myoblast tenyészeteket lucifersarga, vagy kaszkadkék és FITC-dextran

elegyével mikroinjektaltuk. A fuziondlo sejtek kizarasara, nem tekintettiik connexin
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26. abra. A Cx43 immunpozititas mennyiségi analizise szubcellularis lokalizacié szerint,
differencialodo primer myoblast tenyészetben. Reprezentativ példak a meghatarozas menetére és a
méretartomanyok szétvalasztasara digitalis képanalizis alapjan (a). A sejtmagokra es¢ immunjelek szama a
képek bal also sarkaban, az immunfetett teriiletek aranya (um?/sejtmag) a képek jobb alsé sarkéban latszik.
A mért Cx43+ teriiletek atlaga sejtmagonként (b) és a Cx43 plakkok szamanak atlaga sejtmagonként (c) a
sejtmembran frakcio (5-80 pixel), a citoplazmatikus aggregatumok (320-2500 pixel) és az 6sszes immunjel
(5-2500 pixel) kiilon abrazolasaval. A citoplazma frakcié 2-napos tenyészetben, mig a sejtmembran frakcio
a 3-napos tenyészetekben emelkedett szignifikdnsan (**p<0,005; *p<0,05).

csatornakon torténd kapcsolodasnak azokat az eseteményeket, ahol a nagyobb FITC-
dextran is megjelent szomszédos sejtekben. Egynapos tenyészetben a lucifersarga
atjutasat regisztrakltuk 1-2 érintkez6 sejtbe (27a-b. abra). Kétnapos tenyészetben a
festék mar megjelent az injektalt sejtt6l 2-3 tavolabbi sejtrétegben is (27c-d. abra).
Haromnapos tenyészetben a myoblastok metabolikus kapcsolodasa mérséklddott a
kétnaposhoz képest (27e. abra). A junkcionalis festéktranszfer négynapos tenyészetben
¢és késobb a myotubulusok progressziv megjelenésével gyorsan csékkent (27f-g. abra).
Ritkan a korai myotubulusok és myoblastok kozott (27h-i. abra), valamint Korai
myotubulusok kozott is megfigyeltiink funkcionalis kapcsolodast (27). abra).

A csatorna-atjarhatd kaszkadkék és csatorna impermeabilis FITC-dextran kombinalt
alkalmazasa is hasonld eredményt adott (28. abra). A 2-naposhoz képest 3-napos
tenyészetben nagyobb mennyiségli sejtmembranhoz lokalizalt Cx43 fehérje kevésbé
hatékony metabolikus kapcsolatot engedett meg, ami arra utal, hogy a csatornak

permeabilitasa a 3. napra jelentdsen lecsokken, a fuziot kozvetleniil megel6z6 iddszakra.
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' 5-napos

27. abra. Lucifersarga festék-transzfer a funkcionalis ,,gap junction” kommunikacié igazolasara
primer myoblast tenyészetben. Epifluoreszcens (a, c, e, f, h-j) és fazis kontraszt (b, d, g) képek, a
metabolikusan kapcsolt sejteket nyilhegyek jelolik. Festék-transzfer ritka 1l-napos tenyészetben (a-b).
Erételjes metabolikus kapcsolddas kétnapos myoblastok kozott (c-d), ami mérséklédott 3-napos
tenyészetben (e) és megsziint konfluens 4-napos tenyészetben (f-g). A nyil a mikrokapillaris behatolasi
helyét jelzi. Ritka kapcsolodas myotubulusok és szomszédos myoblastok (h-i) és korai myotubulusok (j)
kozott S-napos tenyészetekben. Méretvonal az (a) abran; a, b: 15 pm; ¢, d: 8 pm; e-g: 10 um; h-j: 25 pm.

28. abra. Kaszkadkék festék-transzfer, differencialodo
primer myoblast tenyészetben. A kapcsolt/injektalt sejtek
szamanak hanyadosa (a transzfer hatékonysaga) szignifikans
csticsot mutat 2-napos tenyészetben (**p0,01; *p<0,05) a
megel6z0 és azt kovetd idopontokhoz képest.

Festék-kapcsoltinjektalt sejtek

Tenyésztési nap

Cx43 génmanipulacio hatasa primer myoblast tenyészet differencialodasara

Feddlemezen tenyésztett 2 napos myoblast kultirdkat zold fluoreszcens fehérjét is
kifejez0 pIRES2-eGFP vektorral 6dnmagaban (GFP), illetve vad tipusit Cx43 gént
hordoz6 vektorral (wtCx43), vagy C-terminalis csonkolt, dominans negativ Cx43
csatorndkat létrehozo vektorral (dnCx43) transzfektaltuk. FElészor a transzfekcio
egyenletességét 12 parhuzamos egynapos GFP tenyészetben egyenként 21 latdtérben
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy atlagosan a sejtek 14,6% (min:11,2%, max 17,4%)
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fejezte ki a zold fluoreszkald fehérjét. Hasonldo hatékonysagii volt a madsik két

konstrukcio beépiilése is.

A modositott Cx43 expresszié hatisa a sejtszamra és a myotubulus képzoédésre

A wtCx43 (WT) génkonstrukcio a funkcionald csatornak feliilregulaciojat, mig a dnCx43
(DN) konstrukcio azok szamanak csokkenését eredményezte. A myoblast differenciacio
3-6. napjai kozott (1-4 nappal a transzfekcid utan) minden konstrukcidéval 4 parhuzamos
tenyészet 6-10 latoterét tanulmanyoztuk (29. abra). A GFP pozitiv sejtek szdma 1 nappal
a transzfekcid utan nem kiillonbozott jelentdsen egymastdl az eltérd konstrukcidt hordozo
tenyészetekben (29a-b. abra). Kétnapos transzfektalt tenyészetekben a fluoreszkald
sejtek szama GFP és a WT kultirdkban mérsékelten, mig a DN kultardkban
szignifikansan  emelkedett. A  tenyésztési napok eldrehaladtdval mindegyik
konstrukcioban hasonldé mértékben csokkent a transzfektdl sejtek aranya, igy a

szignifikans kiilonbség a DN tenyészetek javara fennmaradt.
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29. 4abra. Myoblast tenyészetek differencidlodisa zo6ld fluoreszcens fehérjével jelzett
génkonstrukciékkal torténd transzfekciéo utian. Egy nap utan a transzfektalt sejtek szdma nem
kiilonbozott a csoportok kozott (a, b). Két nap utan a gatolt csatornafunkcidok a dnCx43 (DN) csoportban a
transzfektalt myoblastok szaménak szignifikans (*p<0,05) emelkedéséhez vezettek a masik két csoporthoz
képest. Harom nap utan a myotubulusokban foglalt transzfektalt fluoreszkalo sejtek szama a wtCx43 (WT)
csoportban volt szignifikansan magasabb, mint a DN csoportban (c, d), ami 4 nap utdn mar mind a DN,
mind a csak eGFP transzfektalt csoport értékeit is szignifikinsan meghaladta. Méretvonal: 50 um.
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Hérom nappal a transzfekcid utdn szignifikansan nagyobb szdmban képzddott
myotubulus mind a GFP, mind a WT tenyészetekben, a DN tenyészetekhez képest (29c.
abra). Kiilondsen szembe6tld volt ez a kiilonbség, ha a myotubulusokban foglalt GFP+
sejtek szamat az 6sszes GFP+ sejtszamhoz hasonlitottuk (29d. abra). Vagyis a tobb
GFP+ myoblast és a szignifikdnsan alacsonyabb szamu GFP+ myotubulus, a fokozott
proliferaciot és gatolt differencialodast jelezte a DN tenyészetekben. Négy nappal a WT
transzfekcio utan, a myotubulusok GFP+ sejtszama szignifikansan meghaladta nemcsak a

DN csoportét, de a csak GFP-t kifejez0 tenyészetekét is.

Maddositott Cx43 expresszio hatasa a myoblastok kozotti metabolikus kapcsolatokra
Kettds festék mikroinjektalasat kovetéen vizsgaltuk a connexin csatorndk altal kozvetitett
junkcionalis (kaszkadkék), illetve a sejtfiziohoz kapcsolt citoplazmatikus (FITC-dextran)
festéktranszfer gyakorisagat Cx43 génmanipulalt myoblast tenyészetek differencialodéasa

a csak eGFP eGFP-wtCx43 eGFP-dnCx43
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30. abra. Funkcionalis festék-transzfer differencialédé myoblastokban a Cx43 csatornak genetikai
modositasa utan. Konfluens 3-napos tenyészetekben, 1 nappal a transzfekcié utan injektalt, csak GFP
transzfektalt myoblastbol FITC-dextran nem (nyilhegyek — GFP fluoreszcencia), csak kaszkadkék festék
jutott at legalabb egy szomszédos sejtbe (junkcionalis kapcsolat, nyil), mig a wtCx43 transzfektalt
myoblastbol, mind FITC-dextran (citoplazmatikus kapcsolat, vastag nyil), mind kaszkadkék atjutott
szomszédos sejtekbe. A dnCx43 transzfektalt sejtbe jutattot kettdés festék nem jelent meg egyetlen
szomszédos sejtben sem. A junkcionalis és citoplazmatikus kapcsolatok gyakorisdganak eltéréseit a b és ¢
abrak foglaljak dssze. *p<0,0025; 'p<0,01; °p<0,025. Méretvonal: 30 pm.
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soran (30. abra). A Kozel 20 GFP+ sejt mikroinjektalasat végeztiik el minden csoport
minden vizsgalt id6pontjaban. Egy nappal a génmanipuldcié utan (3 napos tenyészet) a
csak GFP transzfektalt sejtek 72%-a (13/18) mutatott kapcsolddast, ebbdl 16% volt a
fuzié kezdetét jelz6 citoplazmatikus kapcsolat. A WT csoportban 90%-o0s (17/19)
gyakorisagu kapcsolodasbol 37% (7/19) volt citoplazmatikus. A kapcsolodasi gyakorisag
a DN csoportban szignifikansan a legalacsonyabb 36% volt (5/14) (GFP vs dnCx43,
p<0,005; wtCx43 vs dnCx43 p<0,002), amely mind junkcionalisnak bizonyult.

Masfél nappal a transzfekcio utan aranyaiban tovabb nétt a citoplazmatikus kapcsolodas.
A GFP csoportban 50%-ra (7/14), a WT csoportban 90%-ra (9/10), mig a DN csoportban
alig ért el 10%-ot. Két nappal a transzfekcido utan ezek a tendencidk tovabbra is
fennmaradtak a csoportok kozott. Harom nappal a transzfekcid utan a GFP csoportban
minden kapcsolodas (44%, 8/18) junkcionalis volt, a WT csoportban a 86% (12/14)
Osszes kapcsolatbol 22% volt junkcionalis, mig a DN csoportban az 6sszes kapcsolodas
(25%, 4/16) junkcionalis volt, faziora utald jelek nélkiil. A WT csoportban mind a
junkcionalis, mind a citoplazmatikus kapcsolatok mindvégig szignifikansan meghaladtak
a DN csoportban mért értékeket (30b-c. abra). A morfologiai megfigyeléseket
alatdmasztva ez a WT csoportban korai differencidlédast és intenziv sejtfuziot
bizonyitotta. Ugyanakkor a kommunikacios csatornak gatlasa a DN csoportban a
metabolikus kapcsolodas gatlasa mellett fokozott proliferaciot és retardalt myoblast

faziot igazolt.

7.4. Megbeszélés

Funkcionalé Cx43 csatorndk mindkét modellben a szatellita sejtekbdl kiinduld, korai
myogenikus elkdtelezettséget mutatd és proliferald6 myoblastok citoplazma, majd
egymassal érintkezd sejtmembran régidiban szaporodtak fel, végiil a myoblast fuziot
kovetden gyorsan eltlintek. Sorbarendezd6dott prefiizids myoblastokban Cx43 csatorndk,
valamint a p21"@™ ¢s p27°! ciklin-fiiggd kinaz inhibitorok szignifikans és szinkron
feliilregulacioja, a proliferacios marker Ki67 fehérje eltiinése mellett, a direkt sejt-sejt
kommunikéci6d szerepére utalt a myoblastok sejtciklus szabalyozasaban és a fuzidjuk
szinkronizalasaban. Ezt igazolta a génmanipulacioval indukalt fokozott Cx43 kifejez6dés
¢és metabolikus kommunikéci6 hatdsara kialakult korai, ill. a genetikailag gatolt csatornak
okozta késleltetett myotubulus képzdédés is.

A myogenezis soran tobb munkacsoport mefigyelte a connexin csatornakat, a sejt-sejt

kommunikaciot és a connexinek drasztikus csokkenését myoblast fizio utan (288, 290,
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292, 300), de nem definialtak a sejtek proliferacios allapotat és nem tisztaztak a fazid
koriili folyamatok dinamikajat (295, 314). Legtobben sejtvonalakat és nem primer
tenyészeteket hasznaltak és nem vizsgaltak mennyiben felelnek meg az in vitro és in vivo
viszonyok egymasnak (294, 296, 297, 315). Mi a korai izodifferencialodas folyamataban
fiziologiailag relevans stadiumokat hatdroztunk meg €s azonos allatfajban vizsgalva
igazoltuk, hogy a szatellitasejtek hasonlé myogenikus program mentén és iitemben
differenciadlodnak szincicialis myotubulusokkd primer tenyészetben, mint myotoxikus
hatasra bekovetkez6 in vivo regeneracié soran.

Az izomregeneracid kezdetén a szatellitasejtek aktivalasat a karosodot rostokbol
felszabadulé novekedés faktorok, a myoblast proliferaciot szérum mitogének indukaljak,
példaul az FGF2 a p42/p44 MAP kinaz titvonal aktivalasaval (316-318). Kommunikacios
csatorndkat nyugvé szatellita sejteken nem, csak elkotelezett myoblastokban tudtunk
igazolni. A szabadon all6 myoblastok sejthataran kimutatott Cx43 valdsziniileg a teljes
csatornakkal azonos modon szabalyozott félcsatornéakat jeldlte (77).

A myotoxikus izomregeneracids modellben a kordbbi kozleményekkel megegyezden a
tigriskigyd méreg notexin, A2-es tipusu foszfolizaz aktivitasaval szelektiv myonekrozist
okozott, amit intenziv gyulladasos reakcid €és gyors izomregeneracio kovetett (303, 310,
311). A macrophagok szolubilis faktorai alapvetéen fontosak a myoblast proliferacio,
kemotaxis és differencialodas folyamataiban (319-321). Ezzel 6sszhangban a myoblast
invazio és sorbarendez6dés mértéke kisérletiinkben aranyos volt a macrophag
infiltracidval, ami az izomrostok kdtdszovetes vazanak megtartottsaga mellett biztositotta
a hatékony regeneraciot a stlyos szovetkarosodas ellenére.

A térben ¢és id6ben magasan szervezett szincicidlis sejtflzidhoz a myoblastok
Osszehangolt kilépése sziikséges a sejtciklusbol, amit tobbek kozott a ciklin-fliggd kindz
gatlo p21"™ ¢s p27"P fehérjék szabalyoznak (322, 323). A myoblast tulélésében és
sejtciklus kontrolljaban alapvetd szerepe van a p21Wafl MyoD fiiggd, vagy attdl fliggetlen
aktivalasanak (307, 323). Masrészt a fokozott Cx43 kifejezédés emeli a p27 P fehérje
szintjét, gatolja a G1-S fazis atmenetet, igy a sejtciklust tumorsejt vonalakban (120, 121).
Regeneréciés kisérletinkben a Cx43 feliilregulacioja egyiitt jart a p21"™™ é&s p27<P
szintek egységes emelkedésével sorbarendezddott prefuzidos myoblastokban mikdzben a
proliferacios marker Ki67 szintje drasztikusan csokkent. A p21Wafl szint Cx43

crer

a feltevésiinket, hogy a kommunikacios csatorndk, kozvetleniil, vagy kdzvetve szerepet
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jatszanak az érintkez6 myoblastok sejtciklus gatlasanak szinkronizéldséban, a hatékony
sejtfuziot tamogatva (300).

A Cx43 expresszid és a myoblastok pre-fuzios sorbarendezddésének dinamikéja mindkét
kisérleti rendszerben megegyezett, a fizid korai jeleit, myotubulusok képzddését 3 nap
utan figyeltik meg. A csak szimpla csatorna-atjarhatd festékkel végzett funkcionalis
tesztek a fizio6 kornyékén félrevezetd eredményre vezethetnek. Igy, példaul Araya és
mtsai (2005) (314) erés korrelaciot talalt a Cx43 expresszio, a csatornafunkciok és a
fuzid kozott. Azonban megfigyeléseink arra utaltak, hogy a fuzié kornyékén regisztralt
erdteljes festéktranszfer részben a citoplazmatikus kapcsolodas, vagyis a kezdeti fuzio
eredménye, ezért kettGsfesték mikroinjektaldssal a két eseményt szétvalasztottuk. A
csatornapermeabilis festékek atjutdsa szomszédos sejtekbe a fuzid eldtt a junkciondlis
kapcsolatokat, mig a csatorna-impremeabilis FITC-dextran atjutasa elsésorban a
sejtfuziot (citoplazmatikus kapcsolat) jelezte. A Cx43 csatornak hasonld dinamikaja
permeabilitast mutattak a mindkét csatorna-atjarhato festék mikroinjektalasakor (129).

A junkciondlis myoblast kapcsolddas hatékonysaga szignifikansan jobb volt a myoblast
sorbarendezddése el6tt, amikor a Cx43 frakcid nagyrésze ugyan citoplazmatikus volt, de
festék az injektalt sejttdl 2-5 sejttavolsagban is megjelent; mint sorbarendezddés utan,
amikor a Cx43 membran frakcié bar megkétszezddott, de csak 1-2 sejt tavolsagban
észleltlink festéktranszfert. Tehat, sorbarendezddott 3 napos myoblastokban kétszer annyi
Cx43 csatorna csak felannyi metabolikus kapcsolatot kozvetitett, mint a korabbi 2 napos
tenyészetben, vagyis utobbi esetben a kommunikécio négyszer hatékonyabb volt. Fuzio-
kompetens myoblastokban az intenziv csatornafunkciokat kovetd sejtciklus gatlas
tdmogatja a Cx43 csatorndk szerepét a sejtciklus szinkronizalasaban a nagyléptékii
sejtfizidhoz.

Hatféle connexinbdl csak Cx43 izotipust igazoltunk patkany izomban mind in vivo, mind
sejtenyészetben. Faj és fejlodési stadiumhoz kotdtten azonban egyeb izotipusokat is
kimutattak, igy Cx36, Cx42 ¢és 45 izotipusokat csirke myotom és/vagy dermomyotom
Osszelvényekben (325), egér embrioban Cx43 (326), Cx39 (327) és Cx40 (289)
izotipusokat, valamint Cx43 és Cx45 izotipusokat regeneralodé egér myoblastokban
(314). Azonban in vivo differencialodo egérizomban is csak a Cx43 genetikai ablacidja
jatszott kritikus szerepet (314), hasonléan a manipulalt L6 patkany myoblast (294), ill. a
C2C12 egérbodl szarmazo (288) myogenikus sejtvonalakhoz.

Modelljeinkben kettés immunjeléléssel igazoltuk a tanulmanyozott sejtek myogenikus

természetét, ami masok munkaibol gyakran hianyzott (288, 295, 296), pedig hasonld
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mutathatnak Cx43 kifejezodést (328, 329).

A myoblastok genomjaba épiilt C-terminalis trunkalt dnCx43 kontrukcié intracelluléris
vandorlasaban gatolt csatornafehérjét eredményez, ami ha be is beépiil connexon
hexamerekbe szignifikansan gatolja azok funkcigjat (313). A transzfekcid hatékonysaga
minden konstrukcioval hasonld volt, igy a funkciondlis kiilonbségek jellemzdének
tekinthetok az adott csoportra. A wtCx43 csoport fokozott festéktranszfert mutatott
korabbi myoblast fuzié és myotubulus képzés mellett, mint a csak GFP-t kifejez6
kontroll tenyészetek. Ezzel szemben a dnCx43 csoport myoblastjai tovabb proliferaltak,
korlatozott festéktranszfert mutattak, minimalis, vagy hidnyzé myoblast fuzié mellett,
mind a csak GFP-t kifejez6, mind a wtCx43 csoporthoz képest. Ezek a megfigyelések
alatamasztjdk a Cx43 csatornak kritikus szerepét a korai izomdifferencialodas
szabalyozasaban, az in vivo eredményekkel 6szhangban. A kommunikacids csatornak
blokkolasat kovetd gatolt, vagy késleltetett myoblast fazio (295-297, 314), valészintileg a
fuzio-kompetens posztmitotikus myoblastok hidnydval magyardzhat6 a szinkronizélatlan
sejtciklus kontroll miatt. Ezt tdmogatja, hogy a sejtciklus inhibitor p21Wafl aktivalasara
képes korai myogenikus faktor MyoD szintje is jelentdsen csokken a Cx43 csatornidk
genetikai gatlasanak hatasara (306, 314).

Az izomdifferencidlodds Cx43 csatornakon torténd szabalyozasanak lehetséges
molekuléris mechanizmusai kozott a cAMP és a Ca?* szintek szabalyozésa és kozvetitése
szerepelhet. Mind a teljes csatornak, mind a félcsatorndk kozvetithetnek intracellularis
fuziojat is meghatarozzak (312, 330, 331). Az intracellularis Ca®* szint dontéen
befolyasolja a sejtmigraciot kozvetité actin filamentumok depolimerizaciojat (332). Bar
harantcsikolt izomban nem tisztazott, idegi prekurzorokban és vascularis simaizomban, a
kommunikécios csatornak intracellularis Ca®*-hullamok kézvetitésével, példaul a II-es
tipust kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kinazt aktivalva, részt vesznek a sejtvandorlas
szabalyozasaban (333, 334). A korai myoblast differencialodas soran a Cx43
csatornafunkcioét tamogatd cAMP szintje is atmenetileg megemelkedik (335-338).
Tartosan magas cAMP szint azonban gatolja a faziot (339), ami a cAMP és Cx43
csatorna promoter retinolsavval torténé kezeléssel is elérheté (340, 341). Ugyanakkor a
myoblast fuzidhoz elengedhetetlen PKC aktivalas ¢és emelkedett intracelluléris Ca®* szint
(342-344), zarja a Cx43 csatornakat (345). A sorbarendez6ddtt myoblastok csokkent

metabolikus kapcsolata feltehetéen a fuzi6 kezdeti jeleként is értékelhetd.
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Osszegezve, a harancsikolt izomrostok fejlddése mononukledris progenitor
myoblastokbdl egy Osszetett tobblépcsds folyamat, amely nagyszamu sejt dsszehangolt
egyittmikodését igényli. A koordinalt sejtmembran fuzidhoz szamos ciklusban
keletkezett myoblastok 6sszehangolt vandorldsa, sorbarendezédése ¢és sejtciklus
kontrollja sziikséges, amiben a connexin csatorndkok zajlo metabolikus kommunikécio

fontos szerepet jatszik.

7.5. Osszefoglalas — Az eredmények tijdonsagtartalma
Patkany in vivo és in vitro izomdifferencialédasi modellekben igazoltuk, hogy:

e a (Cx43 csatornak progressziven képzddnek a korai, proliferal6 myogenikus sejtekbdl
kiindulva a myoblastok prefizids sorbarendezddéséig, majd gyorsan eltiinnek a
myoblast fuziot kovetden;

e indukalt izomregeneracié sordn myoblastokban a funkciondldé Cx43 csatornak

ey lwafl és p27k|p1

ciklin-fiiggd kinaz inhibitor pozitiv
sejtfrakcid szignifikdns €s szinkron emelkedése kiséri a proliferacios Ki67 pozitiv

myoblast frakcid rovasara; és

e a génmanipulacioval feliilregulalt Cx43 csatornak korai sejtfuzidt és emelkedett
szamU myotubulust eredményeznek, mig a genetikailag gatolt csatorndk fokozott

myoblast proliferaciot és késleltetett myotubulus képzddést okoznak.

Eredményeink igazoljdk a Cx43 kommunikacids csatorndk szerepét prefizios,
sorbarendezddott myoblastok sejtciklus kontrolljanak dsszehangolasdban, ami a hatékony
szincicialis fizid és myotubulus képzddés alapfeltétele. Megfigyeléseink felvetik annak a
lehetdségét is, hogy intakt stromalis vaz mellett a Cx43 kommunikacids csatornak
farmakologiai feliilregulalasaval az izomkarosodast kovetd regeneracio felgyorsithato, ill.
tdmogathatd. A Cx43 csatorndk szerepe a myoblast vandorlas Osszehangoldsédban és a

myoblast fuzi6 kdzvetlen indukalasaban sem zarhato ki.
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8. Connexin 43 expresszio és csatornafunkciok oriassejtes csonttumorban

8.1. Bevezetés

A connexinek, kiilondsen a Cx43 izotipusu membran csatornak, fontos szerepet jatszanak
a csontfejlédésben az osteoblast proliferacio és érés, valamint az osteocytak mechanikus
¢s hormonalis ingerekre adott adaptaciés valaszainak szabalyozasaban (179, 346, 347). A
Cx43 fehérjét kodold GJALl gén misszenz muticidi az autoszomalis dominansan
0roklodo oculodentodigitalis dysplasia (ODDD) szindroméat okozzék, mely szisztémas
csontfejlédési rendellenességekkel is jar (87). Egér modellekben, mind a GJA1 gén
ablacidja, mind a chondro-osteogenicus sejtekben indukalt ODDD-szerii mutaciok, késoi
csontosodashoz és a csontok hypomineralizacidjahoz vezetnek, osteoblast diszfunkcio,
redukalt osteoprotegerin teremelés és fokozott osteoclastogenezis révén (346). Az
oridssejtes csonttumor (“giant cell tumor of bone”, GCTB) egy benignusnak tartott, de
lokalisan agressziv osteolitikus 16zi6, ahol a koros osteoclastogenezist elsésorban a
neoplasztikus, osteoblast eredetii stromasejtek szabalyozzak (348-350). Ezért izolalt
neoplasztikus GCTB stromasejtekben tanulmanyoztuk Cx43 fehérje expressziojat és a
connexin csatornak mikodését, valamint, primer és recurrens Oriassejtes
csonttumorokban vizsgaltuk a Cx43 expresszio €s a kliniko-radiologiai tumor stadium,
valamint a progressziomentes talés lehetséges 0sszefiiggéseit (351).

A GCTB gazdasagilag fejlett nyugati orszagokban a csottumorok ~5%-at, mig dél-azsiai
orszagokban akar 20%-at is adhatja (348, 352). Elsdsorban fiatal felndttek (20-45
évesek) csoves csontjainak  epi-metaphysealis régiojdban okoz  progressziv
csontdestrukciot (353, 354). A daganat sebészi ellatasanak fejlodése, mely a daganat
kikaparasaval kombinalt fenol majd metil-metakrilat gyanta alkalmazasat, ill.
Kriosebészeti beavatkozassal kombinalt metakrilat miigyanta kezelést jelent, ellenére a
GCTB recidivak gyakorisaga, még mindig 8-27% (355). A GCTB 10%-ban malignusan
transzformalodhat, 1-4%-ban attétet képezhet elsdsorban a tiidoben, melyet egyesek
benignus implantatumnak tartanak (356-358).

A GCTB osteoclast tipusu oriassejtekbdl €s mononuklearis sejtekbodl all. Utobbiak {6
komponensei az osteoclast prekurzor monocyta/histiocyta sejtek és a osteoblast tipusa
stromasejtek (349). Kromoszoma instabilitas, klonalis telomer asszociaciok ¢és a
sejtproliferaciot szabalyozé H3F3A gén gyakori driver mutacidi alapjan a stromasejtek
jelentik a neoplasztikus sejttipust (359-362). A stromasejtek dontéen, a kanonikus NF-kB
(,,nuclear factor-kappa B”) ligand (RANKL), macrophag kolonia-stimulalo faktor (M-
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CSF) (RANKL/M-CSF) utvonalon serkentik a patologias osteolizist (350, 363), mivel
osteoprotegerin termelésiik, mely normalisan korlatozza az osteoclastogenezist,
karosodott (364). A neoplasztikus stromasejteknek specifikus markere nincs, de
kifejeznek osteoblast markereket, igy I-es tipust kollagént, osteocalcint, osteopontint és
alkalikus foszfatazt és egy résziikben kimutathatok mesenchimalis dssejt markerek is, igy
CD73, CDI105 és CD166 (365). Bar a daganat progresszidja kapcsolatot mutathat a
patologiai grade-el, klinikai stddiummal, tumor mérettel, valamint molekularis markerek
kifejez6désével, ideértve a VEGF-et (ér-endothelialis novekedési faktor) (366, 367), az
MMP-9-et (matrix metalloproteinaz -9) (368), a p63 fehérjét (369, 370), az epidermalis
novekedési faktor receptort (EGFR) (371), a human telomeraz reverz transzkriptazt
(hTERT) (372), a RUNX2 fehérjét (“runt-kapcsolt transzkripcios faktor 2) (373), és a
proliferaciés marker Ki67 fehérjét (374), a GCTB recidiva készségének eldrejelzése
bizonytalan.

Ebben a munkaban az EuroBonet, EU FP6-0s konzorcium keretében 89 primer és 34
rekurrens GCTB esethen vizsgaltuk a Cx43 fejérjeszint és a tumor progresszio, valamint
betegségmentes tulélés (“progression free survival”, PFS) viszonyat. Tovabba primer
GCTB stromasejt tenyészetekben, valamint kontroll csontveldi stromasejtekben és
reaktiv  fibroblastokban hasonlitottuk Gssze a Cx43 csatornak szubcellularis

lokalizaciojat, metabolikus kommunikéciojat és a Cx43 fehérje foszforilacios allapotat.

8.2. Anyag és Modszer

Szovetmintak és szoveti multiblokk (TMA) készités. 123 betegbdl 1994 és 2005 kozott
a Rizzoli Ortopédiai Intézetben (Bolonya, Olaszorszag) sebészileg etavolitott 131 GCTB
archivalt szOvetmintdit hasznaltuk. 89 betegbdl primer (72.4%) 34 betegbdl recidiv
(27.6%) daganatot tavolitottak el. A 70 n6 (56.9%) atlag 1étkora 53 év, a férfiaké 32.46
év volt (median: 30.00; min-max: 5-76, interkvartilis: 22-38). A Campanacci-szerinti
radiologiai grade meghatarozas (375), mely jo egyezést mutatott az Enneking altal
kidolgozott klinikai stadiumbeosztassal (376), szerint 39 eset volt grade 1/1atens (31.7%),
33 eset grade 2/aktiv (26.8%) és 51 eset volt grade 3/aggressziv (41.5%) GCTB. A 123
nem azonos betegbdl szarmazd minta klinikai adatait az 6. tablazat foglaja Ossze. A
progresszidomentes tulélés (PFS) atlaga 67.35 honap (median: 72, min.-max: 0-157).

A GCTB donor blokkok osteoclast-gazdag teriileteibél duplikalva kivett 2 mm atmérdji

szovethengerekbdl készitett TMA metszeteket vizsgaltunk.
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Primer stromasejtek izolalasa és tenyésztése. A friss GCTB szovetek €s normal
csontvelok a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikajarol szarmaztak. Kiindulva 7
GCTB mintabol 2 férfi és 2 né daganatabol sikeriilt neoplasztikus stromasejteket,
valamint 3 egészséges kontroll csontvelobdl stromasejteket tenyészteni 1jsziilott
borjuszérummal kiegészitett o-MEM médiumban, kollagenaz I-el, deoxyribonukle4zzal
¢és hyaluronidazzal torténé emésztéses izolalas utan (351). Néhany passzalast kdvetéen a
monocytak (hemopoetikus sejtek) apoptdzissal elpusztultak, a GCTB oriassejtek pedig a
tenyészté edényhez tapadtak, igy az €16 sejtek a feliiluszoban csak stromasejtek voltak. A
human dermalis fibroblastokat (HDFa) Dulbecco-szerint modositott Eagle-féle
médiumban (DMEM) tenyésztettiik.

6. tablazat. A vizsgalt oriassejtes csonttumorok klinikai adatai

Progresszio tipusa Klinikai lefolyas Betegek szama (%) Lokalizacio
alcsoportonként
- Attéti daganattal ¢l - Csont metasztazis 1(0.8)
- Tid6 metasztazis 3(2.4)
- Folyamatosan - Primer tumor 69 (56.1)
betegségmentes
- Recidiv tumor - Recidiv tumor, folyamatosan 24 (19.5)
betegségmentes klinikai betegségmentes
lefolyéssal
- A tumorral kapcsolatos - Els6 recidiva; komplikacio a 1(0.8) sacrum
halal mitét napjan
- Primer tumor; majd malignus 1 (0.8) proximalis
sarcoma, utdna 3 egymast humerus
kovet6 tiido attét (joboldali)
- Els6 recidiva; majd ujabb 1(0.8) sacrum

recidiva, malignus sarcoma,

majd ennek helyi recidivaja

- Primer tumor; majd recidiva, 1(0.8) sacrum
majd malignus sarcoma, végiil

2 egymast kdveto recidiva

- Primer tumor; majd malignus 1 (0.8) humerus
sarcoma és tiid0 attét (baloldali)
- Els6 recidiva; majd 2 egymast 1 (0.8) femur
kovet6 recidiva, majd malignus (jobboldali)
sarcoma, majd ennek recidivaja

- Halal mas okbol - Primer tumor; majd recidiva, 1 (0.8)
majd ,,stroke” okozta halal

- Lokalis recidiva, vagy attét - Egy recidiva a kovetésig 12 (9.8)

a betegség soran

- Két recidiva a kovetésig (4 6 (4.9)
primer tumor; egy els6 recidiva
és egy 3. recidiva)
- Primer tumor, majd egy tidé 1 (0.8)
attét, utana egy helyi recidiva a
kovetésig

- Osszesen 123
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Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH). A GCTB stromasejtek neoplasztikus
természetét numerikus kromoszéma eltéréseik és telometikus hibdik kimutatiséval
igazoltuk. Centromerikus o szatellita probakat kombinaltunk az X (vilagoskék), a 3-as
(piros), a 4-es (zold) és a 6-os (piros+zold=sarga) kromoszomak szamanak meghataro-
zasara, valamint 11-es kromoszéma centromerikus (piros) és 11p subtelomerikus (z61d)

régioit felismerd probat hasznaltunk (mind Vysis-Abott, Des Plaines, IL) (361).

Az immunreakciok értékelése. Az alkalmazott #3512 antitest a Cx43 fehérje Ser369,
adatbazis, www.phosphosite.org). A reakciokat digitalis metszetek osteoclast-gazdag
tertiletein vizsgaltuk. A Cx43 ¢és CD163 DAB reakciokat egy 9-osztatu empirikus skalan
legalabb 2 fliggetlen szakértd értékelte a pozitiv mononuklearis sejtek gyakorisaga
alapjan. 0: < 2%, +1: 3-5%; +2: 6-10%; +3: 11-20%,; +4: 21-30%; +5: 31-40%; +6: 41-
50%; +7: 51-60% and +8: >60 % pozitiv sejt. Az immunfluoreszcens jeleket
szemikvantitativ képanalizissel HistoQuant programmal étékeltiik. A Cx43 és CD163
(vagy a-SMA) jelek mérését kiilon csatorndkon, kolokalizacidjukat a mononukleéris
sejtfrakcioban egy harmadik csatornan mértilk. A Cx43 immunfluoreszcens reakcio

intracellularis megoszlasat sejttenyészetekben Image J 1.48 software-rel végeztiik.

Western immunoblot és defoszforilacié. A tenyésztett sejtekbdl foszfataz, ill. proteinaz
inhibitor alkalmazasa mellett fehérjét izolaltunk, majd 2-merkaptoetanolt tartalmazo
(BioRad, Philadelphia, PA) 5x-6s Laemmli mintapufferrel felvettik és 95 °C-ra
melegitettiik (351). Defoszforilacohoz marha intestinalis alkalikus foszfataz enzimet
(Sigma, P0114) hasznaltunk. Minden mintab6l azonos mennyiségii, 20 ug fehérjét
vittlink fel 10 %-0s SDS-PAGE gélre, majd futtatas utdn fehérjéket Immobilion-P
nitrocellul6z membranra (Millipore) blottoltuk. A membranokat Cx43 antitesttel (1:500,
#3512), ill. kontrollként B-actin (1:2000; #4970) antitesttel, majd peroxidaz anti-nyul
immunglobulinokkal (1:1000) kezeltik (mind Cell Signaling). Az immunjeleket
kemilumineszcenciaval, Super Signal West Pico ECL reagenssel (Pierce, Rockford, IL)
hivtuk el6, majd denzitometriasan Kodak Image Station 4000 MM (Kodak, Rochester,
NY) Molecular Imaging Software 4.1 és Image J 1.48 programokkal értékeltiik.

RNS izolalas, cDNS szintézis és kvantitativ RT-PCR moddszer. Tenyésztett sejtekbdl
teljes RNS izolalast végeztiink Qiagen kit-el (West Sussex, UK), majd RNaz-mentes
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DNazzal (Qiagen) torténd kezelés utan az RNS koncentraciot meghataroztuk (351). Egy
pug RNS-t irtunk at kétszala cDNS-sé reverz transzkripcios kittel (Applied Biosystems,
Foster City, CA). A Cx43 és B-actin mRNS koncentraciot ,,forward” és ,reverse”
primerekkel (7. tablazat) és ZEN Double-Quenched FAM prébakkal TagMan valésidejii
PCR moszerrel StepOne Plus PCR berendezéssel (Applied Biosystem) hataroztuk meg.
Amplifikdci6 utdn a parhuzamos mérések adatait StepOne Plus Software v2.0

segitségével értékeltiik.

Festéktranszfer mérése aramlasi citometriaval. Donor sejteket (2 x 10°) szimultan
jeloltink 9 uM Dil (1,1°-dioctadecil-3,3,3’-tetra-metilin-dodicarbocianin) és 0,5 uM
Calcein AM (Calcein-acetoximetilészter) fluoreszcens festékekkel, majd inkubaltunk 37
°C-on 30 percig 5% CO, mellett (377). A kettSsen jeldlt sejteket centrifugilds, majd
mosas utan ugyanolyan jel6letlen sejtekkel hoztuk 6sze 1:10 aranyban, majd FCS-el
kiegészitett o-MEM médiumban 37°C-on 5 6ran 4t inkubaltuk. Végiil a szimplan
calceinnel jelzett (z0ld) recipiens sejtek és a kettdsen jelolt donor sejtek aranyat mértiik
kétcsatornas aramlési citometriaval (Gallios, Beckman Coulter, Carlsbad, CA), ami a

connexin csatornakon torténd direkt sejt-sejt kommunikéacié mértékét jelezte.

7. tablazat. A Cx43 mRNS meghatarozas PCR primer és proba szekvenciai

Gén Primer/Préba Szekvencia (5°-3’)
,Forward” GTACTGACAGCCACACCTTC
GJAl Reverz ACTTGGCGTGACTTCACTAC
Proba /56-FAM/AGGCAACAT/ZEN/GGGTGACTGGAGC/3IABKFQ/
,Forward” CCTTGCACATGCCGGAG
B-actin  Reverz ACAGAGCCTCGCCTTTG
Proba /56-FAM/TCATCCATG/ZEN/GTGAGCTGGCGG/3IABKFQ/

Statisztikai analizis. A fliggetlen értékelok eredményeinek 0Osszehasonlitasdhoz
Spearman-rank tesztet €s az ,,inter-rater” Cohen’s kappa (k) tesztet alkalmaztuk. A Cx43
fehérjeszintek és a kliniko-radiologiai stadium (latens<aktiv<aggressziv) Osszefiiggéseit
a non-parametrikus Johnkeer-Terpstra teszttel vizsgaltuk, majd a csoportok kozotti
parositott 0sszevetésre a Mann-Whitney U (,,post-hoc”) tesztet alkalmaztuk Bonferroni
vagy Holm-Hochberg korrekcioval. A Cx43 szintek viszonyat a GCTB recidiva

készségével ugyancsak Mann-Whitney U teszttel elemeztiik.
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Univariancia modellben alkalmazott Cox kockazati regresszio analizist és log-rank-
tesztet hasznaltunk a Cx43 szintek és a GCTB prognézis/klinikai lefolyas egyiittes
elemzésére. Az eredményeket Kaplan-Meier gorbéken abrazoltuk. A progressziomentes
talélés (PFS) esetén a tumorkimetszés és az azt kovetd elsd esemény (recidiva, attét,
malignus transzformacio, ill. halal) kozott eltelt id6t vettiik figyelembe (6. tablazat),
kihagyva az Osszefliggd (8) eseteket. Cox regresszid multivariancia modellben torténd
alkalmazasakor az analizist nemre, életkorra, grade-re, lokalizaciora (felsé végtag, also
végtag, vagy centralis) €s a Rizzoli Intézetben végzett elsé kezelésre (kiiret,
rezekcid/amputacio, vagy radioterapia) korrigaltuk.

Szoveti metszeten a Cx43 pozitiv sejtfrakciok, sejtkulturaban a Cx43 intracelluléris
kompartmentalizacio, ill. Cx43 mRNA és fehérjeszintek Osszevetésére a vizsgalt

csoportok kozott a fiiggetlen mintdkra alkalmazhat6 t-tesztet hasznaltuk.

8.3. Eredmények

A Cx43 expresszio klinikopatolégiai korrelacioi oriassejtes csonttumorban

Kettés immunfluoreszcens jelolések digitalis képanalizise igazolta, hogy a Cx43
immunreakcié zome a CD163 negativ neoplasztikus stromasejtekhez (81,7%, SD:
+12.56%) és nem a CD163 pozitiv monocyta/macrophagokhoz tartozik (p<0.001) (31a-c.
abra). Az a-simaizom aktin (a-SMA) pozitiv  GCTB stromasejtek signifikansan
kevesebb Cx43 immunjelet adtak (32,6%; SD: £13.4%), mint az a-SMA negativak
(p=0.017) (31d. abra). Cx43 plakkok ritkan voltak kimutathatok osteoclastokon, inkabb
olyan mononuklearis sejtekhez tartoztak, melyeket az osteoclastok részben
“bekebeleztek” (3le. abra). A Cx43 immunoreakcid0 megoszlasit a GCTB
mononukledris sejtpopulacioi kozott az 31f-g. abra foglaljak ossze.

A Cx43 pozitiv mononuklearis sejtek szazalékos aranyat GCTB TMA metszeteken
végzett immunperoxidaz reakciok alapjan hataroztuk meg (32a-b. abra). Az értékeldk
egymastol fliggetlen eredményei Spearman-rank teszttel magas korrelacidt mutattak
(rh0=0.805, p<0.001). Ugyancsak kivalo korrelacio adodott Cohen-féle kappa teszttel, a
vizsgalt populacio alacsony (0-3 értékek, “negativ”), ill. magas (4-8 értékek, “pozitiv’)
Cx43 expresszios csoportokba torténd szétvalasztasa utan (k=0.735, 95% CI 0.612-0.858,
p<0.001). A csontgerendakat hatarold normal osteoblast sejtréteg szintén erés Cx43
reakciot adott (32c. abra). Szemikvantitativ képanalizis igazolta, hogy az osteoclast-
gazdag tumor fészkekben Cx43 fehérje szintje szignifikansan alacsonyabb volt, mint

koriilotte a reaktiv stromaban (32d-f. abra). Ez vonatkozott mind a Cx43 pozitiv
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terliletek ardnyara (p<0.001) (32g. abra), mind a Cx43 plakkok képanalizissel mért

szamara (32h. abra) 4 pm vastag metszet 1 mm?-es teriiletére vonatkoztatva (p=0.0016).
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31. abra. Cx43 (piros; a-e) CD163 (zo6ld; a-c) és a-simaizom aktin (a-SMA, zold; d) fehérjék
kombinalt immunflurescens kimutatasa oriassejtes csonttumorban. Cx43 és CD163 reakciok ritan
kolokalizalnak a mononuklearis sejtfrakcioban (a). HistoQuant automatizalt képanalizissel a Cx43 (sarga)
és CD163 (zold) csatornak mellett (b) egy 3. csatornan az els6 két csatorna jeleinek atfedését vizsgaltuk
(nyilhegyek) (c). Cx43 jelek (piros) gyakoribbak a mérsékleten a-SMA pozitiv (fels6 betéti kép), mint az
erésen a-SMA pozitiv sejtekben (d; alsé betéti kép: a vordsvérsejtek nemspecifikus jelei bekarikazva).
Cx43 immunjelek az osteoclastok koriil elsésorban mononuklearis sejtekhez tartoznak (nyil) (e). A
diagrammok 0sszegzik a mononuklearis sejtfrakcidok Cx43 expresszidjat (f és g). Kék sejtmag festés
(Hoescht). Skala az (a) abran; a, b, d: 30 um; ¢, €: 15 pm.

Egy negativ trendtdl eltekintve (Upw=1277, Z=-1.363, p=0.173) nem volt szignifikans
Osszefiiggés a Cx43 immunreakcido és a GCTB recidivdk megjelenésének gyakorisdga
kozott. Azonban a Cx43 expresszid inverz korrelacidt mutatott a daganat kliniko-
radioldgiai tumor stadiuméval. Az Osszefiiggés szignifikdns volt a latens és agressziv
csoportok kozott (p=0.002) Bonferroni korrekcid utan is (p<0.0167), masrészt
ugyanilyen 0sszefliggében, valamint az aktiv és agressziv csoportok kozott is (p=0.018) a

kevésbé szigort (p<0.025) Holm-Hochberg korrekcid utan (32i. abra)
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32. abra. A Cx43 fehérje szintjének meghatarozasa immunperoxidaz (a-c) és immunofluoreszcens (d-
¢) modszerrel oriassejtes csontumorok osteoclast-gazdag régioiban. Példak mérsékelt (a; 3+) és magas
(b; 8+) Cx43 kifejez6dést mutatd tumorokra. Er6s Cx43 reakcido normal osteoblast sejtekben és a
csontgerendak osteocytaiban (nyilhegy) (c). Egy tumorfészek és koriilotte a reaktiv stroma kiilon kijeldlve
automatizalt Cx43 (piros) meghatarozashoz (d; OC-osteoclast). A (d) abra erGsebb nagyitisan az
osteoclastok bekarikazva (e). Digitalis képanalizissel kiemelt Cx43 (sarga) plakkok (f). Mind a Cx43
pozitiv teriilet (g) mind a Cx43 pozitiv plakkok szama (h) szignifikansan alacsonyabb a tumorfészkekben
(p<0.01). A Cx43 szintek szignifikdnsan alacsonyabbak az agressziv mint az aktiv, illetve az agressziv
mint a latens kliniko-radioldgiai tumor stadiumokban (i). Méretvonal az (a) abran; a, b, ¢: 30 um; d: 80
pm; e: 30 pm; f: 15 pm.

A Cox-féle regressziod analizis univariancia modellben a kedvezdtlen daganatprognozis
legnagyobb kockazatat mutatta a Cx43 expresszio 4-es és 3-as értéket kapott csoportjai
kozott (1-es vs 3-as: HR=0.505, 95% C1 0.064-3.967; *p=0.516; 2-es vs 4-es: HR=0.226,
95% CI 0.025-2.030; *p=0.184). Ez a hatar a vizsgalt esetszamot is a median kortl
valasztotta szét Neex1-3=60 (48.8%), Nenak 4-s=63 (51.2%), ezért ezt valasztottuk eseteink
Cx43 negativ (1-3-ig osztalyzatot elér esetek), ill. Cx43 pozitiv (4-8-ig osztalyzatot elért
esetek) csoportokba sorolasahoz (33a. abra). Ez alapjan a Cx43 expresszio szignifikans
pozitiv korrelaciét mutatott a progresszidomentes tuléléssel (HR=0.430, 95% CI 0.201-
0.918; p=0.029). Mindezt megerdsitette a Log-rank teszt is (¥2=5.073, df=1, log-rank
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33. abra. Cx43 expresszié és a GCTB progressziomentes tilélésének (PFS) viszonya Kaplan-Meier
gorbéken abrazolva. A PFS értékek csokkenésének fokozott kockéazata a 4-es és 3-as Cx43 szintet mutato
csoportok kozott mutatkozott (nyil), ami a betegszdmot a median kdzelében valasztotta szét Nogsiiyzara-6=63
(51.2%) Nosziatyzar1-3=60 (48.8%) (a). Mind a Cox-regresszio analizis, mind a Log-rank teszt szignifikans
progresszio-mentes tulélési kiillonbséget igazolt a két dsszesitett csoport kozott (b).

p=0.024) és az eredményt Kaplan-Meier gorbéken is abrazoltuk (33b. abra).
Multivariancia modellben alkalmazott Cox regresszidés analizis, az univariancia
analizisnél is jobb progressziomentes tulélést jelzett a magasabb Cx43 expresszidju
daganatok csoportjaban (HR=0.411, 95% CI 0.187-0.903; p=0.027). A CD163 pozitiv
mononukledris sejtfrakciok ardnya inverz, de nem-szignifikans tendet mutatott a GCTB

progressziomentes tulélésével (log-rank p=0.167).

Connexin 43 expresszio primer GCTB stromasejt tenyészetben

A tumorokbol izolalt primer stromasejtek neoplasztikus természetét FISH probakkal
kimutatott egyedi sejteket érintd aneuszomidk és valtozatos poliszomidk igazoltak (34.
abra).

A GCTB stromasejtek sejtkultiraban jelentds méretbeli és alakbeli heterogenitast
mutattak (35a. abra), benniik a Cx43 immunreakcié elsdsorban a sejtek endoplazmas
retikulum-Golgi régidiban halmozodott (35a-c. abrak). Immunofluorescens Cx43
reakciok képanalizise igazolta, hogy szignifikansan tobb membrankotott Cx43 jel
mutathato ki HDFa fibroblastokban (p<0,01) és csontvel6i stromasejtekben (p<0,05),
mint neoplasztikus GCTB stromasejtekben (35d-h. abrak). Kvantitativ RT-PCR
modszerrel ugyancsak csokkent Cx43 mRNS szinteket mértiink neopasztikus GCTB
stromasejtekben a kontroll sejtekhez képest (p<0.01) (35i. abra). Ezt a kiilonbséget
fehérje szinten is igazoltuk (35]-k. abrak). Raadasul a Cx43 fehérje Western blot



dc_1060 %5

34. abra. FISH mddszerrel igazolt szamszerii és telomerikus kromoszéoma eltérések oridssejtes
csonttumorbdl izolalt primer neoplasztikus stromasejtekben. Centromerikus 3-as (piros), 4-es (zold), 6-
os (sarga) ¢és az X (vilagos kék) kromoszoma jelek valtozatos poliszomiat igazolnak (a). A 4-es
kromoszoma triszomiaja egy a 3-as, 6-os és X kormoszakra diszomias sejtben (b), ill. a 11-es kromoszoma
szubtelomerikus vesztése és tertaszomia egy masik sejtben (c¢). Skala az (a) dbran; a:5 um; b és ¢:2.5 um.

analizise mind HDFa fibroblastokban, mind csontveldi stromasejtekben két alkalikus
foszfataz enzim emésztésre érzékeny extra savot igazolt, melyek GCTB stromasejt

extraktumokbol hianyoztak.

A connexin direkt sejt-sejt kommunikacié igazolasa festék transzfer modszerrel

A direkt sejt-sejt kommunikaciéo igazolasara egy flow Ccitometrids festék transzfer
modszert alkalmaztunk, melyben Dil (piros) és calcein (zold) floreszcens festékekkel
kettésen jelolt sejteket jeloletlen, azonos tipust sejtekkel tenyésztettiink 5 6ran at (36a-b.
abra). A vizoldékony calcein jeldletlen recipiens sejtekbe torénd atjutasdnak (szimpla
zolden fluoreszkalo sejtek) mértékét mértiik flow citometriaval, ami a sejtmembran
connexin csatorndk mennyiségének és miikddésének indikatoraként szolgalt. A mért
festék transzfer 5-7x nagyobb volt (p<0.001) HDFa fibroblastokban és csontvel6i
stromasejtekben a neoplasztikus GCTB stromasejt tenyészetben mérthez képest (36¢-€.

abra).

8.4. Megbeszélés

A Cx43 kommunikaciés csatorndk fontos szerepet jatszanak a csontfejlodés
szabalyozasaban. Egér modellben, a GJA1 gén mutacidk és a Cx43 membrancsatornak
kovetkezményes karosodasa koros osteolizissel jar (346). Nagyszamu Oriassejtes
csonttumorban, ahol a vezetd tiinet a patologias osteolizis, igazoltuk, hogy a csokkent
Cx43 expresszio szignifikans 0sszefiiggést mutat a betegs€g rosszabb progresszidmentes

tulélésével és a tumor eldrehaladott kliniko-radioldgiai stddiuméaval.
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35. abra. Cx43 expresszié tenyésztett GCTB primer stromasejtekben, primer csontvel6i
stromasejtekben (BM), ill. HDFa fibroblastokban. Immunoperoxidaz Cx43 reakcid a gyakran kétmagva
kevesebb Cx43 (piros) igazolhato a GCTB stomasejtekben, mint a kontroll sejtekben (b-g), amit digitalis
mennyiségileg is meghataroztunk (h). GCTB stromesejtekben a Cx43 fehérje az endoplazmas retikulum-
Golgi régioban koncentralodik (nyilhegyek; b és c, azonos teriilet), mig HDFa fibroblastokban a
sejtmembranban (d és e, azonos teriilet). Csontveldi stromasejtekben a Cx43 pozitiv plakkok sejtszerte
kimutathatok (f és g, azonos teriilet). Vimentin (z61d) reakci6 a sejtek alakjat (b, d, f), mig azonos teriiletek
fekete-fehér abrai (c, e and g) a Cx43 reakcid szubcellularis lokalizacigjat emelik ki. Cx43 mRNS és
fehérje kimutatasa RT-PCR (i), ill. Western blot modszerrel (j-k). Utobbi csak a kontroll sejtekben igazolt
alkalikus foszfataz emésztésre érzékeny savokat (P1 és P2). A diagrammok harom fiiggetlen mérés atlagat
és = standard szoras (SD) értékeit mutatjak. Kék magfestés hematoxylinnel (a), ill. Hoescht-el (b d és f).
Skala az (a) abran; a: 20 um; b, ¢, d, e: 10 um; f, g: 15 um.

GCTB primer stromasejt tenyészetben, kontroll fibroblastokhoz és csontvel6i
stromasejtekhez képest kimutattuk a Cx43 expresszid, a csatorndk sejtmemban
transzportja és a csatornafunkciok szignifikdns csokkenését, valamint a Cx43 fehérje
reaktiv sejtekre jellemzO foszforilacidjanak hianyat. Eredményeink Szerint a connexin
sejt-sejt kommunikacié zavara a neoplasztikus stromasejtekben hozzajarulhat a GCTB

agressziv fenotipusahoz és kedvezdtlenebb klinikai lefolyaséhoz.
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36. abra. A potencialis direkt sejt-sejt kommunikacié mérése aramlasi citometras festék transzfer
mdédszerrel. A modszer elve (a). Jeldletlen sejtek és kett6sen jel6lt (narancssarga) sejtek 10:1 aranyban
Osszekeverve (a-b). A zold calceint (Ms: 622 Da) a sejtbe jutva észterazok vizoldékonnya alakitjak, igy a
szomszédos sejtekbe a ,gap junction” csatornakon juthat at. A lipofil Dil (piros) a donorsejtek
mebranjaban reked (b). A csak calceinnel jelolt (z61d) sejtek aramlasi citometriaval mért aranya (B+-, jobb
alsé bekeretezett négyzetek) a sejtek kozotti festék-transzfert jelzi, amely szignifikdansan nagyobb a
kontroll sejtekben (c), mint GCTB stromasejtekben (p<0.001) (d). A diagram 3 esetben 3 fiiggetlen mérés
atlagat és =+ standard szoras értékeit 6sszegzi (e). Méretvonal b: 20 um.

A Cx43 csatornak alapvetd szerepet jatszanak a csontfejlédésben és ujraképzésében
(“remodelling”), a csontképzd sejtek metabolikus hazolatta szervezésével és tlélési,
anabolikus szignalok kozvetitésével (178, 378). Fontosak az osteoblast proliferacio és
differencialodas, valamint szolubilis faktorokra €s mechanikus ingerekre adott valaszok
szabanyozasaban, illetve tapanyagok kozvetitésében osteoblast és  osteocyta
sejthalozatokban és kozott (379). Raadasul a csontveldi stromasejtek Cx43 csatornai
részt vesznek a hemopoetikus dssejtek nyugvo allapotanak fenntartasaban és citoablaciot
kovetden az Ossejtek transz-stromalis migracidjanak és a megfeleld Gssejt “niche”-be
vandorlasanak szabalyozasaban is (135, 380, 381). Tehat, a csontképzd és csontveldi
sejthalozatok Cx43 csatornai tamogatjdk a sejtfunkciok koordindldsat mindkét,
feltehet6en egymassal is metabolikusan kapcsolt, kompartmentben.

A Cx43 csatornak képzddeése és az altaluk kozvetitett metabolikus szignalok modositjak
az osteoblastok génexpressziojat (382). Egér modellben az indukalt GJA1 gén ablacio,
illetve ODDD-szeri pont mutaciok osteopenias fenotipussal jarnak, az osteoblastok

koros érése, a csokkent sejtek kozotti szignaltovabbitas és osteoprotegerin termelés miatt
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kialakuld fokozott osteoclastogenezis kovetkeztében (346). Mindez arra utal, hogy a
GJALI gén szimpla nukleinsav cseréje miatt modosult/kdrosodott Cx43 fehérje gatolja a
csatornak funkcidjat. A csokkent szamu sejtmembran csatorna, amit a neoplasztikus
osteoblast tipusu stromasejtekben megfigyeltiink, hasonlé hatast lehet. Vagyis a
connexin csatorakon kozvetitett regulacios szignalok jelentds hianya oOridssejtes
csonttumorban is hozzajarulhat a neoplasztikus stromasejtek diszfunkcidjahoz az
osteoclastogenezis kontrolljaban. A csokkené Cx43 szintek és sejtmembran csatornak
szignifikans kapcsolata a daganat agressziv fenotipusaval €s rosszabb progresszidmentes
tulélésével is ezt a nézetet tdmogatja. Ennek kdzvetlen bizonyitdsdra a pro- és anti-
osteoclastogenikus (RANKL, ill. osteoprotegerin) novekedési faktorok szintjét kivanjuk
mérni Cx43 génmanipulalt GCTB stromasejtekben.

Csontképzd sejtekben a Cx43 ,,gap junction” csatorndk mellett a szabad félcsatornak
szerepe is felvetédott. Az anti-osteolytikus biszfoszfonatok, az osteoclast aktivitas
gatlasan tal, a Cx43 félcsatornakon hatva az osteoblastok és osteocytak apoptozisat is
képesek gatolni (353, 383). Igy a Cx43 expressziot és sejtmembran transzportot eldsegité
szerek (pl. retinolsav), a primer szabalyozas helyreallitasa mellett, jO eséllyel a
biszfoszfonatok anti-osteoclastogenikus hatasat is tamogatjak GCTB terapia soran.
Primer sejttenyészetben GCTB stromasejtek neoplasztikus természetét FISH probak
kombinalasaval, poliszomidk és egyedi sejteket érintd aneuploididk kimutatasaval
igazoltuk (361). A GCTB stromasejtekhez megfelelé ,,normal” kontroll sejtek
kivalasztasanak nehézségei miatt erre a célra HDFa fibroblastokat és primeren izolalt
normal csontvel6i stromasejteket is hasznaltunk. A tenyésztett GCTB stromasejtekben a
Cx43 fehérje elsésorban az endoplazmas retikulum-Golgi régioban koncentralodott, a
sejtmembranok alig jelolodtek, amit a Cx43 fehérje foszforilacidjanak elmaradésa is
kisért. A kontroll sejtekben azonositott alkalikus foszfataz érzékeny savok az antitestiink
altal felismert harom szerin (Ser369, Ser372, vagy Ser373) koziil ketté foszforilalt
alapotat jelezték. A Cx43 foszforilacigja a fehérje C-termindlis szakaszén, a
posztranszlacios szabalyozas része, igy befolydsolja a csatornak képzdodését, szallitasat,
permeabilitasat és metabolizmusat (67, 70). Ismert, hogy a Ser369 és a Ser373 Akt altali
foszforilacidja fokozza a Cx43 és a 14-3-3 fehérjék interakciojat, ami tamogatja a
csatronafehérje szallitasat, majd a sejtmembranba jutva annak stabilizalasat (384, 385). A
PKA (protein kinaz-A) foszforlacid ugyanitt fokozza a csatornak Gsszeszerelddését és a
direkt sejt-sejt kommunikaciot (386, 387). Tehat a Cx43 fehérje hianyos foszforilacioja

GCTB stromasejtekben kozrejatszhat a csatornak csokkent membran transzportjaban és a
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korlatozott sejt-sejt kommunikacioban. Mivel a GJA1 génmuticiokat még malignus
daganatokban sem irtak le, valdszinii, hogy poszt-transzlacids szabalyozasi defektus
allhat az elmaradt foszforil4cio hatterében.

Cx43 csatornak minden csontképz6 sejtben igy osteoblastokban, osteocytakban és
osteoclastokban is kimutathatok (346). A CDI163 fehérje egy anti-inflammatorikus
hemoglobin ,,scavenger” receptor monocyta/macrophagokon, amit az osteoclast tipusa
oriassejtek nem termelnek (388). Oridssejtes csonttumorban szignifikansan tobb Cx43
fehérjét igazoltunk neoplasztikus stromasejteken, mint a CD163 pozitiv monocyta
sejteken. Ezzel 6szhangban a Cx43 csatornak szerepe kozismert a mesenchymalis 6s- és
progenitor sejtekben ¢és a beldliik differencialodd osteoblastokban, csontveldi
stromasejtekben és stromalis fibroblastokban (135, 178, 389). Monocytak és
macrophagok ennél korlatozottabban hasznalnak Cx43 csatornakat, kivéve massziv
gyulladasos folyamatokban és szovetregeneracié soran (390). Mivel a CD163 pozitiv
mononukledris sejtfrakci6 nem mutatott szignifikans korreldciot a progresziomentes
taléléssel, ezért a GCTB prognozisat elsdsorban a CD163 negativ stromasejt frakcio
Cx43 szintje hatarozza meg. Az erds Cx43 reakcié az ép csontszovet osteoblastjaiban és
a csontgerendak osteocytdiban tdmogatja e két sejttipus kozvetlen metabolikus
Osteoclastok kozvetlen kozelében Cx43 reakcio elsésorban ott jelent meg, ahol
mononukledris sejt csatlakozott az oridssejthez. Ezért valdszinii, hogy itt a Cx43 plakkok
tobbsége az osteoclastokhoz fuzionaldé monocyta sejtekhez tartozik, de a csatornaknak
szerepe lehet a sejtfuzidoban is, amit alatamaszt az oriassejtek multinuklearitasanak
mérséklodése Cx43 csatronak gatlasara (391).

Primer csonttumorokban, ideértve a GCTB-t, gyakran megfigyeltek a-SMA pozitiv
sejteket (392). Az o-SMA megjelenése stromasejtekben azok myofibroblast-szerti,
migracios fenotipus szerinti differencialodasaval magyarazhato. A GCTB stromasejteken
beliil az a-SMA pozitiv sejtek Cx43 fehérje szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint
az a-SMA negativ tumorsejtekben. Ez §szhangban van azzal, hogy a Cx43 expresszio
csokken myofibroblastos differenciacio soran (266, 393, 394). Kezdetben a Cx43
csatornak fontosak ebben a folyamatban, hiszen fibroblastokban az ODDD-szerii Cx43
mutaciok jelentésen gatoljak az a-SMA termelést (395). Masrészt a Cx43 csatornak részt
vesznek a fibroblast-myofibroblast differencialodast indukalé TGF-f szignalok
kozvetitésében is (396). Azonban a myofibroblastos differenciacio elérehaladtaval a

Cx43 expresszio szignifikansan csokken.
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8.5. Osszefoglalis — Az eredmények tijdonsagtartalma

e FElsoként tanulmanyoztuk a csontfejlédésben és adaptacioban alapvetd szerepet jatszo
connexin 43 expresszidjat €s csatorna ateresztd képességét oridssejtes csonttumorban.

e Tumoros szdveti metszeteken megallapitottuk, hogy a Cx43 fehérjét dontden a
neoplastikus stromasejtek és csak kismértékben a monocyta/macrophagok, ill.
osteoclastok termelik.

e Szignifikdnsan alacsonyabb Cx43 kifejezddést igazoltunk a tumorfészkekben a
kornyez6 reaktiv stromahoz képest, illetve simaizom-aktin negativ neoplasztikus
stromasejtekben a myofibroblast iranya differencialodast mutaté simaizom aktin
pozitiv stromasejtekhez képest.

e Nagyszamu GCTB csonttumorban igazoltuk, hogy a Cx43 expresszid csokkenése
szignifikdnsan Osszefiigg a daganat agresszivebb fenotipusaval ¢és rosszabb
progressziomentes tulélésével.

e A neoplasztikus GCTB stromasejtek tenyészetében a kontroll stromalis sejtekhez
képest megallapitottuk a Cx43 fehérje hianyos foszforilaciojat és csokkent mértéki
sejtmembran transzportjat.

e Tenyésztett primer neoplasztikus stromasejtekben festék-transzfer modszerrel
igazoltuk a szignifikansan csokkent metabolikus kommunikaciét a reaktiv

stromasejtekhez képest.

Eredményeink alapjadn a csokkent Cx43 expresszio és a deregulalt membrancsatorndk a
neoplasztikus GCTB stomasejtekben hozzajarulnak az osteoclastogenezis konrolljanak
karosodasahoz, igy a fokozott osteoclastogenezishez és ezzel ardnyos mértékben a GCTB
klinikai progresszidjahoz és kedvezdtlenebb kimeneteléhez. Ezek alapjan a Cx43
csatornafunkciok normalizédldsa a GCTB stromasejtek osteoclastogenikus kontroll
funkcidjanak tamogatasa mellett az osteoclast gatlo és a Cx43 csatorndk kozvetitésével

miikddé bisfoszfonat (alendronat) kezelés hatékonysagat is javithatja.
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9. Connexin expresszié normal emlészovetben és emlécarcinomaban

9.1. Bevezetés

A mammografias sziirés (397), korai diagndzis és célzott terapias lehetdségek ellenére az
emlorak még ma is az egyik leggyakoribb daganat okozta halalok a nék korében a
gazdasagilag fejlett orszagokban (398). 2012-ben vilagszerte a masodik leggyakrabban
diagnosztizalt daganat (1,67 millié) volt (399), mig ekkor hazankban 7915 esetet
regisztraltak.

A molekularis szubtipizalas és az erre alapozott terapia sziikségessé teszi az emldrakok
diagnosztikus sziirését legalabb a hormon receptorok (HR: 0Osztrogén - ER és
progeszteron - PR), a 2-es tipust epidermalis novekedési faktor receptor (HER2/Neu/c-
ErbB2) fokozott expresszid/génamplifikacio, valamint a Ki67 pozitiv proliferacios
tumorsejt frakci6 meghatarozasa céljabol (400-402). Azonban a koriltekintd
diagnosztika ellenére is csak a kivalasztott estek alig tobb mint ~50 %-a reagal példaul
anti-HER2 biologiai terapiara (403). Ezért, az emlérakok tovabbi molekulalis
osztalyozasa sziikséges a betegek egyéni profiljahoz jobban illeszthetd, személyre szabott
terapidja tdmogatasdhoz, illetve a terapia rezisztenicia okainak feltarasa érdekében.

Az emlOmirigy normalis miikodéséhez a sejtek szabdlyozott kozvetlen interakcioi
szilkségesek. Az adherens (E-cadherin) és ,tight junction” fehérjék (claudinok)
lehetséges szerepét a normdl emldomirigy miikodésében, valamint az abnormalis
kifejezddésiik Osszefliggéseit az emldcarcinomak kialakuldsaval és prognoézisaval mar
behatoan vizsgaltak (404, 405). A connexinek eléfordulasardl normal emlészovetben,
illetve emldrakban ellentmondd megfigyelések sziilettek. Ennek legfobb oka az archivalt
szoveteken miikodo antitestek hidnya €s a kisméretli connexin plakkok (<1 um) ~5 pm
vastag metszetekben torténd optikai leképezésének és megbizhatd mennyiségi
analizisének nehézsége. Eddig, emberi emldmirigyekben Cx43 és Cx26 kifejezddését
igazoltak (406-409), mig egérben a Cx30 és Cx32 szerepét bizonyitottak az emlomirigy
fejlodésében és tejelvalasztasban (410).

A carcinogenezist aberrans connexin expresszio és csatorna funkciok kisérik (411). A
connexinek tumor staddiumfiiggd expresszidt mutathatnak és egyes izotipusok egymassal
ellentétes szerepét is leirtak az emldcarcinoma progresszidja soran (117). A connexinek
szintje altalaban csokken malignus transzformacié kapcsan, de metasztatikus diapedezis
soran a tumorsejtek és endothel sejtek interakcidit is tamogathatjak (412). Mig korai
emlérakban a Cx43 és a Cx26 tumorgatld szerepét irtak le (413, 414), ezek az izotipusok
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¢és a Cx32 az emldrakok attéti kolonizaciojat is segithetik a nyirokcsomokban (414-417).
Tovabba, az utobbi iddben figyelték meg a Cx46 izotipus szerepét az ER pozitiv MCF-7
Osszefliggést a connexinek kifejez6dése és az emldrak progndzisa kozott (419).
Nagyléptékii tanulmanyok, melyek a connexin izotipusok mRNS és fehérje szint
kifejezddése ¢és az emldcarcinomék progresszidjanak ¢€s prognozisdnak viszonyat
vizsgaltak, szintén nem sziilettek. Ezért, emldcarcinomakban nyilvanosan hozzaférhetd
mRNS expresszios adatbazisok elemzésével nagy beteganyagon teszteltiik a connexin
izotipusok kifejezddésének Osszefiiggéseit az elmdcarcinoma klinikai viselkedésével, az
eredményeket pedig fehérje szinten szévetmintakon validaltuk.

A neoadjuvans kemoterapia/primer szisztémas terapiara (PST) adott valasz megitélésére
elterjedt klasszifikaciok elsésorban az axillaban visszamaradt tumor mennyiségét
vizsgaljak (NSABP, Miller-Payne, Sataloff, EWGBSP, CPS EG) (420-424) (8.
tablazat). Az utobbi idében bevezetett CPS EG rendszer pedig a klinikai €s patoldgiai
kiterjedtséget, a magi grade-et, valamint a hormonreceptor statuszt is (425, 426).
Azonban, nem rendelkeziink olyan biologiai markerekkel, melyek alkalmasak a
neoadjuvans terapidra adott valasz eldrejelzésére. Ezért ugyancsak vizsgaltuk a connexin
itotipusok, a daganatproliferacid ¢és a terapids klasszifikaciok Osszefiiggéseit a
klinikopatologiai paraméterekkel (stddium, ER, PR és HER2 status) és a betegség

progndzisaval neoadjuvans kemoterapia kapcsan.

9.2. Anyag és Modszer

Hazai beteganyag. Az in silico mRNS expresszios adatok validlasahoz a Budai MAV
korhdaz anyagabol (1999-2002) gyljtott 127 emlddaganatos beteg archivalt
szovetmintainak duplikatumaibol késziilt TMA metszeteket hasznaltuk. Parcialis vagy
totalis mastectomiat kdvetden 50 beteg (39,7%) nem kapott tovabbi kezelést, 16 beteg
(12,6%) kizarolag sugarkezelésben, 12 beteg (9,4%) csak kemoterdpidban (taxan és
antraciklin), 40 beteg sugar és kemoterapiaban is részesiilt, mig 9 betegnél nem volt

informacionk a koveto terapiarol. Részletes betegadatokat a 9. tablazat foglalja Gssze.

Kiilfoldi beteganyag. A neoadjuvansan kezelt 96 emlddaganatos beteg formalin-fixalt,
paraffinba agyazott 1998-2009 kozotti szovetmintdinak duplikatumaibol késziilt TMA

metszetek a Ziirich-i Egyetem Oktaté Korhazanak Sebészeti Patologiai Intézetébol
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8. tablazat. Neoadjuvans terapia hatékonysagat értékelo leggyakoribb klasszifikacios

rendszerek

Klasszifikacio Patolégiai valasz a neoadjuvans kezelésre
INSABP pCR Szovettanilag nincs kimutathato tumorsejt

pINV Szovettanilag van kimutathat6 tumor

Primer tumor (Grade-G)

1 A malignus sejtek valtoznak, de szamuk nem csdkken

2 A tumorsejtek szamanak mérsékelt csokkenése (<30%),

3 A tumorsejtek kozepes fokt (30-90%-os) csokkenése,

4 A tumorsejtek nagy része (>90%) eltlint,
Miller-Payne 5 Nincs invaziv tumor csak in situ tumor, ill. stroma van

Nyirokcsomo (N) valasz

1 Nyirokcsomo negativ

2 Nyirokcsomo pozitiv €s nincs terapias hatas

3 Nyirokcsomo pozitiv és van részleges terapias hatas

4 A nyirokcsomo a kezelés hatasara negativva valt

Primer tumor (T)

A Teljes, vagy kozel teljes terapis hatas

B Toébb mint 50%-os terapias hatas, de nem tejles

Cc Kevesebb, mint 50%-os hatas
Sataloff D Nincs terapias hatas

Nyirokcsomo (N)

A Van terapias hatas, attét nem mutathato ki

B Nincs attét, vagy terapias hatas

C Van terapias hatas, de attét kimutathato

D Attét kimutathato, nincs terapias hatés

Primer tumor (TR)

1 Teljes patologiai regresszio

a Nincs rezidualis carcinoma

b Nincs rezidualis invasiv carcinoma, de van DCIS

2 Részleges terapias valasz

a Minimalis (<10%) rezidualis (invaziv) daganat
EWGESP b Van valal0-50% rezidualis (invasiv) daganattal

c Van valasz, de >50% rezidualis (invaziv) daganattal

3 Nincs regressziora utalo jel

Nyirokcsomok (NR)

1 Nincs attét, regresszios jelek sem lathatok

2 Nincs attét, de regresszios jelek lathatok

3 Attét a regresszié jeleivel

4 Attét, regresszios jelek nélkiil

Pontozas:0-6 Klinikai stage  Patologiai Tumor marker
stage
3CPS EG I; HIA=0 (|)|AI/:|§ ER negative=1
; 4
1B, 111A=1 HIA/B=1 G3'=1
B, I11C=2 ic=2

INSABP: National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project

’EWGBSP: European Working Group for Breast Screening Pathology;

%CPS EG: Clinical Pathological Stage combined with Estrogen receptor status and Grade by M.D.
Anderson Center (MDACC), “G3:grade 3
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0. tablazat. Az mRNS ¢és fehérje szintli connexin expresszios vizsgalatokban tesztelt
emldcarcinomdk klinikopatologiai jellemz6i

In silico adatbazisok TMA mintak

Adjuvansan  Neoadjuvansan

kezelt kezelt
Beteganyag Affymetrix Illumina PST elétt  PST utan
Betegszam (n) 1809 1988 127 96
Eletkor (év = SD) 57+ 13 61,8 (median) 59 12 52 (median)
Kovetési id6 (év, ho = SD) 123 +82 86,4 (median) 101 =40 2-10 év
Relapszus/Halal (n %) 690 (38,1%) 643 (32,3%) 42 (33,1%) 18 (18,8%)
Grade 1 198 (10,9%) 170 (8,6%) 41(32,3%) 1 (1%)
Grade 2 534 (29,5%) 775 (39%) 41 (32,3%) 42 (44%)
Grade 3 312 (17,2%) 954 (48%) 44 (34,6%) 38 (40%)
nincs adat 745 (41,2%) 89 (4,4%) 1 (0,8%) 15 (15%)
IDC 0 0 88 (69,3%) 75 (78%)
ILC 0 0 13(10,2%) 18 (19%)
Egyéb 0 0 14 (11,0%) 3 (3,2%)
Ismeretlen 1809 1988 12 (9,4%) 0
ER pozitiv 968 (53,5%) 1517 (96,3%) 89 (70,1%) 68 (71%) 59 (62%)
Lumindlis A 969 (53,6%) 825 (41,5%) 70 (56%) NA NA
Lumindlis B 536 (29,6%) 668 (33,6%)  19(152%) NA NA
ER negativ 578 (31,9%)  471(23,7%) 36 (28,3%) 25 (26%) 16 (17%)
HER?2 pozitiv 295 (16,3%) 242 (12,1%) 15 (12%) 28 (29%) 18 (19%)
TNBC 230 (12,7%)  331(16,7) 21(16,8%) NA NA
Ismeretlen 0 0 2 (1,6%) 3 (3%) 21 (21%)

TMA: szoveti multiblokk; SD: standard hiba; IDC: invaziv ductalis carcinoma; ILC: invaziv lobularis
carcinoma; ER: 6sztrogén receptor; TNBC: tripla negativ eml6 carcinoma csoport, PST: primer szisztémas
terapia

(Svajc) szarmaztak. Kemoterapiaként a betegek docetaxant (75mg/m?), epirubicint
(90mg/m?), cyclophophamidot (500mg/m?), doxorubicint (50mg/m?), vinorelbint
(30mg/m?), fluorouracilt (500mg/) és trastuzumabot (250mg/m?) kaptak. A preoperativ
kemoterapids informacionk 73 betegnél volt, 24-en Docetaxan/epirubicint, 23-an
epirubicin/cyclophophamid/fluorouracilt, 7-en docetaxan/trastuzumabot, mig 5-en
vinorelbin/trastuzumabot kaptak 2-6 ciklusban. Preoperativ core biopsziak és hozzajuk
tartozd posztoperativ szovet 64 esetben volt. Core biopszia miitéti anyag nélkil 17
esetben, mig kemoterdpia utani miitéti anyag core biopszia nélkiil 15 esetben volt. A
vizsgalt mintakbol 75 eset (78%) invaziv ductalis, 18 (19%) invaziv lobularis, 2 (2%)

metaplasticus és 1 eset kissejtes carcinoma volt. A betegek atlag életkora 54 év (30-74
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év) volt. A tumorok differencialtsagi foka, 81 esetben volt megallapithato: 38 (40%)
grade 3-as, 42 eset (44%) grade 2-es és egy grade l-es eset. Miitéti informacionk 8
betegnél nem volt, mastectomidban 60 beteg (62%), segmentectomidban 28 beteg (29%)
részesiilt, mig multifokalis tumora 15 betegnek (16%) volt. A rezidudlis tumor
mennyiségét szazalékos aranyban adtuk meg (422). Az ER/PgR és HER2 pozitiv

tumorok aranya atlagos volt. A klinikai, patoldgiai és proliferaciés adatokat a 10.

tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Neoadjuvans kemotepapiaval kezelt emlécarcinomak
klinikai, patologiai €s proliferacios jellemzoi

n=96 Kemoterapia el6tt Kemoterapia utan
Tumor méret 1,5-13 cm 0,3-14 cm

cT1 1 (1%) ypTO 6 (6%)

a ypT1 20 (21%)

b a 2

1 b 11

cT2 25 (26%) c 7

cT3 22 (23%) ypT2 31 (32%)

cT4 41 (43%) ypT3 24 (25%)

b 19 ypT4 7 (7%)

d 22 b 6

na: 7 (7%) d 1

nincs miitét 8 (9%)

Nyirokecsomé statusz  cNO 10 (11%) pNO 25 (26%)

cN1 62 (64%) pN1 27 (28%)

cN2 pN2 12 (12%)

cN3 3 (3%) pN3 14 (15%)

nincs mitét 8 (9%)

Ki67 statusz 0 2 (2%) 0 22 (28%)

1 (0-1%) 12 (15%) 1 21 (27%)

2 (1-5%) 19 (23%) 2 11 (14%)

3 (6-10%) 13 (16%) 3 3 (4%)

4 (11-15%) 6 (7%) 4 1 (1%)

5 (16-20%) 4 (5%) 5 6 (8%)

6 (21-33%) 2 (2%) 6 1 (1%)

7 (34-50%) 4 (5%) 7 2 (3%)

8 (51-66%) 1 (1%) 8 0 (0%)

9 (67-80%) 3 (4%) 9 3 (4%)

10 (81-100%) 1 (1%) 10 2 (3%)

na 14 (17%) na 7 (9%)

) 64+17 (100%) = 64+15 (100%)

na: nincs pontos adat

Szoveti receptor vizsgalatok. Az emldcarcinoma immunhisztokémiai tipizalasdhoz (ER,
klon: 6F11, 1:200; PR, klon: NCL-PGR-312 1:600/ vagy: 1A6, 1-200; HER2, klon:
CB11, 1:400/ vagy Herceptest, Dako; Ki67, klon: Mibl, 1:100) Ventana Benchmark
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immunfestd automatat hasznaltunk (Roche, Mannheim, Németorszag) (427). A HER2

génamplifikaciot és CEP17 probat is alkalmazo FISH moszerrel teszteltiik (428).

A reakciok értékelése digitalis metszeteken. Az immunreakciokat digitalis metszeteken
két fliggetlen szakértd értékelte (VZS ¢és TI, ill., KT és TI) a TMA modul szoftver
alkalmazasaval (427, 428). A connexin pozitiv tumorsejtek aranyat 4-fokozat skalan (0:
<5%, 1: 5-20%, 2: 21-60%, 3: >60%) adtuk meg. Mind a sejtmembran, mind a
citoplazma festodést értékeltiik. Belsé kontrollként a stroma és a norméal emldham
szolgalt. A Ki67 reakciot 10-es skalan értékeltiik, 0: negativ, 1: 0-1%, 2: 2-5%, 3: 6-10%,
4: 11-15%, 5: 16-20%, 6: 21-33%, 7: 34-50%, 8: 51-66%, 9: 67-80%, 10: 81-100%

pozitiv tumorsejt.

A neoadjuvans terapiara adott regresszios valasz meghatarozasa. Primer szisztémas
kezelésre adott valasz (nincs, in Situ vagy invaziv) alapjan 89 estet tudtunk a leginkabb
elterjedt klasszifikacios rendszerekben osztalyozni. Besorolas: NSABP (pCR 5, pINV
84), Miller-Payne (G1 10, G2 20, G3 40, G4 14 és G5 5), Sataloff T (TA 20, TB 30, TC
29 ¢és TD 10), EWGBSP (TR1a 4, TR1b 1, TR2a 14, TR2b 31, TR2c 29 és TR3 10). A
CPS EG pontrendszert, mely a hormon receptor statuszt és a tumor differencialtsagat is

vizsgalja 55 esetben tudtuk hasznalni (0=0, 1=2, 2=19, 3=17, 4=12, 5=5 ¢és 6=0).

Adatbazis elemzés és statisztikai értékelés. A connexin MRNS expresszi6 in silico
elemzését nyilvanosan elérhetd ,,online” adatbazisokbol 1809 (Affymetrix, HGU 133A és
HGU133+2 platformok), ill. 1899 (Illumina, HT-12v3 platform) emldrakos beteg ttlélési
adataival Osszefiiggésben végeztiik (429, 430). Az mRNS génexpresszios adatokat R
statisztikai kornyezetben (2.10.1, R Foundation, Bécs, Ausztria) vizsgaltuk (431). A
kategorikus valtozok értékeléséhez chi-négyzet tesztet végeztiink. Sperman-Rank tesztet
hasznaltunk a connexinek és a hagyomanyos prognosztikus markerek eredményeinek
Osszevetéséhez. A prognosztikus eredményeket Kaplan-Meier gorbéken abrazoltuk a
kockézati arany (HR) és log-rank teszt p értékeinek feltiintetésével. Teljes tulélési (OS),
betegségmentes talélési (DFS) és tavoli attétmentes talélési (DMFS) adatatokat
elemztiink. Tobb marker prognosztikus értékének Osszehasonlitasahoz Cox regresszio

analizist alkalmaztunk multivariancia modellben 95%-0s konfidencia intervallummal.

9.3. Eredmények

A connexin mRNS expresszio osszefiiggései az emlorak progndzisaval
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Affymetrix adatbazis

A connexin mRNS expresszi6 in silico analizissel nyert prognosztikus 0sszefliggéseit a
11. tablazat 6sszegzi. Szignifikansan jobb RFS-t talaltunk: emelkedett (> median) Cx32
mRNS szint mellett az egész beteganyagban; valamint emelkedett Cx43 mRNS szint
mellett a SEER prevalencidju csoportban (37a. abra), ER pozitiv tumorokban, a
luminalis A csoportban, az ER és nyirokcsomd pozitiv daganatokban (37b. abra) és az
ER pozitiv endokrin terapidban részesiilt betegeknél (37c. abra). A magasabb Cx43
mRNS expresszid szignifikdnsan rosszabb RFS-t csupan az ER negativ csoportban
mutatott (37d. abra). Emelkedett Cx46 mRNS szint szignifikansan jobb RFS-el jart az
egész beteganyagban (37e. abra), valamint az ER és nyirokcsomo kett6és pozitiv grade 3-
as daganatokban (37f. abra). Emelkedett Cx43 mRNS szint szignifikansan jobb DMFS-
hez tarsult az egész beteganyagban, a nyirokcsomé negativ betegekben, az ER pozitiv
endokrin terapiaban részesiilt betegekben (37g. abra) és a grade 2-es tumorokban (37h.
abra). Ezzel szemben az OS és a Cx43 mRNS expresszido az ER negativ esetekben

inverz korrelaciot mutatott (37i. abra).

Illumina adatbazis

Cx26 ¢és Cx30 mRNS expresszios adatokat csak az [llumina adatbazis tartalmazott. Azon
kiviil, hogy az emelkedett Cx26 mRNS expresszio csokkent OS-el jart luminalis B
daganatokban, mas szignifikans Osszefliggést a Cx26 az emldrdk progndzisdval nem
mutatott. Mig a magasabb Cx30 mRNS szint rosszabb OS-el jart az egész
beteganyagban, az ER pozitiv csoportban, a luminalis A és B altipusokban (38a. abra),
valamint az ER pozitiv endokrin terapiaban részesiilt betegcsoportban (38b. abra); addig
kedvezobb tuléléssel jart az ER negativ, HER2 pozitiv, illetve a tripla negativ
tumorokban (38c. abra).

Az Illumina platform Cx43, Cx46 ¢s Cx32 mRNS expresziora vonatkoz6 prognosztikus
adatai (OS) jol korrelaltak az Affymetrix platform DFS-re és OS-re vonatkozo
eredményeivel. Igy, az emelkedett Cx43 expresszio kedvezobb tuléléssel jart a teljes
beteganyagban (38d. abra), az ER pozitiv csoportban, a luminalis A alcsoportban és az
ER pozitiv endokrin terapidban részesiilt betegcsoportban (38e. dbra); mig
kedvez6tlenebb OS-el jart ER negativ tumorokban (38f. abra) és a tripla negativ
esetekben. A Cx46 expresszid ugyancsak kedvezdbb prognozissal jart a teljes
beteganyagban (38g. abra), a luminalis A alcsoportban, ER negativ daganatokban (38h.

abra), a HER2 pozitiv betegekben (38i. abra), valamint a kemoterapiaval kezelt esetek-
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11. tablazat. Connexin mRNS expresszid prognosztikus korrelacidi 1809 (Affymetrix),
illetve 1899 (Illumina) emlécarcinoma in silico analizise alapjan

. Szignifikins prognosztikus 6sszefiiggés 3 95%
Connexin Hazard . . Log-rankp
Konfidencia - .
izotipus Pozitiv Negativ funkcié szignifikancia
intervallum
GJAL (Cx43)  Egész beteganyag (1) 0,67 0,57-0,79 2,5e-06
Egész beteganyag (A/M) 0,63 0,47-0,85 0,002
SEER prevalencia (A) 0,68 0,51-0,92 0,011
ER pozitiv (A) 0,79 0,63-0,99 0,036
ER pozitiv (I) 0,68 0,56-0,83 9,3e-05
Luminalis A (1) 0,70 0,52-0,93 0,015
G2 tumorok (A/M) 0,47 0,31-0,72 0,00038
ER és LN pozitiv (A) 0,63 0,41-0,98 0,039
Endokrin kezelt (A) 0,46 0,29-0,73 0,00077
Endokrin kezelt (A/M) 0,31 0,14-0,66 0,0013
Endokrin kezelt (1) 0,63 0,49-0,84 0,0004
ER negativ (A) 15 1,00-2,20 0,028
ER és LN negativ 5,0 1,40-17,6 0,0052
(A/OS)
ER negativ (I) 1,31 096-1,18 0,09 (trend)
GJA3 (Cx46)  Egész beteganyag (A) 0,67 0,58-0,79 5,00E-7
Egész beteganyag (1) 0,83 0,70-0,97 0,021
Luminalis A (1) 0,72 0,53-0,98 0,036
ER negativ (I) 0,74 0,55-0,99 0,045
HER?2 pozitiv (I) 0,66 0,45-0,95 0,026
Kemoterapia (I) 0,73 0,55-0,98 0,035
GJB1 (Cx32) Egész beteganyag (A) 0,63 0,54-0,73 2,4e-09
Egész beteganyag (1) 0,81 0,70-0,95 0,0095
ER pozitiv (I) 0,82 0,68-0,99 0,043
Luminalis B (1) 0,77 0,60-0,98 0,034
Endokrin kezelt (1) 0,81 0,66-1,00 0,046
GJB2 (Cx26) Luminalis B (1) 1,40 1,10-1,80 0,012
Egész beteganyag 1,20 1,00-1,40 0,058 (trend)
U)
GJB6 (Cx30) Egész beteganyag 1,20 1,10-1,50 0,0088
)
ER pozitiv (I) 1,40 1,10-1,70 0,0012
Luminalis A (1) 1,50 1,10-2,10 0,0088
Luminalis B (1) 1,50 1,10-1,90 0,0058
Endokrin kezelt 1,40 1,20-1,80 0,00082
HER?2 pozitiv 0,73 0,50-1,06 0,1 (trend)
Tripla negativ 0,72 0,49-1,05 0,085 (trend)

A: Affymetrix patform, relapszus mentes tulélés (RFS), ha kiilon nincs jeldlve; tavoli attétmentes talélés
(DMFS) M-mel jelolve, ill. teljes talélés (OS); I: Illumina platform, OS adatok.
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37.

prognosztikus osszefiiggéseinek Kaplan-Meier gorbéi 1809

abra. Emelkedett (>median) Cx43 (a-d, g-i) és Cx46 (e-f) mRNS expresszio szignifikans

emlorakban Affymetrix adatbazis

alapjan
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38. abra. Emelkedett (>median) Cx30 (a-c), Cx43 (d-f) és Cx46 (g-i) mRNS expresszio szignifikans
prognosztikus osszefiiggéseinek Kaplan-Meier gorbéi 1899 emlérakban Illumina adatbazis alapjan.
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ben. A magasabb Cx32 mRNS expesszio kedvezdbb tuléléssel jart az egész
beteganyagban, az ER pozitiv esetekben, kiillondsen a luminalis B alcsoportban és az ER

pozitiv endokrin terapidban részesiilt betegekben.

Connexin fehérje izotipusok kifejezodése normal, pre-menopauzalis emlészovetben

Normal emlémirigyben a connexinek a sejtmembranban és részben a citoplazmaban
lokalizalodtak. Az eddig ismertekkel megegyezden a Cx43 fehérjét a myoepithel, stroma
és endothel sejtekben mutattuk ki (39a. abra), mig a Cx26 fehérjét a luminalis
hamsejtekben (39b. abra). Emellett, emberi emlészovetben elsd6ként mutattunk ki Cx30
fehérjét, ami a myoepithel sejtekben és a luminalis sejtek lumen fel6li oldalan
mutatkozott (39c. abra), Cx32 fehérjét a luminalis hamsejtekben (39d-e. abra), valamint

Cx46 fehérjét mind a myoepithelialis mind a luminalis sejtekben (39f-g. abra).

Megfigyeléseinket az 39i. abra 6sszegzi.

S

39. abra. Connexin fehérje izotipusok (Alexa-546, piros) és Ki67 proliferaciéos marker (Alexa-488,
z6ld) kimutatasa menopauza eldtti n6k normal emldszovetében. Pontszerli Cx43 reakcié a myoepithel
sejtekben és a kornyez6 stromasejteken (nyil) (a); Cx26 (b) és Cx32 (d-e) fehérje féleg a luminalis
sejtekben; Cx30 a myoepithel sejtekben, a luminalis sejtek apikalis oldalan és az ér endothelben latszik
(nyil) (c), mig Cx46 fehérje mind a myoepithelialis, mind a luminalis sejtekben és néhany gyulladasos
sejtben is (nyil, f-g). Er6s nagyitdsnal a Cx32 f6leg a luminalis sejtek (e), a Cx46 pedig féleg a bazalis
kifejezodése (sarga) luminalis sejtek citoplazma és membran régidiban (h). Sejtmag-festés, Hoescht (kék).
A vazlatos rajz (i) a lehetséges homo- és heterocellularis/tipusos Cx26 (piros), Cx30 (sarga), Cx32 (kék),
Cx43 (zold) és Cx46 (lila) csatorndkat mutatja normal emldben.
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Connexin fehérjeszintek a hagyomanyos prognosztikus faktorok osszefiiggései

A connexinek prognosztikus értékét log-rank teszttel (p), mig a hagyomanyos
markerekkel valdo Osszevetésben Spearman-rank tesztet (p) vizsgaltuk. Az mMRNS
expresszios eredményekhez hasonloan szignifikans 6sszefiiggést talaltunk az emelkedett
(3+) Cx30 fehérje expresszio és a csokkent RFS kozott grade 3-as tumorokban (p=0,016)
(40a-c. abra) és hasonlo, kozel szignifikans tend latszott a teljes beteganyagon (p=0,052)
(40g. abra). Magasabb Cx30 kifejez6dés (3+) pozitiv Osszefiiggést mutatott a mitotikus
index-szel (MI) (p=0,29). Hasonl6an a Cx43 mRNS expresszios eredményekhez, a Cx43
fehérje kifejezddése (1-3+) szignifikansan jobb RFS-sel jart az egész beteganyagban
(p=0,026) (40d-f. abra) és a grade 2-es tumorokban (p=0,032). A Cx43 kifejezddés
ugyancsak pozitiv 6sszefliggést mutatott a HR statusszal (p=0,23) és negativ korrelaciot a
tumor grade-del (p=-0,22). A Cx46 kifejez6dése negativ Osszefliggést mutatott a tumor

grade-del (p=-0,2), de csak pozitiv tendenciat a betegség prognozisaval.

a 1,0 Cx30 expresszio d 1,07 Cx43 expresszio g 1,0- Cx30 expresszié
Log-rank p*=0.016 Log-rank p=0.026 Log-rank p=0.052
0.8 Grade3 tumorok 0,8~ 0,8~ H
w K Bl
> 2 aead 0 \—\
s 0,6 ; 0,6 a | 0;1+;2+
a3 0,142+ a 4 L
| E 04—
§ 0.4 5 0 i) 3+
0,2 0,2- 0.0-
0 25 50 75 100 125
6l 3+ 0.04 RFS (month)
T | | | | | | | T [ | I
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125 Cx26 expresszi
DFS (months) DFS (months) h 14 Log-rank p*=0.013
b B 0 08~
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40. abra. Connexin fehérje izotipusok immunfluoreszcens kimutatasa (piros) a Ki67 (zold) fehérje
mellett invaziv emlérakokban (b, c, e, f) és a connexin fehérje szintek szignifikans prognosztikus
osszefiiggéseinek Kaplan-Meier gorbéi (a, d, g, h, i).

Az in situ Cx26 és Cx32 fehérjeszintek ellentmond6 prognosztikus eredményeket adtak
az mRNS szintli Osszefliggésekhez képest. Magas Cx26 expresszio (3+) szignifikansan
jobb RFS-t mutatott az egész beteganyagban (p=0,013) (40h. abra), az ER pozitiv
(p=0,007) és a luminalis A alcsoportban (p=0,017). A Cx26 expresszio €s az NPI kozott

negativ Osszefliggést talaltunk (p=-0,25). Kozepes és er6s Cx32 fehérje szint (2-3+)



dc_1060 1%5

negativ 0sszefiiggést mutatott az RFS-sel az egész beteganyagban (p=0,033) ¢és a lumina-
lis B-HER2 pozitiv csoportban (p=0,025), valamint pozitiv dsszefiiggést a tumor grade-
del (p=0,34), a nekrozis jelenlétével (p=0,19), az NPI-vel (p=0,28), a MI-vel (p=0,27) és
a Ki67 expresszioval (p=0,21), illetve negativ 6sszefiiggést a HR statusszal (p=-0,3).

Connexin fehérje szintek 6nallé prognosztikus értéke

A tradicionalis prognosztikus faktorok koziil az NPI>4, MI>25 és Ki67 expresszio >50%
(7-es osztalyzat) statisztikailag rosszabb RFS-el (pnpi=0,011, pmi=0,002, pkisz=0,001),
mig a HR pozitivitads kedvezébb RFS-sel jart (p=0,002) a vizsgalt beteganyagban.

Cox multivariancia analizisben Cx26, Cx30 és Cx43 prognosztikus értékét tudtuk
Osszevetni a nekrozissal, érinvazioval, Ml-vel, Ki67 expresszidval és a HR statusszal, a
Cx32 expressziot pedig az érinvazidval (12. tablazat).

12. tablazat. Connexinek fehérje szintii analizisének prognosztikus értéke primer
emlOcarcinomakban Cox regresszios multivariancia analizissel

. - 95% ClI
Paraméter p-értek  HR Alsé Felss
Cx43 (0_123) 0,027 0,470 0,241 0,916
Erinvazid 0,371 0,718 0,348 1,483
Nekrozis 0,643 1,184 0,579 2419
Cx43 (012_3) 0,048 0,518 0,271 0,993
Erinvazio 0,474 0,766 0,369 1,589

Mitotikus index 0,329 1,386 0,719 2,671
Cx26 (012_3) 0,022 0,354 0,146 0,863
Erinvazio 0,047 0,404 0,165 0,987
Hormon receptor 0,007 0,368 0,179 0,759
Cx26 (012_3) 0,015 0,329 0,134 0,809

Erinvazio 0073 0443 0182 1,079
Nekrozis 0395 1,402 0,643 3,058
Ki67 0,009 5384 1535 18,881
Cx26 (012_3) 0,019 0,314 0,119 0,829
Erinvazio 0,091 0462 0189 1,130

Cx30 (012_3) 0,016 4,209 1,309 13,539
Mitotikus index 0,885 0,856 0,130 7,102

Nekrozis 0,178 2,153 0,706 6,569
Cx32 (01_23) 0,032 2,103 1,064 4,155
Erinvazié 0,319 0,670 0,305 1,471

HR: Kockazati funkcid; CI: Konfidencia intervallum
0123: pontozasi kategoriak, ahol _ a kiiszobérték

Primer eml6carcinomakban a >50% Cx26 expresszié (3+), illetve a >5% Cx43
expresszio (1-3+) szignifikdnsan erdsebb, fiiggetlen prognosztikus faktornak bizonyult,
mint a nekrozis €s az érinvazid. A 3+ Cx26 expresszid kozel olyan jo prognosztikus
faktor volt, mint a HR statusz és a Ki67 index, mig az erds Cx43 pozitivitas (>50%, 3+)
kozel olyan prognosztikus faktornak bizonyult, mint a MI. Az erés Cx30 pozitivitas

(>50%, 3+) a grade 3-as tumorokban jobb, fliggetlen negativ prognosztikus faktornak
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bizonyult, mint az MI vagy a nekroézis, mig az alacsony Cx32 pozitivitas (<20%, 0-1+)

jobb prognosztikus faktor volt az érinvazional.

Neodajuvansan kezelt emlécarcinomak

Connexin fehérje izotipusok kifejezodésének valtozasa neoadjuvans terapiara

A connexin fehérje szintek valtozasat kemoterapia utan a 41. abra foglalja 6ssze, mig a
42. abran ennek megfeleld connexin immunfluoreszcens reakcidok lathatok. A teljes
beteganyagban a kezelés hatdsara mind a Cx26-ot kifejezd tumorok szama, mind az
egyes tumorokban a Cx26 pozitiv tumorsejtek szdma csokkent. A negativ esetek szama

3%-r06l 25%-ra emelkedett (p <0,001), mig az er6sen Cx26 pozitiv (3+) esetek szama

Kemoterapia Kemoterapia

a elétt utan PEneek ¢ pre-kemo. = poszt-kemo.
n=81 n=79
Connexin 26 ( : ( : b #] Connexin 26
0 2 (3%) 20 25%)  p<0.001 .
1+ 17 21%) 17 22%) nsz P l [
2+ 24 (30%) 24 (31%) nsz E 2 supusdos
3+ 26 (32%) 8(10%)  p<0.006 3 l [ ” l ‘ I\
né 12 (14%) 10 (12%) 6= 1] ey I s A
Connexin 32 % R O R X L N R R
0 15 (19%) 39 (49%) p <0.004 Eset
1+ 28 (35%) 13(17%)  p<0.043 N )
2+ 17 21%) 11 (14%) nsz c | Connexin 32
3+ 7 (8%) 7 (9%) nsz ad osuss
né 14 (17%) 9 (11%) g | l 1
_ﬂé 24 2éseenngnn
Connexin 43 £ ‘
0 42 (51%) 44 (56%) nsz = 1 I F""[‘""TY"" sad 4|
1+ 9 (11%) 16 (20%) nsz J LIl | | H“H 1]
2+ 8 (10%) 7k (9%)) nsz A ARl SSPLPOFOHO PISSOPT SELS P IDI EPL PP
3+ 11 (14%) 4 (5%) nsz Eset
né 11 (14%) 8 (10%) d - inidE
onnexin

Connexin 46 2l R e R G —_—
0 18 (22%) 19 (24%) nsz g ” ”[ 1
1+ 19 (23%) 9 (11%) nsz ER O | B
2+ 16 (20%) 12 (15%) nsz g ”I” ”[ l I l
3+ 16 (20%) 27 (35%) nsz = g I + .
né 12 (15%) 12 (15%) [ | l

O S 03006 5002 509 8050805 000 85508
né: nem értékelhetd; nsz: nem szignifikans Eset

41. abra. Connexin fehérje izotipusok kifejezodése emlérakban neoadjuvans kemoterapia elétt (pre-
kemo) és utan (poszt-kemo). Osszefoglalé tablazat a szignifikancia értékekkel (a). A Cx26 (b) és a Cx32
(c) szintje jelent6sen csdkkent (z6ld vonal), a Cx46 (d) szintje altalaban emelkedett (piros vonal), mig a
Cx43 szintje mutatta a legkisebb valtozast kemoterapia hatasara. A csak lila négyzet: nincs valtozas

32%-161 10%-ra csokkent (p <0,006). A Cx32 expresszio hasonlod valtozast mutatott, a
negativ esetek szdma 10%-r6l 49%-ra ndtt (p <0,004), mig a gyengén pozitiv (1+)
tumorok szdma 35%-rdl 17%-ra csokkent (p <0,043). Adjuvans kemoterapiara a Cx43,
illetve a Cx46 pozitiv esetek szama szignifikdnsan nem véltozott, bar az er6sen Cx46

pozitiv (3+) tumorok szdma emelkedd tendenciat mutatott. A 64 pdarositott esetbdl
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értékelheté 50 (Cx43-nal 51) esetben ugyancsak a teljes beteganyaghoz hasonld
valtozasokat figyeltiink meg (41b-d. abrak).

Kemoterapia elott

. B

Kemoterdapia utan

42. abra. Connexin izotipusok immunfluoreszcens kimutatasa (piros) a proliferaciés marker Ki67
fehérje (zold) mellett (a sejtmag kék) invaziv ductalis emlérakban neoadjuvans terapia elott és utan.
A pontszer(i sejtmembran és citoplazma Cx26 (1. sor) és Cx32 (2. sor) jelolés és a proliferalo (zold) sejtek
szama jelent6sen csokkent kemoterapia hatasara az eredetileg 3+ tumorokban, mig a Cx43 (3. sor) és Cx46
(4. sor) szintje a 3+ esetekben jelent6sen nem valtozott. Ki67 reakcié nem volt a terapia eldtti Cx43 és
terapia utani Cx46 mintakon.

Connexinek fehérje szintek és Kklinikopatologiai paraméterek oOsszefiiggései

neoadjuvansan kezelt esetekben

Kemoterédpia utani alacsony (0-as osztalyzat, <5%) Cx26 szint a betegek szignifikansan
jobb tulélésével jart (log-rank p= 0,011), mint a magasabb (1-3+, >5%) Cx26 szintek. A
Cx26 szintek nem mutatattak mas szignifikans kapcsolatot egyéb klinikopatoldgiai
paraméterekkel. A Cx32 expresszid szignifikdns pozitiv korreldciot mutatott a HER2

statusszal kemoterapia el6tt (p=0,31) és negativ Osszefliggést a patologiai tumor mérettel
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(pT) (p=-0,29). A Cx32 szintje ¢és a Ki67 index kozott ugyancsak pozitiv korrelacio volt
(p=0,46) kemoterapia utan.

A Cx43 fehérjeszint kezelés eldtt pozitiv Osszefiiggést adott a kemoterapia el6tti s utani
ER ¢és PR szinttel és a klinikai tumor mérettel (cT) (p=0,29-0,36) és negativ Osszefliggést
a szisztémas terapia eldtti HER2 statusszal (p=-0,27). A Cx46 szint mind kezelés elott és
utan pozitiv statisztikai korrelaciot adott a nyirokcsomo statusszal (pN) (p=0,39 és 0,32).
A kemoterapia el6tti és utani ER és Ki67 index, valamint a kezelés eldtti PR és Ki67
index kozott negativ Osszefiiggés volt (p=-0,35- -0,46; ill. p=-0,45, -0,52). Tovabba, a
kemoterapiat kovetd Ki67 index és HER2 szint, valamint a kezelés eldtti és utani

proliferacids index kozott pozitiv Osszefliggést talaltunk (p=0,26; ill. p=0,46).

Neoadjuvans kezelésre adott terapias valasz osszefiiggése a taléléssel

Az otféle klasszifikacios rendszer szerint besoroltuk eseteinkben a taléléssel csak a CPS
EG rendszer mutatott Osszefliggést, igy az 1, illetve 2 ponttal mindsitett esetek
szignifikdnsan jobb tGlélést mutattak a magasabb pontszamot (3-5) eléréknél (log-rank
p=0,015).

A klasszifikacios rendszerek atfedése neoadjuvansan kezelt beteganyagunkban
A klasszifikacios rendszerek alcsoportjai kozotti atfedéseket a vizsgalt beteganyagban a

43. abra Osszesiti. A rendszerek kétoldali hatarolo csoportjaiba, amelyek terapiara
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kiilondsen jol, ill. nem vagy alig reagaltak, igy az EWGBSP TR1a-b-be ill. TR3-ba; a
CPS EG 1-be ill. 5-be; a Sataloff TA-ba ill. TD-be, valamint a Miller-Payne G1-be ill.
G5-be, jo atfedéssel nagyjabol azonos esetek tartoztak. Eseteink tobbsége a kozbensod
atmeneti kategoériakba (EWGBSP TR2a-c, CPS EG 2-4, Sataloff TB-C, Miller-Payne
G2-4) esett. A binaris NSABP rendszerben, amely a rezidualis tumor hianyat (pCR)
illetve jelenlétét (pINV) pontozza, 5 eset a pCR kategoriaba, mig 84 a pINV csoportba

sorolodott.

Connexin fehérje szintek prognosztikus értéke a neoadjuvas Kklasszifikacios
rendszerekben

A Kklasszifikacos rendszerek szerint osztalyozott tumorok normal eloszlast mutattak, igy a
connexinek prognosztikus jelentdségét a koztes csoportokban elemezni tudtuk.

A kemoterapia elott magasabb (>20%, 2+ és 3+) Cx46 fehérje szintli tumorok tulélése
szignifikansan jobb volt az EWGBSP TR2b (p=0,006), a Sataloff TB (p= 0,005) ¢és a
Miller-Payne G3 (p=0,002) alcsoportban, mint az alacsonyabb (<20%, 0 és 1+) Cx46
szinttel rendelkezoké. Kemoterapia utdn hasonloéan, a magasabb (>20%) Cx46 szint az
EWGBSP TR2b ¢s a Sataloff TB alcsoportokban jart szignifikansan jobb taléléssel (p=
0,029). A Miller-Payne G3 alcsoportban a >5% Cx46 expresszi6 (1-3+) jart kedvez6bb
tuléléssel, mint az ennél alacsonyabb (p=0,012). A >20% Cx46 expresszio (2+ és 3+)
ugyancsak jobb tulélést jelentett, mint az ez alatti Cx46 szintek.

Kemoterapia utan a <5%-o0s Cx26 (0) szint szignifikansan jobb taléléssel jart az NSABP
pINV alcsoportban, mint a magasabb (>5 %, 1-3+) Cx26 szintek (p=0,013). A Cx26
kozel szignifikans, ugyancsak negativ tendenciat mutatott a tuléléssel az EWGBSP TR2b
(p=0,08), Sataloff TB (p=0,092), Miller-Payne (p=0,053) és CPS EG 4 (p=0,06)

alcsoportokban.

9.4. Megbeszélés

Az emldcarcinomak heterogenitdsa €s terdpia rezisztencidja miatt, a hozzaférhetd
prognosztikus és prediktiv markerek mellett, a betegség tovabbi molekularis alapu
osztalyozasara van sziikség (432, 433). A connexin deregulacio szerepét az emldrak
kialakulasaban, progresszidjaban és attéképzésében eddig kevesen tanulmanyoztak (414,

crer

a Ki67 statusszal megfigyelték, a betegség kimenetelében a connexinek szerepét nem
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igazoltak (419). Kimutattak, hogy Cx43 re-expresszioja érzékenyitheti a daganatsejteket
a kemoterapiara (435), azonban a connexin kifejez6dés ¢és a terapias valasz
Osszefiiggéseit sem kutattdk részletesen. Vizsgalatainkban, transzkipcids adatbazisok
eredményeivel validadlva kimutattuk 5 connexin fehérje izotipus, koztik a mar leirt
GJA1/Cx43 és GIB2/Cx26 expresszidjat normal emldszovetben és a GJB1/Cx32
izotipusét emlGcarcinomaban (413, 418, 436-438). Tovabba, elséként igazoltuk a
GJA3/Cx46, GJA6/Cx30 ¢és GIBI/Cx32 fehérjék kifejez6dését normal emberi
emldszovetben, valamint a GJAS5/Cx30 izotipust emlécarcinoméban.

Normal emldmirigyben a sejtmembranhoz kotott connexinek funkcionald csatornaknak
felelnek meg, amelyek akar heterotipusos, heterocellularis csatornakat is 1étrehozhatnak
azonos alosztalyba tartozé izotipusokon, igy GJA-n vagy GJB-n belil (184, 439).
Elméletileg a myoepithelialis Cx43 (GJA1) heterocellularis csatornat alakithat ki Cx46
(GJAO6) fehérjével, de a szintén myoepithelen és a luminalis sejtek kdzott is igazolt Cx30
(GJB6) proteinnel nem. Tovabba a Cx26 (GJB2) és Cx32 (GJB1) létrehozhat homo- és
hetrotipusos/heteromer csatornakat a luminalis sejtek kozott (440) és heterocellularis
kapcsolatot a myoepithelialis Cx30-al (441, 442). A connexinek komplex és differencialt
szabalyozasa az emlémirigy mikodésének finomhangolasat teszi lehetdvé a sejtosztddas,
-differenciacio, regresszio és tejelvalasztas soran (414).

Az egyenként kozel 2000 minta elemzésén alapuld Affymetrix és Illumina platformok
connexin expresszios adatai jO egyezést mutattak egymassal. A mRNS eredményekkel
egyezOen az emelkedett Cx43 fehérje szint szignifikansan jobb taléléssel jart az
adjuvansan kezelt emldrakokban, illetve, jobb fiiggetlen prognosztikus markernek
bizonyult az érinvazional és a nekrozisnal. Ezzel szemben az emelkedett Cx30 mRNS és
fehérje szint csokkent taléléssel tarsult, illetve, erdsebb prognosztikus markernek
bizonyult a mitotikus indexnél és a nekrdzisnal. A tobbi connexin mRNS szinten észlelt
prognosztikus értéke fehérje szinten az adjuvansan kezelt daganatokban vagy eltiint
(Cx46), vagy részben ellentmondo volt (Cx26 és Cx32).

A connexin expresszio szabalyozasaval kapcsolatos legtobb adat a Cx43-ra vonatkozik
(35), ami vizsgalatainkban mRNS és fehérje szinten is a kedvez6 progndzis markere volt.
Génexpresszids adatelemzésiink megerdsitette, hogy ER pozitiv primer emlérakokban a
Cx43 expresszionak tumorgatld (443), mig ER negativ esetekben tumorprotektiv szerepe
lehet (417). A 17p Osztradiol az ERo aktivalasaval tdmogatja mind az emléham

crer

csatornak azonban a sejtciklus kontrolljaban is részt vehetnek (445). A Cx43 expresszio
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igy hozzdjarulhat az ER pozitiv emldcarcinomdk differencidltabb fenotipusdhoz és
kedvezobb tuléléséhez (446). ER negativ daganatokban a Cx43 expressziot mas jelutak
szabalyozhatak, igy példaul a Wnt-1 és/vagy a Ras-Raf-MAPK aktivacio (35), ami
mitogén jelutakat is aktivalva differencialatlanabb fenotipushoz ¢és a rosszabb
prognézishoz vezet (447). Igy az elérehaladott ER negativ eseteinkben a connexinek is
részt vehetnek az attétképzésben, a daganatsejtek diapedezisében és kolonizacidjaban,
egyezOen masok megfigyeléseivel (126, 416, 417, 448, 449). A Cx30 mRNS expresszio
ellentétes prognosztikus Osszefiiggéseket mutatott, mint a Cx43. ER pozitiv esetekben az
emelkedett Cx30 szint kedvezdtlenebb taléléssel jart, mig HER2 pozitiv és tripla negativ
daganatokban erés tendenciat mutatott a jobb tuléléssel.

Az emelkedett Cx46 mRNS szintekhez kedvezdébb tulélés tarsult adjuvansan kezelt ER
pozitiv esetekben, ami megmaradt az ER negativ tumoroknal is. Ez a megfigyelés a Cx43
¢s Cx46 mRNS ellentétes szabalyozasara utal ebben az alcsoportban, tAmogatva masok
korabbi adatait, mely szerint a tumor promoter TPA (450) vagy a MAPK/ERK (451)
jelut aktivalasara a Cx43 szint csokken, mig a Cx46 szint emelkedik. A connexinek
differencialt hormonalis szabalyozasa alapja lehet kondicionalis tumorszupresszor, vagy
promoter hatasuknak. Igy négyogyaszati tumorokban a phorbol észter eldsegiti a Cx26
re-expressziot, a PR aktivalasa pedig csokenti a Cx26 kifejez0dését, mig a Cx43-ét
fokozza (436, 452, 453). A 17 oOsztradiol tamogatja a Cx43 termelést és
csatonafunkciokat (445), de csokkenti a Cx26 és Cx32 kifejez6dését és aktivitasat (454).
A connexinek citoplazmatikus megjelenése felveti a malignus daganatokban mar igazolt
csatorna fliggetlen funkcidjukat is (449, 455). A connexinek mRNS és fehérje szintli
kifejezddésében, valamint a connexin expresszio €s az emldrdk progndzisa kozott olyan
izotipusoknal talaltunk szoros Osszefliggést amelyek a normal emldémirigyben vagy a
myoepithelben (Cx43), vagy a myoepithelben és a luminalis hamsejtekben egyarant
megjelentek (Cx30 és Cx46). Ezzel szemben, a normal emldmirigyben csak a luminalis
hamsejtekre korlatozott izotipusok (Cx26 ¢és Cx32) prognosztikus Osszefliggései
ellentmondodak voltak. Tehat a myoepithelben megjelend connexinek szabélyozasa,
legalabbis emlddaganatokban kovetkezetesebb, mint a kizdrélag a luminalis hamra
jellemzd izotipusoké. Fontos megfigyelésiink, hogy a differencialt connexin kifejezddés
grade 2-es tumorokat szignifikansan eltéré RFS-el, mig a Cx30 expresszi6 a grade 3-as
tumorokat szignifikansan eltéré OS-el jar6é alcsoportokra osztotta. A connexinek

prognosztikus értékét alatdmasztja a Cx43 fehérje szint pozitiv korrelacioja az ER
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statusszal és negativ viszonya a tumor grade-el, ill. a Cx30 fehérje szint pozitiv
korrelacioja a mitotikus index-szel.

A transzkripcios adatbazisok elemzése alapjan az emelkedett Cx26 mRNS szint roszabb
taléléssel jart, ami egyezett a neoadjuvansan kezelt emlddaganatokban fehérje szinten
megfigyeletekkel. Adjuvansan kezelt emldrdkokban azonban az emelkedett Cx26 fehérje
szint mellett volt kedvezdbb a betegségmentes talélés. Masok megfigyelései is arra
utalnak, hogy a Cx26 képz6dés szabalyozasa komplex, dinamikus, sejttipus,
differencialtsag ¢s stadium fliggd lehet. Mig pancreas- €s prostata carcinomaban példaul
az emelkedett Cx26 expresszid tamogatta a carcinogenezist (456, 457), addig primer
gyomor- ¢és colorectalis daganatokban a csokkent Cx26 kifejezddés kedvezdtlen
taléléssel jart (458, 459). A Cx32 fehérje szintek negativ prognosztikus szerepe a két
beteganyag kozott megegyezett, azonban mRNS szinten Cx32 expresszid a jobb
tuléléshez tarsult. Az inkonzisztens eredményekhez a beteganyagok eltéré dsszetétele is
hozzajarulhat. A transzkripcids adatbazisokban a daganatok zome grade 2-es és grade 3-
as volt, mig a hazai adjuvansan kezelt 127 esetiink, azonos aranyban foglalt magaba
mindharom grage-bdl daganatokat.

A jelentés egyezés a két fiiggetlen mRNS platform prognosztikus eredményei kozott és
az alkalmazott connexin specifikus antitestek Western-blot modszerrel igazolt
specificitasa alatdmasztja, hogy az mRNS és fehérje szintli prognosztikus eltérések nem
modszertani eredetliek. Transzkripcids faktorok és epigenetikai folyamatok mellett
feltételezhetd, hogy a poszt-transzkripcios szabalyozas jelentdsebben befolyasolja a Cx26
¢s Cx32 termelést, mint a tobbi vizsgalt izotipus esetében (43).

A neoadjuvans kemoterdpia helyileg elérehaladott és primer operabilis emlérakok egyik
standard kezelési modja (420-423, 426). Neoadjuvansan kezelt emldrakokban a
kemoterapia eldtti és utani Cx46 expresszio, illetve a kemoterapia utdni Cx26 expresszio
a klasszifikaciés rendszerek koztes kategoridiban, igy a Miller-Payne G2-3-ban, a
Sataloff TB-ben, az EWGBSP TR2b-ben, illetve a CPS EG 4-ben, relevans
prognosztikus alcsoportokat kiilonitett el (8. abra). Raadasul kemoterapia eldtt a Cx46
fehérje szint volt az egyetlen vizsgalt paraméter, amely korrelélt a teljes taléléssel. E
megfigyelés jelentdségét noveli, hogy masok vizsgalataiban is eléfordult, hogy a
tradicionalis biomarkerek, mint a PR, HER2, grade vagy a tumorméret nem feltétleniil
korrelaltak a prognozissal sem kemoterapia eldtt sem azutan (460).

A connexinek carcinogenezisben ¢és attétképzésben betdltott szerepe ellentmondasos és

kontextus fiiggd. Szamos korabbi tanulmany megallapitotta, hogy egyes biomarkerek
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szintje megvaltozik a primer szisztémas terapia hatasara (461, 462). Vizsgalatunkban a

neoadjuvans kemoterapidra csokkent Cx26 ¢s Cx32, valamint az emelkedett Cx46

szintek a terdpia hatékonysagat jelezték. Megerdsitettiik a Cx43 kifejez6dés pozitiv

kapcsolatat a HR ill. negativ kapcsolatat a HER2 statusszal (419) és ugyancsak negativ

kapcsolatot talaltunk a Cx46 és Ki67 szintek kozott.

9.5. Osszefoglalis — Az eredmények tijdonsagtartalma

A normal emberi emldmirigyben a Cx26 és Cx43 izotipusokon kiviil elsdként

mutattunk ki Cx30, Cx32 és Cx46 izotipusokat, specifikus sejttipusokhoz rendelve.

Cx43 csatornak a myoepithel sejtekben, Cx26 és Cx32 csatorndk a Iuminalis
hamsejtekben, Cx30 csatorndk a myoepithel sejtekben és a luminalis sejtek apikalis

crer

el6fordultak.

Egyez6en az mRNS  expresszios  adatbazisok  eredményeivel,  primer
emldcarcinomaban a Cx26, Cx32, Cx43 és C46 fehérjén kiviil elsdként igazoltunk

Cx30 izotipust.

Osszhangban tobb ezer emldcarcinomas beteg mRNS expresszids adatbazisokbdl in
silico nyert eredményeivel, adjuvansan kezelt eml6rakokban a Cx43 és Cx30 fehérje

expresszidja 6nallo pozitiv, illetve negativ prognosztikus faktornak bizonyult.

Az emelkedett Cx43 mRNS szint jobb tuléléssel jart az ER pozitiv, luminalis A,
valamint grade 2-es emldérakokban ¢és rosszabb tuléléssel tarsult ER negativ

tumorokban.

Az emelkedett Cx30 mRNS szint rosszabb tiléléssel jart az ER pozitiv és luminalis A,
illetve lumindlis B tumorokban ¢€s jobb tuléléssel tarsult az ER negativ, HER2 pozitiv

és tripla negativ tumorokban.

A neoadjuvans kemoterapidra csokkent Cx26 és Cx32, valamint az emelkedett Cx46

szintek a terapia hatékonysagat jelezték.

Neoadjuvans terapia sordn a csfkkent Cx26 fehérje szint, ill. az emelkedett Cx46 szint
kedvezébb progndzisu alcsoportokat valasztott ki a poszt-terapids klasszifikéciok
koztes, prognosztikusan nehezen megitélhetd csoportjaiban, ahol a kemoterapia eldtti

Cx46 expresszio bizonyult az egyetlen fiiggetlen prognosztikus faktornak.
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Eredményeink rdmutatnak a connexinek complex, egymast kiegészitd szabalyozasara a
normdl emlémirigyben, az emld carcinogenezisében €s az emldérak progresszidja soran. A
differencialt connexin kifejezdédés az ismert diagnosztikus emldcarcinoma alcsoportok
tumorokat szignifikansan eltérd relapszusmentes tiléléssel (RFS), mig a Cx30 expressziod
a grade 3-as tumorokat szignifikansan eltéré teljes tuléléssel (OS) jard alcsoportokra
osztotta. Eredményeink 0sszességében a Cx43 ¢és Cx46 tumorszupresszor szerepét, mig a
Cx26 ¢és Cx32 tumorprotektiv szerepét tamogatjak primer kezelt emldrakokban. A
connexin izotipusok expresszidjanak meghatarozdsa emlddaganatokban, klinikailag is
relevans  kiegészit0 informaciokkal szolgdl az emldcarcinoma patobioldgiai

viselkedésének, valamint a primer szisztémas terapia hatékonysaganak eldrejelzésében.
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10. A tézisek rovid osszefoglalasa, az eredeti megfigyelések hasznositasa

A connexin (,,gap junction”) kommunikacids csatornakon <1,8 kDa méretii metabolitok
¢s szabalyozd molekuldk kozvetleniil kozlekedhetnek kapcsolodd sejtek citoplazmai
kozott. Szerepiiket igazoltdk a morfogenezis, sejtdifferenciacié ¢€s proliferacio
szabalyozasaban, valamint a kompartmentalis szdvetfunkciok 0Osszehangolasaban.
Ultrastrukturalis ¢és immunmorfologiai moddszerekkel, allatkisérletekkel, sejt-,
génmanipulacios és festék-transzfer tesztekkel, valamint klinikai végpont-analizissekkel
vizsgaltuk a connexin csatorndkat csontvel6ben, az immunrendszerben, regeneracios
folyamatokban és daganatokban. Normal, regeneralodd és leukémids csontveldben
kimutattuk a Cx43 csatorndkat csontvel6éi stromasejteken, megakaryocytakon,
adipocytdkon, osteoblastokon, valamint stromalis és hemopoetikus sejtek kozott.
Elsoként bizonyitottuk a kétirany heterocellularis metabolikus kapcsolatot a stroma-
hemopoetikus sejtirany preferalasaval és a Cx43 csatornak szerepét a vérképzés korai
szakaszaban, nagymértékli progenitor sejtigény kapcsan. Elsoként mutattunk ki
connexineket nyirokszervekben ¢és bizonyitottuk a Cx43 tipusu csatorndk
dendritikus sejt (FDC) haldzatan és B-sejteken. Igazoltuk a metabolikus kommunikaciot
FDC-FDC ¢s FDC-B-sejtek kozott és a csatornak gatlasaval kritikus szerepiiket e sejtek
tulélésében. Lézer-ablaciot kovetden igazoltuk, hogy a regeneral6dd cornea ham erételjes
proliferacié és migracid mellett jelentds Cx26, Cx43 expresszidt mutatva megtartja
képességét a metabolikus kommunikéaciora. Indukélt izomregenerdcioban a Cx43
csatorndk ¢és a p21"*/p279%"! ciklin-fiiggd kindz inhibitor pozitiv myoblast frakcio
szinkron feliilregulacidja, majd a csatornak eltiinése myotubulusokban szerepiiket
igazolta a pre-fuziés myoblastok sejtciklusanak szinkronizalasaban, amit Cx43
génmanipulacios  kisérletekkel is alatamasztottunk. Oridssejtes  csonttumorban
ami szignifikdns Osszefliggést mutatott a daganat kliniko-radioldgiai progressziojaval és
kedvezOétlenebb kimenetelével. Emberi emlOmirigyben els6ként mutattunk ki Cx30,
Cx32 és Cx46 izotipusokat, illetve, primer emldcarcinomaban Cx30 izotipust. Egyezden
tobb ezer emlécarcinoma mRNS expresszidjanak in silico analizisével a Cx43 és Cx30
fehérjeszintek ©nallo pozitiv, illetve negativ prognosztikus faktornak bizonyultak.
Neoadjuvansan kezelt emldcarcinomakban a csokkent Cx26 ill. emelkedett Cx46 szint
kedvezObb prognézisu alcsoportokat kiilonitett el a koztes poszt-terapias alcsoportokban.
A connexin csatorndk feltérképezése segiti a normadl sejtfunkciok és szoveti szintll
adaptacios valaszok megértését, tovabba klinikailag relevans informaciokkal szolgéalhat a

daganatok patobiolodgiai viselkedésének és kezelésiik hatékonysaganak eldrejelzéséhez.
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15. Tudomanymetriai adatok — MTMT szerint jovahagyva

Tudomanyos kozlemények 6sszesen: 146
Els6szerzos folyoiratcikkek: 24
Utolso6 szerzos folyoirat cikkek: 18

Impakt faktor
Az értekezés alapjat képezd kozlemények: 57,279

A kandidatusi értekezésben (PhD)

nem szerepld tovabbi kézlemények: 181,521
A kandidatusi értekezésben szerepld kozlemények: 12,7
Osszesen: 251,5

Hivatkozasok szama

Osszes hivatkozas: 1357
Fliggetlen hivatkozasok szama: 1109
Hirsch index

21



