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Bevezetés

Az intersticidlis Cajal-sejtek (ICC) a gyomor, a vékony- és vastagbél ritmikus
izommukodéséért felelés pacemaker elemek. Szamos tanulmdny igazolja, hogy
ellentétben a tdpcsatorna simaizom sejtjeivel, az izolalt ICC rendelkezik pacemaker
aktivitassal. A Cajal-sejtek pacemaker aktivitdsdnak feltérképezése azt kovetden
indulhatott meg, miutan kideriilt, hogy a gastrointestinalis tunica muscularis sejtalkotdi
koziil egyediilalloan ezen sejtek hordozzak aktiv formaban genomjuk white spotting
locusan a c-kit proto-onkogént, mely a tirozin-kindz receptorcsaladhoz tartozé Kit-
receptort kodolja. Az elsé immunhisztokémiai tanulmanyokat knock out (W/W" és YA
mutans) egereken végzett kisérletek kovették, melyek segitségével tovabbi megerdsitést
nyert az intersticidlis Cajal-sejtek mindkét tipusanak (myenterikus és intramuscularis) a
tapcsatornai motilitas szabalyozasaban betoltott donto szerepe.

A legtobb esetben a Cajal-sejtek kiillonb6z6 betegségekben bekdvetkezd karosodasanak
pathomechanizmusa ismeretlen, igy a karosodas megakadéalyozasara vagy megeldzésére
iranyuld oki therapia sem lehetséges. Az egyik leggyakrabban el6forduld krénikus,
részben gastrointestinalis komplikaciokkal jaro betegség a diabetes mellitus. Noha
altalanosan elfogadott, hogy a diabeteses gastroparesis irreverzibilis autonom neuropathia
kovetkeztében alakul ki, ennek pathomechanizmusa sokkal inkabb multifaktorialis
eredetli. Azokban az egértorzsekben, amelyekben I. tipust diabetes mellitus spontan
kialakuldsa gyakori (NOD/LtJ), a gastroparesis megjelenése a disztalis gyomor Cajal-
sejtjeinek halozataban észlelhetd karosodassal mutat korrelaciot. Az ICC karosodas a
diabetes mellitus megjelenését kovetd 1.5-3 honap mulva alakul ki. A folyamat soran a
diabetes két f6 patognosztikai tényezdjének — a hyperglicaemianak és az inzulin
hianyanak - a szétvalasztasa in vivo koriilmények kozt meglehetésen nehéz. Ezért a jelen
tanulmany elsd célja egy olyan organotipikus kulttra kifejlesztése volt, mely hosszl tava
(tobb honapig tartd) vizsgalat soran is alkalmas a kiilonbdz6 novekedési faktorok (pl.
inzulin, inzulinszerti novekedési faktor-1 (IGF-1)) és a hyperglicaemia intersticialis Cajal-
sejtekre kifejtett hatdsanak egymastol fliggetlen vizsgalatara. Ezen technika hasznalataval
igazoltuk az inzulin/IGF-I hianyanak kozponti szerepét a diabetes mellitusban észlelhetd
ICC kérosodasban. Munkank masodik felében az emlitett organotipikus kultira modell
mellett egyéb technikdk alkalmazasaval kerestiik a valaszt a diabetes mellitus altal

okozott Cajal-sejt karosodas pathomechanizmuséanak részleteire.



Anyag és médszer

Organotipikus kulturak készitése

Fiatal (9-18 napos) BALB/c egerek intakt corpus €s antrum tunica muscularis szovetét 35
mm-es, Sylgard 184 mianyaggal kiontott edény aljdhoz tiztik, majd 37 °C-on
normoglycaemias (5.5 mmol/l), 2%-o0s antibiotikum-antimycotikum illetve 2 mmol/l L-
glutamin tartalmia M 199 mediumba helyeztiik. Az igy kapott oldathoz 6nmagukban vagy
kombinacioban adott komponensek: D-glukéz (végsé koncentracio: 33.3-55.5 mmol/l),
szarvasmarha inzulin (5 pg/ml), egér IGF-I (100 ng/ml). Valamennyi kezelés a kultarak
inditasat koveté 48 oran belill megkezdddott. Az oldatok hatéanyagtartalmanak

allandosagat a medium 48 orankéknti cseréjével értiik el.

Immunhisztokéemia

Kultarazott és frissen feldolgozott tunica muscularis széveteket aceton fixalast kovetden
immunhisztokémiai feldolgozasra alkalmassa tettiik. A kovetkezd elsddleges
ellenanyagokat hasznaltuk: patkany IgG2b monoklondlis anti— c-Kit clone ACK2 (5
pg/ml); nyul poliklonalis anti-inzulin receptor o, anti-IGF-I receptor a, anti-SCF; kecske
poliklonalis anti-inzulin receptor (2 pg/ml); nyul poliklonalis anti-PGP 9.5 (1:200). A
masodlagos ellenanyagok Alexa Fluor 488, 594, illetve Texas red (10 pg/ml) fluoreszcens
festékkel voltak konjugéalva. Az ellenanyagok specificitasdnak ellendrzése az elsddleges
és masodlagos ellenanyagok kihagyasaval tortént. El6  szoveten  torténd
immunhisztokémiat gyomor €s jejunum tunica muscularis szovetek 4 °C-on, 3 oran at
torténd inkubalasaval végeztiikk 6ssejtfaktor (stem cell factor, SCF, 2 pg/ml) és idegsejt
adhéziés molekula (nyalban termelt, neural cell adhesion molecule, NCAM, CDS56,
1:200) ellen termelt ellenanyagokkal. A masodlagos ellenanyagokat ezesetben 4%-o0s
paraformaldehiddel  torténd  fixalast  kovetéen  hasznaltuk. Az  elkésziilt
totalpreparatumokat Zeiss LSM 510 Meta konfokalis mikroszkdp segtségével vizsgaltuk.

Az ICC halozat denzitdsanak quantitatv analizise a konfokalis mikroszkop altal készitett

crer



Az ICC izoldldsa fluorescens sejtszepardtor (fluorescence-activated cell sorting (FACS))

segitségevel

Az intakt corpus és antrum funica muscularis szovetet Alexa Fluor 488 konjugalt ACK2
¢s monoklondlis phycoerythrin-cyanine 5 (PC5) konjugalt anti-F4/80 ellenanyagokkal
jeloltiik. Ezt kovetden a szovetekbdl sejtszuszpenziot készitettiink, majd a makrofagokat
¢s dendritikus sejteket CD11b és DCllc ellen termelt paramagneses monoklonalis
ellenanyaggal jeloltiik, majd a makrofagok jeldlését tovabbi monoklonalis PC5-anti-
CD11b ellenanyag segitségével erdsitettiik meg. A hizdsejteket és az egyéb leukocytakat
monoklonalis ~ PC5-anti-CD45  ellenanyaggal  jeloltik meg. Ezt  kovetden
immunomagneses deplécio segitségével csokkentettiik a makofagok €s dendritikus sejtek
mennyiségét. A Cajal-sejtek fluorescens szortirozasa Beckman Coulter EPICS Elite vagy
Becton Dickinson FACSVantage késziilékkel tortént. A szortirozott sejtek tisztasagat
(mintegy 20000-100000 sejt) Beckman Coulter XL/MCL flowcytometer segitségével
ellendriztik. Az egyes kisérletekben kontrollként az immunomagnetikus depléciot

megeldzden elmentett kb. 50000 sejtet hasznaltuk.

Qualitativ és quantitativ PCR

A teljes RNS mennyiséget Trizol reagens segtségével izolaltuk majd SuperScript II
RNase H™ enzim segtségével végeztikk el a reverz transzkripciot. A cDNS-t specifikus
primerek segitségével amplifikéltuk. Real-time quantitativ PCR-t SYBR Green reagens
segtségével GeneAmp 5700 késziiléken végeztink. Az ismeretlen mennyiségi
transzkriptumok el6fordulasanak aranyat B-aktinhoz viszonyitottuk. A kovetkez6 PCR
primereket hasznaltuk: c-kit (Y00864, ICC), CD68 (NM_009853; macrosialin, altalanos
makrofag marker, ugyancsak expresszaljak bizonyos myeloid eredeti dendritikus sejtek);
mast cell tryptase (MCT; M57626; hizosejt marker); simaizom miozin nehéz lanc
(MyHC; NM_013607; simaizom sejt marker); protein gene product 9.5 (PGP 9.5, mas
néven ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1, Uchll, AF172334, altalanos neurondlis
marker); prolyl-4-hydroxylase (BC018411; fibroblast marker); CD34 (NM_133654;
fibroblast és endothelsejt marker), inzulin-receptor (Insr; NM_010568), IGF-1-receptor
(Igflr; AF056187), 6ssejt faktor (stem cell factor, szolubilis és membran-asszocialt, SCF,
NM 013598). Ha csak egy adott marker jelenléte vagy hianya volt a kérdés, qualitativ
PCR-t alkalmaztunk. Ebben az esetben az amplifikalt produktumot (10 ul) 2%-os



agaroz/1x TAE (Tris, ecetsav, EDTA) gélen elektroforezis segtiségével szeparaltuk, majd

a DNS-t ethidium-bromid segtségével vizualizaltuk

A génexpresszio analizise hybridizacio segitsegével

A diabeteses és nem diabeteses kontroll egerek gyomranak tunica muscularis szovetét
Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 génchip segitségével elemeztiik, mely az egér teljes
genomjat (tobb, mint 39000 gén) reprezentalja. A teljes RNS mennyiséget Trizol reagens
¢s RNeasy Mini Kit segitségével izolaltuk. Az RNS quantifikacioja spektrofotometria
segtségével tortént, mindségét formaldehid gél elektroforézissel ellendriztik. A
komplementer RNS szintézis ¢és hybridizaci6 a Nevada Genomics Center
kozremiikodésével tortént. Az egyes génchipek feltérképezése Aftfymetrix GeneChip
3000 System segitségével tortént, az igy nyert adatok analizisére pedig Affymetrix
GeneChip Operating Software-t hasznaltunk, majd eredményeinket quantitativ PCR-ral
verifikaltuk.

Elektrofiziologiai vizsgalatok

Az elektromos lassu hullam aktivitast kulturazott és frissen elokészitett, 14 napos
BALB/c egérbol szarmazd corpus + antrum tunica muscularis szdveten végeztiik
intracellularis mérések segtségével. Ennek soran a korkords izomréteg transzmembran

potencialjat KCl-tartalmu {iveg mikroelektroddal mértiik meg 37.5 £ 0.5°C-on .

Eredmények és megbeszélés

Fiatal BALB/c egérbdl szarmazé gyomor tunica muscularis szovetének 68-72 napig tarto
kultirdzasa normoglicaemias koriilmények kozott a Cajal-sejtek halozatdban szignifikans
mértékli denzitascsokkenést eredményezett. Meglepd modon a hyperglicaemia részleges,
de szignifikdns mértékben megeldzte mindkét tipusu Cajal-sejt tovabbi elvesztését. A
kultarazo oldat inzulin vagy IGF-I supplementacioja teljes mértékben megeldzte az ICC
elvesztését. Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeit quantitativ. PCR
vizsgalatokkal erdsitettik meg. Azokban a kulturdkban, ahol intakt ICC haldézatot
észleltiink (azaz az inzulin vagy IGF-I tartalmi médimokban nevelt szovetekben), a

Cajal-sejtek aktivitasat jelzé elektromos lassti hullamokat is sikeriilt detektalnunk.



Ugyanakkor normo- vagy hyperglicaemias kornyezetben ez az aktivitds szignifikans
mértékben nem volt észlelhetd.

Mivel igazoltuk, hogy az inzulin vagy IGF-I hidnya az ICC halozat karosodasanak
meghatarozd tényezdje, a kovetkezd lépésben azt vizsgaltuk, vajon az ICC direkt
célpontja ezen hormonoknak, vagy azok hatasukat az 6ssejt faktor (SCF) — az egyetlen
ismert novekedési faktor, mely a Cajal-sejtek kifejlodéséért és fenntartasaért felelés —
kozvetitésével fejtik ki. Ennek megvalaszolasa céljabol elsé 1épésben quantitativ PCR
segitségével elemeztik a FACS-izolalt ICC génexpresszios profiljat. Eredményeink
egyértelmiien igazoltdk, hogy a Cajal-sejtek nem rendelkeznek inzulin- vagy IGF-1
receptorral, ami azt jelenti, hogy ezek a sejtek nem lehetnek a fenti hormonok direkt
célpontjai.

A kovetkezd 1épésben az SCF és az inzulin, IGF-I hidnyanak kapcsolatat vizsgaltuk.
Elészor immunhisztokémiai modszerek segitségével feltérképeztiik az inzulin- és IGF-I
receptorok eloszlasat a gyomor tunica muscularis szovetében. Eredményeink szerint
mind a simaizom sejtek (a cirkularis és lungitudinalis réteg sejtjei egyarant), mind a
myenterikus plexus (beleértve a ganglionsejteket, idegkdtegeket és intramuscularis
axonokat) elemei rendelkeznek ezen receptorokkal. Hasonloan az inzulin és IGF-I
receptorokhoz, egyenletes immunoreaktivitast észleltink SCF ellenanyaggal végig az
izomrétegekben, ugyanakkor — korabbi irodalmi adatokkal megegyezden — a myenterikus
neuronok csak egy részének perikarionja tartalmazta az SCF proteint.

Az inzulin- és IGF-I receptorok hidnya a Cajal-sejteken, illetve ezen receptorok jelenléte
azokon a sejttipusokon, melyek expresszaljak az Ossejt faktort tovabb erOsitette azon
feltételezésiinket, mely szerint a fenti hormonok hatasa az Ossejt faktor altal kozvetitett
folyamat. Ezért a kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy az ICC elvesztése diabeteses
NOD egér gyomraban egyiitt jar-e a SCF mennyiségének csokkenésével. Organotypikus
gyomor tunica muscularis kulturak segitségével igazoltuk, hogy a c-kit, a miozin nehéz
lanc, illetve mindkét Ossejt faktor (szolubilis és membran-asszocialt) tipus
génexpresszidjanak mértéke egymadssal parhuzamosan csokken. A PGP 9.5 gén
expresszidja fliggetleniil a kezeléstdl nem volt detektalhatd. In vivo korilmények kozt
NOD diabeteses egerek hasznalataval kozelitettik meg a problémdat. Eldszor
immunhisztokémia segitségével igazoltuk, hogy az ICC haldzat denzitasa az antrumban
¢s corpusban egyértelmiien csokken hossza ideje (> 6 hét) fennalld diabetes mellitus
esetén. Ezt kovetden Affymetrix Mouse Gene Chip és RNS hibridizacio segitségével

bebizonyitottuk, hogy a c-kit expresszido csokkenését mindkét tipusu Ossejt faktor



expresszidjanak kifejezett csOkkenése koveti; hasonléan a miozin nehéz lanc
expressziojanak eziranyt valtozasdhoz. Ezzel szemben a PGP 9.5 (Uchll)
expressziojanak mértéke nem csokkent az NOD diabeteses egér gyomor tunica
muscularis szovetében. Ezzel parhuzamosan quanitativ PCR vizsgalatokkal verifikaltuk,
hogy a c-kit expresszid csokkenése mindkét tipusu Ossejt faktor expresszidjanak hasonlod
jellegti valtozasaval jar egyiitt.

Mivel a simaizom sejtek kéarosoddsdnak valtozasa mindig tiikrozte az ICC és az SCF
expresszi6 valtozasat, ugyanakkor a neuronspecifikus génexpresszid hosszu ideje
diabeteses NOD egerekben — melyek Cajal-sejt halozata egyértelmiien karosodott - is
¢rintetlen maradt illetve kozel nem detektalhato értéken volt még inzulin és IGF-I kezelt
hosszutavl organotypikus kultardkban is az ICC halézat intaktsaga ellenére, egyértelmii
volt, hogy a tapcsatornai Ossejt faktor két f6 forrasanak ICC-hez vald viszonya
kiilonbozik. Ezért a kovetkez6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy az dssejt faktor myenterikus
neuronokban észlelt intracellularis elhelyezkedése szerepet jatszhat-e a két sejttipus
kiilonb6z6 hatdsanak kialakulasaban. BALB/c és nem diabeteses NOD egér tunica
muscularis él0 szovetén végzett immunhisztokémiai vizsgalatok a simaizom sejteken
csak membranlokalizacioji Ossejt faktort igazoltak, mig a ganglionsejteken ugyanezen
elhelyezkedésben SCF nem volt észlelhetd. Ebbol az kovetkezik, hogy a myenterikus
neuronok altal termelt dssejt faktor a Cajal-sejtek szamara nem hozzaférheto.

Az utolsd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy vajon az 0Ossejt faktor (azaz a c-kit
természetes ligandja) immunoneutralizacioja felgyorsitja-e a gyomor ICC haldzat
karosodasat organotypikus kultrakban. Poliklondlis anti-SCF (2 pg/ml) ellenanyagnak a
kultarazé oldathoz toérténd hozzaadasa mindkét tipusa ICC halézatdnak szignifikans
mértékll csokkenését okozta, parhuzamosan a c-kit expresszidoban észlelhetd, ugyancsak
szignifikans mértékii csokkenéssél, mely arra utal, hogy az Ossejt faktor elvesztése per se

ICC vesztéshez vezethet.

Eredményeinket 6sszefoglalva megallpithatjuk, hogy:

1, a diabetes mellitus altal okozott karosodas a gyomor intersticidlis Cajal-sejteinek

halézataban az inzulin (és/vagy IGF-I) hianya, nem pedig a hyperglicaemia miatt alakul

ki.



srer

(lassu hullamok) fenntartasahoz, a Cajal-sejtek nem kozvetlen célpontjai a fenti
hormonoknak.

3, az inzulin vagy IGF-I abszolut vagy relativ hidnya a tunica muscuaris réteg simaizom
sejtjei altal termelt Ossejt faktor szint csokkenése, nem pedig myenterikus neuronjainak
4, az inzulin és/vagy az IGF-I szignal karosodasa a kozos nevezdje a diabetes-asszocialt

myopathidnak és ICC vesztésnek.



Koszonetnyilvanitas:

Eziton fejezem ki halas koszonetem Dr. Ordég Tamasnak, akinek vezetésével és
segitségével a dolgozat alapjat képez6 munkaim végezhettem a University of Nevada, Reno
Elettani és Sejtbiolégiai Intézetében.

Oszinte koszonettel tartozom Prof. Dr. Jancsé Gabornak szakmai karrieremhez a
kezdetektdl fogva nyujtott onzetlen segitségéért.

Ko6szononettel tartozom Prof. Dr. Lonovics Janosnak és Prof. Dr. Wittmann Tibornak, a
Szegedi Tudomanyegyetem I. sz. Belgyogyaszati Klinika korabbi ¢és jelenlegi
intézetvezetdjének dolgozat elkészitéséhez nyujtott tamogatasukért.

Ugyancsak szeretném kifejezni kdszonetem azon laboritoriumok munkatarsainak, akikkel
kisérleteim elvégzése soran egyiitt dolgoztam: eldsorban Doug Redelman PhD, Dr. Lérincz
Andrea ¢és Michael R. Bardsley (University of Nevada, Reno) koézremitkodéséért vagyok
halas, tovabba koszondm a segitséget Dr. Santha Péternek €s Dr. Dux Marianak, a Szegedi
Tudomanyegyetem Elettani Intézete munkatarsainak, akik kutatomunkam kezdeti éveiben
lattak el hasznos tanacsokkal.

Ugyancsak halas vagyok a Nancy Horowitz és Lisa Miller altal a kisérletek soran nytjtott
kivalo asszisztencidért.

Végiil koszondm a tiirelmét €s segitségét barataimnak és csaladomnak, akik a munkak
elvégzéséhez nélkiilozhetetlen biztos hatteret nyujtottak.

Forras: NIH Grant DK58105 to TO.



