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Przyleganie komorek do podfoza pet-
ni istotng role w ich wzroscie, rozni-
cowaniu, migracji czy apoptozie. Ce-
lem niniejszej pracy byta proba po-
znania mechanizmow warunkujgcych
przezywanie komorek w warunkach
braku adhezji. Badania przeprowa-
dzono na dwdch ludzkich liniach ko-
modrkowych: OVP 10 (komdrki raka
jajnika) oraz HCV-29 (komdrki nabton-
ka przejsciowego pecherza moczo-
wego). Do badari uzywano komdrek
rosngcych in vitro w warunkach ad-
hezji oraz kultywowanych na czas
eksperymentu w formie zawiesiny.
Procent komérek apoptotycznych wy-
daje sie byc w zwigzku z ekspresja
focal adhesion kinase (FAK). Techni-
kg Western Blotting wykazano m. in.
obecnosc FAK w adhezyjnych i po-
zbawionych adhezji komdrkach linii
OVP 10. W przypadku linii HCV-29
FAK byt obecny jedynie w komdrkach
adhezyjnych. Obecnosc transkryp-
tow mRNA w obu przypadkach (ad-
hezyjne i pozbawione adhezji), suge-
rowac moze potranslacyjne modyfi-
kacje tej kinazy.

Stowa kluczowe: adhezja, transduk-
cja sygnatu, apoptoza

Cell adhesion to the extracellular ma-
trix (ECM) triggers a cascade of intra-
cellular signalling pathways initiated
by a family of integrin receptors. The-
se receptors activate FAK, Ras and
MAP kinase cascades to regulate
a variety of cellular functions, such as
cell proliferation, adhesion, migration
and apoptosis. Adhesion of anchora-
ge dependent cells to the ECM is tho-
ught to be the crucial factor for their
survival. Many tumour cell lines are
anchorage dependent, although not
to the same degree as normal cells.
In this work we were interested in the
mechanism of cell survival in non ad-
herent conditions. We investigated
some aspects of signal transduction
in adherent and non adherent cells of
different origin. The cell lines were hu-
man ovarian carcinoma cell line (OVP
10) and human urothelial cell line
(HCV-29). We found new information
on anchorage-independent behavio-
ur in cells of different origin.

Key words: adhesion, signal trans-
duction, apoptosis

Badania mechanizmu
przezywania komorek
w warunkach braku adhezji

Study of cell survival in non adherent conditions

Maciej Matecki, Paulina Sroczyriska, Przemystaw Janik

Zaktad Biologii Komorki, Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie

WSTEP

Adhezja komorek do podtoza — macierzy
zewnatrzkomarkowej (ECM) — odgrywa kluczo-
wa role w wielu procesach biologicznych, np.
we wzroscie komorek, ich réznicowaniu, mi-
gracji czy apoptozie. Komorki prawidtowe po
utracie kontaktu z podtozem przestajg prolife-
rowac i ging na drodze $mierci apoptotycznej
— anoikis [1]. Komdrki nowotworowe natomiast
cechuje czesciowe uniezaleznienie sie od ad-
hezji (ang. anchorage independence). Dzigki
tej wiasciwosci mogg one przezywac w krwio-
obiegu oraz w wysiekach otrzewnowych. Ad-
hezja komoérek do podtoza inicjuje kaskade
wewnatrzkomorkowych reakcji; dochodzi wte-
dy do aktywacji biatek strategicznych dla
przewodzenia sygnatu z ECM przez integry-
ny do jgdra komdrkowego. Koniecznie nalezy
tu wymieni¢ szereg biatek, takich jak FAK,
Ras, MAP. W procesie karcinogenezy funkcje
obecnosci, aktywnosci tych biatek w komor-
kach prawidtowych i nowotworowych mozna
sprowadzi¢ do proby szukania mechanizmow
odpowiedzialnych za regulacje wzrostu i roz-
siewu nowotworu, ktére decydujg o adapta-
cji komoérek nowotworowych do warunkéw
o ograniczonej formule przylegania. Obser-
wujemy to m.in. w krwioobiegu, podczas
przedostawania sie komdrek nowotworowych
oraz w wysiekach otrzewnowych.

Celem naszych doswiadczen byta cha-
rakterystyka zachowania sie komorek no-

Tabh. 1. Odsetek komarek apoptotycznych po 4-godzinnej
inkubacji w zawiesinie, okreslonych barwieniem odczyn-
nikiem Hoechsta. FCS (+) - komorki inkubowano w obec-
nosci surowicy; FCS (-) - komorki inkubowano w nie-
obecnosci surowicy; FCS (-) F - komdrki inkubowano

w nieobecnosci surowicy i stymulowano fibronektyna.
Eksperymenty przeprowadzono w 4 powtdrzeniach

Linia komérkowa

Warunki inkubacji ~ HCV-29 OVP 10
FCS (+) 4,8+2,2 1,4x0,4
FCS (-) 6,0£3,0 1,3+0,2
FCS (-) F 6,1+4,2 1,4+0,3

wotworowych i prawidtowych w ekspery-
mentalnych warunkach braku adhezji. Pra-
ca miata odpowiedzie¢ na pytanie, w ja-
kim stopniu pozbawienie komdrek mozliwo-
$ci bezposredniego przylegania do podtoza
wptynie na ich przezywalnosc i jaki jest te-
go mechanizm.

MATERIAL | METODYKA
Komorki oraz warunki hodowlane

Badania zostaty przeprowadzone na
dwodch ludzkich liniach komdérkowych: OVP
10 oraz HCV-29. Linia OVP 10 zostata wy-
prowadzona z wysieku w przebiegu raka jaj-
nika [2], natomiast komdrki HCV-29 pocho-
dzg z nabtonka przej$ciowego pecherza mo-
czowego [3]. Komdrki byty hodowane
w pozywce Eagle’a z dodatkiem 10 proc. su-
rowicy oraz antybiotykéw: penicyliny 10 000
jednostek/100 ml i streptomycyny 40 mg/100
ml w atmosferze 5 proc. CO, i 90 proc. wil-
gotnosci w 37°C. Hodowle prowadzono na
160 mm ptytkach do momentu prawie catko-
witego pokrycia dna ptytki przez komorki.
Wowczas komorki przeptukiwano PBS i ho-
dowano dalej przez 24 godz. w nieobecno-
Sci surowicy. Nastepnie komorki ptukano PBS
i inkubowano je 4 godziny w obecnosci
i przy braku fibronektyny (1 pug/ml). Badania
prowadzono réwniez na komoérkach okresla-
nych dalej jako pozbawione adhezji, totez po
24 godz. inkubacji w nieobecnosci surowicy,

Tabh. 2. Odsetek komdrek apoptotycznych po 4-godzinnej
inkubacji w zawiesinie, oznaczonych metoda TUNEL. FCS
(+) - komorki inkubowano w obecnosci surowicy; FCS (-)
- komarki inkubowano w nieobecnosci surowicy; FCS (-) F
- komarki inkubowano w nieobhecnosci surowicy i stymu-
lowano fibronektyna. Eksperymenty przeprowadzono

w 3 powtdrzeniach

Linia komdrkowa

Warunki inkubacji ~ HCV-29 OVP 10

FCS (+) 29,0+1,0 3,0+1,1
FCS (-) 24,0+5,0 2,7+0,9
FCS (-) F 23,0+3,0 2,8+0,4
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OVP 10
A NA

44 kDa
42 kDa

F(+)

HCV-29
A NA

F(+)

Ryc. 1. Badania biatek ERK 1/2. Obecno$é ERK 1/2 w komorkach OVP 10 i HCV-29 (42 / 44 kDA) wykazano technika We-

stern Blotting

A - komorki kultywowane w warunkach adhezyjnych,
NA - kultywacja w warunkach nieadhezyjnych,

F (+) - inkubacja w obecnosci fibronektyny,

F (-) - inkubacja bez fibronektyny

a)

OVP 10
A NA

125kDa - D a=p o= G

Ryc. 2. Badania hiatka FAK:

125 kDa

a) FAK (125 kDA) obecny w komarkach OVP 10 adhezyjnych (A), jak i nieadhezyjnych (NA),

F (+) - inkubacja w obecnosci fibronektyny,
F (-) - inkubacja bez fibronektyny,

b) FAK (125 kDA) obecny w komorkach HCV-29 jedynie w wariancie adhezyjnym (A). W komorkach nieadhezyjnych (NA)

poza mozliwoscia detekcji technika Western Blotting,
F (+) - inkubacja w obecnosci fibronektyny,
F (-) - inkubacija bez fibronektyny

komorki przeptukiwano PBS, nastgpnie — po
3-minutowej trypsynizacji, ktérg inaktywowa-
no surowicg — komorki byty mechanicznie
zdrapywane z ptytek przy uzyciu cell scrape.
Po kilku ptukaniach w PBS, komérki zawie-
szano w ptynie hodowlanym Eagle’a, z fibro-
nektyng i bez fibronektyny. Tak przygotowa-
ne zawiesiny inkubowano nastepnie przez
4 godz. w warunkach hodowlanych na labo-
ratoryjnej kotysce. Komérki adhezyjne — przy-
legajace, jak i nieadhezyjne — inkubowane
w zawiesinie, zbierano po 4 godz. inkubacji.
Materiat przechowywano w -70°C.

Okreslanie odsetka komorek apoptotycznych

Odsetek komorek apoptotycznych po 4-go-
dzinnej inkubacji w warunkach braku przy-
legania okreslono poprzez barwienie fluoro-
scencyjnym odczynnikiem Hoechsta lub
metodg Tunel. Pierwszy sposéb polegat na
tym, ze komorki po naniesieniu na szkiet-
ka podstawowe utrwalono w ptynie Car-
noy’'a i barwiono przez 5 min w 0,5 proc.
rozworze barwnika Hoechsta. Preparaty
ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym,
okreslajgc odsetek komorek apoptotycznych
na podstawie zliczania co najmniej 500 ko-
morek.

Do badann metodg TUNEL, komdrki na
szkietkach podstawowych utrwalono 1 proc.
roztworem formaliny. Po przeprowadzeniu
reakcji z terminalng transferazg znakowa-
na dioksygening stosowano przeciwciata
antydioksygeninowe skoniungowane z pe-
roksydazg. Barwne reakcje otrzymywano po
dodaniu substratu, jakim byt DAB. Prepa-
raty ogladano w mikroskopie swietinym zli-
czajac co najmniej 500 komérek. Wykony-
wano 4 powtdrzenia.

Western Blotting

Biatkowe ekstrakty z komérek OVP 10
i HCV-29 poddano analizie metodg Western
Blotting. Wykorzystano przeciwciata prze-

ciw FAK i ERK 1/2 firmy Santa Cruz. Na

zel nanoszono po 50 pg biatka do stu-
dzienki. Elektroforeze przeprowadzono
w temp. pokojowej. Nastepnie przystgpio-
no do elektrotransferu. Blotowano na filtr
nitrocelulozowy Hybond-ECL firmy Amer-
sham 60 min przy napieciu 100 V (aparat
do blotowania BioRad). Przeniesione na
btone nitrocelulozowa biatka identyfikowa-
no, uzywajac przeciwciat pierwszorzedo-
wych (antyFAK, antyERK) i drugorzedo-
wych, skoniugowanych =z peroksydazag

chrzanowa. Stezenia przeciwciat: |-rzedowe
(200 pg/ml) rozciericzano 100 razy; |l-rzedo-
we (200 ug/0,5 ml) rozciericzano 2000 razy.
Btone blokowano 5 proc. mlekiem, nastep-
nie po przeptukaniu PBST inkubowano
z przeciwciatami |-rzedowymi przez 1 go-
dzine. Przeptukiwano PBST i inkubowano
z przeciwciatami ll-rzedowymi. Do detekcji
metoda chemiluminescencji zastosowano
odczynniki firmy Amersham. Po kolejnym
ptukaniu w PBST btone inkubowano z od-
czynnikami A i B do detekcji. Klisze na-
Swietlano ok. 3 min, wywotywano, ptukano
w wodzie i utrwalano w utrwalaczu.

RT-PCR

Wykorzystujac wtasnosci odwrotnej trans-
kryptazy z wyizolowanego RNA, przeprowa-
dzono synteze cDNA. Do syntezy cDNA, jak
i do pozniejszej amplifikacji — PCR wykorzy-
stano zestaw firmy GIBCOBRL. Do syntezy
wykorzystano termocykler firmy PerkinElmer
Typ 9600. Powstaty cDNA postuzyt nastepnie
do przeprowadzenia reakcji PCR. Do tego ce-
lu wykorzystano nastepujace startery: dla FAK
(produkt 1867 bp): sens: 5- GACAGATACC-
TAGCATCTAGC-3’; antysens: 5- CACACCATG-
CATCAGTATCTCCC-3’; dla p21 (produkt 385
bp): sens: 5- GGCGGCAGACCAGCATGACA-
GATT-3’; antysens: 5- ATGAAGCCGGCC-
CACCCAACCTC-3’; dla GADD45 (produkt 396
bp): sens: 5-GAGCGGCGCCTGTGAGT-
GAGTGC-3’; antysens: 5- CGGCCCGGGT-
TGCTGACG -3. PCR przeprowadzono w wa-
runkach:

D 95°C, 5 min — wstepna denaturacja,

D 95°C, 1 min - wtasciwa denaturacja,

D 58°C, 1 min — etap przytaczenia statrte-
row — 35 razy,

D 72°C, 1 min 15 sek — etap polimeryzacji,

D 72°C, 10 min - koricowa elongacja.

Powstate produkty poddano analizie na
1,2 proc. zelu agarozowym. Elektroforeze
przeprowadzono w buforze TAE. Zele plu-
kano nastepnie przez 30 min w wodnym
roztworze bromku etydyny (0,5 pg/ml). Ze-
le ogladano w Swietle UV, fotografowano,
uzywajac filméw Polaroid Typ 665. Pozy-
tywng kontrolg dla okreslania transkryptow
p21 i GADD45 byty komorki linii HCV-29
transfekowane wirusowym genem raf. Ko-
morki te wykazujg konstytutywng obecnos¢
transkryptu p21 i GADDA45.

WYNIKI

Badania zostaty przeprowadzone na
dwdch ludzkich liniach komdérkowych: OVP
10 — komorki raka jajnika (typ wysiekowy)
oraz HCV-29 — komdrki nabtonka przejscio-
wego pecherza moczowego. Wykorzystano
komorki rosnace in vitro w warunkach ad-
hezji oraz kultywowane na czas ekspery-
mentu w formie zawiesiny.

Tabele 1. i 2. przedstawiajg procent ko-
morek apoptotycznych dwdch ludzkich linii
komorkowych, kultywowanych w warunkach
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nieadhezyjnych (zawiesina), okreslony od-
powiednio metodag barwienia odczynnikiem
Hoechsta i metodg Tunel. Otrzymano sto-
sunkowo niskie odsetki komdrek apoptotycz-
nych kultywowanych w warunkach nieadhe-
zyjnych, szczegdlnie dla komdérek OVP 10.
Natomiast w przypadku komdérek HCV-29,
odsetek komdrek apoptotycznych jest wy-
raznie wyzszy od otrzymanego dla komo-
rek raka jajnika.

Technikg Western Blotting wykazano
obecnos¢ ERK w adhezyjnych i pozbawio-
nych adhezji komorkach lini OVP 10 i HCV-29
(ryc. 1.). W przypadku FAK, biatko to byto
obecne w komérkach OVP w obu mode-
lach (ryc. 2. a), zas w komdrkach HCV-29
jedynie w wariancie adhezyjnym (ryc. 2. b).
Transkryptéw p21 i GADD45 w obu liniach
komorkowych nie stwierdzono (ryc. 3.).
W celu wyjasnienia potencjalnego mecha-
nizmu warunkujgcego nieobecnosé¢ FAK
w pozbawionych adhezji komdrkach HCV-29,
badano obecnos¢ transkryptéw (mRNA)
FAK w komdrkach HCV-29 metoda RT-PCR.
W obu przypadkach (adhezyjne i pozbawio-
ne adhezji) stwierdzono obecnosé FAK mRNA
(ryc. 4.), co sugerowa¢ moze posttransla-
cyjne modyfikacje biatka FAK.

OMOWIENIE

Zdolnos¢ komoérek nowotworowych do
przezywania w krwiobiegu jest jednym
z gtéwnych czynnikéw charakteryzujgcych
ich fenotyp inwazyjny i tym samym sprzy-
ja ona tworzeniu wtérnego ogniska nowo-
tworzenia, czyli przerzutu [1, 4, 5].

Przyjmujac, iz podtozem jest macierz
zewnatrzkomdrkowa (fibronektyna, lamini-
na, kolagen), a gtéwnymi strukturami, kto-
re pozwalajg odbiera¢ sygnaty z ECM sa
receptory integrynowe — zjawisko anchora-
ge independence jest funkcjg zmiany trans-
dukcji sygnatu z macierzy zewnatrzkomor-
kowej do i przez receptory integrynowe. In-
formacja o przyleganiu dociera do komorki
za posrednictwem wtasnie tych receptorow
[6]. Strategiczng funkcje w transmisji sy-
gnatu z ECM do jadra komdrkowego peni
niereceptorowa kinaza tyrozynowa FAK.
Wiele faktéw przemawia za tym, iz FAK
zwigzany jest ze zjawiskami adhezji i pet-
ni kluczowg role w transdukcji sygnatow
z receptora integrynowego [7]. Nadekspre-
sja FAK w wielu typach nowotworéw, w po-
rownaniu z komorkami nietransformowany-
mi sugeruje, iz spadek ekspresji tego biat-
ka moze mie¢ wptyw na proliferacje
komorek. Badania z uzyciem antysenso-
wych oligonukleotydow dla FAK wykazaty,
iz wyciszenie ekspresji FAK w komodrkach
indukuje w nich proces apoptozy [8].

Wykazano réwniez, iz sygnat z macie-
rzy zewnatrzkomérkowej przewodzony
przez FAK hamuje w komodrkach zaleznych
od zakotwiczenia proces apoptozy zwigza-
ny z p53 [9].

OVP 10 HCV-29C m OVP 10 HCV-29C
A NA A NA

396 bp

GADD45

A NA A NA

385 bp

P21

Ryc. 3. Badania transkryptéw gendw p21 i GADD45. Elektroforetyczny rozdziat produktow reakciji RT-PCR wykonanej

z uzyciem starterow dia p21 i GADD4S5,
A - kultywacja komérek w warunkach adhezyjnych,
NA - kultywacja komérek w warunkach nieadhezyjnych,

C - linia HCV-29/Raf, pozytywna pod wzgledem p21 i GADD4S5,

m - marker [bp]

1867 bp

2322 bp
2027 bp

Ryc. 4. Badania transkryptow genu FAK. Transkrypt FAK (1836 bp) w komaérkach HCV-29 adhezyjnych (A) i nieadhezyjnych

(NA) wykazano metoda RT-PCR;

m - marker [bp];

F (+) - inkubacja w obecnosci fibronektyny;
F (-) - inkubacja bez fibronektyny

Obecne badania zostaty przeprowadzo-
ne na dwoch réznych ludzkich liniach ko-
morkowych. Komoérki tych linii réznig sie
w sposob zasadniczy swojg adhezyjnoscig.
Wynika¢ to moze w czesci z rodowodu ko-
morek. Linia OVP 10 zostata wyprowadzo-
na z raka jajnika, ktérego komorki sg przy-
stosowane do zycia w warunkach braku
kontaktu z podtozem, zas HCV-29 stano-
wig komaorki nabtonka przejsciowego pe-
cherza moczowego, silnie zalezne od za-
kotwiczenia.

Badania komorek apoptotycznych wyka-
zaty, ze w przypadku komdérek HCV-29 ich
odsetek wyraznie wzrasta, nawet po krot-
kotrwatej hodowli w warunkach braku ad-
hezji. Komérki OVP10 natomiast, po krot-
kim okresie kultywacji w formie zawiesiny,
nie wykazujg wzrostu odsetka komodrek
apoptotycznych.

Wyraznie wyzszy odsetek komodrek
apoptotycznych okreslanych metoda TU-
NEL (w poréwnaniu z otrzymanym z bar-
wienia odczynnikiem Hoechsta) wynika
z roznej czutosci metod. Na podstawie
pierwszej z nich okresla sie nawet bardzo
wczesne postacie uszkodzonego DNA, na-
tomiast okreslanie komoérek apoptotycznych
metodg Hoechsta opiera sie na okreslaniu
ciatek apoptotycznych bedgcych réznym

objawem tego procesu. Tak wigc na pod-
stawie badan odsetka komorek apoptotycz-
nych mozna powiedzie¢, ze komorki wywo-
dzace sie z raka jajnika charakteryzujg sie
duzg opornoscig na pozbawienie adhezji.

Komorki HCV po utracie adhezji sa
wrazliwe na proces apoptotyczny. Obec-
nos¢ surowicy lub fibronektyny w medium
nie zmienia w znaczacy sposob ich wraz-
liwosci na apoptoze. Komdrka tgczy sie
z podfozem poprzez szereg molekut adhe-
zyjnych. Na podstawie wielu badan [6, 10]
mozna przypuszczac, ze podstawowg role
w zjawisku adhezji komoérek do podtoza
odgrywajg receptory integrynowe. Szlak
transdukcji sygnatu z tego receptora wie-
dzie poprzez focal adhesion kinase (FAK) do
MAP kinazy, zwanej tez ERK 1 i 2 [7, 10,
11]. W Swietle ostatnich prac wynika, ze
do aktywacji wielu proceséw zyciowych, ta-
kich jak proliferacja, réznicowanie, wyma-
gana jest koordynacja sygnatow wiodgcych
z receptora dla czynnikéw wzrostowych
oraz receptora integrynowego — aktywacja
FAK [1].

Przeprowadzone w tej pracy badania bia-
tek ERK metoda Western Blotting wykazaty
ich obecnos¢ niezaleznie od rodzaju komo-
rek, jak i charakteru manipulaciji, jakim zosta-
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ty one poddane. Badania FAK natomiast jed-
noznacznie wykazujg brak tych biatek w ko-
morkach HCV-29 pozbawionych adhezji.

Rownoczesnie przeprowadzone zostaty
badania transkryptow genu kodujgcego
FAK. Wykazaty one obecnos¢ transkryptu
tego genu w komdrkach HCV-29, niezalez-
nie czy byty one adhezyjne, czy pozbawio-
ne adhezji. Wynik ten sugeruje potransla-
cyjng modyfikacje biatka FAK, ktére to zja-
wisko opisywane jest w literaturze jako
wynik dziatania kaspaz i kalpain [12, 13].

Badania transkryptow genow p21, jak
i GAAD45 wykazaty, ze w warunkach po-
zbawienia adhezji nie dochodzi do ich ak-
tywacji. W takim razie mozna przypusz-
czac, ze tor wiodgcy do smierci apopto-
tycznej komérek HCV-29, nie jest zwigzany
z indukcja inhibitoréow cyklu komdérkowego.

Na podstawie przeprowadzonych w tej
pracy badan mozna zaktadac, ze pozbawie-
nie adhezji komoérek HCV-29 prowadzi do za-
niku FAK. Tym samym nie moze by¢ realizo-
wany program aktywacji szlakéw transdukcji
sygnatu, umozliwiajgcy przezycie komorki na-
wet w obecnosci czynnikdw stymulujgcych,
jak surowica czy tez fibronektyna. Natomiast
w przypadku komorek raka jajnika, utrata ad-
hezji nie doprowadza do zaniku FAK i by¢
moze dzieki temu wykazujg one zywotnos¢
i aktywnos¢, np. kolagenolityczng [14].

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Nasze badania wskazujg, iz zachowanie
komorek, okreslony wzorzec transdukcji sy-
gnatu, zalezg od pochodzenia i fenotypu ko-

morek nowotworowych oraz od charaktery-
styki warunkow kultywacji. Wyniki uzyskane
w tej pracy dostarczajg informacji dotycza-
cych mechanizméw przezywania komoérek
nowotworowych w warunkach braku adhe-
zji, np. w ptynach wysiekowych lub w krwio-
biegu, podkreslajac role focal adhesion ki-
nase w przewodzeniu sygnatu z macierzy
zewnatrzkomoérkowej do wnetrza komorki.

Podsumowujgc, mozna wskazac, iz eks-
presja FAK w komdrkach nowotworowych
o rodowodzie wysiekowym nie jest zalezna
od adhezji, a w komdrkach linii komdrkowe;j
wyprowadzonej bezposrednio z komodrek
tkanki prawidtowej zalezy od warunkow kul-
tywacji komorek. Mozna zatem wnosic, iz
FAK najprawdopodobniej petni podstawowg
role w przezywaniu komoérek nowotworo-
wych w warunkach braku adhezji.
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