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Coloncarcinoomceladhesie is
afhankelijk van het extracellulaire
milieu en drukgeinduceerde acti-
vatie van intracellulaire kinasen

Colon cancer cell adhesion depends on the extracellular
environment and pressure induced intracellular signaling

J.R.N. van der Voort van Zyp

Samenvatting

Op 2 juni 2010 promoveerde dhr. drs. J.R.N. van der
Voort van Zyp aan de Rijksuniversiteit te Goningen
op het promotieonderzoek getiteld ‘Coloncarcinoom-
celadhesie is afhankelijk van het extracellulaire milieu
en drukgeinduceerde activatie van intracellulaire kina-
sen’ onder begeleiding van de promotors dhr. prof.
dr. H.J. Hoekstra, verbonden aan het Universitair
Medisch Centrum in Groningen, en dhr. prof. dr. M.D.
Basson, verbonden aan Michigan State University in
Lansing, Verenigde Staten. Hieronder zijn de belang-
rijkste bevindingen van zijn onderzoek weergegeven.
(Ned Tijdschr Oncol 2011,8:176-9)

Summary

On the 2™ of June 2010, drs. J.R.N. van der Voort
van Zyp defended his thesis successfully at the
University of Groningen. The title of his dissertation
was ‘Colon cancer cell adhesion depends on the
extracellular environment and pressure induced intra-
cellular signalling’. His promotors where professor
H.d. Hoekstra, MD, PhD, who is affiliated to the Uni-
versity Medical Center in Groningen, and professor
M.D. Basson, MD, PhD, who is affiliated to Michigan
State University in Lansing, United States. This article
describes the most relevant results of his research.

Inleiding

Het colorectaal carcinoom is de derde meest voor-
komende oorzaak van kankergerelateerde mortaliteit
voor mannen en vrouwen in de Verenigde Staten.'
Rond het 65¢ levensjaar heeft ongeveer 5% van de
Nederlandse bevolking een colorectale tumor ont-
wikkeld. Dit kan variéren van een vroeg benigne
poliep tot een invasief adenocarcinoom. Gedurende
de afgelopen jaren is er veel vooruitgang geboekt
met betrekking tot de behandeling en prognose van
het colorectaal carcinoom. Dit is met name te danken
aan verbeteringen in de chirurgische technieken en
adjuvante behandelingen. Deze vooruitgangen zijn
totale mesorectale excisie, de resectie van lever- en
longmetastasen, verbeteringen in chemoradiatie en

‘drug targeting’ therapieén tegen het colorectaal car-
cinoom.

Ondanks deze nieuwe ontwikkelingen komen post-
operatief losgeraakte of systemisch circulerende tumor-
cellen vaak voor bij coloncarcinoompatiénten. Uit
recent onderzoek blijkt dat de implantatie van tumor-
cellen waarschijnlijk wordt gereguleerd. Tegenwoordig
zijn er steeds meer aanwijzingen dat tumorcellen hun
eigen adhesie kunnen beinvloeden. Cellen die in de
bloedsomloop of in de peritoneale ruimte terecht-
komen, worden blootgesteld aan fysische krachten.
Bij verhoogde extracellulaire druk worden focale ad-
hesiekinasen en geassocieerde eiwitten geactiveerd,
die de bindingscapaciteit van de B -integrine bein-
vloeden.? Het gevolg is dat de receptoren op de cel-
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Figuur 1. De sarcoomkinaseremmer PP, voorkomt

schuifspanninggeinduceerde coloncarcinoomceladhesie
aan collageen I. DMSO=dimethylsulfoxide, NS=niet sig-
nificant, *=significant.

membraan worden geactiveerd, waardoor de affiniteit
van de tumorcel toeneemt. Tot op heden is weinig
bekend over het mechanisme waarbij intracellulaire
signalen voorafgaand aan adhesie de integrineaffiniteit
beinvloeden. Daarnaast blijkt dat het extracellulaire
milieu invloed heeft op de adhesie van tumorcellen.’
In dit proefschrift worden de intra- en extracellulaire
mechanismen onderzocht, die mogelijk van belang
zijn voor in-vitro- en in-vivoadhesie van coloncarci-
noomcellen. De overexpressie en -activatie van be-
paalde intracellulaire eiwitten door fysische krachten
komen ook voor bij sommige hoofd-halstumoren.*
Om deze reden hebben we ook onderzocht of fysische
krachten de adhesie van plaveiselcelcarcinoomcellen
van de tong kunnen beinvloeden.

Methoden

De in-vitroadhesiestudies zijn verricht met SW620- en
Caco 2-coloncarcinoomcellen, en SCC25-plaveisel-
celcarcinoomcellen van de tong. De eerste studie
onderzocht de invloed van de sarcoom (Src)-kinase-
remmer PP, en phalloidine (een cytoskeletstabilisator)
op de adhesie van SW620-coloncarcinoomcellen die
waren blootgesteld aan schuifspanning. De cellen
werden eerst behandeld met de Src-kinaseremmer
PP, of met phalloidine. Daarna werden de cellen
blootgesteld aan controleomstandigheden of schuif-
spanning. Vervolgens werd de adhesie van de cellen
aan collageen bepaald. In de tweede studie werd
de invloed van ‘small interfering’ ribonucleinezuur
(siRNA) tegen paxilline of focale adhesiekinase onder-
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Figuur 2. Phalloidinebehandeling voorkomt schuif-
spanninggeinduceerde coloncarcinoomceladhesie aan
collageen |. DMSO=dimethylsulfoxide, NS=niet significant,
*=significant.

zocht in cellen die werden blootgesteld aan verhoogde
extracellulaire druk voorafgaand aan de adhesie. De
derde studie onderzocht de invloed van verhoogde
extracellulaire druk op de adhesie van SCC25-pla-
veiselcelcarcinoomcellen van de tong. De activiteit
van intracellulaire signalen werd bepaald door de
cellen in suspensie te brengen en vervolgens de
fosforylatiestatus te bepalen. In-vitrokinaseassay en
western-blottechnieken werden in de studies ge-
bruikt om fosforylatie van de intracellulaire signalen
te bepalen onder de verschillende omstandigheden.
De in-vivostudies werden verricht met de trans-
plantabele coloncarcinoommuiscellijn 26/51 in een
muismodel.” De cellen werden eerst voorbehandeld
met een controlesubstraat of met de Src-kinaseremmer
PP,. Daarna werden de cellen gedurende 30 minuten
blootgesteld aan controleomstandigheden of verhoog-
de extracellulairedrukomstandigheden. Vervolgens werd
de celsuspensie geimplanteerd in de chirurgische wond
in de lies van de muis. De non-adherente cellen werden
weggespoeld en adhesie werd gekwantificeerd door
middel van *'Cr-telling. In een parallelstudie werden
cellen alleen behandeld met kationen, voordat zij
werden geimplanteerd in de chirurgische wonden.
De non-adherente cellen werden weggespoeld en de
muizen werden gedurende 100 dagen geobserveerd.

Resultaten

Uit onze in-vitrostudies blijkt dat adhesie van epi-
theliale carcinoomcellen toeneemt na blootstelling
aan fysische krachten, zoals verhoogde extracellu-
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Figuur 3. Verhoogde extracellulaire druk stimuleert

adhesie van SW620-cellen die zijn behandeld met
NTS-1, terwijl siRNA tegen het paxilline-eiwit basale
adhesie vermindert en drukgestimuleerde adhesie
blokkeert. siRNA='small interfering’ ribonucleinezuur,
*=significant.

laire druk en schuifspanning, die ook peroperatief
aanwezig zijn. De cytoskeletstabilisator phalloidine
en de Src-kinaseremmer PP, verminderen schuif-
spanninggeinduceerde adhesie van SW620-colon-
carcinoomcellen (zie Figuur 1 en 2).°

Overexpressie van paxilline wordt gezien in verschil-
lende agressieve epitheliale tumoren. Paxilline is een
focaal adhesiegeassocieerd eiwit, dat mogelijk het
cytoskelet aan het focaleadhesiecomplex bindt. Ver-
hoogde extracellulaire druk veroorzaakt fosforylatie
van paxilline in SW620- en Caco 2-coloncarcinoom-
cellen en SCC25-plaveiselcelcarcinoomcellen van
de tong.”® Inhibitie van paxilline blokkeert drukge-
stimuleerde adhesie van SW620- en Caco 2-colon-
carcinoomcellen in vitro.® In SCC25-plaveiselcelcar-
cinoomcellen van de tong is dit niet onderzocht. De
focale adhesiekinasen en Src-kinasen (focale adhesie-
eiwitten) werden tevens geinhibeerd door siRNA tegen
paxilline onder toegenomen extracellulaire druk in
SW620- en Caco 2-coloncarcinoomecellen.® Paxilline
blijkt een bovenstrooms eiwit in het proces van
drukgestimuleerde adhesie. Ook is in een muismodel
aangetoond dat de Src-kinaseremmer PP, drukgestimu-
leerde adhesie blokkeert (zie Figuur 3).°

Een drukonafthankelijk extracellulair mechanisme is
ook betrokken bij celadhesie. Zowel magnesium en
mangaan bevorderen adhesie, terwijl calcium een
remmend effect heeft op adhesie van tumorcellen
aan chirurgische wonden bij muizen. In een over-
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Figuur 4. De kaplan-meiergrafiek geeft de incidentie
van 100 mg tumoren weer in een muismodel gedurende
100 dagen. In dit muismodel zijn de tumorcellen voor-
afgaand aan chirurgische implantatie in lieswonden bloot-
gesteld aan kationen of aan een controlesubstraat.

levingsstudie werd aangetoond dat muizen, die met
calcium waren behandeld, veel minder tumoren
ontwikkelden en een betere overleving hadden.'® De
tijdsduur waarbij een tumorcel na adhesie kan ont-
wikkelen tot een waarneembare palpabele tumor van
100 mg is 60 dagen (palpatie van tumoren kleiner
dan 100 mg is niet betrouwbaar). Indien er na 100
dagen geen palpabele tumor aanwezig was, werd de
muis tumorvrij beschouwd (zie Figuur 4).

Discussie en conclusie

Eris steeds meer bewijs dat tumorcellen hun adhesie
aan matrixeiwitten, endotheliale cellen of chirurgische
wonden reguleren via intracellulaire signalen. Deze
intracellulaire signalen zijn gevoelig voor extracellulaire
druk en regelen de bindingsaffiniteit van matrixrecep-
toren door middel van [3 -integrine heterodimeren.
Het blijkt dat een intact cytoskelet ook van belang
is voor celadhesie. Tijdens blootstelling aan fysische
krachten ontstaat depolymerisatie van actinefilamen-
ten, waardoor actinecytoskeletreorganisatie plaatsvindt.
Hierdoor neemt de rigiditeit van de cel af, waardoor
de contacttijd toeneemt en een groter celoppervlak in
aanraking komt met het collageen. Mogelijk fungeert
het cytoskelet als een externe sensor die bij fysische
krachten de focale adhesie-eiwitten stimuleert. De
interactie tussen het cytoskelet en de focale adhesie-
eiwitten is tot op heden nog niet ontrafeld.
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Daarnaast is er ook een drukonafthankelijk extracel-
lulair mechanisme betrokken bij celadhesie. Wellicht
is het in de toekomst mogelijk om de buikholte per-
operatief te spoelen met calciumkationen om het
aantal wondrecidieven te verminderen. Niettemin zal
systemische behandeling gericht tegen de intracellu-
laire signalen waarschijnlijk van groter klinisch belang
zijn. Behandeling met systemische therapie zal niet
alleen lokale wondrecidieven voorkomen, maar moge-
lijk ook metastasen op afstand.
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