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Week 1 – c – ma (1)

Kweek individuele cellen → uit natuurlijke omgeving


+) homogene celpopulatie


-) interacties verloren

2 soorten cellen


- losse “enkele” cellen: vooral bloedsysteem (hematopoëtisch)


- gestructureerd in weefsels: interacties andere cellen & eiwitmatrices
Kweekmedium

→ nodig:

· voedingsstoffen (suikers, az, sporenelementen (vitaminen, metaalionen, etc)

· specifieke polypeptide GF → selectie celtype

· Gedefinieerd: GF

· EGF (epidermal ~)

· PDGF (platelet derived ~: verwonding → GF)

· IGF (insulin-like ~)

· Calf serum

· Mengsel GF (PDGF/IGF)

Optimale groei:

· flessen coating

· Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
· 10% Newborn Calf Serum (NCS)
PH

→ NaHCO3 Belangrijk buffersysteem [5-7% CO2]: 

CO2 + H2O ↔ H2CO3 ↔ HCO3- + H+

HCO3- (zout) ↔ CO2 (gasvormig)
Celdeling mamm. cellen: 24hr


Dop 
↔ bacterien



↔ CO2

└ filtersysteem dop / dichtdraaien & slag terug

Kleurindicator phenolrood

Rood: 6 < pH < 8

Paars: pH > 8 (→ kan geen CO2 bij)
Geel: pH < 6 (→ infectie)

Celcyclus (1)
[image: image1.emf]


>% cellen lichaam G0.

[image: image17.emf]

Week 1 – c – ma (2)

Huid 

· epitheelcellen (buitenste laag)

· fibroblastcellen (bindweefselcellen)
in kweek
asynchrone populatie (alle fasen cyclus)

Mitosecellen → G1-fase → veel mogelijk contact substraat → heel plat


Bol: G2 of dode cel // dubbele bol: mitose

[image: image18.emf]

Als aanwezig mitosecellen → populatie aan ’t vermeerderen

Herkennen S-fase

2x23chr → 
4x23chr

2n

4n

(n=23)

100% DNA
200% DNA

→ Radioactief gelabeld thymidine → Thimidine desoxyribose (3H-TdR)

Synchroniseren celkweek

→ serum kweek onttrekken


~ 1 cyclus → alleen G0 (alleen niet tumorgene cellen)

→ Mitotic shake off: mechanisch afschudden → rondom mitose eraf


(werkt wel tumorgene cellen; isolatie afgeschudde cellen)

→ celcyclus inhibitoren →| DNA-synthese, afgeplatten cellen (100% verwijderen inhibitoren lastig)

→ cellsorting techniek
[image: image19.emf]

Fibroblastkweek – serum


Na 1 cyclustijd G0 fase
Werking polypeptide groeifactoren (1)

GF ligand = eiwit

Endocriene functie

1st messenger → second messenger → (..) → veranderde genexpressie

[image: image20.emf]


Ontregeld (beide oncogenen):

· zelf GF maken

· altijd 2nd messenger maken

1e hr GF toegevoegd: 2nd messengers → 10hr → biologisch effect

Receptoren

Tyrosine kinase domeinen

[image: image21.emf]

Fosforylering 
· Serine, Threonine, Tyrosine

Opdrachten

Week 1 – w – di (1)

Week 1 – w – di (2)

Nog uitwerken

Week 1 – w – wo (1)

Week 1 – w – wo (2)

Week 1 – w – wo (3)

Week 1 – w – wo (4)
Opdrachten → bekijken!

Week 1 – w – do (1)

Week 1 – w – do (2)

Week 1 – w – do (3)

Week 1 – w – do (4)

Opdrachten → welke?

Week 1 – w – vr (1)

Week 1 – w – vr (2)

Skatchard analyse → nog uitwerken

Week 2 – c – ma (1) + (2) Zie uberschema!
Polypeptide groeifactoren
Losse cellen vs. cellen weefsels


→ hematopoëtische cellen: cytokines (= pGF dat ~ bindt)



R geen TK activiteit → mobiliseert cytoplasma TKs

→ gehechte cellen: GF



Tyrosinekinasereceptoren

· 4 families

· + 1 familie ander systeem (ser/thr kinase)

6 kDa GF (cys-bruggen)

200 kDa R

[image: image22.emf]
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Actieve conformatie vs inactieve conformatie 
Receptoren → mutatie → constitutieve expressie (→ tumor)

1) EGF Familie
11 groeifactoren

4 receptoren

Epidermal Growth Factor (6kDa)

EGF-receptor: ErbB1 (180kDa)

→ 2 receptoren moeten dimeer gaan vormen.

EGF→

· zuur & hitte stabiel (maag; moedermelk)
· ss-bruggen
R vooral ectodermale cellen (epitheel)

4 receptoren

	[image: image2.emf]
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	ErbB1 (EGF-R)


	ErbB2
	ErbB3
	ErbB4

	Ligand:

EGF & transforming growth factor alpha (TGFα)
	“ orphan” receptor → bindt geen ligand aan

Dimeriseert altijd, maar anderen, vanwege (+) lading
	Ligand: Neuregulin (NRG)

Geen actieve TK

NRG → ERB3-2 heterodimeren actief complex
	Ligand: NRG


Ligand binding → dimerisatie → homodimeer / heterodimeer (meestal ErbB2)

Kansgestuurd proces, daarom oiv lage [] GF vooral met wel geactiveerd ErbB2)

Anti-borstkanker

1) [image: image25.emf]

anti-oestrogeen

2) remmer ErbB2 of ErbB1
2) IGF familie
Insulin-like growth factor


3R: IGF1-R, I-R, IGF2-R (/M6PR)

3GF:

· IGF1, IGF3: 6kDa, 3 cys-bruggen, zuur/hitte stabiel; gemaakt lever (vooral 1) → bloedplasma → gebonden IGF-bindende eiwitten
· Insuline
[image: image26.emf]

IGF2-R / mannose-6-phophaat R: “scavenger” 

└ alles dat bindt wordt cel binnengehaald & geïnactiveerd

	Insuline
	[image: image27.emf]

IGF1
	IGF2
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↓

	[image: image30.emf]

[image: image31.emf]

↓
	↓

	InsR
	IGF-1R
	IGF2-R

	↓
	↓
	↓

	Suiker, vet metabolisme
	Groei
	Afbraak


Liganden binden met lagere affiniteit aan andere R
(meten mbv 3H-TdR inbouw)

IGF1: “enige echte” GF


└ skeletgroei / groeispurt puberteit

GH → lever productie IGF1

(pygmeeen geen GH)
IGF2: vooral tijdens embryonale fase


Regulatie dmv receptoren IGF1/2

Genen IGF2/IGF2R

└ genomic imprinting

Óf allel vader óf allel moeder actief

IGF2 paternaal actief


IGF2R maternaal actief

Vader → belang IGF2↑ (competitie andere vaders)

Moeder → maakt niet uit, dus vooral IGF2R

IGF1 → groei (epitheliaal, neuronaal)

└ ook anti-apoptotisch

Eigenlijk altijd apoptotisch signaal


→ signaal nodig voorkomen → niet groeiende weefsels ook GF (bv hersenen)

3) PDGF
[image: image32.emf]

Platelet derived growth factor

PDGF A, PDGF B, PDGF C, PDGF D

PDGFA en B vormen dimeren


Zuur & hitte stabiel

Binding of GFs to receptor → dimerization

PDGFA binds α

PDGFB binds β & α
→
pdgf-AA: 
ααR

pdgf-AB: 
αβR



ααR

pdgf-BB: 
ααR



αβR



ββR
	PDGF A
	PDGF B

	[image: image33.emf]

↓
	↓
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	PDGF α receptor (PDGFRA)
	PDGF β receptor (PDGFRB)

	
	


Binding R-L
[image: image8.emf]


[image: image9.emf]


AB ev. theoretisch iets minder omdat overblijft.

Receptor

· Receptor vooral mesodermaal

· Splitkinasedomein

[image: image34.emf]



4) FGF-familie

→ Fibroblast GF

[image: image35.emf]

Acidic:

- α-FGF = FGF1
→ geen signaalsequentie

Basic:

- β-FGF = FGF2 


- FGF3 - FGF7

→ wel signaalsequentie



- FGF8 – FGF22

[image: image36.emf]

Signaalsequentieloze cellen nodig herstel bij kapot gaan cel.

FGF: monomeer & zuur labiel


Heparine-bindend (bindt meerdere FGF’s) → dimerisatie

 Groei fibroblasten


Endotheelcellen → angiogenese (nieuwe bloedvaten vorming)

↔ tumoren secreteren FEGF/VEGF

Week 2 – c – vr (1) + (2)

[image: image37.emf]


TGF-B familie: ~50 leden


Belangrijkste: TGF B1, B2, B3 → zelfde activiteit

3 TFGβ’s (β1, β2, β3) verschillende genen & promotoren, maar zelfde functie


→ in verschillende cellen via verschillende promotoren tot expressie


→ in alle cellen nodig

TGFβ-R: serine/threonine kinase receptor (STK-R)

· alleen groeistimulerend voor cellen die PDGF kunnen aanmaken (mesodermaal: o.a. fibroblasten), die zich met PDGF namelijk autocrien stimuleren.

TGFβ: fibroblast gaat PDGF aanmaken → autostimulatie (auto-endocriene loop)

Dus TGF-β stimuleren cellen om PDGF aan te maken (alleen autostimulatie als PDGF-R heeft)
└ indirecte groeistimulatie via PDGF aanmaak
└ groei-inhibitor: voor meeste andere cellen incl. tumorcellen

└ inductie extracellulaire matrix eiwitten(e.g. collageen, fibronectine)

TGFβ geproduceerd & afgegeven in latente (inactieve) vorm (figuur 8)
Activering: afbraak pro (e.g. botbreuk → proteolytische enzymen → TGF → 

wondheling/bloedstolling)

kunstmatige activering: pH↓ → dissociatie pro-TGFβ

[image: image38.emf]


Receptoren: 
STK type I → geeft signaal in cel

STK type II → bindt TGFβ
STK type III → presenteert TGFβ
= glycoproteine (biglycan) → bindt TGFβ (“spons”) verhoogt [TGFβ] op cel, biedt aan aan STK type II
Tyr/Kinase receptoren: dimerisatie
Receptorfamilie (waar EGFR ook onder valt)
- Eiwitten hebben tyrosine in hun staart.

Ligandbinding > dimerisatie

- Wordt gefosforyleerd als het dimeer is (door elkaar; transfosforylatie)

- eiwitten met SH2 domein binden Tyr-P (zie onder)
→ trans-phosphorilatie: essentieel! → dominant negatieve mutant experimenten: EGFR → kinasedomein: lys-al (lys belangrijk ATP binding)

Experimenten aantonen transfosforylatie

1) Wildtype EGFR (wt EGF-R) → actief

2) Fosforilatiemogelijkheid weg: EGFR lys→ala → inactief (geen ATP binden → niet fosforyleren)

3) Staart weg: Tyr in receptor die getransphosphoryleert worden → autofosforilatie sites (geen staart → geen tyr-residueen → niet gefosforyliseerd worden) → niet mogelijk → inactieve R

4) Exp1) Beiden bij elkaar: Cel met EGFR lys→ala + EGFR geen tyr-sites → dimeren 2), 3) → actief als transposphorylatie inactief als autophosphorylatie

→ actief → dus transfosforylatie
5) Exp2) R zonder staart en fosf. + wt: Cel met wtEGFR + EGFR lys→ala geen tyr-sites

→ dimeren

→ als autophophorilatie → actief


→ als transphosphorilatie → inactief
Signaaltransductie: eiwitten met SH2 domein (bindt Tyr-P)


Gebonden eiwit door Tyr-kinase gefosforyleerd → activatie (2nd messenger)

└ pleitrope respons: veel parallele processen aangezet essentieel voor eindresultaat (igv EGF → groei)


(alle paden nodig!)
3 belangrijkste processen:

1) PLCγ: phospholipase C-γ (isoform): PL s breken fosfolipiden

· PLA2 → knipt vetzuur op 2e plaats af: PC → LPC (lyso-vetzuur)

e.g.  PIP2 → IP3 + DAG

· PLC: PC → DAG + base-phosphaat
· PLD: PC → PA + base

2) PI3K: phosphatidylinositol 3 kinase (=akt) → anti-apoptotisch signal (serine/threonine kinase)
3) Shc (naam: opgehelderd via drosophila → fancy naam)

DAG = diacylglycerol
[plaatjes > zie eigen aantekeningen]

[image: image39.emf]


Naamgeving fosfolipiden:
	Inositol

	PI

	Base
	PA

	Choline
	PC

	Ethanolalanine
	PE

	Serine
	PS


PIP2 → gefosforyleerd op 4 en 5e plaats v.d. ring
[image: image40.emf]


Week 2 woensdag

Signaaltransductie tyrosine kinase receptoren

PIP2 → 

PIP3 → Pkb/akt →| apoptose

PIP2 → 

IP3 + DAG → PKC



└→ [Ca2+]↑

Ras: familie G-eiwitten

Actief in GTP-gebonden vorm

1) kleine G-eiwitten (ras)

2) heterotrimere eiwitten: receptoren

[image: image10.emf]


[zie Überschema (2)]


→ Via signaalcascade worden fos en jun geactiveerd die s-fase genen aanzetten.

Synergy: effect som groter effect som.
	
	PKC
	PKB
	Ras

	LPA
	+
	+/-
	+

	EGF-R
	+/-
	+/-
	+

	PDGF-R
	+
	+
	+

	IGF1-R
	+/-
	+
	+/-

	Bradikinine
	+
	-
	-

	
	→ Groei
	→ Anti-apoptotisch
	→ Groei


Verschillende celtypen
→ embryonaal verschillende inductie

Cascade die volgt na R-binding grotendeels zelfde.
Carcinogene stoffen
· Mutageen
· Tumor-promoter (bekend: MPA/TPA; tetradecanoyl-phorbol-acetaat; vetzuuketenr met 14)

TPA lijkt op DAG, maar veel minder snel gematoboliseerd.

[image: image41.emf]

G-eiwit gekoppelde receptoren

Serpentine receptor
Heterotrimeer eiwit (figuur 2): α, ,  subunit.

- Alle subunits hebben lipid anker
Effecten cel
	Gs
	αs
	→cAMP↑ (cia adenylaat cyclase)

(adrenaline)

	Gi
	αi (ander soort)
	→cAMP↓ (lysophosphaildic acid)

	
	βγi
	→ K+ open

	Gq
	αq
	→ PLCβ → PIP2→DAG+IP3
Lijkt PLCγ


Oncogenen

Rous: transplanteerbare tumoren

└ isolatie virus: Rous Sarcoma virus (RSV: oncogen: SRC)
RNA tumor virussen genoom
[image: image11.emf]


Naam: beest, tumorsoort


Ras: rat-sarcoma


Fos: feline osteosarcoma (kat)


Sis: simian sarcoma (aap)


Raf: Rat sarcoma virus

Homologen in zoogdiergenoom


Betrokken normale groeiregulatie

→ cellulair-proto-oncogen (normaal; maar kán als oncogen werken)


→ mutaties → geactiveerd → c-onc

Virussen hebben dus DNA gastheer meegenomen (stukken van gen afgehaald)

v-onc uit gastheer → geactiveerd mutatie/truncatie

Week 3 – c – ma (1)
[image: image42.emf]

Week 3 – c – ma (2)
RNA-tumor virus: 
v-onc
~20; homoloog c-onc



c-onc 
(niet alleen v-onc homologen)
· c-proto-oncogenen

· geactiveerde c-onc: tumoren.

DNA transfectie assays (figuur 1)


Vermoedde Tumor DNA sequenties transfecteren normale cellen  → tumor → tumor DNA

Achteraf wordt gekeken wat voor sequentie het was.

DNA tumor-virus → v-onc


Geen c-onc (geen cell homoloog) 
Oncogen producten

1) groeifactoren

a. [image: image43.emf]

Simian sarcoma (SIS): codeert PDGF-B keten → autocriene/paracriene groeistimulatie

→ overexpressie gen (geen mutatie PDGF zelf)

→ SIS v-onc & c-onc: PDGF-B gen 
ook genoemd c-sis proto-oncogon

→ Humaan vooral promoter mutaties

b. Kaposi-FGF (K-FGF; FGFU)

→ wel c-onc; geen v-onc; Geïdentificeerd door DNA transfectie assays

→ overexpressie door mutatie regulerende sequenties, heeft alleen effect bij PDGFs met signaalsequentie

Tyr-kinase receptoren

c. ErbB (kip erythroblastosis)

→ getrunceerde EGF-receptor (figuur 2)

→ viraal: v-Erb; 

→ humaan EGFR is cErbB1 proto-oncogen (vandaar namen andere ErbB-receptoren) 

[image: image44.emf]

→ overexpressie / activerende mutatie

Humaan: meestal puntmutaties
d. ErbB2: mutaties transmembraangedeelte (figuur 3)

→ neu oncogen: wel c-onc, geen v-onc
Muizen → vooral chemische carcinogene stoffen

e. v-fms; colony stimulating factor 1 receptor (csf1-R) (figuur 4)

[image: image45.emf]

→ hoort PDGF-receptor familie

2) Intracellulaire 2nd messengers

a. Src: cytoplasmatische tyrosine kinase (figuur 5)

v-src: truncated → mist gedeelte met tyrosine 

s-src: mutatie tyrosine 
→ consitutief actief

b. Abelson (abl): cytoplasma tyrosine kinase

v-abl: truncatie

activatie c-abl proto-oncogen door fusie-eiwit bcr-gen

→ bcr-abl: oncogen → myeloïde leukemie
Via chromosomale omleggingen → veranderd karyotype


Fusie-eiwit: ongerugeleerde dimerisatie
Gleevac: tyrosinekinase-remmer remt o.a. bcr-abl
c. Ras oncogen (figuur 6)
v-rat sarcoma (v-ras)

c-proto-oncogen: ras → g-eiwit
Puntmutaties: wel als GTP-bindend domein

Geen GTPase activiteit, waardoor alle RAS-GTPs geen RAS-GDP meer kunnen worden → constutitief actief
3) Nucleaire TF’s

Fos, jun, myc: ook v-onc

Ongogenen uit DNA tumor-virus


Wel v-onc, geen c-onc → vangen genen tumor-suppressorgenen weg:
· E, A (adenovirus)

· LargeT (SV40 virus)

· E6 & E7 (papillomavirus)

Oncogenen gain of function
· dominante mutaties (1 allel voldoende)

· mutaties op specifieke plaats plaatsvinden
Balans groei

	Gf, onc

	Vs
	groei inhiberende factoren (gif), tumor suppressorgenen (tsg)

	+
	
	-

	Meer bekend, makkelijker te vinden.
	
	

	└ groeiende cel te vinden in cultuur
	
	


Tsg: 
· Rb retinoblastoma: sporadisch, familiair

· p53

Ziekte: inactiverende mutatie beide genen

Familiair: 1 v. beide allelen al gemuteerd (heel stuk verdwenen)


(Dit kan “dominant” overerven omdat de kans op mutatie in een lichaamscel↑)
Rb → regulator celcyclus
[image: image12.emf]


Week 3 – c – do (1) + (2)
Tumor suppressor genen

Rb: retinoblastoma


→ 2 allelen gemuteerd

P53

P53 → stilleggen celcyclus G1 → controle DNA-schade






→ weinig schade → repair






→ veel schade → apoptose


P53: overexpressie geobserveerd in veel tumorcellen


→ gemuteerde vorm p53

→ 1 allel gemuteerd 

Wt p53 → korte t½ 

Mutant p53 → stimuleert celgroei → lange t½, stabiele mutant p53

└ mutant dominant negatief wt p53
TSG

Celcyclus: Rb, P53

Tyrosinephosphatases: PTEN
PIP3→PIP2
└ mutaties glioma’s

Oncogen → 1 allel mutatie


Specifieke plek mutatie, want gain of function

TSG → 2 allelen


Veel mogelijkheden mutaties (moet inactief worden)

└ kans beide zelfde orde v. grootte

Rb-eiwit

Laat los van E2F

1) mutaties in Rb

2) oncogenproducten

DNA tumorvirussen (E1a, E7, LargeT)

Retinoblastoma: naam vanwege hoge kans mutatie oog.

G1 → S-fase: fosforilatie (ser/thr) van Rb via cyclin dependant kinases

[image: image13.emf]



Schema celcylcus
[image: image14.emf]


Geneesmiddel:

└ P53↑ → apoptose
Virusgenen:

E1a, E7, LargeT 

→ binden Rb

E1a, E6 (papilloma), LargeT 
→ binden p53

Tumorgenese
3 fasen

- initiatie (DNA mutatie) 

- promotie: Uitgroei geinitieerde cel


→ groeifactoren


→ tumorpromoters
- progressie

→ diversicatie


→ additionele mutaties
→ heterogeniteit

Borstkanker


→ verwijderen


→ tamoxifen → oestrogenen

Je kunt niet op celniveau mutaties bepalen.
Stamcellen nodig


→ tumorstamcellen: cellen nodig proliferatie tumor

Tumorcel vs normale cel

→ tumorigeen naakte muis (immuunsysteem↓)

→ onbeperkte levensduur

→ autonome groei (autocriene GF productie, activering oncogenen)

→ geen G0 fase

→ verminderd differentiatievermogen (schijnbaar!-; P(prol) >> P(diff))

→ veranderd karyotype

→ Andere groei in weefselkweek

→ Minder behoefte serum

→ geen contact inhibitie

→ anchorage independant growth (soft agar assay)

Soft agar → alleen (..)
Cytostatica

└ tumorstamcellen

└ p53

(?)
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