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Napjainkban is nagy kihivdst jelent a tiidddttétes betegek kezelése. A terdpidk eqy lehetséges célpontia a metasztdzisok erezédésé-
nek gatldsa. Vizsgadlataink célja az volt, hogy a kiilénb6zd eredetd tumorok esetében meghatdrozzuk a kisérletes tiidémetasztazisok
vaszkularizdcicjanak lehetséges mechanizmusait. Ot tumorsejtvonal (HT1080, HT25, B16, C26 és MATB) intravénds oltdsdval hoz-
tunk létre tiidéattéteket. Mindegyik sejtvonal ugyanazt a vaszkularizdcios formdt mutatta. A tumorok a meglévé alveoldris kapil-
ldrisok bekebelezésével tettek szert sajat érhdlozatra. A tumorsejtek invdzijuk/migrdcicjuk sordn levdlasztottdk a pneumocitdkat
a kapilldrisokrdl gy, hogy az azok kozétt taldlhato kettds bazdlis membrdnt szétvalasziottdk. A folyamat elérehaladtdval a tumor
belsejében taldlhatd, erésen komprimdlt pneumocitdk degraddlodtak, de a bekebelezett és lecsupaszitott erek funkciondlisak
maradtak, igy képesek maradtak a metasztazis vérellatdsat biztositani. Magyar Onkoldgia 59:319-323, 2015
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Treatment of patients with lung metastases remains a major challenge. A possible target for therapies is the inhibition of vascularization
of metastases. Our study aimed to determine the possible mechanisms of the experimental lung metastasis vascularisation for
tumours of various origins. We created lung metastases by intravenous injection of five tumour cell lines (HT1080, HT25, B16, C26
and MATB). Each cell line showed the same vascularisation type. Tumours gained vasculature by advancing through the alveolar
spaces thereby incorporating the pre-existing alveolar capillaries (i.e. vessel co-option). From the alveolar spaces tumours entered
into the alveolar walls. The tumour cells during the invasion/migration separated the pneumocytes from the capillaries. During this
process the basement membrane was split into an epithelial and an endothelial layer. The heavily compressed pneumocytes inside
the tumour became fragmented but the incorporated and stripped vessels remained functional, so they were able to provide blood
supply for the metastases.
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BEVEZETES

Szamos daganatos betegségben (mell-, vastagbélrak, mela-
noma, hasnyalmirigy-, vese-, petefészekrak) a haldlos
végkimenetel {6 oka az attétképzés, ami a rosszindulatt
sejtek primer helyrél mas szervekre torténd atterjedését
jelenti. A tiid6 is egy olyan szerv, amibe gyakran adnak
attétet mas lokalizacioju daganatok (1), az extratorakalis
tumorok 20-54%-aban mutathatéak ki tiidéattétek (2-4).
Az angiogenezis fogalman endotélsejt-proliferacidval jard
érdenzitds-novekedést értiink. Széles korben elfogadott,
hogy az angiogenezis fontos szerepet tolt be a primer és
metasztatikus tumorok novekedésében (5). A daganatelle-
nes terapiak egy lehetséges célpontja a tumorok erez6désé-
nek gatlasa. Folkman 1971-ben fogalmazta meg hipotézisét,
amely napjainkban is széles korben elfogadott, miszerint
a tumorok novekedése angiogenezisfiiggd (6). Azonban az
a felfedezés, hogy a tumorok angiogenezis nélkiil, a meglé-
v6 erek bekebelezésével is képesek novekedésre szert tenni
allati és human rendszerekben egyarant, megmutatta, hogy
ez a hipotézis nem minden esetben helytallo. Ezek a meg-
figyelések 1j aspektusba helyezik az erek és tumorok kozti
kolcsonhatasokat, és bizonyitjak, hogy léteznek olyan tu-
morok, melyek angiogenezis nélkiil is képesek novekedni,
ami megkérddjelezi az antiangiogén terapiak jelentdségét
ezekben az esetekben. Metasztazisok nagy aranyban van-
nak jelen a tiidében, de eddig nem allt rendelkezésre elég
adat arrol, hogy a tumorsejtek hogyan 1épnek kapcsolatba
az ép/normalis tiidszovet ereivel. Korabbi vizsgalataink
alapjan felmeriilt, hogy a metasztazisok erez6dése, a cél-
szervek nagy érdenzitasa kovetkeztében, masképpen zajlik
(7, 8), mint a primer tumoroké (9), ami 4j terapiak kidol-
gozasat teheti sziikségessé. Vizsgalataink célja az volt, hogy
a kiillonboz6 eredetli tumorok esetében meghatarozzuk
a kisérletes tiidémetasztazisok vaszkularizacidjanak lehet-
séges mechanizmusait.

ANYAG ES MODSZER

Kisérleti allatok és sejtvonalak

A kisérleti dllatok tartdsa és kisérletbe vonasa a Semmelweis
Egyetem 4llatvédelmi szabélyzata (Allatkisérlet engedély Ikt.
sz.: 22.1/1155/3/2010) alapjan az éllattartasi és kisérleti elo-
irdsok betartasa mellett tortént. Az éllatok a kisérlet soran
sziikségletiiknek megfeleléen fogyasztottak ragesalotapot
(Charles River) és csapvizet. A kisérleti allatokat alland6 hé-
meérséklet és nedvességtartalom, valamint 12 érai fény/s6tét-
ség napi valtakozast biztosito feltételek mellett tartottuk.

A kisérletekhez SCID, C57BL/6, Balb/c egér és Fischer
344 patkany beltenyésztett ragcsalotorzseket hasznaltunk.
A tudémetasztazisokat 6t tumorsejtvonal intravénds ol-

tasaval hoztuk létre: a HT1080 human fibroszarkémat,
a HT25 human kolonkarcinémat és a MATB III patkany
emlékarcinémat SCID egerekben és F344 patkanyokban,
a B16 egér melanomat C56BL/6 egerekben, a C26 egér
kolonkarcinémat Balb/c egerekben.

Az exponencidlis novekedési fazisban 1évé HT25,
HT1080, B16, C26, valamint MATB III sejteket in vit-
ro tenyésztettiik RPMI-1640 médiumban, melyhez 10%
FBS-t és gentamicint adtunk. A sejteket T75-6s flaskaban,
termosztatban 37 °C-on, 5%-os CO,-koncentracié mel-
lett tartottuk. A tenyészetben tartott, exponencialis no-
vekedési fazisban 1évé sejteket (a MATB III sejtek kivéte-
lével) 1x tripszin-EDTA-val 5 percen at 37 °C-on torténd
inkubdlassal vittitk szuszpenzioba, majd az enzimet 5 ml
RPMI-1640 (+10% FBS, + gentamicin) médiummal allitot-
tuk le. Mosast (szérummentes RPMI) koveten a sejteket
megszamoltuk és lecentrifugaltuk (10 perc, 800 rpm), majd
szérummentes RPMI-ben vettiik fel a pelletet. Az oltasok
soran tumorsejttipustdl fliggéen a kovetkezd sejtszamokat
hasznaltuk: HT25 10¢/0,1 ml, B16 10°/0,2 ml, C26 5x10°/0,1
ml, MATB III 2x10%/0,2 ml. Az in vitro tenyésztett HT1080
sejtek az allatokba valo oltdsuk soran nem tudtak koloni-
zalni a tiid8szovetbe, ezért 2x10° sejtet fecskendeztiink
szubkutan a SCID egerekbe, majd 3 héttel az oltast kove-
téen a szubkutan kindtt tumorok felapritisa és atsziirése
utan sejtszuszpenziot készitettiink. Az él6 HT1080 sejteket
leszamolva 0,1 ml térfogatban 2x10° sejtet fecskendeztiink
a SCID egerek farokvénajaba. Az allatokat 4 héttel a HT25,
3 héttel a B16, MATB, HT1080, 2 héttel a C26 sejtek oltasat
koévetben oltiik le.

Immunfluoreszcens vizsgdlatok

Az allatok tiidejét az eltavolitast kovetSen folyékony nitro-
génen hiitott izopentanban lefagyasztottuk. A mintakbodl
15 um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
-20 °C-os hémeérsékletli metanolban fixdltunk. Ezutdn
PBS-es mosast kovetéen a megfeleld primer ellenanyaggal
(1. tabldzat) torténd 1 ords, szobahdmérséklet(i inkubacid
kovetkezett, amit a féloras, Alexa fluor 488 fluorokrommal
jelolt szamar poliklonalis masodlagos ellenanyaggal (Life
Technologies, 400-szoros higitas) torténé inkubaci6 kove-

1. tabldzat. Az immunhisztokémiai vizsgélatok sordn hasznalt
elsédleges ellenanyagok

Ellenanyag | Faj/klonalitas Gyarto Kat. szam | Higitas
BrdU Egérmonoklondlis | BD Pharmingen | 347580 1:50
(D31 Patkany monoklondlis | BD Pharmingen | 550275 1:50
Podoplanin Kecske poliklondlis | R&D Systems AF3244 1:200
Laminin Nydl poliklonalis Dako 20097 1:200
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tett. Végiil PBS-es mosas utdn 10 perces inkubacios id6-
vel magfestést (TOTO-3, Invitrogen, kat. szam: T3604,
500-szoros higitas) végeztiink a metszeteken. A minta-
kat konfokalis 1ézer szkenning mikroszképpal (Bio-Rad
MRC-1024) vizsgaltuk.

Elektronmikroszkopia

A B16 és HT'1080 tumoros tiiddmintak egy részét elektron-
mikroszképos vizsgalatok céljara készitettitk el6. En-
nek soran az elaltatott dllatokat heparinos PBS (10 perc),
majd jégen hiitott 2%-os glutaraldehid-tartalma 0,05
mol/l Na-kakodilat puffer (pH 7,2, 15 perc, 20 °C) ol-
dattal perfundaltuk. A tumort tartalmazd szovetet pen-
gével 1-2 mm?*-es darabokra vagtuk. A mintédkat 2 6ran
at a fixaléoldatban hagytuk (4 °C), majd PBS-es mosast
(éjszakan at) kovetéen 5 mg/ml K-ferrocianidot tartal-
mazé 1% OsO,-oldatban utédfixdltuk (2 6ra), ezutdn fel-
szall6 acetonsorban viztelenitettiik. A beagyazashoz Spurr-
gyantat haszndltunk. Ezt kévetéen a mintdkbol félvékony
(0,5 um), majd ultravékony (70-100 nm) metszeteket készi-
tettiink. Az ultravékony metszetek vizsgalata Philips CM10
(Philips Research, Eindhoven, Netherlands) elektronmik-
roszkoéppal tortént.

Peri- és intratumordlis endotélsejt-proliferdcio
meghatdrozdsa

Az endotélsejt-proliferaciéo mérését (BrdU-inkorporacio)
patkany MATB metasztazisokban végeztiik, ugyanis e tu-
morok mérete bizonyosan meghaladta az 1-2 mm atmérét,
amit az angiogenezis megindulasahoz sziikségesnek tar-
tanak (6).

Az dllatok a termindlas el6tt egy 6raval 200 mg/kg brom-
dezoxiuridint (BrdU) kaptak intraperitonealisan. Kilon-
b6z6 moddszereket alkalmazva hatdroztuk meg az intra-
és peritumoralis endotélsejtek (EC) proliferacids ratajat.
Az els6 esetben a korabban mar leirt immunfluoreszcens
technikat hasznaltuk. A fagyasztott metszeteket BrdU és
laminin ellenanyagokkal inkubaltuk. A tumorban levé,
erés lamininjelzéssel korbehatarolt BrdU-pozitiv sejte-
ket tekintettitk endotélsejteknek. Ot &llatbdl szarmazo 14
metasztazisbdl 2300 sejtet szamoltunk le. Fixaldst és mosast
kovet6en a mintakat 2 N HCl-ban inkubaltuk 10 percen at
szobahémérsékleten (a DNS-denaturacié az ellenanyag be-
kotédésének feltétele).

A fagyasztott tiidometszeteken a rendkiviil siir@i haj-
szalérhalozat miatt lehetetlen meghatdrozni a BrdU-
pozitiv endotélsejtek pontos lokalizacidjat a peritumoralis
szovetben, ezért egy masik modszert alkalmaztunk, a tii-
démintakat perfazidval fixdltuk annak érdekében, hogy
a kapillarisok ne essenek Ossze. Az allatokat ketamin-
xilazin (80:12 mg/kg dozis, Sigma) intraperitonealis in-
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jekcidjaval altattuk és a bal kamran keresztiil PBS-sel (10
perc), majd 4% PFA-val (pH 7,2, 15 perc) perfundéltuk
az allatokat. A tiidémetasztazisokat eltavolitottuk és 4%-
os PFA-ban inkubaltuk (4 °C, 2 6ra). Ezutdn a tid6t le-
benyekre vagtuk és 24 6ran 4t 15% szacharézban, ezt
kovet6en ujabb 24 6ran 4t 30% szachardzban torténd
inkubacié kovetkezett. A lebenyeket lefagyasztottuk és
30 um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
1%-o0s collodionnal boritott targylemezekre vettiink fel.
A metszeteket szdradds utan PBS-sel mostuk és 10 per-
cen at 2 N HCl-ben inkubdltuk 20 °C-on. PBS-es mosds
utdn a metszeteket monoklonalis anti-BrdU antitesttel (2
o6ra), majd biotinalt anti-egér ellenanyaggal inkubaltuk (2
o6ra). Kromogénként diaminobenzidint hasznélva az ABC-
reakcio altal szines csapadék keletkezett. A metszeteket
ozmifikaltuk (1% OsO, PBS-ben), felszall etanolsorral
dehidréaltuk és Spurr-gyantaval feltoltott kapszuldkat he-
lyeztiink rajuk. A kapszulakat metszettel egyiitt folyékony
nitrogénbe meritve tavolitottuk el. Bedgyazott metszetek-
bdl félvékony sorozatmetszeteket készitettiink, hogy meg-

1. abra. a) A vaszkularizacié folyamata. A tumorsejtek extra-
vazdlnak az alveolusok intersticiumdba. b) A tumorsejtek
szaporoddsnak indulnak, kisebb koléonidk kialakitdsa utan
betdrnek az alveolus lumenébe. Ezutdn a tumorsejtek inten-
ziv szaporoddsnak indulnak. c) Késébb a tumorsejtek ismét
belépnek az alveolusfal kotészovetébe. Ezzel megkezdddik
az epitélium levélasztasa a kapilldrisokrdl. d) A folyamat sorén
torténik meg a bazalis membran szétvélasztdsa egy alveola-
ris és egy endotelidlis rétegre, melynek eredményeképpen
a tumorsejtek altal kérbezart és ezzel teljesen lecsupaszitott
kapillarisok jonnek létre

B Bazilis membrén
B Tumorsejtek

I lestipust pneumocitak

I 11-es tipusi pneumacitak

B Endotélsejtek Kot6szovet
I Kapillérislumen Alveoldris lumen
M Fibroblasztok I Sejtmagok
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taldljuk a reakcioterméket tartalmazo részt. A metszeteket ~EREDMENYEK
enyhén, 0,5% toluidinkékkel (pH 8,5) festettiik. Harom
allat 6 metasztazisanak peritumoralis szovetét vizsgaltuk ~ Mind az 6t sejtvonal esetében a tiidémetasztazis ugyanazt

meg. A félvékony metszeteket 100-szoros immerziés ob-  a vaszkularizaciés format mutatta. A tumorok noévekedé-
jektivvel vizsgaltuk, és a kapillarisok, valamint venulak  sének alapveté modja a proliferald tumorszovet alveolusrdl
329 endotélsejtjét analizéltuk. alveolusra torténé ,dramldsa” volt, amely folyamat a ko-

2. dbra. a) HT1080 metasztazis periféridja. A pneumocitédkat podoplanin (zold), a kapilldrisokat CD31 (piros), a tumorsejteket
TOTO (kék) festés jelzi. Az alveoldris tereket tumorsejtek toltik ki, de még megtartott a pneumocita-kapilldris-pneuomocita
szerkezet (nyilak). b) B16 metasztdzis széli része, melyen a pneumocitdk podoplanin (zéld), a kapilldrisok CD31 (piros),
a tumorsejtek sejtmagjai TOTO (kék) festéssel vannak jeldlve. A tumorsejtek kitoltik az alveolusok lumenét. Nyilak jelolik azo-
kat a tumorsejteket, melyek az endotélsejtek (CD31) és a pneumocitdk (podoplanin) kozott helyezkednek el. Nyilhegy jeldli
a még intakt alveolusszerkezetet. c) Elektronmikroszképos felvétel egy B16 tumorsejtrél (tu), amely az alveolus faldban he-
lyezkedik el. A tumorsejt invdzidja/migrdcidja sordn Ugy vdlasztja le az epitéliumot a kapilldrisrél, hogy az azok kozott [évé
bazélis membréant szétvélasztja egy epitél és egy endotél bazélis membran rétegre (fekete nyilhegyek). Piros nyilhegy jelo-
li @ még nem szétvalasztott kettds bazalis membréant (ep: epitélium; en: endotélium; alv: alveoléris tér; kap: kapillarislumen).
d) HT1080 metasztédzis lecsupaszitott, pneumocitamentes (podoplanin, z&ld) kapillarisa (CD31, kék, nyilak), melyet mar minden
oldalrél tumorsejtek (fekete teriiletek) hatdrolnak. A nyilhegy egy masik érre mutat, aminek egy része még kapcsolatban van az
epitéliummal, itt még nem teljes a levdlasztas. A levalasztott pneumocitdk bazélis membrén rétegen nyugszanak (laminin, piros,
csillag), mely vékonyabb, mint az ereket koriilvevé bazélis membran
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rabban mar Pezzella altal human primer és metasztatikus
tidétumorok esetében leirt alveolaris mintazat kialakula-
sat eredményezi (10). A folyamat elsé 1épéseként az intra-
vénasan oltott tumorsejtek az alveolusfalak kotdszovetébe
extravazaltak. Itt kisebb koléniak kialakitdsa utdn betor-
tek az alveoldris térbe, majd ott is szaporodasnak indul-
tak (1. dbra). A metasztazisok szélén elhelyezked6, de mar
tumorszovet altal kitoltott alveolusok falanak szerkezete
kezdetben megtartott volt (pneumocitak - kett6s bazalis
membran — endotélium) (2.a dbra).

A tumorsejtek altal boritott alveolusfalakat elektron-
mikroszkopos szinten is megvizsgaltuk. Az inkorporalt ka-
pillarisok lumenjében tumorsejtek nincsenek, a tumorsejt
és a pneumocita plazmamembranjai szoros kapcsolatban
vannak. A kapillaris mindkét oldalan a szabélyos szerkeze-
tl vér-gaz gat van jelen a pneumocita, bazalis membran és
endotélrétegekkel.

A peritumordlis szovetben elhelyezked$ kapillarisok
endotélsejtjeinek proliferacios aktivitasa csak csekély mér-
tékben emelkedett, ami azt mutatja, hogy érképzédés nem
zajlik ebben a régioban. Az erez6dés folyamata azonban
nem fejez6dik be az alveolusok lumenének elfoglalasaval.
A kilonboz6 eredett proliferalé tumorsejtek az alveola-
ris térbél a pneumocitdk rétegén keresztiil behatolnak az
intersticiumba, ahol tovabb szaporodnak és invaziéjuk/
migracidjuk soran levalasztjak a pneumocitakat a kapilla-
risok felszinérél (2.b,c dbra), aminek végeredményeképpen
a tumorsejtek elfoglaljak a kapillarisok teljes felszinét. En-
nek kovetkezményeként lecsupaszitott — pneumocitamentes
— erek jelennek meg a metasztazisok belsejében (2.d dbra).
A tumorsejtek a pneumocitak levalasztasat a kapillarisok-
rél az endotélsejtek és a pneumocitak kozott talalhato kettds
bazélis membran szétvalasztasaval érik el (2.c dbra). A fo-
lyamat elérehaladtéval a tumor belsejében talalhatd, erésen
komprimalt pneumocitak degradalédnak, de a bekebelezett
és lecsupaszitott erek funkcionalisak maradnak, igy képe-
sek a metasztazis vérellatasat biztositani.

OSSZEFOGLALAS

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt tumorvonalak (B16,
HT1080, HT25, C26 és MATB) a tiidészovetben alveolusrél
alveolusra terjednek, igy a terjedés kezdeti szakaszaban
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inkorporaljak az intakt alveolusfalakat a benniik levé ka-
pillarisokkal egyiitt. A bekebelezés folyamatanak kezde-
tén a kapillarisok koriil még jelen vannak a pneumocitak.
A tumorsejtek késébb belépnek az alveolusok falaba, és az
epitelidlis és endotelialis bazalis membran kozott migralva
levalasztjak a pneumocitdkat bazalis mebranjukkal egytitt
az erekr6l. A levalasztott pneumocitdk fragmentalédnak
a tumor belsejében. A lecsupaszitott erek azonban funkci-
onalisak maradnak és képesek biztositani a tumor vérella-
tasat.

Osszefoglalva, az adatok azt mutatjak, hogy a tiidd-
metasztazisok vaszkularizacidja a pulmonadlis érhalézat
bekebelezésével torténik. Mindezen informaci6 a jévében
fontos klinikai jelentéséggel birhat az antiangiogén terapiak
hatékonysdganak megitélésében, illetve antivaszkularis te-
rapiak kidolgozasaban.
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