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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC: avidin-biotin komplex

ANG: angiopoietin

bFGF: bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor
BrdU: brom-dezoxi-uridin

BSA: szarvasmarha szérum albumin

cDNS: komplementer DNS

CyS5: cianinszarmazék

DAB: diaminobenzidine

DAPI: diamino-fenilindol

DEPC: dietil-pirokarbonat

DES: dezmin

dH20: desztillalt viz

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxinukleotid-trifoszfat

E.coli: Escherichia coli baktérium

ECL: enhanced chemiluminescence

ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EMA: epitelidlis membran antigén

EMT: epitelidlis-mezenchimalis transzdifferenciacio
FBS: fetélis szarvasmarha szérum

FGF: fibroblaszt novekedési faktor

FITC: fluoreszcein izotiocianat

GA: glutaraldehid

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje

H&E: hematoxilin-eozin

HCI: s6sav

1.p.: intraperitonealis

IEN: interferon
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IL: interleukin

Ka[Fe(CN)e]: kalium-ferrocianid (sarga vérlugso)

LB: lysogeny broth

MMP: matrix-metalloprotedz

mRNS: hirvivd RNS

NaszVVOs: natrium-ortovanadat

NaCl: natrium-klorid

NG2: kondroitin szulfat proteoglikan neuronalis/glialis 2
OD: optikai denzitas

PBS: foszfat pufferelt sooldat

PDGEF: vérlemezke eredetli novekedési faktor

PELI: polyethyleneimine

PFA: paraformaldehid

PVDF: polivinil-difluorid

QRT-PCR: kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcid
RNS: ribonukleinsav

RT: reverz transzkripcio

SCID: severe combined immunodeficiency

SDS: natrium-dodecil-szulfat

shRNS: rovid hajtti (short hairpin) RNS

SMA: a-simaizom aktin

TGF-B: transzformalé novekedési faktor 3

TRITC: tetrametil rodamin izotiocianat

TSP: trombospondin

VEGEF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
VEGFR: vaszkularis endotelialis novekedeési faktor receptor
VVPF: vascular permeability factor

VVO: vezikulo-vakuolaris organellumok
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II. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

I1.1. A tumorindukalt angiogenezis jelentésége

Mar 1971-ben felvetették annak a lehetdségét, hogy a tumorndvekedés 1;j
erek képzodését igényli (1). Ennek bizonyitékait Judah Folkman fogalmazta meg
1989-ben. Megfigyelte, hogy a tumorok vaszkularizacié eldtt lassan ndovekednek,
majd az érhalozat megjelenése utan mar exponencialis novekedést mutatnak,
amibdl arra kovetkeztetett, hogy a tumorok névekedése angiogenezis fiiggo (2), és
felvetette, hogy a tumor ndvekedésének gatlasa esetleg az angiogenezis gatlasan
keresztiil is elérhetd. Az angiogenezis tehat egy lehetséges terapias célpontként is
értelmezhet6 (3). A célzott daganatterapiaval foglalkozo kutatasok eredményeként
szamos szer jutott el a klinikai kiprobalas L.-11. fazisdba. A leggyakoribb célpontok
a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) és kettes tipusu receptora
(VEGFR-2). A jelenlegi VEGF és VEGEFR ellenes terapiak a betegek egy részében
meghosszabbitottak a progresszidémentes- €s atlagos tulélést. Ezen sikerek mellett
azonban olyan tapasztalatok is voltak, melyek tovabbi kutatasokat szorgalmaznak,
hiszen szdmos esetben rezisztencia kialakuldsat tapasztaltak, vagy azt, hogy a
preklinikai kutatdsok 4&ltal josolt hatékonysag a klinikai alkalmazisban nem
jelentkezett (4). A glioblasztomakra jellemz0 a magas VEGF expresszid, igy
ezeknél a betegeknél a VEGF gatld kezelésekkel atmenetileg visszaszorithato volt
a tumornovekedés (5). Agymetasztdzissal kiizdd betegeknél a hagyomanyos
kezelési modszerekkel (ezek kozott hatékonyabb a sugarterapia) elért 6-8 honapos
atlagos tulélés (6) a célzott kezelés hasznalataval 6-16 honapra emelhetd (7).
Leenders és mtsai. kisérletes allatmodellben mutattak be, hogy a VEGFR-2 ellenes
(ZD6474- Vandetanib) kezeléssel hatékonyan gatoltak ugyan az angiogenezist, a

tumor tovabbi terjedése azonban nem 4llt le (8).

I1.2. Angiogenezis formak

I1.2.1. Primer daganatok és metasztazisok
Mivel a kilonb6z6 szovetek és szervek kotOszovetének — és

kapillarishalozatanak szerkezete eltérd, felmeriil, hogy masképp zajlik benniik a

tumorindukalt angiogenezis is (9-10). A primer tumorok kialakuldsdnak helyén
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altalaban nagy mennyiségii kotdszovet talalhato (11, 12). A metasztazisképzés £6
szervei (m4j, agy, tiidd) kevés kotdszovetet, viszont nagy mennyiségii kapillarist
tartalmaznak (13, 14).

Monsky és mtsai. human eml6 karcindma sejteket (ZR-75-1) oltottak primer
(emld) és metasztatikus (agy) helyekre a mikrokornyezeti hatasok vizsgalatanak
céljabol. Eredményeik szerint a primer tumorok erei nagyobb permeabilitast
mutattak, az angiogenezis (érdenzitas alapjan) pedig kifejezettebb volt a
metasztatikus tumorokban, ezek az erek azonban nem voltak atereszték (15). Ebbol
arra kovetkeztettek, hogy a mikrokornyezet befolyasolja a primer tumorok és
metasztazisok vaszkularizacidjat, a vizsgalt esetben az agyi mikrokdrnyezet gatolja
a permedabilis erek kialakuldsat, ugyanakkor pro-angiogén hatésu.

Egyre tobb irodalmi adat utal arra, hogy neoangiogenezis helyett a meglévo
erek inkorporacioja fontos szerepet jatszhat a tumorok fejlodésében (16-19). Ez a
folyamat a szaknyelvben ,,vascular co-option” néven terjedt el. 1987-ben vetették
fel el6szor, hogy a tumor a meglévd erek bekebelezésével tesz szert vérellatasra
(16). Ez a nézet sokdig a hattérben maradt, késObb azonban egyre tobb
kutatdcsoport foglalkozott ezzel a Iehetdséggel. Dome és mtsai. melandmas betegek
mintaiban, valamint ragcsald modellben mutattdk ki, hogy a meglévd €s az ijjonnan
képzodott erek bekebelezése szerepet jatszik a tumorok novekedésében (17).
Pezzella ¢és mtsai. nem Kkissejtes tlidorakokbdl szdrmazé human mintak
vizsgélataval kimutattdk, hogy a nagy slirliségli kapillarishalézattal rendelkezd
tidoben a tumorok neovaszkularizaci6 nélkiil is novekedhetnek. Az angiogén
tipust fészkes, papillaris és diffuz novekedési formak mellett elkiilonitettek egy
feltehetden nem angiogén, mas néven alveoldris novekedési format (18). A
neovaszkularizacidé nélkiili novekedés tehat a kotdszovet hianya mellett a stirli
kapillarishalozat miatt is kiilonosen igaz lehet a metasztazisképzés f0 szerveire
(m3j, agy, tiidd). Ezt tdmasztja ald az el6bbi tanulmany, illetve Paku és mtsai.
megfigyelései is, melynek megfeleléen majmetasztazisok vaszkularizacidja soran a
fazionalt szinuszoidok inkorporacidja torténik meg (13). Holash és mtsai. szerint
az inkorporacido csak a tumorndvekedés kezdeti szakaszara korlatozodik, ezt

szekunder avaszkularis allapot utan robusztus angiogenezis koveti (19).
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Kotészovetes kornyezetben az angiogenezisnek két f6 formaja van, ezek az
un. ,.sprouting”, vagy bimbo6z6 és az intusszuszceptiv angiogenezis. Mindkét
folyamat alapvetden endotélsejt proliferacidval jaro érdenzitas novekedést jelent. A

bimbdz06 angiogenezist gyakran hasznaljak az angiogenezis szinonimajaként.

11.2.2. Bimbozo angiogenezis
A folyamatnak két alternativajat ismerjiik. Ausprunk és Folkman modellje

sejtkapcsolo struktiradk felbomlanak, ezaltal a sejtek elvesztik polaritasukat. A
tovabbiakban az endotélsejtek proliferacioja, véandorlasa, majd az 0j lumen
kialakitasa kovetkezik be. Az 10j kapillaris bazalis membranjanak depozicidja ezt
kovetéen indul meg (20, 21). Egy masik modellben a bazalis membran
elektrondenzitdsa megvaltozik, igy az konvencionalis elektronmikroszkopos
vizsgalatokkal nem detektalhaté. Immunelektronmikroszkopos vizsgalatokkal
azonban kimutathatd harom komponens: laminin, kollagén IV., valamint
fibronektin. A bazalis membran megvaltozasaval egyidejiileg egy endotélse;jt
migracidja indul meg a kornyezd kotdszovetbe, ugy, hogy a sejtek kozotti
kapcsolatok nem bomlanak fel. Az endotélsejtek tehat bazalis-luminalis
polaritdsukat megtartva vandorolnak a kotdszovetbe, mikdzben résszerli lument
formalnak, mely folytonos a kiinduldsi ér lumenével. Fontos, hogy a bazalis
membran csupan a migral6 endotélsejt csuicsi részén nincs jelen, annak depozicidja

az 0j ér képzddésével folyamatosan torténik (1. abra) (20, 22).
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1. dbra: Bimb6z6 (,,sprouting”) angiogenezis (Forras:20). A bimbdzé angiogenezis két
alternativaja. Endotélsejt (piros), pericita (barna), fibroblaszt/csontvel6i eredeti sejt (zold).
Alt.1 (21) és Alt.2 (22) k6zdbtti fontos kuldnbség, hogy az els6ben a polaritasukat elvesztett
endotélsejtek vandorlasa, és a lumen kialakitasa utan kezd6édik a bazalis membran
szintézis, mig a masodik esetben a kotészoévetbe vandorléd endotélsejtek polaritasukat
megtartjak, a bazalis membran csak a migralo sejt csucsi részén degradalodik, depozicidja
az uj ér kialakulasaval folyamatosan torténik.

11.2.3. Intusszuszceptiv angiogenezis

Az ugynevezett intusszuszceptiv angiogenezis tulajdonképpen az érlumen
kettéosztddasat jelenti. Az intusszuszceptiv angiogenezisnek is tobb forméjat irtak
mar le. A Burri és mtsai. 4ltal leirt modell szerint az érlumen betiiremkedésében a
pericitak és fibroblasztok jatszanak szerepet. A szemkdzti endotélsejtek kozotti
kapcsolat kialakulasa utan a sejtek kozotti kapcsolatok atrendezddnek, a kialakult
kétrétegii endotél és a bazalis membran perforacioja torténik meg. Ebbe a perforalt
részbe fibroblasztok vandorolnak be, ami ezaltal egy intraluminalis oszloppa
szélesedik ki. A bevandorolt sejtek kotdszovetet szintetizalnak, igy az oszlop
tovabb novekszik, stabilizalodik, végiil két kiilonalléo lumen képzddik (2. dbra). A
folyamat eldnye a bimbdzassal szemben, hogy gyors, jelentds feliiletnovelést
eredményez, ¢és a kialakult kapillarishalézat kevésbé atereszté (23). Az
intusszuszceptiv angiogenezis masik lehetdsége szerint transzlumindlis endotélhid
keletkezése az els6 1épés. Ezt koveti a sejt-sejt kozotti kapcsolatok atrendezddése,

¢s transzluminalis oszlop kialakulésa (20) (3. &bra).
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2. abra: Intusszuszceptiv angiogenezis 1 (Forras:23). Pr: pericita, EC: endotélsejt, BM:
bazalis membran, Fb: fibroblaszt, Co: kollagén. A szemkdzti érfalak betliremkedése és a
sejtek kozotti kapesolatok atrendezddése torténik meg. Az érfal perforalodik, fibroblasztok
vandorolnak be, a kialakult oszlopot a fibroblasztok altal termelt kollagén tartalmd matrix

stabilizalja.
D

3. abra: Intusszuszceptiv angiogenezis 2 (Forras:20). Endotélsejt (piros), pericita
(barna), bazalis membran (szirke). Ebben a formaban transzluminalis endotélhid
kialakulasaval indul a folyamat. A sejtkapcsolatok atrendezdédésével és kotdszovetes
oszlop kialakulasaval fejezddik be az érlumen kettéosztédasa.

r'
| S

A kotdszovetes oszlopok intusszuszceptiv angiogenezis soran valo
kialakuldsanak 0j formdjat irta le munkacsoportunk (12). Szubkutin ndvekvd
tumorokban az intraluminalis endotélhid kialakulasa utdn az endotélhidat képzo sejt
hozzakapcsolodik egy kozeli kollagénkdteghez. Az endotélsejtek huzdereje révén
a kollagénkoteg atjut az ér ellenkezd oldalara. A folyamat soran az endotélsejtek
polaritadsa nem valtozik meg. A kialakult elemi oszlop csupan egy kollagénkdtegbdl
¢s az azt koriilvevo endotélsejtekbdl all. Fibroblasztok, pericitdk vandorolnak be a

kollagénkotegbe, és az oszlop tovabbi ndvekedése az érlumen kettéosztasahoz

10
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vezet. Fontos kiilonbség az eldébbiekhez képest, hogy az oszlopban a koétdszovet
nem utdlag képzddik a fibroblasztok szintetikus aktivitasa kovetkeztében, hanem
egy meglévo kollagénkoteg transzportja torténik meg az érlumenen keresztiil (4.

abra). A folyamat inverz bimbdzésnak is tekinthetd.

>
=~

@)

=1

P

4. abra: Inverz bimbézas (Forras:12-atszinezve). Endotélsejt (piros), bazalis membran
(szlrke), kollagénkoteg (fekete vonalak). (A) Intralumindlis endotélhid alakul ki. Az
endotélhid athelyez6dhet, azaz ndvekszik a tavolsag, igy tobb sejt is részt vehet a
folyamatban. (B) A hidat alkoté sejt bazalis membranja fokalisan eltlinik, a sejt egy
kollagénkdteghez kapcsolddik. (C, D) Az endotélsejtek altal kifejtett huzéeré a lumen masik
oldaléig juttatja a kollagénkoteget. (E) A sejtek bazalis-luminalis polarizacidja megmarad.
(F) A kialakult oszlop egyetlen kollagénkdtegbél és az azt kdritlvevé endotélsejtekbdl all.
Az oszlop tovabbi novekedésében a fibroblasztok, pericitak bevandorlasa, és
extracellularis matrix termelése jatszik szerepet.

11.2.4. Glomeruloid angiogenezis

A makroszkoposan a vese glomerulusaihoz hasonl6 rendezetlen vaszkularis

struktirdk, a glomeruloid testek elsdsorban glioblasztomaban, illetve mas, tobbek

11
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kozott rossz prognozistt emlétumorokban fordulnak eld. Egér fiilben indukalt (24)
glomeruloid testek kialakuldsa sordn gyorsan proliferdl6, a lumenbe, és az
extravaszkularis matrixba toré, gyengén CD31 pozitiv sejtek komprimaljak a
kiindulasi eret. Végiil a kezdeti nagy lument t6bb kisebbre osztjak fel, endotélsejt
markerek expresszioja €s bazalis membran depozicidja kezdédik meg (24, 25). A
glomeruloid angiogenezis egy masik modelljében az extravazalt tumorsejtek erésen
tapadnak a kapillarisok bazalis membranjanak kiilsé felszinéhez, és feltehetden
huzoerejiikk eredményeképp alakulnak ki a glomeruloid testet felépité érhurkok. A
meglévd érrendszer egyszerli atrendezddése torténik meg az endotélsejtek

minimalis proliferacidja mellett (5. abra) (14, 20).

5. dbra: Glomeruloid angiogenezis (Forras:20). Endotélsejt (piros), bazalis membran
(szurke), tumorsejt (z0ld), pericita (barna). Extravazaciot kovetéen a tumorsejtek szorosan
az ér bazalis membranjanak kulsé felszinéhez tapadnak. A tumorsejt huzoéerejének
készdnhetben egy hurok jelenik meg a kapillarison. A proliferalé tumorsejtek tovabb huzzak
a kapillarist, ami tovabbi hurkokat eredményez, valamint a kapillaris glomeruloid testen
kivili részének elvékonyodasat. Az utolsé kép egy glomeruloid test kereszmetszetét
mutatja.

11.2.5. Vaszkularis mimikri
Az emlitett angiogenezis forméakon kiviil beszélhetiink még vaszkularis

mimikrir6l. Human melandma mintdk vizsgalataval, valamint in vitro modell
hasznalataval kimutattak, hogy a tumorsejtek fenotipusa megvaltozik, endotélsejtre
jellemzé TIE-1 expressziot mutathatnak, és 6k maguk alkotjak az ,érfalat”. A
folyamat az agressziv tumorsejtek jellemzdje. A  vaszkularis mimikri
eredményeképp kialakult mikrocirkulacié a tumorsejtek altal medialt, és

feltehet6en fliggetlen a tumorprogresszio alatti angiogén mechanizmusoktol (26).
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I1.3. Az angiogenezis molekularis hattere

Miutan Folkman megfogalmazta, hogy a tumorok angiogenezis fliggdek, a
tumorok novekedését a vérellatas kialakuldsanak megakadélyozéasaval probaltak
meggatolni. Ehhez az angiogenezisben részt vevé mediatorok, egymast keresztezd
szabalyozo utvonalak megismerése elengedhetetlen. Ezeket a mediatorokat a
tumorsejtek, endotélsejtek és a kornyezd stroma sejtjei  szekretaljak.
Megkiilonboztetiink pro- és anti-angiogén faktorokat. A legismertebb pro-angiogén
faktorok a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF), vérlemezke eredetii
novekedési faktor (PDGF), angiopoietinek (ANG), transzformaldo ndvekedési
faktor-p (TGF-P), bazikus fibroblaszt novekedési faktor (bFGF). Az anti-angiogén
hatasu faktorok kozott a legjelentdsebbek a trombospondin-1,-2 (TSP-1,-2),
interleukin-1 (IL-1), interferon-y (IFN-y) (27).

A két legfontosabb angiogén faktor a VEGF és a PDGF. Ezek koziil a
VEGF-A egy heparin-kot6 glikoprotein, mely az ereket alkotd sejtekre jellemz6
tirozin-kinaz receptoron keresztiil (VEGFR) hat. A tumorsejtek altal szekretalt 34-
42 kDa-os fehérje korabbi elnevezése a ,, Vascular Permeability Factor” (VPF).
Mivel a VPF szelektiv endotél mitogén, késobb a ,, Vascular Endothetlial Growth
Factor” (VEGF) elnevezést kapta (28). Egyik elsd szerepét a vezikulo-vakuolaris
organellumok (VVO) indukcidja kapcsan irtdk le. A VVO az endotélsejtekre
jellemzd  vakuolédris rendszer, mely a makromolekuldk extravazaciojanak
elsddleges utvonalat adja (29). A VEGF fiziologias folyamatok, mint az
embrionalis fejlodés, differenciacio szabalyozasaban is részt vesz (30), emellett
daganatokban az egyik legfontosabb funkcioja, hogy az angiogenezis serkentése
révén a tumorprogresszidt segiti el (31, 32). Ezt alatdmasztjadk Kim és mtsai.
eredményei is, akik karotiszba torténd oltassal harom cikluson keresztiil
szelektaltak az agyban kolonidkat képzd emld karcinoma sejteket. A szelektalt
sejtek Ujra oltva nagyobb valdszinliséggel képeztek agyi metasztazisokat. A sejtek
feliiliszoiban nagyobb mennyiségben talaltak VEGF-A-t, valamint IL-8-at, ebbdl
arra kovetkeztettek, hogy a VEGF-A expresszid befolyasolja a metasztazisképzo
képességet (33).

A PDGF csaladba négyféle, diszulfidhidakkal kapcsoloddé homodimer
PDGF-A-D, valamint egy heterodimer (PDGF-AB) tartozik. Ezek az izoformak
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tirozin-kinaz receptoraikon keresztiil (PDGFR-a és -f3) hatnak. A PDGFR-J altali
jelatvitel fontos az erek, valamint a vesék és a fehér zsirszovet kialakulasaban (34).
A PDGF szekrécio tobb sejttipusra jellemz0, a pericitdkra és endotélsejtekre is. Az
tovabba nélkiilozhetetlen azoknak az érfalba vald beépiiléséhez is (35,36). Egyes
tanulmanyok szerint a PDGF jelatvitelnek fontos szerepe lehet a malignus
folyamatokban, ugyanis bizonyos tumorokban a PDGF ¢s PDGFR gének mutacioit,
megnovekedett expresszidjat irtak le (37). Mivel a megnovekedett PDGF/PDGFR
autokrin médon ndvelheti a sejtproliferacidt, a célzott terapidk kozott PDGF
utvonalat gatlo szerek is fejlesztés alatt allnak (34, 37). A PDGFR gatlok hatasara
a pericitak levalnak az erekrdl, ami a tumor érhaldzatanak destabilizaciojahoz vezet
(38).

Az ANG-1 az endotélsejt specifikus tirozin-kinaz receptorat (TIE-2)
aktivalja, mely megndvekedett endotélsejt talélést és az érhaldzat stabilizaciojat
eredményezi. Az ANG-1 tumorokban betoltott szerepe még nem teljesen tisztazott.
Bar a legtobb irodalmi adat arra utal, hogy az ANG-1 pro-angiogén (39, 40), egyes
tanulmanyok szerint az ANG-1 magas expresszioja gatolja az angiogenezist, ezaltal
a tumorndvekedést (41, 42). Machein és mitsai. patkdny glidmasejtekben
transzfekcioval ANG-1 vagy ANG-2 amplifikacidét hoztak létre. Az ANG-1
feliilregulacioja tobb, eldgazasokat tartalmazo, pericitakkal boritott intratumoralis
eret eredményezett. Az ANG-2 feliilregulalt tumorok kisebbek voltak az iires
vektort tartalmazo sejtek tumoraindl is, €s ezek a tumorok aberrans ereket
tartalmaztak (43).

A TGF-B a tumor progresszid kezdeti szakaszdban tumor szupresszorként,

késobb promoéterként mikodik. Pro-angiogén hatasa a VEGF expresszid

crcr

----------

A bFGF in vitro kisérletek alapjan eldsegiti az endotélsejtek plazminogén

aktivator, valamint kollagendz termelését, ezaltal az extracellularis matrix (ECM)

rrrrrrrr

crer
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Az anti-angiogén elemek kozott a trombospondinok hatasa elsésorban a
tumor mikrokornyezetét érinti. A TSP-1 és -2 a VEGF antagonistdjaként gatolja a

VEGEF felszabadulasat és az altala szabalyozott jelatviteli utakat. Az anti-angiogén

.....

crer

gatoljak. Kimutattak, hogy IFN-y és IL-1 kombinacidja a bFGF altal indukalt

angiogenezist gatolja, az FGF receptorok kifejez6désének csokkentésével (49).

I1.4. Az extracellularis matrix szerepe az angiogenezisben

A mikrokornyezet jelentds szereppel bir a daganatok kialakulasaban,
terjedésében. Ennek egyik eleme az extracellularis matrix (ECM), egy komplex,
szdmos funkcidt ellatd biologiai rendszer, melynek fobb komponensei kiilonb6zo
kollagének, lamininek, fibronektin és heparan-szulfat proteoglikanok. Az ECM a
sejtek felé talélési szignalokat kozvetithet, fontos a differencialt allapot, szoveti
funkcié fenntartasaban (50-52).
folyamatokat is modosithatja bizonyos komponensei altal (53). Ilyenek tobbek
kozott a heparan-szulfat proteoglikanok, az ECM azon komponensei, melyek
kothetik a VEGF molekulat, ezaltal nem csak annak a hatéanyagok szaméara vald
elérhet6ségét, de az aktivitasat is modosithatjak (54).

Az irodalomban bizonyos ECM komponensek, tobbek kozott a fibronektin
angiogenezist befolyasold6 hatdsa ismert. A sebgyogyulasban ¢és tumoros
elvaltozasokban megfigyelhetd fibronektin/fibrin tartalmu matrix az endotélsejtek

kemoattraktdnsa, in vitro doézis fliggd moddon befolyasolja a kapillarisok

crer

crcr

Osszeépiilésének egyik fontos irdnyitojaként irtdk le. Szarvasmarha aorta
endotélsejtekkel végzett in vitro kisérletek arra utalnak, hogy ,,Sprouting”
angiogenezis soran kollagén I. termelés indukalodik az endotélsejtekben (57, 58).

Tovabbi irodalmi adatok szerint mds, nem fibrillaris kollagének angiogenezisben
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betoltott szerepe emelendd ki, azonban ez lehet angiogenezist serkentd és gatlo is:
a matrix-metalloproteazok altali hasitas a kollagének kiilonb6z6 iranyu funkcioit
indukalhatja, mint példaul a kollagén IV. MMP-2 4ltali hasitdsa olyan rejtett
epitopot tarhat fel, mely angiogenezist serkentd. Bizonyos kollagén IV.
fragmentumok  (arrestin  (al(IV)NC1), canstatin  (a2(IV)NC1), tumstatin
(a3(IV)NC1)) viszont angiogenezist gatlo szereppel birnak (59).

11.4.1. A sebgyogyulas
A szovetek sériilésekor a sériilt erekbdl fibrinogén jut a koérnyezetbe, a

véralvadés soran fibrin alakul ki. Ezt kdvetden gyulladdsos sejtek infiltraljdk az
atmeneti matrixot. Amennyiben nagyobb, kiterjedt sériilésrél van szo, kotészovettel
val6 helyettesités torténik, mely 0j erek képzddését, fibroblaszt migraciot és
proliferaciot, ECM termelést, és a fibrozus szovet reorganizaciojat foglalja magaba.
3-5 nappal a sériilést kovetden megjelenik a gydgyulasra jellemzd granulacids
szovet. Hisztologiai képét laza szerkezetli matrixba agyazott proliferald
fibroblasztok, 0j, vékony fali kapillarisok, kevés kollagén és gyulladasos sejtek
jellemzik (60).

A sebgyogyulas soran megfigyelhetd érképzédési forma a mar korabban
ismertetett bimboz6 angiogenezis. A seb extracelluldris matrixa jelentdsen
befolyasolhatja az angiogenezist, részben az integrin receptor expresszio
szabalyozéasaval. Az endotélsejteken megjelend avpB3 integrin receptor a bimb6zd
ér vezetd é€lének endotélsejtjén fejezddik ki és kapcsolodik a seb matrixdban
talalhato ligandjahoz (fibronektin/fibrin) (61).

A fibroblasztok altali ECM termelést elsdsorban a gyulladéasos sejtekbdl €s
az aktivalt endotélsejtekbdl szarmazo PDGF, bFGF és TGF-f3 indukalja. A folyamat
elérehaladtdval az angiogenezis és a matrix termelés mértéke csokken, a
granulacios szovetbdl inaktiv fibroblasztokat, stirtin elhelyezkedd kollagénrostokat
¢és egyéb ECM elemeket, kevés eret tartalmazo seb keletkezik (60).

Dvorak és mtsai. vetették fel, hogy a tumor nem gyogyul6 sebnek tekinthetd
(62), mivel a tumorban talalhatdé matrix hasonld Osszetételli, mint amit
sebgyogyulasban lathatunk. A fibronektin/fibrin tartalmu ideiglenes matrixot a
tumorokban ¢és sebekben is kevés kollagént tartalmazo granulaciods szovet valtja fel

(63). A matrix kialakulasanak modja részben eltérd. A fent emlitett sebgyogyulassal
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s

eld az erek permeabilitdsanak novelésével, ami fibrin depozicidt eredményez. A
késobbiekben a kollagéntartalmi matrix termelése a tumorban is az aktivalt

fibroblasztok altal torténik (64).

11.4.2. Az agy extracellularis madtrixa
Az agy extracellularis matrixdban nagy mennyiségben talalhatok kondroitin

szulfat proteoglikdnok (verzikén, brevikan, aggrekan, neurokan), hialuronan,
tenaszcinek (65).

Az angiogenezisben szerepet jatszd ECM elemek koziil a kollagének kis
mennyiségben taldlhatok a feln6tt agyban. Kollagén 1. kizardlag az arteriolak
falaban, illetve az agyhartyakban van jelen. Az erek bazalis membranjaban kollagén
IV. talalhat6 (66). A fibronektin az idegrendszer fejlddésében alapvetd fontossagu,
valamint az axonalis fejlédést és szinapszisformalast a fejlédé agyban (68).
Ugyanakkor a feln6tt agyban a fibronektin mar nincs jelen (69-71). A laminin a
bazalis membran f6 komponense. Ragcsalok cerebelluménak tanulményozasaval
idegrendszer fejlddésében. Ahogy ennek a folyamatnak vége, a laminin
expresszioja csokken, ezt kdvetden csak az erek bazalis membranjaban figyelhetd
meg (72, 73).

A bazalis membran egy specidlis extracellularis matrix, a legtobb szovetben
megtalalhat6 az epitelidlis-mezenchimalis hatdrvonalon. A bazalis membran, mint
neveébdl 1s adodik, a sejtek bazalis oldalan helyezkedik el, maguk a sejtek termelik.
Harom rétegét kiilonitjiikk el: (a) lamina lucida (b) lamina densa, (c) lamina
reticularis. Komponensei tobbek ko6zott laminin, kollagének, heparan-szulfat
proteoglikanok, nidogén (74, 75). Az egymashoz kapcsoldodo laminin molekulak
alkotjak a bazalis membran sejt feloli rétegét, melyhez a sejtek elsdsorban
integrinekkel kapcsolédnak. A laminin €s kollagén két egymastol fliggetlen halot
alkotnak, melyeket nidogén kot Ossze, valamint koztiik helyezkedik el a tobbi

bazalis membran komponens (74) (6.4bra).
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6. abra: A bazalis membran. (Forras: 74 (19. fejezet 1167. oldal)) A bazalis membran
szerkezete. A sejt integrin receptorokon keresztiil kapcsolddik az egyik f6 alkotorészéhez,
alamininhez. A sejttél tavolabb es6 bazalis membran réteget IV.-es tipusu kollagén alkotja.
A kollagént és a laminint nidogén koti dssze.

I1.5. Angiogenezis az agyban

Az agy embrionalis fejlédése soran az angiogenezist a VEGF-A, VEGFR-1
¢s VEGFR-2, valamint az angiopoietin receptorok, a TIE-1 és TIE-2 szabalyozza.
Ezen faktorok expresszios szintje a felnétt agyban fiziologias koriilmények kozott
alacsony. Az endotélsejtek vér-agy gat fenotipusat (komplex ,, tight junction -0k,
kevés vezikula, specializalt transzport) a lokalis agyi mikrokornyezet indukalja
(76).

Az agyi metasztazisok kialakuldsanak feltétele a tumorsejtek vér-agy gaton
vald atjutasa. A vér-agy gat fontos barrier funkciot 1at el. Alkotoelemei kozott
vannak az agyi endotélsejtek, pericitak, asztrocitak, idegvégzddések (77) (7. abra).
A var-agy gaton vald atjutast in vitro, melanoma sejteken vizsgéalva kimutattak,
hogy a tumorsejtek a kornyezetiikbe szekretalt zselatin bont6 szerin-proteazokkal
bontjdk meg a vér-agy gat integritasat (78), ezaltal képesek extravazicidra az

agyban is.
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7. abra: A vér-agy gat felépitése. A dezmin (piros) jeldléssel lathaték az érfalat alkoto
endotélsejtekhez (nem jeldlt) szoros kozelségben levd pericitak. A GFAP (z6ld) az
asztrocitak nyulvanyait jelolik, lathatd, amint szorosan korbefonjak az ér fellletét. A TOTO-
3 (kék) a sejtmagokat jeldli, ez megmutatja az endotélsejteket (nyil), illetve lathato, hogy
egy pericita mag (nyilhegy) is kerult a metszési sikba. Egység: 25um.

Bizonyos vizsgalatok kimutattdk, hogy az agy sériilése esetén neurogenezis
és angiogenezis indukalodik. Az angiogenezisnek agyi infarktusnal is fontos
szerepet tulajdonitanak, mivel a trauma utani nagyobb mértékii angiogenezis
korrelalt a hosszabb tuléléssel (79). Patkany fokalis agyi ischemia modellben
kimutattak, hogy megfelelé id6 eltelte utan (246ra) alkalmazott VEGF kezelés
csokkenti a 1ézi6 méretét, neurogenezist €s angiogenezist segit eld. Az infarktust
kovetd azonnali VEGF kezelés viszont 6démat, és vérzést okoz (80).

Az agytumorok kozott a glioblasztoma egy igen agressziv, az agyszovetbdl
kiindul6 daganat, melyben a magas intratumoralis érdenzités rossz progndzissal jar.
Ennek oka a rendkiviil gyors, infiltrativ ndvekedés, valamint a robusztus
angiogenezis (81). A glioblasztomaban gyakori a glomeruloid testek kialakulasa.
Ezeknek a struktaraknak a képzodésérdl még kevés informacionk van, a Dome és
mtsai. altal leirt, korabban mar emlitett mechanizmus csak egy lehetséges modellje

az ilyen testek 1étrejottének (14). Stiver és mtsai. ragesaldo modellben azt talaltak,
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hogy virusvektorral az agyba bevitt VEGF-A glomeruloid képzddést indukalt (82).
Az agressziv glioblasztoma sejtek nagy mennyiségli VEGF-et bocsatanak a
serkenti. Emiatt a VEGF gatlasa hatasos terapianak igérkezett, igy tobb VEGF ¢és
VEGFR gatlot kiprobaltak mar glioblasztomak kezelésében is (83, 84).
Bevacizumab kezelésre adott valaszként a tumorsejtek infiltrativ, az erek mentén
valo terjedést mutattak. A vizsgalatok azt is felvetették, hogy késobbi stadiumban
a tumor fenntarthatja az angiogenezist mas novekedési faktor utvonalon keresztiil,

azaz VEGF-tdl fiiggetleniil (84).

I1.6. A tumorszerkezet és az erezodés osszefiiggése

A szolid tumorokat tumorsejtek, extracellularis matrix és sejtes kotészoveti
elemek épitik fel. Ezeknek a komponenseknek az aranya és térbeli eloszldsa adja a
tumorok szerkezetét. Vermeulen és mtsai. a tumorszerkezet vizsgalataval harom
novekedési mintazatot irtak le majmetasztazisokban (85). A tumorok szerkezeti
elemeit és viszonyat a kdrnyezd parenchimaval paraffinos metszeteken vizsgaltak,
hematoxilin-eozin festést, retikulin festést, és kiilonboz6 immunhisztokémiai
jeloléseket (Ki-67, CD31, SMA, CKI18 kaszpaz hasitohelye) alkalmaztak. A
,, replacement” novekedési tipusnal elmosddott tumor-majparenchima hatarvonal
lathato, €és a majszerkezet enyhe kotdszovet felszaporodas mellett megtartott. Az
un. ,, pushing” és ,, dezmoplasztikus ” novekedést mutatd tumorokra a méjszerkezet
torzulasa jellemzO. A , pushing” tipusban a tumor hatarvonala éles, koriilotte
komprimalt méjparenchima lathatd. A , dezmoplasztikus” ndvekedési tipusban
széles kotdszovetes szaporulat valasztja el a tumor szélét a majszovettol.
Meghataroztdk az érdenzitast, a proliferdlo endotélsejtek, és apoptotizald
tumorsejtek szamat. Szemben a ,replacement” noévekedési mintazattal, az
endotélsejtek proliferacidja és az apoptozis mértéke a ,,pushing” nodvekedési
tumorokban volt a legmagasabb, az érdenzitas pedig a legalacsonyabb (85).

A tumorok szerkezetét, novekedési mintazatat ezeken feliil befolyasolhatja
a tumorsejtek differencidcios foka is. A differencialt tumorok a kiindulési szovetre
jellemzd morfoldgiai képet mutatnak. A differencialatlan tumoroknal a kiindulasi

szovet morfologiai jellegek alapjan esetenként nem meghatarozhatd (86).
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Kolorektalis karcinoma, illetve duktélis eml6 karcindma esetén egy fontos jellemzd
a mirigyes szerkezet megléte vagy hidnya. A tumorprogresszidé soran a sejtek
fokozatosan dedifferencialéodhatnak, ennek egy gyakran tanulmanyozott folyamata
az epitelialis-mezenchimalis transzdifferenciaci6 (EMT), ami az embrionalis
fejlédés soran is jol ismert folyamat. Ez a folyamat leegyszerlsitve az epitelilis
markerek elvesztésébdl és mezenchimalis markerek megjelenésébdl all. Daganatok
esettben az EMT folyamatit az invazidos ¢€s metasztazisképzé képesség
megemelkedésével hoztak kapcsolatba, igy a kutatasok egyik kozponti kérdésévé
valt (87, 88). Szabalyozasa még nem teljesen tisztazott, a benne szerepet jatszo
egyik legfontosabbnak vélt és legtobbet vizsgalt elem az E-cadherin transzmembran
glikoprotein.

A cadherinek alkotta fehérjecsalddba szdmos homofil transzmembran
glikoprotein tartozik, melyek Ca?*-fiiggd modon szabalyozzak a sejt-sejt adhéziot.
A cadherin csalddon beliil tobb alcsoport taldlhatd, melyek koziil az I-es tipusu
cadherinek kozé tartozik az E-cadherin (8. abra). Ez a legrégebben leirt (89)

cadherin, ami az ,,E” el6tagot az epitelialis szobol kapta (90).

8. dbra: Az E-cadherin vazlatos felépitése. Forras: (91). A pirossal jeldlt rész az E-
cadherin molekula. AJ: adherens junkcid, ED: extracellularis domén, CM: citoplazma
membran, ID: intracellularis domén, AC: Aktin citoszkeleton. Az E-cadherin interakcios
partnerei, a (1) B-catenin, a-catenin (2) és p120 (3) is lathatok.

Az E-cadherin expresszidja befolyasolja a tumorsejtek kozotti kapcsolat

crer

cadherin elvesztése és a daganat progresszioja kozott szoros kapcsolat van (92).

Allatkisérletekkel is demonstraltik ennek fontossagat. Az E-cadherin negativitas
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fokozta az adenoma-adenokarcindma atmenetet (93), a normalisnal magasabb
expresszidja viszont gatolta a progressziot (94).

Az E-cadherin expressziot szabalyozo egyik legfontosabb transzkripcios
faktor a TWIST-1, ami mas transzkripcios faktorok mellett csokkenti az E-cadherin
expressziot, megjelenik a vimentin intermedier filamentum, ami a mezenchimalis
transzdifferenciacio jele (95). Az E-cadherin expresszidjanak csokkenése mas
utvonalakon keresztiil is megvalosulhat (tobbek kozott TGF-B, FGF altal
szabalyozott jelatvitel), mely ugyancsak indukalhat EMT-t (90). Onder és mtsai. az
E-cadherin elvesztését kovetden talaltak TWIST-1 feliilregulaciot, ami arra utal,
hogy az E-cadherin elvesztése sajat represszorainak indukcidjaval jarhat (96). Mas
E-cadherin represszorok is ismertek, melyek kozvetleniil az E-cadherin
prométeréhez  kotve befolyasolhatjak a  transzkripcidt. Ezek un.  cink-ujj
transzkripcios faktorok, a SNAIL, Slug, ZEB-1, ZEB-2 (97).

Az E-cadherin fehérjének a tumorokban a fentebbieknek megfeleléen
invazio ¢és metasztazis gatlo szerepet tulajdonitottak, elvesztését a tumorok
metasztazisképzo képességével is kapcsolatba hoztdk (98), azonban a kérdés, hogy
az E-cadherin hogyan befolyasolja a tumorprogressziot, még sok feltaratlan

részletet hagyott maga utan.
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III. CELKITUZESEK

1. Agymetasztazisok vaszkularizaciés mechanizmusanak meghatarozasa ot

kiilonb6z6 szoveti eredetli tumorsejtvonal esetében.

2. A kiilonb6z6 tumorok ndvekedési mintazatanak hatasa az agymetasztazisok
vaszkularizaciojara.
3. Angiogenezis faktorok és receptoraik in vitro €s in vivo expresszidjanak

RNS és fehérje szintll analizise, illetve ezek Osszefliggésének vizsgalata az

agymetasztazisok vaszkularizacidjaval.

4. Az E-cadherin csendesités hatdsa az agymetasztazisok novekedési

mintazatara és vaszkularizaciojara.

23



DOI:10.14753/SE.2015.1732

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Allatkisérletek

1V.1.1. Kisérleti dallatok
A Kkisérletekhez a Semmelweis Egyetem, I.sz. Patologiai és Kisérleti

Rékkutatd Intézet allathazi tenyészetébdl szarmazd, standard koriilmények kozott
tartott 8 hetes C57Bl/6 him egereket hasznaltunk, melyek sulya a kisérlet
kezdetekor 25 ¢és 30g kozott volt. A human sejtvonalak oltdsdhoz him SCID
egereket hasznaltunk, melyek stlya 20-25g volt. Az allatok a kisérlet soran
sziikségletiiknek megfelelden fogyasztottak ragcesald tapot (Charles River) és
csapvizet. A sotét-vilagos ciklusok 12 oranként véaltakoztak. Intézetiink az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics engedélyével rendelkezik (Ikt.sz.:
22.1/1159/3/2010). A tenyésztés és a kezelés soran a Semmelweis Egyetem

kisérleti allatok gondozasara kidolgozott ajanlasait kdvettiik.

IV.1.2. Sejtvonalak
A kisérletekhez egér C38 kolorektalis karcinoma, huméan HT25 kolorektalis

karcindéma, HT-1080 fibroszarkéoma, H-1650 tiid6 adenokarcinéma, valamint ZR-

75-1 emld karcindma sejtvonalakat hasznaltunk.

Az egér eredetii tumorsejtvonal fenntartdasa és elokészitése az oltdasra:

A C38 sejtvonalat sorozatos, in vivo szubkutan transzplantacioval tartottuk
fent, és az ezekbdl a tumorokbol eldkészitett sejtek injektalasaval hoztunk létre
agymetasztazisokat. A szubkutan fenntartott C38 tumorokat eltavolitottuk, szikével
1-2mme-es darabokra vagtuk, majd 0,7mg/ml kollagenaz IV. (Sigma-Aldrich,
Kat.szam: C5138) jelenlétében (szérum-mentes RPMI-1640 médiumban (Sigma-
Aldrich, Kat. szam: R8758)), 45 percen at 37°C-on, razatas mellett inkubaltuk.
Ezutdn a sejtszuszpenziot négy réteg steril gézlapon atsziirtik, majd
lecentrifugaltuk (10 perc, 800rpm, 4°C). A pelletet 10ml szérum-mentes RPMI-ben
vettiik fel, Biirker-kamra segitségével megszamoltuk a sejteket. Ujabb
centrifugalast kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, és a tdmény sejtszuszpenziobol

oltottunk kdzvetleniil az egerek agyéba.
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Lentebb részletezett kisérletekhez (Western-blot, kvantitativ valds idejii
PCR) a szubkutan tumorbol nyert minta nem megfeleld tisztasagu, igy a szubkutan
tumorok egy rész¢ebdl in vitro primer kulturat hoztunk 1étre. Ez a sejttipus nehezen
tenyészthetd in vitro koriilmények kozott, az irodalomban rd vonatkozo in vitro
fenntartéasi protokoll nem ismeretes, A kisérletekhez sziikséges sejtszam eléréséhez
sikeresen dolgoztunk ki egy rovid tava tenyésztési protokollt.

A szubkutan fenntartott C38 tumort eltavolitottuk, szikével 1-2mm-es
darabokra vagtuk. A darabokat 15ml 10% FBS-t (fetalis szarvasmarha szérum,
Sigma-Aldrich, Kat. szam: F4135) és gentamicint (Sandoz GmbH, OGYI-T-
5087/02) tartalmaz6 RPMI-1640 médiumba tettiik, alaposan Osszeraztuk, majd 4
réteg steril gézlapon atsziirtiik. A kapott szuszpenzidt lecentrifugaltuk (10 perc,
800rpm), majd 10ml tipfolyadékban reszuszpendaltuk. Szamoldst kovetden
2,5x10° db ¢19 sejtet tettiink tapfolyadékot tartalmazo T25-6s tenyésztdedényekbe
(Sarstedt, Kat. szam: 83.1810). Optimalis koriilmények kozott a tenyészetet 3
naponta passzaltuk. A T25-6s tenyésztéedény kb. 3x10° db-os sejtszam elérésekor
valt konfluenssé. Passzalaskor legalabb 5x10° sejtet hagytunk meg, mert az ennél
kevesebb kiindulasi sejtszam jelentdsen lelassitotta a novekedést. Fontos volt szem
eldtt tartani, hogy a tenyészet ne szaporodjon til. Az egyrétegli tenyészetben ekkor
ugyanis sejtaggregatumok alakultak ki, melyek kozepét az aggregatum nagy mérete
miatt elhalt sejtek alkottak. Ennek kovetkeztében a sejtek viabilitisa jelentdsen

csokkent.

Human eredetii sejtvonalak elokészitése az oltasra:

A tenyészetben tartott exponencidlis novekedési fazisban levé HT25, HT-
1080, H-1650, valamint ZR-75-1 sejteket 1x tripszin-EDTA-val (Sigma-Aldrich,
Kat. szam: T4174) 5 percen at 37°C-on torténd inkubalassal vittiik szuszpenzioba,
majd a reakci6 leallitasahoz 4ml RPMI-1640 (+10% FBS, +gentamicin) médiumot
adtunk hozzajuk. Sejtszamolast, és centrifugalast (10 perc, 800rpm, 4°C) kovetden
a sejteket szérum-mentes RPMI-1640-ben szuszpendaltuk és ijabb centrifugéalas
utan 100-150ul szérum-mentes RPMI-ben vettiik fel a pelletet. Az igy el6készitett

szuszpenziot hasznaltuk az oltas soran.
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1V.1.3. A metasztazisok létrehozdsa
Agymetasztazisok  létrehozasahoz az  egereket  ketamin-Xylazin

(80:12mg/kg dozis, Sigma-Aldrich, Kat. szam: K113) intraperitonealis (i.p.)
injekciojaval altattuk. A fejbdr kozépvonaldban hosszanti vagast ejtettiink, majd a
jobb oldali parietalis koponyacsontot a koronavarrattol 2mm-re posterior, a
nyilvarrattdl 1-2mm-re lateralisan, a felszinen érmentes teriileten 21G tiivel (Braun)
atfartuk (9. abra). A sejteket lassan, 10ul-es Hamilton fecskendével injektaltuk.
Mindegyik sejttipus szuszpenzi6jabol 2ul-t adtunk be. Ezaltal nagysagrendileg 10*
db €16 C38 sejtet oltottunk be allatonként. A human tumorok esetében a sejtszam
8-12x10° db kozé esett. A beadast kovetden a tiit 15-30 masodpercig a helyén
tartottuk, hogy megelozziik a sejtek hirtelen nyoméasvaltozas miatt torténd
kidaramlasat a szlrcsatornabol. A bort a sebek zarasara alkalmas kapcsokkal

bezartuk.

9. abra: Az oltasi folyamat. A strukturak lathatésaga érdekében a koponya teljes
hosszaban felvagtuk a bért. Tajékozodasi alapul a koronavarrat (nagy nyil) és a nyilvarrat
(kis nyil) szolgalt (B: Bregma, L: Lambda). A koponya atfurasat koronavarrattél 2mm-re
posterior, a nyilvarrattdl 1-2mm-re lateralisan végeztik el. Egység: 1mm.

1V.1.4. Sebgyogyulas vizsgdlata
Az agyba torténd direkt oltds altal okozott torténések vizsgalatara a
metasztazisok létrehozasaval azonos modon sebzést végeztiink, sejtek és szérum-

mentes tapfolyadék beoltasa nélkiil.

1V.1.5. Mintavétel
A terminalas (cervikalis diszlokacio) 7-10 nappal a C38 és HT-1080, illetve

21-28 nappal a HT25, H-1650, valamint ZR-75-1 sejtek oltasat kdvetden tortént

meg.

26



DOI:10.14753/SE.2015.1732

A sebgyogyulas folyamatanak vizsgalatdhoz az allatokat a sebzést kdvetd
2.,3.,4.,5.,7.,9., 14. és 21. napon oltiik le.

Az egerek agyat az eltavolitast kovetden folyékony nitrogénen hiitott
izopentanban (Sigma-Aldrich, Kat. szam: 270342) lefagyasztottuk. A mintakat
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A mintak egy részét 10%-0s pufferolt formalin
oldatban fixaltuk.

IV.2. A mintak feldolgozasa

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott szovetekbdl hematoxilin-eozin

(H&E) festett metszeteket készitettiink.

1V.2.1. Immunhisztokémiai vizsgalatok
A mintdkb6l 15um-es fagyasztott metszeteket készitettiink (Shandon

kriomikrotom, 0620M) és toluidinkék 1%-os oldataval (Sigma-Aldrich, Kat. szam:
198161) megfestve ellendriztikk a tumorok elhelyezkedését. Kisérleteink soran
azok a mintak lettek felhasznalva, melyekben kizardlag az agy parenchiméjara
lokalizalt, a kérgestestet (corpus callosum) nem érint6 tumorok voltak
azonosithatok. A tovabbi vizsgalatokra készitett metszeteket 10 percen at -20°C-on
fixaltuk metanolban, majd PBS-ben mostuk 3x5 percig. A kisérletek soran indirekt
immunhisztokémiai modszert alkalmaztunk, melyben elsédleges ellenanyaggal (1.
tablazat) torténd 60 perces inkubaci6 és PBS-es mosas utan 30 perc fluorokrommal
jelolt masodlagos ellenanyaggal (2-3. tablazat) torténd inkubacid szerepel. Egy
esetben hasznaltunk n. direkt jeldlt ellenanyagot (panCK-FITC) a human tumorok
lokalizaci6janak meghatdrozasdhoz. Sziikség esetén a sejtmagok festését is
elvégeztiik. A hasznalt elsddleges ellenanyagok és fluoreszcens festékek listajat az
1. tablazat mutatja. A metszeteket fluoreszcens vizsgalatokra alkalmas
feddanyaggal fedtiik le (Fluorescent Mounting Medium, Dako, Kat. szam: S3023).
A mintakrol konfokalis mikroszkoppal (Bio-Rad MRC-1024) készitettiink képeket.
A mérések pontossaga érdekében azonos érdenzitdsu teriiletekrél kiindulod

tumorokat vizsgaltunk.
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1. tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn hasznalt elsddleges

ellenanyagok és fluoreszcens festékek

Ellenanyag | Faj/klonalitas Gyarto Kat. szam | Higitas
BrdU Egér monoklonalis | BD Pharmingen | 347580 1:50
CD31 Patkany BD Pharmingen | 550275 1:50
monoklonalis
CDA49c Egér monoklonalis | Novocastra NCL- 1:100
CD49c
CK7 Egér monoklonalis | Biogenex MU255-UC | 1:50
Claudin3 Nyul poliklonalis Invitrogen 34-1700 1:50
Kollagén I. Nyul poliklonalis Chemicon AB765P 1:100
Dezmin Nyul poliklonalis Lab Vision RB-9014-P | 1:200
E-cadherin Egér monoklonalis | Dako M3612 1:100
EMA Egér monoklonalis | Novocastra NCL-EMA | 1:50
GFAP Egér monoklonalis | BD Pharmingen | 556330 1:100
Laminin Egér monoklonalis | Millipore MAB88918 | 1:50
Laminin Nyul poliklonalis Dako Z0097 1:200
Laminin5 Nyul poliklonalis | Abcam 14509 1:50
panCK-FITC | Egér monoklonalis | Dako F0859 1:50
(MNF116)
panCK Egér monoklonalis | Dako MO0821 1:100
(MNF116)
SMA Egér monoklonalis | Dako MO0851 1:200
DAPI Sigma-Aldrich 32670 1:100
Propidium- Invitrogen P3566 1:500
jodid
TOTO-3 Invitrogen T3604 1:500

2. tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordan hasznalt masodlagos

ellenanyagok

Ellenanyag | Faj/klonalitas | Gyarté Kat. szam Higitas

FITC Szamar Jackson 715-095-150 | 1:200

konjugalt poliklonalis Immunoresearch 711-095-152
712-095-150

TRITC Szamar Jackson 715-025-150 | 1:200

konjugalt poliklondlis Immunoresearch 711-025-152

Cy5 Szamar Jackson 715-175-150 | 1:200

konjugalt poliklondlis Immunoresearch 711-175-152
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3. tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt fluorokromok

tulajdonsagai
Fluorokrom Excitacios max. Detektalo sziirok
FITC 494 522/32
TRITC 554 580/32
Cy5 650 680/32
TOTO-3 642 680/32
DAPI 359 455/30
Propidium-jodid 536 605/32

1V.2.2. Az erekben torténd proliferdcio BrdU beépiilésen alapulo vizsgalata
Az allatoknak terminalas eldtt egy oraval 200mg/kg BrdU-t (brom-dezoxi-

uridin, Sigma-Aldrich, Kat. szam: B5002) adtunk intraperitonealisan. A BrdU egy
szintetikus timidin analdég, mely a sejtciklus S-fazisdban levd sejtek ujonnan
szintetizalodott DNS-¢ébe épiil be, igy a megfelelé ellenanyag hasznalataval
kimutathat6éva valnak a proliferal6 sejtek.

A mintdkbol 10um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
metanolban fixaltunk (10 percen at, -20°C-on). Fixalast és mosast kovetden a
mintakat 2N HCl-ban inkubaltuk 10 percen at szobahdémérsékleten (a DNS
denaturacio az ellenanyag bekotddésének feltétele).

A DNS-be beépiilt BrdU-t indirekt immunhisztokémiai reakcidval tettiik
lathatova. BrdU mellett laminin jellést alkalmaztunk, a sejtmagok festésére DAPI-
t (diamino-fenilindol) hasznaltunk.

A metszeteket Nikon TE300 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, 100x-
os objektiv hasznalataval. Intratumordlisan és peritumoralisan (a tumor szélétdl
szamitott 200pm = egy latotérnyi szélesség) az erek bazalis membranjat jelzd
laminin altal meghatarozott teriileten beliil elhelyezkedd BrdU jelolt és jeldletlen
sejtmagokat (endotélsejtek ¢€s pericitdk) szamoltuk le. Tumortipusonként 3-6
allatbol, allatonként 100-500 sejtet szamoltunk le. A jelzési indexet a jelolt sejtek
¢s az Osszes sejt hanyadosa adta. A C38 esetében a tumorok periféridjan

elhelyezkedd, a tumorral épp érintkezd ereket kiilon kategoridban szamoltuk.

1V.2.3. Morfometria
A mintdkbdl sorozatmetszeteket készitettiink, és a tumorok legnagyobb

Kiterjedésénél készitett metszeteket hasznaltuk fel a mérésekhez. 4x-es objektivvel
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készitettiink képeket, melyeken meghataroztuk a tumor altal elfoglalt teriilet
nagysagat (T, mm?). Ebbd] kiszamoltuk az elvaltozas elméleti atmérdjét (d, mm).
CD31 ¢és laminin jelolt metszetekrél 10x-es objektivvel készitettiink
képeket, melyeken minden intratumoralis €s peritumoralis (a tumor szélétdl
szamitott 200pum-en beliil) ér figyelembe vételével meghataroztuk az érdenzitést
(db/mm?), ératmérét (mm), valamint az erek eldgazisi pontjainak szamat. Az
ératmérd esetében a laminin altal kirajzolt legkisebb kiterjedést hasznaltuk. Az
eldgazasi pontok szamolasanal a peritumoralis teriileteket vettiilk kontroll
értékeknek, a mas mintakban mas metszési sikon torténé mérésekbol adodo
hibalehetdségek kizarasa miatt. Az eredményeket az intratumoralis és peritumoralis
értékek hanyadosa adta. Az érdenzitast és az ératmér6t kontroll (tumormentes)
allatokbol szarmaz6 mintakon, valamint a sebgyogyulds vizsgalatdhoz hasznalt
mintdkon is meghataroztuk. A mérésekhez a Quick Photo Micro 2.2 szoftvert

(Olympus) hasznaltuk.

1V.2.4. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok
A tumoros mintdk egy részét elektronmikroszkdopos vizsgélatok céljara

készitettiik eld. Ennek soran az allatokat heparinos PBS utdn jégen hiitott 4%
paraformaldehid (PFA, Reanal, Kat.szam: 25550-1-12-38), 1% glutaraldehid (GA,
Merck: Kat. szam: 1121790025) oldattal perfundaltuk, majd a tumort tartalmazo
szovetet pengével 1-2mm?3-es darabokra vagtuk. A mintakat 2 oran 4t a fixald
oldatban hagytuk 4°C-on. Ezt kdveten éjszakan at PBS-ben mostuk. A mintakat
5mg/ml kalium-ferrocianidot (Kas[Fe(CN)e], sarga vérlugsd) tartalmazd 1%
ozmium-tetroxid oldatban (Sigma-Aldrich, Kat. szam: O5500) utofixaltuk 2 6ran
at. PBS utan felszallo acetonsorban (50-70-90-100%, 30-30-30-3x30 perc)
viztelenitettiik. A bedgyazashoz SPURR gyantat hasznaltunk (Spurr Low Viscosity
Embedding Kit, Sigma-Aldrich, Kat.szam: EM0300). A gyanta éjszakan at 56°C-
on polimerizalddott. Ezt kdvetéen a mintakbol félvékony (0,5um, Reichert OmU2
Mikrotom, Ausztria), majd ultravékony (70-100nm, RMC MT-7 Ultramikrotom,
USA) metszeteket készitettiink. Az ultravékony metszetek vizsgalata Philips CM10
(Philips Research, Eindhoven, Netherlands) elektronmikroszkoppal tortént.
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IV.3. Molekularis bioldgiai modszerek

IV.3.1. Western-blot
Mind az Gt hasznalt sejttipusbol azonos moddon készitettiink fehérje

preparatumokat. A tenyészetben tartott exponencidlis novekedési fazisban levd
sejteket 1x tripszin-EDTA-val (Sigma-Aldrich, Kat. szam: T4174) 5 percen at
37°C-on torténd inkubalassal vittiikk szuszpenzidba, majd a reakcio leallitasahoz
4ml RPMI-1640 (+10% FBS, +gentamicin) médiumot adtunk hozzajuk.
Sejtszamolast, és centrifugalast (10 perc, 800 rpm, 4°C) kdvetben a sejteket elészor
szérum-mentes RPMI-1640-ben, majd steril PBS-ben mostuk. A pelletet (kb. 10’
db sejt) 1ml lizispufferben vettiik fel (10mmol/L Tris, pH 7.5, Immol/L EDTA,
150mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 0.5mmol/L NasVVOs, és proteaz inhibitor
koktél (Sigma-Aldrich, Kat. szam: P8340)). 30 perces 4°C-on torténd inkubaciot
kovetden a lizatumokat lecentrifugaltuk (15 perc, 13000rpm, 4°C). A feliiltszokat
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

modszerrel végeztik (Bio-Rad, Kat. szam: 500-0202), BSA standard sort
hasznaltunk a kiértékeléshez. A mérés soran a Bradford-reagenst desztillalt vizzel
4:1 ardnyban higitottuk. 990ul higitott reagenshez 10ul mintat adtunk, vak
mérés¢hez pedig ugyanennyi vizet. Enyhe vortexelést kdvetden a mintakat
fotometridsan 595nm-en mértiik le. Az eredmények alapjan kiszamoltuk a vizsgalt
mintakban 1év6 fehérje mennyiséget.

A mintdk 200ul-¢hez megfelel6 mennyiségli 6x-os redukaldé mintapuffert
mértiink, és 10 percig 95°C-on inkubaltuk 6ket. Tovabbi felhasznalasig a mintakat
-80°C-on taroltuk.

A poliakrilamid gélelektroforézishez (12,5%-0s gél) hasznalt puffer-
rendszerek Osszetételét a 4. tablazat mutatja. A Bradford-moédszerrel kapott
eredmények alapjan, a mintapuffer hozzaadasa altal okozott higitast figyelembe
véve azonos mennyiségli, 80ug fehérjét, illetve 2ul elére festett standardot
hasznaltunk (Precision Plus Dual Color Protein Standard; Bio-Rad, Kat. szam: 161-
0374). Az elektroforézist konstans 200V fesziiltségen kb. 30 percig végeztik. A
gélben levo, elektroforézissel szétvalasztott fehérjéket elektroblottolassal polivinil-

difluorid (PVDF) membranra juttattuk at (Sequi-Blot PVDF Membrane, Bio Rad,
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Kat. szam: 162-0184). A blottolast konstans 200mA aramerdsség mellett két dran

at végeztiik.

4. tablazat: A poliakrilamid gélelektroforézis és elektroblottolds soran hasznalt

puffer-rendszerek

Szeparalo gél Koncentralo gél | Futtaté puffer Blottolo puffer
puffere (pH=8,8) | puffere (pH=6,8) (5x-0s) (3x-0s)
118,39 g Tris-HCI | 7,88 g Tris-HCI Tris 45,39 Tris 5,659
2 g SDS 29 SDS Glicin 216 g Glicin 27 g
dH>0 500 ml-ig dH>0 100 ml-ig SDS15¢ dH>0O 1000 ml-ig

dH20 3000 ml-ig

Ponceau (Sigma-Aldrich, Kat. szam: P7170) festéssel ellenériztiik a
blottolas sikerességét. A festék PBS-el torténd kimosasat kovetden 5% zsirszegény
tejport tartalmazé PBS-el végeztiink blokkolast, éjszakan at 4°C-on. PBS-es mosas
(3x5 perc) utan primer ellenanyaggal (VEGF, 1:1000, Abcam, Kat.szam: ab46154,
bels6 kontroll: B-actin, 1:200, Thermo Scientific, Kat. szam: RB-9421-P0) t6rténd
inkubécio (90 perc), PBS-es mosas (3x5 perc), majd biotindlt anti-nyul IgG
(1:1000) kovetkezett (60 perc). 3x5 perc PBS utan Avidin-Biotin kitet hasznaltunk
(Vectastain Elite ABC-Peroxidase Kit, Vector Laboratories, Kat. szam: PK-6100).
Az utols6 mosast kovetéen az eldhivast ECL-reagens (Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Kat. szam: 34077), majd DAB kit
(Diaminobenzidine, Vector Laboratories, Kat. szdm: SK-4105) segitségével
végeztiik.

Az ECL-reagenssel torténd elhivast kovetden a kapott jeleket rogzitettiik
(Kodak 1S4000MM Digital Imaging System) majd a Kodak Molecular Imaging
Software 4.0.3 segitségével denzitometraltuk a képet. A program altal az egyes
csikokhoz megadott intenzitasértékeket vettiik figyelembe.
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1V.3.2. RNS izoldlds
Az in vitro fenntartott sejtkultirak mindegyikéb6él RNS izolalasra is

készitettiink eld mintdkat. Minden esetben 1x10° db sejtbél indultunk Ki.
Centrifugalas (10 perc, 800rpm) utan kétszer steril PBS-el mostuk a sejteket, majd
az RNS izolalast Trizolos modszerrel végeztiik a gyartd ajanlasa szerint (TRIzol,
Invitrogen, Kat.szdm:15596-018). Az RNS mindségét és mennyiségét Nanodrop
ND1000 spektrofotométerrel ellendriztiik.

A tumorszovetet tartalmazo egér agyakbol készitett 15um-es fagyasztott
metszeteket 10 percig metanolban fixaltuk -20°C-on. DEPC-vizzel (Dietil-
pirokarbondt) torténé mosas utdn 5 perc RNaz mentes hematoxilin festés
kovetkezett, majd autoklavozott csapvizzel differencidltunk. DEPC-vizes mosas
utan kiszaritottuk a metszeteket. Peritumoralis (a tumor szélétdl szamitott 200um-
en beliil esO teriilet), valamint intratumoralis teriileteket mikrodisszekaltunk
(PALM MicroBeam, Zeiss) (10. &bra). Osszesen allatonként 180-250pum?2-nyi
terliletet gyljtottiink be, tumortipusonként 2 allat mintait hasznaltuk. Az RNS
izolalast Ambion kit segitségével végeztiik, a gyartd ajanlasa szerint (RNAqueous-
Micro Kit, Ambion, Kat.szam: AM1931).

10. abra: Lézer mikrodisszekalt mintak. H-1650 tumorbdl készitett metszet
intratumoralis szdvet (A), valamint HT25 tumor metszetébdl peritumoralis szovet (B)
mikrodisszekciojat kdvetd képek. Egység: 100um (A, B).

1V.3.3. Reverz transzkripcio

A cDNS szintéziséhez a cDNA High Capacity Archive kit-et (Applied
Biosystems, Kat.szam: 4368813) hasznaltuk a gyart6 ajanldsa szerint. 1pg RNS
(lézer mikrodisszekcidval nyert mintak esetén a teljes izoldlt RNS mennyiség)
kvantitativ konverziojat hajtottuk végre 100ul végtérfogatban. A reakcié a PE 2400
Gene Amp PCR késziilékben zajlott — 10 perces 25°C-on t6rténé inkubaciot
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kdvetden — 120 percen keresztiil, 37°C-on. A cDNS mintékat tovabbi felhasznalasig
-20°C-on taroltuk. A reverz transzkripcié reakcidelegy-Osszetételét az 5. tablazat

mutatja.

5. tablazat: A reverz transzkripcid reakcidelegy-osszetétele

Komponens Bemérés
Random hexamer 10 pl
RNS templat I ug
dNTP mix (100 mM) 4l

RT Puffer (10x) 10 ul
Reverz transzkriptaz (50U/ pl) S5ul
RNéz mentes H20 100 pl-ig

1V.3.4. QRT-PCR analizis
A tanulményozott angiogenezis markerek szdveti expresszidjat a vizsgalni

kivant mintdkbol RNS-izolalast és reverz transzkripciot kovetden kvantitativ valos
idejii (real-time) PCR technikaval hataroztuk meg. A valos idejii PCR segitségével
a polimeraz lancreakcidé minden egyes ciklusiban meghatarozhatdo az addig
keletkezett termék mennyisége. Az Applied Biosystems TagMan Gene Expression
Assay™ rendszerét hasznaltuk. A kiértékeléshez a GAPDH haztartasi gént
valasztottuk referenciaként. Minden mintat triplikatumban futtattunk, 20pl
reakciotérfogatban.

A TagMan® detektalas sordn az egyes ciklusokban mért fluoreszcencia értéke
aranyos a keletkezett termék mennyiségével. Megrajzolhatd a reakcid kinetikai
gorbéje, igy meghatarozhatjuk a vizsgalt termék kiinduldsi mennyiségét. A
kiértékeléshez az Abi Prism 7300 System Software-t hasznaltuk.

A gorbék analizisénél eldszor meghataroztunk egy, a reakcidok
exponencialis fazisaba esd fluoreszcencia kiiszobértéket. A program ezutan
automatikusan tablazatba foglalja azokat a ciklusszamokat, melyekben az adott
reakcio eléri a kiiszobértéket. Ezeket a ciklusszdm értékeket nevezziik Cr értéknek.
A kiilonboz6 probakat ugyanahhoz a belsé standardhoz viszonyitva a

génexpresszios szinteket a ACt mddszerrel hataroztuk meg.
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Az Altalunk hasznalt TagMan Gene Expression Assay™ segitségével, a
leggyakrabban vizsgalt angiogén faktorok €s receptoraik koziil mi a 6. tablazatban
felsoroltak expresszidjat vizsgaltuk.

A reakcidelegy Osszetételét a 7. tablazat, a polimerdz lancreakcio

hémérsékleti profiljat pedig a 8. tdblazat mutatja.

6. tablazat: A valods idejii PCR analizis soran hasznalt TagMan probak
Sejtvonal | C38 HT25, HT-1080, H-1650, ZR-75-1
Proba VEGF-A (Mm01281449) VEGF-A (Hs00173626)

PDGF-B (Mm01298578) PDGF-B (Hs00234042)

ANG-1 (Mm01129232) ANG-1 (Hs00162807)

VEGFR-2 (Mm00440099) | VEGFR-2 (Mm00440099)
PDGFR-B (Mm01262489) | PDGFR- (Mm01262489)

TIE-2 (MmO00443242) TIE-2 (Mm00443242)

7. tablazat. A valds idejii PCR reakcidelegy dsszetétele

Komponens Bemérés

TagMan® Master Mix (2x) 10 ul

Assay (primer €s proba; 20x) | 1 pl

cDNS templat 70 ng

Desztillalt viz 20 pl-ig
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8. tablazat. A valos idejii PCR homérsékleti profilja

Lépés Hoémérséklet Idé
Aktivacid 50°C 2 perc
Kezdeti denaturacio 95°C 10 perc.
Denaturacid 95°C 15 mperc.
Anclléci6-Extenzid 60 °C 1 perc. } 50 cikdus

IV.4. E-cadherin csendesitése shRNS-el a HT25 sejtvonalban

1V.A4.1. Transzfekcio
Az E-cahderin csendesitéshez egy gyari shRNS-t koédold plazmidot

hasznaltunk (SureSilencing shRNA Plasmid for Human CDHI, SA Biosciences,
Kat. szam: KHO0135N), melynek szekvencia adatait a gyartdé nem bocsatotta
redelkezéstinkre.

A plazmidokat kompetens E.coli (JM-109) baktériumokban szaporitottuk
fel. A kompetens E. coli sejteket a gyartotdl érkezett plazmid 1pg-javal
transzformaltuk hésokk segitségével (90mp, 42°C-on, 2 perc jégen). Kanamycint
(0,1mg/ml) tartalmazé LB-agar lemezre vald szélesztés utan masnap 3 kiilonallo
baktériumkoloniat szaporitottunk frissen készitett és autoklavozott, 10-10ml utolag
hozzaadott  kanamycint (0,Img/ml) tartalmaz6 LB médiumban. A
baktériumkulturat éjszakan at 37°C-on razatas mellett novesztettiik. Steril
lombikokban 200-200ml antibiotikumos LB médiumba 5-5ml-t ontottiink az
¢éjszaka felszaporodott baktériumkultirabol, majd 37°C-on razattuk. A
baktériumok ndévekedését folyamatosan monitoroztuk az optikai denzitds (OD,
600nm) mérésének segitségével. Kontrollként tires LB médiumot hasznaltunk.

A megfeleld OD (0,5) értékekkel rendelkezd baktériumkultirdkbol Quiagen
kit segitségével plazmid midiprepet készitettlink, a gyartd ajanlasa szerint (Quiagen
Plasmid Midi Kit, Quiagen, Kat. szdm: 12143). A plazmid DNS mindségét és
mennyiségét Nanodrop ND1000 spektrofotométerrel ellendriztiik.

A transzfektalt sejtek szelekcigjahoz a plazmidrol kapott informaciok
alapjan geneticin sziikséges (Geneticin® Selective Antibiotic (G418 Sulfate),
Invitrogen, Kat. szam: 11811-031). A megfeleld szelekcié érdekében

eldkiseérletekkel meghataroztuk azt a dozist, mely mellett a plazmidot nem
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tartalmazd HT25 sejtek 2-3 nap alatt elpusztultak. Kisérleteink soran a kdvetkezd
dozisokat probaltuk ki: 0,25mg/ml, 0,5mg/ml, 0,75mg/l, 1mg/ml, 1,5mg/ml.
Megfigyeléseinknek megfeleléen a transzfektalt sejtek szelekciojara alkalmas
dozisnak a 0,75mg/ml bizonyult.

A plazmid DNS-t kémiai transzfekcioval (PEI, Polyethyleneimine, Sigma-
Aldrich, Kat. szam: 764604) juttattuk be a HT25 sejtekbe. Ehhez a sejteket 6 lyuku
tenyésztéedénybe (Sarstedt, Kat. szam: 83.1839.300) raktuk (4x10* db sejt/lyuk).
Masnap szérum ¢és antibiotikum mentes RPMI-1640 tapfolyadékban higitottuk a
plazmid DNS-t (1pg/100ul), majd ehhez megfeleld6 mennyiségii 1mg/ml-es PEI
torzsoldatot adtunk (3ul PEI/1pug plazmid DNS). Enyhe szuszpendalés ¢és 10 perces
szobahdmérsékleten torténd inkubacio utdn a sejtekrdl leszivtuk a tapfolyadékot,
majd lyukanként Iml friss 10%FBS-t és gentamicint tartalmaz6 RPMI-1640-et
mértiink rdjuk. Lyukanként 100ul Osszekevert transzfekcidos folyadékot
csepegtettiink a sejtekhez. 24 o6ras inkubaciot kovetden ezt friss tapfolyadékra
cseréltiik, majd a szelekciot a 2. napon kezdtik meg a 0,75mg/ml dézist

geneticinnel (100mg/ml-es torzsoldat).

IV.4.2. Az E-cadherin csendesités sikerességének ellendrzése
immuncitokémidaval

A transzfekcid  sikerességének  ellendrzésére  immuncitokémiai
vizsgalatokat végeztink. A vad tipusu és az E-cadherin csendesitett sejteket
fed6lemezekre novesztettiik, majd ezeken végeztik el az indirekt

immunhisztokémiai reakciot (1. tablazat).

IV.4.3. Az E-cadherin csendesitett sejtek felszaporitisa
Monoklonélis E-cadherin csendesitett HT25 sejtvonal létrehozasa

érdekében a transzfektalt sejteket 96 lyuku tenyésztéedénybe tettilk ugy, hogy
lyukanként 1 db sejt legyen. Az ennek megfeleld lyukakat megjeldltiik, végiil a
morfoldgiai jellemzOk alapjan 3 klont valasztottunk ki tovabbi fenntartasra.

A 3 klonbdl immuncitokémiai reakcid alapjan a 3.-at vélasztottuk ki a

tovabbi kisérletek elvégzésére.
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IV.4.4. Az E-cadherin csendesités sikerességének ellendrzése Western-blottal
Az immuncitokémiai vizsgalatok mellett Western-blottal is ellenériztiik az

E-cadherin (1. tablazat) expresszidjanak valtozasat. A vad tipusu és az E-cadherin
csendesitett sejtekbdl a fent leirtaknak megfeleléen fehérje preparatumokat
készitettiink. A korabban leirt Western-blot protokollt hasznaltuk. Belsé kontroll:

B-actin.

IV.4.5. Az E-cadherin csendesitett sejtekkel torténo in vivo kisérletek
Az immuncitokémia és Western-blot alapjan megfelelének mindsiilé E-

cadherin csendesitett HT25 klont felszaporitottuk, és kisérletes agymetasztazisokat
hoztunk Iétre a korabban leirt modon. Kontroll kisérletnek vad tipusa HT25
sejtekkel is oltottunk.

Az allatok terminalasa 28 nappal a tumorsejtek oltasat kovetden tortént, i.p.
(200mg/kg) BrdU injekcid utan egy oraval.

A megfeleld immunhisztokémiai és morfologiai vizsgalatokat a vad tipusu
¢s az E-cadherin csendesitett sejtek tumorain is elvégeztiik. Vizsgalataink soran a
tumorok novekedési mintazatat (panCK-FITC), az intratumoralis érdenzitast
(CD31, laminin), ératmérdét (CD3 1, laminin), és az ereket alkoto sejtek proliferacios

ratajat (BrdU, laminin, DAPI) mértiik le.

IV.5. Statisztikai analizis

Kétmintas t-proba csak akkor végezhetd el, ha a két mérés eredményének
variancidja (szorasnégyzete) kozott nincs jelentds eltérés. Ennek megallapitasara F-
probat végeztiink. Valamennyi esetben kimutattuk, hogy nincs szignifikans eltérés
a mérések varianciai kozott. A mérések statisztikai kiértékeléséhez tehat kétmintas
t-probat alkalmaztunk. Szignifikancia szint: eredményeinket p<0,05 értékek esetén

tartottuk szignifikansnak.
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V. EREDMENYEK

V.1. Kisérletes agymetasztazisok erezodésének vizsgalata morfologiai

modszerekkel

V.1.1. A tumorok novekedési mintazatai
Otféle sejtvonal esetében vizsgaltuk meg kisérletes agymetasztazisok

vaszkularizacigjat. A tumorsejteket kozvetleniil az agy parenchimajaba oltottuk,
hogy a tumorok elérhessék az angiogenezis megindulasahoz (,,angiogenic switch”)
szlikségesnek gondolt 1-2Zmm-es méretet. Sorozatmetszetek segitségével
meghatdroztuk a tumorok elméleti atmérdjét. A kapott értékek alapjan a tumorok

atmérdi minden esetben elérték a sziikséges méretet (9. tablazat).

9. tablazat: A mérésekhez kivalasztott tumorok mérete. Az értékek: atlag+szoras.

Sejtvonal C38 HT25 H-1650 | Zr-75-1 | HT-1080
Allatszam 6 4 4 4 5
Tumorméret
6+3,4 2+1,4 2,7+1,1 2,3+0,4 3,1+2,1
(mm?)
Tumoratmérod
2,6+0,7 1,5+0,6 1,6+0.,4 1,7+0,2 1,9+0,7
(mm)

Az agymetasztazisokat H&E festett metszetek atnézeti képei alapjan
soroltuk kiilonb6zd novekedési mintdzatli osztalyokba. Kiilonbozd antigénekre
jelolt fluoreszcens metszeteken a tumor és az agyszovet struktirdinak viszonyat
allapitottuk meg. Az 6t tumorsejtvonal kozil kettd (HT25, ZR-75-1) mutat
valamely citokeratin intermedier filamentumra pozitivitast, igy ezen antigén
segitségével a tumorsejtek megjeldlhetok. Az altalunk hasznalt panCK ellenanyag
olyan epitdpot ismer fel, mely a legtobb human epitelidlis szovetben jelen van. A
H-1650 tumorsejteket integrin a3 (CD49c) jeloléssel tettiik lathatova. Az integrin
a3 egy transzmembran glikoprotein, mely elsdsorban endotél- és epitélsejteken,
dermalis fibroblasztokon expresszalodik. Az emlitett fehérjek és laminin kombinalt
jelolését végeztik el. A laminin a bazdlis memranban taldlhatd, segitségével

lathatova valnak a vérerek. A C38, valamint a HT-1080 tumorsejtek altal termelt
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lamininnek kdszonhetden ezek a tumorok csupéan a laminin egyediili jelolésével
lathatova valtak. Ezekben az esetekben a laminint CD31-el kombinaltuk. A CD31
(PECAM-1) egy adhézios molekula, mely az endotélsejtek kozotti intercellularis
kapcsolatok f6 eleme.

A vizsgalt tumorok koziil a két kolorektalis karcinoma, azaz a C38, valamint
a HT25 sejtvonal, illetve a HT-1080 fibroszarkoma tumorai un. ,, pushing” tipusu
novekedést mutattak. Ennek jellemzdje az €les tumor-parenchima hatarvonal, és az
egymassal szoros kapcsolatban novekvé tumorsejtek. A H-1650, illetve a ZR-75-1
tumorok invazivabb novekedési mintdzatiiak voltak. A H-1650 esetében koheziv
sejtcsoportok tiiremkedtek az agy parenchiméjaba, igy ezt a karéjozott ndvekedési
mintazatot a ,,pushing” €s az invaziv ndvekedés kozotti dtmeneti formanak
tekintjiik. A ZR-75-1 tumorai esetében egyenként elszort, kerek sejtek voltak
lathatok a tumor sz¢€li részén. A novekedési mintazatok 3 f6 tipusat mar H&E festett
metszeteken is megfigyelhetjiik (11. dbra). Ugyanezek a novekedési mintazatok jol
megfigyelhetdk a fluoreszcensen jeldlt, fagyasztott metszetekrdl készitett képeken
is, valamint lathato, hogy a tumorok eltéré mennyiségli és méretii eret tartalmaznak

(12. abra).

11. abra: H&E festett metszetek. Az altalunk elkildnitett harom névekedési tipus jol
felismerhet6. (A) A "pushing" tipusu tumor (HT25) esetében éles tumor-parenchima
hatarvonal, (B) az atmeneti (karéjozott) formanal (H-1650) megfigyelhetdk a parenchimaba
térd nagyobb sejcsoportok, (C) az invaziv névekedési mintazatot mutaté tumornal (ZR-75-
1) a tumor szélén szétszortan terjedd tumorsejtek figyelheték meg. Egység: 50 uym (A-C).
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12. abra: A kiilonb6z6 tumorok novekedési mintazatai fluoreszcens jeldléssel. (A) A
C38 metasztazisban (M, a kép jobb oldalan) az endotélsejtek CD31 (z6ld) és az erek
bazalis membranjaban megtalalhaté laminin (piros) jelolése kevés dilatalt intratumoralis
eret mutat. Az agy parenchimajat P, tumor-parenchima hatérvonalat nyilak jelzik. (B) A
HT25 tumorsejtek panCK (zdld), az erek laminin (piros) jelzése jol mutatja a ,pushing”
tipusu névekedésre jellemzé éles tumor-parenchima hatarvonalat. Az intratumoralis erek
itt is tagultak. (C) P=parenchima, M=metasztazis. A HT-1080 tumor a kép jobb felében
lathato. A CD31 (z6ld) laminin (piros) jelolés szamos elagazast tartalmazo
kapillarishalézatot mutat. A tumorsejtek altal termelt laminin miatt ebben az esetben is
lathaté az éles tumor-parenchima hatarvonal (nyilak). (D) A H-1650 tumorsejteket jeldli az
integrin a3 (z6ld), az ereket a laminin (piros) mutatja. Az érdenzitas alacsonyabb a
kérnyezd parenchimahoz képest, az erek valamivel tdgabbak. A tumorra jellemzéek a
szélen elhelyezked6 invaziv, de a tumor kdzponti részével kapcsolatban allé sejtcsoportok.
(E) A ZR-75-1 tumorsejtek panCK (z6ld), az erek laminin (piros) jel6lése kompakt kdzponti
részt, és a tumorszélen egyenként szétszort sejteket mutat. Az intratumoralis erek nem
tagultak. Egység: 200pm (A-E).

V.1.2. A tumornovekedés soran az agyparenchimaban bekivetkezd valtozdsok
Kiilonb6zé immunhisztokémiai jelolésekkel ¢€s elektronmikroszkdpos

vizsgalat segitségével jellemeztiik a tumorndvekedés sordn az agy parenchimajaban
bekovetkezd morfoldgiai valtozdsokat. Ehhez az asztrocitakat a rajuk jellemzd
intermedier filamentum, a glidlis fibrillaris savas fehérje (GFAP) jelolésével
azonositottuk. Az erek jelolésére CD31-et és/vagy laminint hasznaltunk. A

pericitaknak specifikus markere nem ismert, de az azonositasukra elfogadott a
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dezmin (DES), neuronalis-glialis fehérje (NG2), és az a-simaizom aktin (SMA) is
(99). Ezek koziil a dezmin jelolését valasztottuk a pericitak azonositasara. Sziikség
esetén magfestést is alkalmaztunk.

Eredményeink szerint a ,, pushing” tipusi ndvekedési mintazatban az agy

parenchimdjat a tumor elnyomja, mig az erek inkorporalddnak a tumorba (13. abra).

13. abra: Er inkorporacié. A C38 tumor felszinét a tumorsejtek altal szintetizalt bazalis
membranban talalhaté laminin (piros) jel6lése rajzolja ki. A tumor a kép jobb fels6 részét
foglalja el (M), az ép parenchima (P) a bal alsé részt tlti ki. A laminin az erek bazalis
membranjaban is megtalalhatd, igy az erek ott taldlhatdk, ahol a lamininen beltl CD31
(z6ld) is medfigyelhetd. Lathatd, amint a tumorral épp érintkezd eret a tumor szélét kirajzol6
laminin részben kdrbedleli (nyilak). Egység: 50um.

Az asztrocitdkat a tumorsejtek mindegyik vizsgalt tumortipusban
levalasztottak az erek felszinérdl. Az invaziv ZR-75-1 eml6karcindma tumorain
beliil figyelhetd meg a legtobb asztrocita (14. adbra, 15. dbra A). A tobbi tumorban
csak kevés ilyen sejt lathato (15. dbra C).
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14. abra: Asztrocitak a ZR-75-1 tumorban. (A, B) A tumort (M) a propidium-jodid (piros)
és TOTO-3 (kék) magfestés rajzolja ki a képek jobb felében. P a parenchimat jeldli. (A) A
GFAP (zo6ld) az asztrocitakat mutatja, jol lathatd, hogy a tumor teriletén az invaziv
tumorszigetek kozott jelentés mennyiségi asztrocita van. (B) A dezmin (piros) a pericitakat
mutatja a tumorszigetek (TOTO-3 (kék)) kozepén levé erek (nem jeldlt) felszinén. A dezmin
mellett GFAP (zo6ld) jel6lést is alkalmaztunk, igy lathatd, hogy ezek nem kolokalizalnak,
tehat kiilénb6z6 sejteket jeldlnek. Egység: 50um (A, B).

A bazalis membrannal fedett dezmin pozitiv pericitdk azonban az erekhez
kapcsolodva maradtak. Az ereket a pericitdkkal a felsziniikon kebelezték be a
tumorok, tehat ezek a sejtek megtartottak eredeti helyzetiiket a sajat, valamint az

endotélsejt bazalis membranja kozott (15. abra B, D).
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15. abra: Az asztrocitak és a pericitak lokalizacidja a kiilonb6z6 tumorokban. (A) A
ZR-75-1 tumorsejtek szorosan kapcsolédnak a kapillarishoz (K). A tumorsejtek mellett az
asztrocitdk nyulvanyai is kapcsolatban maradnak a kapillarisok felszinével (nyil). (B) A
tumorsejt (T) az asztrocitdhoz (A) hasonléan a kapillaris (K) bazalis membranjahoz
kapcsolddik. A pericita (nyil) megtartja eredeti helyzetét a sajat (kis nyilhegy) és a kapillaris
bazalis membranja (nagy nyilhegy) k6zétt. Az E endotélsejtet jeldl. (C) A H-1650 tumorban
a CD31 (z6ld) pozitiv ér kulsé részén levé laminin (kék) mutatja, hogy az intratumoralis
erek bazalis membrannal fedettek. Kevés GFAP (piros) pozitiv sejt inkorporalddott. (D) A
HT-1080 tumor (s6tét rész) teruletén lathatéak a CD31-el (z6ld) megfestett ereken a
dezmin (kék) pozitiv pericitdk. GFAP (piros) pozitiv sejtek kiszorultak a tumorbdl, csak a
tumor felszinén lathatok. Egység: 5um (A), 1um (B), 50um (C, D).

Az angiogenezis legjobban ismert formai a bimbdéz6 ¢€és az un.
intusszuszceptiv angiogenezis, kollagén, illetve fibronektin/fibrin tartalmu
kotdszovetes matrixot igényel. Fiziologiasan az agyban ezek csekély mértékben
fordulnak el6, emiatt megkérddjelezdédik az emlitett angiogenezis formak
jelentésége az agymetasztdzisok vaszkularizacidjaban. Patologids koriilmények
kozott az aktivalt pericitak és fibroblasztok altal termelt SMA, valamint kollagén

tartalmi matrix biztosithatja a tumorsejtek szadméra a daganatos progressziot
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elésegitdé mikrokornyezetet. Az emlitett feltételek meglétének vagy hidnydnak
vizsgélatara SMA és kollagén 1. jelolését végeztiik el. A fibronektin ugyan szerepet
kap az idegrendszer fejlédésében, mégis a feln6tt agyban tulajdonképpen nincs
jelen (70, 71).

Vizsgalataink szerint a kollagén I. az arterioldk falaban talalhato, az agy stirti
¢érhaldzatanak kapillarisaiban nem. Emellett intratumoralisan kollagén tartalmt
extracellularis matrix depozici6é nem figyelheté meg az erek koriil (16. &bra).

Az intratumoralis ereken SMA-t expresszalo sejtek talalhatok (17.,18. dbra).

16. abra: Kollagén I. a tumorban és az agy parenchimajaban. Az angiogenezishez
szilkséges kollagéntartalmu matrix hianya lathaté a HT25 tumorban (M), ahol a CD31
(z6ld) az ereket, a TOTO-3 (kék) a sejtmagokat jeldli. Az agyban (P) igen kevés kollagén
I. (piros) talalhato, féleg az arteriolak falaban (nyilhegy) figyelheté meg. Egység: 50um.
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17. abra: SMA expresszi6 a ,,pushing” novekedési mintazatot mutaté tumorokban.
(A-F) A metasztazis helyét M jeldli. (A, B) HT-1080 tumorrdl készllt kis nagyitasu kép. (A)
A TOTO-3 sejtmag jeldlés megmutatja a tumor tdmeget a kép jobb felsd felében. Az ereket
laminin (piros) jeldli. Az agyban csak az arteriolak SMA (z6ld) pozitivak (nyilhegyek). (B) A
kénnyebb értelmezhetéség érdekében a z6ld csatorna kiemelésével lathato, hogy az
intratumoralis erek tébbsége SMA pozitiv. Kiildbndsen erés jelzés lathatdé a metasztazis
periférigjan. (C, D) C38 agymetasztazis. (C) A kép felsd részén lathatd a tumor, alul pedig
az agy parenchimaja. Az ereket laminin (piros), CD31 (z0ld) jelzi. Az intratumoralis erek
jelentés tagulata figyelhetd meg. (D) SMA (kék) expresszié figyelheté meg az
intratumoralis, és a tumor perifériajat érint6 erekben. (E, F) HT25 tumor. A panCK (piros)
mutatja a tumor tdmeget, a laminin (kék) az ereket. Az SMA (z6ld) csak az intratumoralis
ereken pozitiv. Egység: 200pm (A-D), 50um (E, F).
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18. abra SMA expresszio az atmeneti novekedési mintazatot mutaté és az invaziv
tumorban. (A, B) H-1650 tumor. TOTO-3 (kék) mutatja a sejtmagokat, a tumor (M) a kép
nagyrészét elfoglalja, bal oldalon lathaté az ép parenchima részlete. Laminin (piros)
mutatja az ereket, melyek egy része intratumoralisan SMA (z6ld) pozitiv. Peritumoralisan
csupan az arteriola SMA pozitiv. (C, D) ZR-75-1 tumor. A TOTO-3 (kék) mutatja a
tumorsejtek elhelyezkedését (M), a laminin (piros) pedig az ereket. Valamennyi
intratumoralis ér SMA (zo6ld) pozitiv. Egység: 200pm (A-D).

A tumorsejtek a novekedés soran az agy parenchimajat elnyomjak, az ereket
inkorporaljak, igy azok egyfajta szubsztratként szolgalnak a tumorsejtek szdmara.
Ahogy a tumorsejtek az erek bazalis membranjaval kapcsolatba keriilnek, sajat
bazalis membrant szintetizalnak az ér bazalis membranjanak felszinére (19. abra).
A human-specifikus monoklonalis laminin ellenanyaggal kizarolag a human sejtek

altal termelt laminin vizsgalhato, igy biztosan kiderithetd az (jonnan szintetizalt

bazalis membran eredete.
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19. dbra: A human tumorsejtek laminint szintetizalnak a bekebelezett erek felszinére.
(A) A H-1650 és (B) HT25 tumorsejteket a panCK (z6ld) jeléli, az ereket a monoklonalis
anti-human laminin (piros), valamint a poliklondlis laminin (kék). (A, B) Lathaté az
intratumoralis erek bazalis membranjara szintetizalt human laminin. A human laminin az
erek tumorba valé bekebelezést kovetden keril azok felszinére. (B) A HT25 tumorbdl
készilt képen lathaté egy részlegesen bekebelezett ér (nyilhegy), melynek felszinén
pontosan addig terjed a human laminin, amilyen mélyen az ér a tumorban helyezkedik el.
(C) A ZR-75-1 tumorrdl készilt elektronmikroszképos kép mutatja, hogy megtalalhaté a
tumor sajat bazalis membranja (nagy nyil) kdzvetlenll az ér bazalis membranja (kis nyil)
mellett. Az E az endotélsejtet jeldli. (D) Fluoreszcens immunhisztokémiaval kimutathato,
hogy a poliklondlis lamininnel (kék) jeldlt ereknek csak a panCK (z6ld) jelzett tumorsejtek
fel6li oldalan talalhaté meg a human laminin (piros) (nyil). Egység: 50um (A, B, D), 1uym
(©).

A tumorsejtek erek bazalis membranjdhoz valdé kapcsolddasanak
kovetkezményei a legérdekesebbek a ZR-75-1 emldkarcinoma esetében. A
szétszort, kerek tumorsejtek a parenchimaban a kapillarisok felszinérdl levélasztjak
az asztrocitakat, és kapcsolatba keriilnek a bazalis membrannal. Ez a kontaktus a
tumorsejteket differencidlodasra késztette, igy integrin a3 és lamininS bazalis,
valamint claudin3 és epitelialis membran antigén (EMA) apikalis expresszidjat

mutattak (20. abra).
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20. abra: Az erekhez valé kapcsolédas hatasa a tumorsejtek differenciacios
allapotara. (A-F) ZR-75-1 tumor. (A) A tumorsejteket panCK (z6ld) jeldli. A tumorsejt
differenciacio egyik jele, hogy a laminin5 (piros) az erek felszinén, azaz a tumorsejtek
bazalis oldala fel8l mutathaté ki. A laminin5 (piros) csak az intratumoralis ereken van jelen.
A koérnyez6 agyéllomanyban (sétét terilet) szintén taldlhatok erek, de a laminin5
ellenanyag human-specifikus, igy nem festi az egér laminint. (B) Az integrin a3 (zold) a
tumorsejteket, a laminin (piros) az ereket mutatja. A tumorsejtek az integrin a3-mal
kapcsolddnak az altaluk szintetizalt bazalis mebranhoz. A nyilak mutatjak a laminin és az
integrin a3 kolokalizaciéjat. (C) Az integrin a3 lokalizaciéja jobban megfigyelheté a zdld
csatorna képén. Az integrin a3 jeldlés igy kirajzolja az erek kulsé felszinét (nyilak). Egy
olyan ér is lathatd, amely csak részlegesen fedett tumorsejtekkel (nyilhegy). Az integrin
ennek az érnek csak a tumorsejtekkel fedett oldalan jelenik meg. (D) A tumorsejtek
differencialédasanak jele az EMA (zdld) apikdlis expressziéja. Az ereket laminin (piros)
jeldli. A tumorsejtek az erek és az apikélis festédés kozott helyezkednek el, nem jeldltik
Oket. (E) A CD31 (zold) jelolt ér feluletén elhelyezkedd tumorsejtek CK7 (kék) pozitivak. A
claudin3 (piros) a tumorsejtek apikalis felszinén jelenik meg. (F) A claudin3 (piros) apikalis
expresszidja jobban lathaté a tumorsejteket mutaté kék csatorna kivonasaval. Egység:
50um (A-D), 25um (E, F).

V.1.3. A C38 tumor morfologidja kiilonbozo szoveti/szervi lokalizaciokban
A munkacsoport  korabbi  kisérletei  soran, C38  tumorok

majmetasztazisainak vizsgalatakor felfigyelt arra, hogy a metasztazisokban sajatos

szerkezetli kotOszovetes oszlopok jonnek létre (21. abra). Ezek az oszlopok egy
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centralisan elhelyezkedd, bazalis membrannal fedett érbdl, az azt koriilvevo
kotészovetbdl (SMA pozitiv sejtek kollagén I-et tartalmazdé matrixba agyazva),
valamint az erre szintetizalt, tumorsejt eredetii bazalis membranbol alltak. A C38
tumorsejtvonal agymetasztazisaiban azonban nem fordultak eld ilyen kotdszovetet

tartalmazé oszlopok (21. dbra).

21. abra: C38 metasztazisok szerkezete majban és agyban. (A) Majmetasztazis (M). A
CD31 jelzés (zold) kirajzolja a szinuszoidokat a majparenchimaban, és az intratumoralisan
elhelyezkedS ereket. Lathatd, hogy az intratumoralis kot8szdvetes oszlopok (nyilak)
felszine tumorsejt eredetii lamininnel fedett. A beillesztett kép egy intratumoralis centralis
eret tartalmazé oszlopot mutat, mely kollagént I-et tartalmaz (CD31, zdld) (kollagén 1.,
piros). (B) A C38 agymetasztazis (M) a kép jobb oldalan helyezkedik el. A daganatszdvet
hatarat a tumorsejtek altal termelt laminin (piros) (nyilak) rajzolja ki. SMA (kék) csak az
inkorporalt erek felszinén talalhatd, a pericitakat jeldli, nem lathaté az SMA-t expresszald,
kotdszdvetet szintetizald sejtek felszaporodasa. Az ereket az endotélsejtek CD31 (zo6ld)
jeldlése mutatja. Az anti-egér szekunder ellenanyag nem specifikus jel6lése a tumor
teruletén talalhatd nekrotikus részt (N) is megmutatja. Egység: 200um (A, B), 25um (A
beillesztett).

Annak eldontésére, hogy az oszlopok megjelenése a majmetasztazisokban a
maj mikrokdrnyezetének hatdsa-e, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. A C38 sejtek
kiilonbozd helyekre torténd oltasaval azt talaltuk, hogy a szervi lokalizaciotol
fiiggetlentil (szubkutan tumorokban, bélfalban ndvesztett tumorokban, valamint
tiidémetasztazisokban (nem publikélt adatok)) is megtaladlhatok a kotdszovetes
oszlopok (22., 23. abra). A C38 tumor novekedése soran a kornyezo ereket és az

azokat kortiilvevd, kotdszovetet szintetizald sejteket bekebelezi és sajat bazalis
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membrant szintetizal a bekebelezett strukturak felszinére. Miutan a tumorba
bekeriilt fibroblasztok mar a tumor felszinén a tumor nyomasanak vagy mas a tumor
altal termelt faktoroknak a hatdsara aktivalédtak (miofibroblasztok), azok ECM
termelése révén a tumor, valamint az ér bazéalis membranja kozotti rész
kiszélesedik.

Az agy parenchimdja ebbdl a szempontbol specidlis helynek szamit, itt
ugyanis nem talalhatok fibroblasztok. Ennek megfeleléen a bekebelezett ereket
kozvetleniil a tumorsejtek veszik koriil, a mar emlitett strukturabol igy hianyzik a
kotdszovetet tartalmazd réteg. Viszont a kotdszovetes oszlopok még az
agytumorokban is megjelentek, ha a novekvd tumorok elérték a fibroblasztokat is

tartalmazo felszini rétegeket (agyhartydk) (23. abra).

. );

22. abra: A C38 tumorok kiilonb6z6é szervi lokalizacioban hasonlé szerkezetet
mutatnak 1. (A) A C38 sejtek bélfalban ndv6 tumoraban (M) szamos kotdszdvetes oszlop
(nyilak) lathaté (CD31 (z6ld) és laminin (piros)). A beillesztett kis kép egy oszlop
részletesebb szerkezetét mutatja. A k6zépen elhelyezkedé eret a CD31 (z6ld) pozitivitas
jelzi, amit SMA-t (piros) tartalmazé réteg vesz kortl, melyet a tumor altal szintetizalt laminin
(kék) hatarol. (B) A szubkutan ndvekvé tumorrdl készilt felvételen a fekete szinl
terlleteken talalhaté az él6 tumorszdvet, melyben tébb olyan struktura lathatd, mely
centralisan elhelyezked6 eret (CD31, z6ld) tartalmaz (nyilak). Az eret SMA (kék), valamint
laminin (piros) veszi korul. A daganat teruletén az anti-egér szekunder ellenanyag nem
specifikus jeldlése a nekrotikus részt (N) is megmutatja. Egység: 500um (A), 25um (A
beillesztett), 200um (B).
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23. abra: A C38 tumorok kiilonb6z6é szervi lokalizacioban hasonlé szerkezetet
mutatnak 2. (A) A tidémetasztazisban (M) szintén lathatéak a kotészdvetet tartalmazo
oszlopok (nyilak). A nekrotikus terilet (N) az el6bbiekben latott okbdl szintén lathatova
valik. A tumor (fekete rész) a kép bal oldali részében levé alveolusokat is kitolti, ezen a
terileten nekrozis jele nem lathatd, az SMA (piros) pozitiv sejtek felszaporodasa itt
kezdédik meg (nyilhegyek). Az SMA pozitiv sejtek nagyobb meértékii megjelenése az
alveolusokat mar nem tartalmazoé tumortdmegben lathaté. A tumor belsejében szamos, egy
vagy tobb centralis eret (CD31, z4ld) tartalmazd koétészdvetes oszlop lathatd, melyek
lamininnel (kék) fedettek (nyilak). (B) A kép egy olyan C38 agymetasztazist mutat, mely
elérte az agy felszinét. Az ereket (CD31, z6ld) SMA (kék) pozitiv sejtek veszik korul. Ezek
a sejtek mar nem csak pericitak, hanem az agyfelszinrél szarmazé aktivalt fibroblasztok,
melyek kotészovetet termelnek. A strukturat a tumor eredeti laminin (piros) hatarolja.
Egység: 200pm (A), 50um (B).

V.1.4. Morfometriai vizsgalatok

Az angiogenezis jele az érdenzitds novekedése, endotélproliferacio,
valamint az erek tagulasa a peritumoralis teriileten. A morfometrias mérések soran
tehat meghataroztuk az érdenzitast a tumorban (intratumoralis), illetve a tumor
sz€1étdl szamitott 200um tavolsagig a parenchimaban (peritumoralis).

A peritumoralis teriileteken nem volt érdenzitasbeli novekedés a kontroll
(tumormentes) allatokhoz képest (24. abra). Mindegyik vizsgalt tumor esetében a
peritumoralis teriiletekhez képest csokkent az intratumoralis érdenzitas.

Az erek taguldsa nem volt megfigyelhetd a peritumoralis részeken. Egy
kivétel volt, a C38 kolorektalis karcinoma, ahol a tumor felszinével érintkezo erck

mar szamottevOen tagultak a peritumoralis értékekhez képest (24. abra).
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Az intratumoralis erek 4tméréi mindegyik tumorban szignifikdnsan
magasabbak voltak a koérnyez0 parenchiméhoz képest, de szamottevd emelkedést
csak a két kolorektalis karcindma esetében mutatott. Ez a megfigyelés 6sszhangban
van azzal, hogy az intratumoralis ereket alkotd sejtek BrdU beépiilés alapjan
meghatarozott jelzési indexe csak a ,,pushing” tipusut ndvekedést mutatod
tumoroknal emelkedett szamottevoen. A jelzési index a C38 esetében a tumor
felszinével éppen érintkezd erekben is magasabb volt. A két invaziv tumorban (ZR-
75-1, H-1650) a jelzési indexek mérsékelten alacsony szinten maradtak. A
peritumoralis erek jelzési indexe elhanyagolhatdoan alacsony volt minden

tumortipusnal (24. abra).
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24. abra: Mofrometriai analizis. (A) Erdenzitas (n/mm?2), (B) Eratméré (um), (C) Jelzési
index (%). Kontroll dllatok (K) és peritumoralis (a tumor szélétdl szamitott 200pum-en beldl)
(kék oszlopok), ill. intratumordlis (piros oszlopok) teruletek értékei. A C38 esetében a
tumorral éppen érintkez6 erek kiilon kategdriat alkotnak (lila oszlopok). A ,* ” jel esetén
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nincs szignifikans eltérés a kontrollhoz képest, a , #” jel szignifikans eltérést mutat (p<0,05)
a peri- és intratumoralis erek k6zott. Az értékek: atlagtszoras.

A HT-1080 tumorban, ami szintén ,, pushing ” tipusi névekedést mutatott, a
atmérdje elhanyagolhatd mértékben novekedett. Megfigyeltiik azonban, hogy az
erek clagazasi pontjainak szama szignifikansan magasabb volt, mint a tobbi

tumorban (10. tablazat).

10. tablazat: Az elagazasi pontok szama a kiilonb6zé tumorok erein. A ,,*” jel
szignifikans eltérést (p<0,05) mutat a HT-1080 és a tobbi tumor kozott. Az értékek:
atlagtszoras.

Sejtvonal C38 HT25 H-1650 | Zr-75-1 | HT-1080

Elagazasi
0,4+0,2 0,3+0,1 1,3+0,7 0,9+0,5 | 4,1+1,8*
pontok (n/mm?)

Ezt magyarazza az a megfigyelésiink, hogy a HT-1080 tumorokban az
intusszuszceptiv angiogenezisre emlékeztetd folyamat jatszodik le. A folyamat
soran transzluminalis oszlopok keletkeznek az erekben, melyek kotdszovet helyett

tumorsejteket tartalmaznak (25. abra).

25. abra: Intusszuszceptiv-szerii folyamat HT-1080 tumorban. (A) Az érhal6zatot
laminin (z4ld) jeldli. A kép 32 optikai réteg dsszeillesztésével készult. Lathatd, hogy tébb
intraluminalis oszlop képz8dobtt (csillagok). Ezeken a helyeken az ér lumene kettéosztédott.
(B) Szamos tumorseijt lathato az intraluminalis oszlopon belil. Az x-el jeldlt fekete terulet,
ahol nincsenek sejtmagok, nem egy oszlopot, hanem egy errél a tertletrdl kiindulé eret
mutat. A sejtmagokat propidium-jodid (piros) jeldli. Egység: 25um (A, B).
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V.2. Molekularis biologiai modszereken alapuld vizsgalatok

V.2.1. mRNS szintii vizsgalatok
A legismertebb angiogén faktorok kisérletes agymetasztazisok

vaszkularizacios folyamataban betoltott szerepét kvantitativ valos ideji PCR
(QRT-PCR) analizissel vizsgaltuk. A VEGF-A, PDGF-B ¢és ANG-1 relativ
expresszidjat hataroztuk meg az 5 tumorsejtvonalban, valamint mikrodisszekalt
intratumoralis teriileteken. Az mRNS expresszio a sejtvonalak €s a tumor mintak
kozott jol korrelalt. Erdekes modon a C38 egér kolorektalis karcinoma és a HT-
1080 humdan fibroszarkéma sejtek mutattak a legalacsonyabb intratumoralis
angiogén faktor szintet, ugyanakkor ezekben volt a legmagasabb a BrdU beépiilés
alapjan mért jelzési index az erekben. A HT25 mikrodisszekalt intratumoralis
mintdban volt a legmagasabb VEGF-A és ANG-1 expresszio. A PDGF-B-t illetden
a ZR-75-1 intratumoralis mintdkban volt a legmagasabb az mRNS expresszids szint

(26. abra).
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26. abra: Az angiogén faktorok expresszidéjanak QRT-PCR alapu vizsgalata. (A)
VEGF-A, PDGF-B és ANG-1 relativ expresszios értékei a sejtvonalakban, valamint (B)
mikrodisszekalt intratumoralis terlleteken. Az ,y" tengely tetszdlegesen valasztott
mértékegység.

Az angiogén faktor receptor expresszio vizsgalatanal a VEGFR-2, PDGFR-
B és a Tie-2 MRNS szintet hataroztuk meg a mikrodisszekalt intra- és peritumoralis
mintakban. A receptor expresszié minden esetben magasabb volt intratumoralisan
(27. abra).

Tovabbi 0Osszefliggések nem voltak kimutathatok. Az intratumoralis
angiogén faktor, illetve angiogén faktor receptor szintek, valamint a

sejtlizatumokban talalt VEGF-A fehérje expressziok nem korrelaltak az

intratumoralis erek proliferacids indexével.
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27. abra: Az angiogén faktor receptorok expressziéjanak QRT-PCR alapu vizsgalata.
A (A) VEGFR-2, (B) PDGFR-B és a (C) TIE-2 relativ expresszids szintjei mikrodisszekalt
peritumoralis (a tumor szélétél szamitott 200um-en belil) (kék oszlopok), valamint
mikrodisszekalt intratumoralis mintakban (piros oszlopok). Az ,y” tengely tetszélegesen
valasztott mértékegység.
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V.2.2. Fehérje szintii vizsgalatok
Mivel nem minden mRNS irodik at és valik funkciondlis fehérjévé, az

mRNS szintb6l nem kdvetkeztethetiink pontosan a vizsgalt molekula tényleges
szerepére. A fehérje szintii vizsgéalatok jobban tiikrozik a lezajlé biologiai
folyamatokat.

A VEGF-A esetében fehérje expresszids szintet vizsgaltunk a tenyésztett
sejtek mintaibol Western-blottal. Az mRNS expressziotol eltéréen a fehérje
expresszio csak kis kiilonbségeket mutatott a sejtvonalak kozott (28. abra). A QRT-
PCR, valamint a sejtproliferacios vizsgalatok eredményeivel Osszevetve nem

talaltunk korrelaciot.

Fehérje C38 HT25 H-1650 ZR-75-1 HT-1080

expresszid
VEGF-A

B-aktin

Denzitometriai 7 5 6.7 9.0 6.5 7,8
értékek ’ ’ ’ ’ ’

28. abra: Western-blot. A VEGF-A (42kDa) fehérje szintl vizsgalata a sejtvonalakban.
Kontroll: B-actin (42kDa). A VEGF expreszié a H-1650 tumorsejtekben a legmagasabb.
Tetszblegesen valasztott mértékegység.

V.3. A sebgydgyulas vizsgalata

Az agyba torténd direkt oltas kovetkezményei befolyéasolhatjak a kisérletes
agymetasztazisok vizsgalatinak eredményeit. Igy a csupan a sebzésbél eredd
valtozasok feltardsdhoz sebgyodgyulasos kisérleteket is végeztiink. Ezeket a
mintékat a tumorok esetében mar ismertetett szempontok alapjan értékeltiik. Nem
észleltiink érdenzitds novekedést a seben beliil vagy koriilotte egyik vizsgalt
id6pontban sem. Az érdenzitasok szignifikansan alacsonyabbak voltak a 9. napig,
majd elérték a kontroll értéket, az ératmérék nem valtoztak a kontroll agyban

mértekhez képest (29. abra).
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Erdenzitas Eratmérs
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29. abra: Morfometriai vizsgalatok sebgyodgyulas alatt. Nem volt szignifikans
érdenzitasbeli (kék oszlopok) kilénbség a kontroll (K) allatok agyszévetében mért
adatokhoz képest 2, 3, 4, 5, 7 és 9 nap utan. Az ératméré (sarga oszlopok) a sebgyogyulas
alatt nem valtozott jelentésen. Az értékek: atlagtszoras.

Proliferald vaszkularis sejteket a 2. és 5. nap kozott talaltunk, melynek
maximuma a 3. napnal volt, de ez a jelzési index emelkedés nem tekinthetd

jelentésnek (30. abra).

35

, /N
i A

Jelzési index (%)

T —

Idé (napok)

30. abra: Az ereket alkoto sejtek proliferacioja sebgyogyulas alatt. A legtdbb
proliferalo sejt a 3. napnal figyelhetd meg. Az értékek: atlagtszoras.
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A seb 0sszehuzdodasanak folyamata soran GFAP pozitiv sejtek seb koriili
mérsékelt felszaporodéasa tortént meg. A GFAP pozitivitds oka az aktivalodott
pericitak altali expresszié is lehetne, de a dezmin és GFAP jelolések nem
kolokalizaltak egymassal (31. abra). SMA-t expresszald sejtek felszaporodasat,
¢és/vagy kollagént tartalmazé extracellularis matrix lerakodast nem talaltunk sem a

seb teriiletén, sem pedig a kornyez6 szovetben (32. abra).

31. abra: A sebgyogyulas immunhisztokémiai vizsgalata 1. (A) A sebzést kovetd 5.
napon vett minta 10x-es nagyitassal. (B) A sebzést koévetd 7. napon vett minta 10x-es
nagyitassal. (A, B, C) Az asztrocitak (GFAP, zdld) jel6lése megmutatja a seb helyét (nyil).
A pericitakat dezminnel (piros) jeloltik. A seb kdzvetlen kérnyezetében t6bb GFAP pozitiv
sejt figyelhetd meg. (C) Az 5. napon vett minta 40x-es nagyitasaval jol lathatd, hogy a
dezmin pozitiv sejtek a GFAP pozitiv sejtek szoros kdzelségében helyezkednek el, a két
jel6lés azonban nem kolokalizal. Egység: 200um (A, B), 50um (C).
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32. abra: A sebgyodgyulas immunhisztokémiai vizsgalata 2. (A, B) A sebzést kdvetd 5.
napon vett mintak. (A) A seb helyét (nyil) jol kirajzolja a sejtmagok jeldlése (TOTO-3, kék).
Nem figyelhet6 meg SMA-t expresszald sejtek jelentds felszaporodasa (piros). A (B) kép
csak az SMA jelzést mutatja. (C, D) A sebzést kdvets 21. napon vett mintak. (C) Kollagén
I. (z6ld), valamint az asztrocitak GFAP (piros) jel6lése mutatja, hogy csak az arteriola
faldban van kollagén. A seb a kép alsé részén helyezkedik el (nyil). (D) Mérsékelten
megnodvekedett mennyiségl asztrocita (GFAP (z6ld)) lathatd a seb korll. Az erek laminin
(piros) jelolésével lathatd, hogy az érdenzitas és az ératméré a normalisnak megfeleld.
Egység: 200um (A, B), 50um (C, D).
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V.4. E-cadherin csendesitése ShRNS-el a HT25 sejtvonalban

V.4.1. A csendesités sikerességének ellenorzése
A transzfekcidt kdvetden az antibiotikumos szelekcion atesett sejteken az

E-cadherin csendesités eredményességét immuncitokémiai vizsgalatokkal
igazoltuk, monoklonalis tenyészetet hoztunk létre 96 lyuku plate-re kirakott
sejtekbdl induld tenyésztéssel. Osszesen 3 klon tovabbi fenntartasat és szaporitdsat
végeztik el. Mar faziskontraszt-mikroszkopban lathatd volt a sejtek eltérd
viselkedése. Mig a vad tipusia HT25 sejtek koherens csoportokat alkotva néttek, az
E-cadherin csendesitett sejtek tenyészeteiben kerek, egyméssal nem kapcsolodo,
szétszortan novo sejteket lathattunk. Az immuncitokémiai reakci6d aldtdmasztotta,
hogy az E-cadherin csendesités sikeres volt (33. abra). Az immuncitokémiai reakcio

alapjan tovabbi kisérletekre a 3. klont valasztottuk ki.

C

33. abra: Az E-cadherin csendesités. Faziskontraszt-mikroszképos felvétel (A) a vad
tipusu HT25 sejtekrdl és (B) az E-cadherin csendesitett sejtekrdl. A fenotipusos kilénbség
jol lathato. Mig (A) a vad tipusu sejtek koherens csoportot alkotva nének, addig (B) az E-
cadherin csendesitett sejtek egymassal valé kapcsolatai megsziinnek, lekerekedett,
elszortan n6v sejteket lathatunk. E-cadherin immuncitokémia (C) a vad tipusu, és (D) az
E-cadherin csendesitett HT25 sejteken. (C) A vad tipusu esetében jél lathaté a pozitiv
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reakcid, a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kirajzolédasa. Ezzel szemben (D) az E-cadherin
csendesitett sejteknél még jelerdsitéssel is csak nem specifikus jeldlés lathaté. Egység:
50um (A, B), 20um (C, D).

A tovabbiakban Western-blottal igazoltuk, hogy az E-cadherin fehérje nem
mutathato ki a csendesitett sejtvonalban (34. abra).

HT25WT HT25Ecad- HT25WT HT25Ecad-

E-cadherin Beta-actin
120kDa
e —
60kDa S
SokDa M
45kDa

34. abra: Western-blot. Az E-cadherin kilénb6z6 méretli fragmentjeit kizarélag a vad
tipusu sejtben lathatjuk: 120kDa a teljes E-cadherin, az 50kDa extracellularis degradacios
fragmentet jeldl. Egy 60kDa-os immunreaktiv csik szintén lathaté. Belsé kontrollként 8-
actin-t (45kDa) hasznaltunk.

V.4.2. Az E-cadherin csendesitett sejtekkel torténd in vivo vizsgalatok
Az E-cadherin fontos szereppel bir a daganatos sejtek invazios készségének

befolyasolasaban. Fontos kérdés tehat, hogy az E-cadherin elvesztése milyen
hatassal van a daganatok novekedésére. Az shRNS-el torténé E-cadherin
csendesités stabil konstrukcidja a sejtek in vivo viselkedésének vizsgélatara is
alkalmas. Az in vivo vizsgélatokhoz létrehozott kisérletes agymetasztazisok
mintaibol készitett metszeteken immunhisztokémiai jeloléseket végeztiink. A
panCK-FITC, laminin kettds jeloléssel a tumorok novekedési mintazatat
vizsgaltuk. Eredményeink szerint a HT25 sejtvonal két variansa kozott
novekedésbeli eltérés figyelhetd meg. A vad tipusa HT25 sejtek tumorai a kordbban
is latott un. ,pushing” tipusi novekedés jellemzdit mutattak. Eles tumor-
parenchima hatarvonal, illetve egymas szoros kozelségében ndvekvo sejtek alkotta

tumor lathato. Ezzel szemben az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban a sejtek
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kozotti kapcsolat hianya miatt a tumor fellazult, széli részét, egyesével

elhelyezkedo kerek sejtek jellemzik (35. abra).

35. abra: Az E-cadherin csendesités hatasa a tumor névekedési mintazatara. (A, B)
A tumorsejtek panCK (z6ld) és az erek laminin (piros) jeldlése. (A) A vad tipusu HT25
sejtek a korabbinak megfelelé ,pushing” tipusu tumorokat alakitottak ki éles tumor-
parenchima hatarvonallal. (B) Az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban fellazultak a
sejt-sejt kdzotti kapcesolatok, a tumor szélén elszért, kerek sejtek lathatok. Egység: 50um
(A, B).

Tovabbi vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak, hogy a novekedési
mintazat valtozasa mennyiben befolyasolja a tumorok erezdédésének mértékét. A
morfometriai vizsgalatok sordn az intratumordlis érdenzitdst és az ératmérot
hataroztuk meg. Eredményeink azt mutattak, hogy az E-cadherin csendesitett sejtek
tumoraiban szignifikdnsan magasabb volt az érdenzitas €s alacsonyabb az ératmérd
az eredeti sejtvonal tumoraihoz képest (p<0,05) (36. abra).

Az intratumoralis ereket alkoto sejtek proliferacios rataja a vad tipusa HT25
tumoraiban mértekhez képest (6,27+1,05%) szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb
volt az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban (3,32+0,79%).
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36. abra: Morfometriai analizis a HT25 vad tipust és E-cadherin csendesitett
tumorokon. Az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban szignifikansan (#, p<0,05)
magasabb volt az érdenzitas és alacsonyabb az ératmérd az eredeti sejtvonal tumoraihoz
képest. Az értékek: atlagtszoras.
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VI. MEGBESZELES
A primer tumorok, de fbleg a metasztazisok kezelése ma is az

orvostudomany legnagyobb kihivasai kozé tartozik. Az agymetasztizisok a
tumoros megbetegedések magas mortalitasu, rossz progndzisi csoportjaba
tartoznak. A daganatos betegek 20-40%-aban jelenik meg agyi metasztazis, ezek
kozott magasabb rizikoju csoportba tartoznak a tiidében, emlében levd primer
tumorokkal rendelkez6k, valamint a melanémas esetek (100). Az agymetasztazis
kialakulasa soran az extravazaciot kovetden a tumorsejtek a kapillaris falanak kiilsé
oldalahoz tapadnak, majd proliferalnak (14). Bar az agyi mikrokdrnyezetben igen
kevés migraciora/letapadasra alkalmas kotészoveti elem (kollagének, fibronektin)
talalhat6 (101), az agy elény0s hely a tumorok szamara, hiszen a vér-agy gat miatt
a legtobb kemoterapias szer nem jut célhoz. Az ismert alapvetd neoangiogenezis
formak (bimbdzo és intusszuszceptiv angiogenezis) kollagén/fibronektin/fibrin
tartalmu extracellularis matrixot igényelnek, ami amellett, hogy az agy az egyik
legstiriibben kapillarizalt szerviink, megkérddjelezi ezeknek az angiogenezis
formaknak a szerepét az agymetasztazisok erez6désében (18).

A megfelelé terapias eljarasok fejlesztéséhez elengedhetetlen a
metasztazisok kialakuldsanak, novekedési folyamatanak pontosabb ismerete.
Célunk volt tehat, kiilonb6zd szervi eredetli €s differencialtsagi fokt tumorok
novekedési mintazatanak, érhaldozatuk kialakulasanak részletes elemzése az
agyban.

Otféle  sejtvonal felhaszndldsdval —vizsgaltuk meg a  kisérletes
agymetasztazisok vaszkularizacidjat. A metasztazisok mérete elérte az 1-2mm-es
atmeérdt, ami az irodalmi adatok szerint sziikséges az angiogenezis meginduldsdhoz
(2).

Széles korben elfogadott, hogy az agyban is fennéllhat olyan allapot
(infarktus, trauma kovetkeztében meginduld sebgydgyuléds), amelynek soran
angiogenezis jatszodik le (79, 80, 102). Angiogenezist emellett tumoros
elvaltozdsokban is leirtak mar az agyban (33, 43). Olyan tanulméanyokat is
talalhatunk, melyekben az érdenzitas csokkenését (103, 104), illetve az
agydaganatok ér inkorporacioval torténd vaszkularizacidjat figyelték meg (8, 105).

Azonban ezekben a tanulmanyokban a tapasztalt inkorporacié az angiogenezis
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gatlasa miatti alternativ vaszkularizacidés mechanizmusként jelent meg, nem pedig,
mint alapmechanizmus. Korabban lathattuk, hogy Holash és mtsai. szerint az
inkorporacid csak a tumorndvekedés kezdeti szakaszara korlatozodik, ezt
szekunder avaszkularis allapot utan robusztus angiogenezis koveti (19). Korabbi
eredményeink szerint a tumorndvekedés késdbbi szakaszdban sem figyelhetd meg
uj erek képzodése majmetasztazisok kornyezetében (106), valamint a tiidében (nem
publikalt adat). Jelen kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a vizsgalt
kisérletes agymetasztazisokban, illetve a kontrollként hasznalt sebgyogyulasos
mintakban nincs morfologiai jele bimbdzo6 vagy intusszuszceptiv angiogenezisnek.
Hidnyoznak az angiogenezis alapvetd jelei, a peritumoralis értagulas,
endotélproliferacid és érdenzitds ndvekedés. Az angiogenezis hianyat bizonyitd
masik jelenség, hogy a tumorokban az érdenzitds minden esetben kisebb, aminek
oka a normal érhalézat tumorndvekedés kovetkeztében torténd ,kihigulasa”.
Angiogenezis helyett tehat a tumorok a meglévé erek bekebelezésével tesznek szert
sajat vérellatasra. A tumorok erek bekebelezésével vald erezddése, mint korabban
is lathattuk, mas esetekben mar ismert jelenség, azonban az erek tumorba vald
bekeriilésének 1épései még nem teljesen tisztazottak (107, 108).

Vermeulen és mtsai. (85) altal majmetasztazisokban leirt ,,pushing” és
»replacement” tipushoz hasonlé novekedési formakat figyeltink meg az
agymetasztazisok esetében is. Harom f6 novekedési tipust kiilonitettiink el: (a)
., pushing”: HT25, C38, HT-1080, (b) atmeneti (karéjozott): H-1650, (c) invaziv:
ZR-75-1. A novekedési mintazatok morfologiai jellegek (tumor-parenchima
hatarvonal, érdenzitds, ératmérd) alapjan kiilonitheték el. A morfometriai
vizsgalatok alapjan Osszefliggés volt a tumorok ndvekedési mintdzata és a
vaszkularis felépitése kozott. A , pushing” tipusi novekedésre éles tumor-
parenchima hatarvonal jellemzd, ezek a tumorok kevesebb eret inkorporaltak,
melyek jobban dilataltak voltak. Az atmeneti, karéjozott formanal a tumor kdzponti
részével kapcsolatban levd invaziv sejtcsoportokat lathatunk, nagyobb mértékii az
erek inkorporécioja, és ezek az erek mérsékelten dilatiltak. Az invaziv tipusra
jellemzodek a tumor széli részén egyesével szétszort sejtek, nagyobb intratumoralis
érdenzitas. Az erek ebben az esetben is csak mérsékelt dilataciot mutatnak. Ez az

eredmény jol korrelalt a BrdU inkorporacié alapjan mért proliferacios rataval, azaz
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a dilataltabb ereket tartalmaz6é tumorok mintaiban magasabb volt az ereket alkoto
sejtek proliferacioja a kevésbé dilatalt ereket tartalmazokéhoz képest. A vaszkularis
uj erek képzddésére. Ennek oka pedig a megfelelé matrix hianyaban keresend6. A
HT-1080 esetében figyeltiik meg azt, hogy a magas proliferacié a masik két
,, pushing” tipusu tumorhoz képest kevésbé dilatalt erekkel tarsult. Ebben az
esetben a proliferacié az ebben a tumorban megfigyelt intusszuszceptiv-szeri
folyamat sejtsziikségletének fedezésére forditddott. Az intusszuszceptiv
angiogenezis jele olyan kollagéntartalmu oszlopok megjelenése az érlumenben,
melyek novekedése késObb az érlumen kettéosztodasat eredményezi. Ahogy
korabban lathattuk, a Burri és mtsai. altal leirt modellben a pericitak ¢és
fibroblasztok nyomderejének kovetkezménye az érfal betiiremkedése (23).
Azonban a sejtek nyomoer6t kevésbé, inkabb huzoerdt képesek kifejteni (12), ami
a tumorokban valtozhat: a tumorsejtek a tumorndvekedés soran benyomhatjak a
kapillarisok szemkozti falat, ezzel meginditva a lumen kettéosztasanak folyamatat.

Paku és mtsai. C38 méjmetasztazisokban jellegzetes szerkezetli strukturdk
kialakuldsar6él szamoltak be. Ezek egy centralisan elhelyezkedd, bazalis
membrannal fedett eret, az azt koriilvevd kotdszovetes részt (SMA pozitiv sejtek
kollagén I-et tartalmaz6 matrixba agyazva), valamint az erre szintetizalt, tumorse;jt
eredetli bazalis membrant tartalmazo6 oszlopok voltak (13). A C38 tumorsejtvonal
agymetasztazisaiban azonban ilyen struktirdk nem alakultak ki, ami a kotdszovetet
szintetizalni képes sejtek hianyanak tudhat6 be az agyparenchiméaban. C38
tumorokat hoztunk létre szubkutan szovetben, bélfalban, valamint tiidében, és azt
tapasztaltuk, hogy a majban talalt struktira mindegyik szovettipus tumoraban
megjelent (nem publikalt adatok). Tovéabbi vizsgalataink sordn kotdszovetes
oszlopokat tartalmazo agymetasztazisokat is talaltunk, ezek azonban kizar6lag
olyan mintakban voltak jelen, melyekben a tumorok elérték az agyfelszint.
Eredményeink szerint a kiilonbdz6 szervekben novekvd C38 tumorok egyforma
eredménye lehet. Az daltalunk vizsgalt otféle sejtvonal metasztazisaiban
intratumoralisan az erek nagyrésze SMA pozitiv sejtekkel fedett wvolt.

Feltételezhet6en a tumorsejtek kitapadasa az erekhez, az erekre mechanikai hatast
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fejt ki és erre valaszul a pericitdk SMA-t expresszalnak, azonban kotdszovetes
matrixot nem termelnek. Az agyban kollagén 1. csak az arterioldk falaban volt
megfigyelhetd, intratumoralis kollagén depozicid6 nem tortént. Kotdszovetet
termel0 sejt felszaporodasat, kotoszovet termelését tehat nem lehetett megfigyelni
sem az agytumorokban, sem pedig sebgyogyulas soran. Ez ellentmondasban van
azzal a tanulmannyal, melyben autopszids esetekben kollagén III. perivaszkularis
jelenlétét figyelték meg a tumorokban (109). A kollagén tartalmu matrix
megjelenésének egyik lehetséges oka, hogy a vizsgalt humén tumorok hosszas
novekedésiik sordn elérhették azokat a helyeket (agyhartyak), ahol kollagéntermeld
sejtek is jelen vannak. Egy masik magyarazat lehet az extracellularis matrix
nagyobb mennyiségli megjelenésére a pericitdk levaldsa az erekrél és
nem volt megfigyelhetd, a pericitdk az erek felszinéhez kozel maradtak, intakt
bazalis membrannal fedve, ehhez kapcsolddva lathattuk a tumorsejteket.

Korabbi eredmények szerint kisérletes majmetasztazisokban szintén a
meglévd erek bekebelezése torténik meg. Ennek legfontosabb 1épése az
endotélsejtek levalasztasa bazalis membranjukrol, illetve a szinuszoidok fuzidja a
tumor-majszdvet hataran (111). Az erek kdrnyezd szovettdl torténd efféle izolacidja
az agyban 1is megfigyelhetd6 volt. Az agytumorokba fokozatosan, a
tumorndvekedéssel parhuzamosan keriilnek be az erek, az asztrocitak tumorsejtek
altali levalasztasa utan. Az agyparenchima megtartottsaganak mértékét a GFAP
immunfluoreszcens jelolésével vizsgaltuk. A |, pushing” tipusi tumorokban a
GFAP pozitiv asztrocitakat csaknem teljesen kiszoritottdk a tumorsejtek. Az
atmeneti formdnal intratumordlis asztrocitdk tovabbra sem voltak nagy
mennyiségben lathatok, de a tumorszéli invaziv sejtcsoportok kozott
megfigyelhetéek. Az invaziv tumor esetében a tumorsejtcsoportok kozott
mindenhol lathatok asztrocitak. A tumorsejtek ebben az esetben is csaknem az
Osszes asztrocitat levalasztjak az erekrdl, de levalasztas utan azok nem szorulnak ki
a tumorbol, igy lathatunk intratumoralisan tobb GFAP pozitiv sejtet.

A parenchima erekrdl torténd levalasztdsanak oka lehet, hogy a tumorsejtek
szamara az egyediili megtapadasra alkalmas szubsztrat a kapillarisok bazalis

membranja (66). A kapcsolodast kovetden a tumorsejtek a sajat bazalis
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membranjukat szintetizaljak az ér bazalis membranjara. Eredményeink szerint ez a
bazélis membran depozicid folyamatosan, az erek tumorba vald bekeriilésével
parhuzamosan zajlik, tehat a tumor altal termelt depozit pontosan addig
kimutathato, amilyen mélyen az ér a tumorban helyezkedik el. Ez az Gjonnan
szintetizalt bazalis membran laminin5-6t tartalmaz, és a tumorsejtek integrin a3-al
kapcsolddnak hozza.

Az emlitett bazalis membran depozicidé altal a tumorsejtek
polarizalodnak/differencialodnak. Ez a folyamat az eml6 karcindma sejtek esetében
a legkifejezettebb. A parenchimaban terjedd sejtek az erekkel vald kapcsolodast
kovetden differencialt, mirigyszerti strukturat alakitanak ki integrin a3 és laminin5
bazalis, valamint claudin3 ¢és epitelidlis membran antigén (EMA) apikalis
expresszidjaval.

A molekularis biologiai modszerekkel kapott eredményeink szerint az
ereket alkoto sejtek proliferacios ratdja nem korrelalt a tumorsejtekben (in vitro) és
a mikrodisszekalt intratumoralis mintakban (in vivo) mért PDGF-B, VEGF-A és
ANG-1 mRNS expressziokkal. A VEGF-A fehérje expressziot vizsgalva sem
talaltunk 0sszefliggést. Az emlitett faktorok receprotainak mRNS expresszidjaban
viszont novekedeést figyeltink meg az intratumoralis teriileteken az 0Osszes
tumortipusban. Valosziniisitjlik tehat, hogy az angiogén faktorok szerepe az 01j erek
képzddése helyett a meglévd erek tagulasanak, valamint a tagult erek
stabilizaciojanak eldsegitésében rejlik. Ennek megfeleléen az intratumoralis
receptor expressziok novekedése kapcsolatba hozhato a PDGF-B és Ang-1
érstabilizalo hatasaval (112).

Az anti-angiogén terapiak josolta nagy eldrelépés csak kis részben valosult
meg. A fentiek szerint ennek az oka lehet, hogy azok a feltételek, melyekre
alapozzak ezeket a terapiakat, bizonyos tumorokban nem teljestilnek: vizsgalataink
azt mutatjak, hogy nincs angiogenezis, €s csupan az intratumoralis angiogén faktor
receptor szintek magasak. igy a VEGF/PDGF jelatvitel gatlisa nem feltétleniil
vezet az intratumordlis erek destabilizacidjdhoz. Ezt tdmasztja ald az is, hogy
kiilonb6z6 kezelésekkel ugyan sikeresen novelték az atlagos tulélési idot, de ezt a
késleltetést kovetden a tumorok sok esetben ujra progressziot mutattak (113). A

kezelések ilyen értelemben vett kudarcanak felvetésiinkon kiviil tobb oka lehet.
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crer

kialakulésat, az angiogenezist gatld terapiak hatasara alternativ Gitvonalakon torténd
vaszkularizacios mechanizmusok hasznalatat (114).

Koréabban esett sz6 a tumorok ndvekedési mintdzata és a vaszkularizacio
jellege kozotti Osszefiiggésrol. Mar Pezzella (18, 115) és Vermeulen (85)
tanulmanyaiban is lathattunk utalast arra, hogy a novekedési mintazat
meghatarozhatja a vaszkularis strukturat. A kiilonb6zé novekedési tipusok
kialakulasanak oka tisztazatlan. Vizsgalataink szerint a mintazatot a kornyezetiiket
befolyasold képességiik révén elsdsorban maguk a tumorsejtek hatdrozzak meg. Az
erek bekebelezésének mértéke fiigghet a tumor differencialtsagatol. Ennek
megfelelden a jol differencidlt HT25 sejtvonal ,, pushing” névekedési tipust mutat,
mig tumor sz¢&lén, a parenchiméban szétszort differencidlatlan sejteket tartalmazo
ZR-75-1 tumorai invaziv novekedésiiek. A ndovekedési mintazat és a differenciacio
kozotti kapesolat részletesebb vizsgalatara E-cadherin csendesitéssel 1étrehoztuk
egy differencialt sejtvonal (HT25) mas differencialtsagi foka valtozatat. igy
megvizsgalhattuk, hogy a ndvekedési mintdzatban megfigyelt kiilonbség a
tumorsejtek sajatossagaibol, vagy a tumor differencialtsagi fokabol ered. Mar in
vitro azt tapasztaltuk, hogy az E-cadherin elvesztését kovetéen a sejtek
lekerekedtek, és szétszortan, egymashoz nem kapcsolddva ndvekedtek. Az shRNS-
el torténd stabil E-cadherin csendesités lehetdvé tette az in vivo vizsgalatokat is. A
fent emlitett eredményeknek megfelelden a kevésbé differencidlt tumorok (E-
cadherin csendesitett) sz¢éli résziikon szétszort, kerek sejteket tartalmaztak. A vad
tipust HT25 tumorokban meért érdenzitdshoz képest az E-cadherin csendesitett
tumorokban mért nagyobb érdenzitds intenzivebb inkorporacidra utal. Ennek
megfelelden az ératmérd az E-cadherin csendesitett tumorokban alacsonyabb volt.
Az ereket alkotd sejtek proliferacids rataja is alacsonyabbnak bizonyult, ami
alatdmasztja korabbi felvetésiinket, mely szerint az intenzivebb bekebelezés nem
teszi sziikségessé az erek tagulasaval torténd feliiletndvelést. Osszességében tehat
azt mondhatjuk, hogy a tumor differencialtsagi foka Osszefiiggésben van az
erezddeés meértékével €s az intratumoralis erek proliferacids ratajaval. Az ugyanazon
sejt két kiilonbozd valtozatdnak vizsgalataval kapott eredmények szignifikansnak

bizonyultak, de az eredmények kozott a vartnal kisebb mértékii volt a kiilonbség. A
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tumor szélén elhelyezkedé sejtek morfologiaja (lekerekedett, gomb alaka
sejtforma) a nyulvanyok hianya miatt nem felel meg az invaziv, migrald sejt
integrineken keresztiil (118) kapcsolodnak a kotdszoveti matrixhoz és jellegzetes
elnyult format vesznek fel. Az agyban megfigyelt gomb alak kialakulasanak oka az
lehet, hogy az asztrocitdk ¢és idegsejtek nem szubsztratjai a tumorsejteknek, igy
azok a kollagén és fibronektin tartalma matrix hianyaban nem képesek a kornyezo
szovettel adheziv kontaktus kialakitasara. Ennek megfeleléen morfologiai
szempontbol az invaziv fenotipus a ZR-75-1 sejteknél sem jelent meg, igy a
sejtalakbol a HT25 E-cadherin csendesitett sejtek agytumorainal sem lathatd
emelkedése azonban azt mutatja, hogy a csendesitett sejtvonal nagyobb mértékben
képes az asztrocitdk levalasztasara az erekrdl, ami mégis az invaziv képesség
valamilyen szinti emelkedésére utal. Eredményeink tehat alatdmasztjadk azt a
korabbi megfigyelést, hogy az E-cadherin elvesztése ugyan egy alacsonyabb
differencialtsagi fok elérését eredményezi, de még nem elegendd az invaziv jelleg
kialakitasahoz (119). Ezt alatdmasztja az a tanulmany is, melyben transzgén
egereken vizsgaltdk az E-cadherin elvesztésének kovetkezményeit, €s azt talaltak,
hogy prekancerdzus 1éziok megjelenését indukalja, azonban nem elegendd a
malignus transzformaciohoz (120). Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a TWIST-1
transzkripcids faktornak fontos szerepe lehet az invaziv forma kialakitasaban (96,
121, 122). Emlérakokban kimutattadk, hogy a magas TWIST-1 expresszié az
infiltrativ tumorokra jellemz6, E-cadherin elvesztése mellett (122). Az E-cadherin
expresszid szabalyozdsa mellett a TWIST-1 az AKT-2 kinaz aktivitdsdnak
novelésével a migracio eldsegitésében is szerepet jatszhat (122, 123). A jelatviteli
utak komplexitasat mutatja az a megfigyelés is, mely szerint a TWIST-1
feliilregulacioja volt megfigyelhetd E-cadherin elvesztését kovetden. Eszerint
bizonyos esetekben az E-cadherin elvesztése sajat represszorainak indukcidjaval
jarhat. Igy ez egy oOngerjeszté szignalizacios hurok, mely stabilizalhatja, és
fenntarthatja az EMT altal indukalt mezenchimalis allapotot (96). Tovabbi terveink
kozott szerepel a HT25 sejtvonal két valtozatanak tovabbi modositasa: TWIST-1

szekvenciat tartalmazd plazmid vektor transzfekcidja, stabil transzfektansok
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1étrehozasa utan monoklondlis tenyészetek inditasa a TWIST-1 hatasainak in vitro

¢s in vivo vizsgalatara.
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VII. KOVETKEZTETESEK

A vizsgalt kisérletes agymetasztazisok kdrnyezetében nem figyelhetd meg
bimbdzd angiogenezis, a tumorok a meglévo erek bekebelezésével tettek

szert sajat vérellatasra.

A tumorszerkezet vizsgalata soran harom ndvekedési tipust kiilonitettiink

el: ,,pushing”, atmeneti (karéjozott) és invaziv forma.

Az agymetasztdzisok intratumoralis érdenzitasa Osszefliggést mutatott a
tumorok novekedési mintazataval. A kompakt szerkezetli differencialtabb
tumorok kevesebb eret inkorporaltak, mint a lazdbb szerkezetii
differencidlatlanabb tumorok. Az intratumoralis erek atmérdje és a
vaszkularis sejtek proliferacioja forditott aranyli Osszefiiggést mutatott az

érdenzitassal.

Eredményeink szerint nincs korrelacidé az erek proliferacios rataja és a
VEGF-A mRNS-, illetve fehérje-, valamint a PDGF-B, és ANG-1 mRNS
expressziok kozott. A PDGFR-B, TIE-2 és VEGFR-2 mRNS expresszioja
az intratumoralis teriileteken az 6sszes tumortipusban ndvekedett, mely arra
utal, hogy a vizsgélt faktorok nem az érképzdédésben, hanem inkabb az

intratumoralis erek stabilizdcidjdban jatszanak szerepet.

A tumorok differencialtsagi foka szoros Osszefiiggésben van a kialakitott
novekedési mintazattal. Ugyanazon sejtvonal alacsonyabb differencialtsagi
foku valtozatanak tumoraiban a magasabb érdenzitas a vaszkularis sejtek

alacsonyabb proliferacios ratajaval, és alacsonyabb ératmérdvel parosul.
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VIIL. OSSZEFOGLALAS
A legtobb irodalmi adat szerint az angiogenezis elengedhetetlen a primer

tumorok, valamint a metasztazisok novekedésének fenntartasahoz. Munkank soran
5 kiilonb6zo szoveti eredetli sejtvonal kisérletes agymetasztazisaiban vizsgaltuk a
vaszkularizacio folyamatat. Angiogenezisre utald jelet nem figyeltiink meg a
peritumoralis zondban, a tumorok a meglévo erek bekebelezésével tettek szert sajat
vérellatasra. Az érdenzitds alacsonyabb, az ératmérd és az ereket alkotod sejtek
proliferacidja magasabb volt az intratumoralis teriileteken mindegyik tumorban.
Osszefiiggést figyeltink meg a kialakitott ndvekedési mintdzat, valamint a
vaszkularizacié kozott. A kevesebb eret bekebelez6 ,,pushing” tipust tumorokban
nagyobb ératmérod, és az endotélsejtek és pericitdk magasabb proliferacios rataja
volt megfigyelhetd a tobbi tumorhoz képest. Az erek megtartottdk normal
struktirdjukat, mikozben a felszinlikr6l a tumorsejtek levélasztottdk az
asztrocitakat. A tumorok a pericitakkal egylitt kebelezték be az ercket. A HT-1080
tumorokban intusszuszceptiv angiogenezisre utald struktirakat figyeltiink meg,
melyek kialakuldsat kotOszovetet termeld sejtek hidnydban a tumorsejtek
indukaltdk. A novekedési mintdzat és a vaszkularizacid kozotti Osszefiiggés
pontosabb megismeréséhez a HT25, és E-cadherin csendesitett HT25 sejtekkel
végeztiink vizsgalatokat. Az E-cadherin csendesités onmagaban nem elegendd az
invaziv forma eléréséhez. Az eredményeink a kiilonb6z0 eredeti és
differencialtsagi foku tumorokkal végzett kisérletekkel 6sszhangban azt mutatjak,
hogy ugyanazon sejtvonal alacsonyabb differencialtsagi fokt képviseldje altal
alkotott tumorokban a magasabb érdenzitas alacsonyabb ératmérdvel és az ereket
tehat szorosan Osszefligg a kialakitott novekedési mintdzattal és az intratumoralis

vaszkularis struktuaraval.
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