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1. Bevezetés

1.1. Vaszkulogenezis, angiogenezis

c ey

véndk) alkotjdk. Az ereket beliilrél endotélsejtek boritjak, ezeket pedig simaizom sejtek
veszik koriil. A nagy artéridk fokozatosan dgaznak egyre kisebb erekké, prekapilldris
arteriolakka, végiil pedig kapilldrisokka. A hajszalereket csupdn endotélsejtek és bazélis
membrin alkotjdk, melybe pericitdk vannak bedgyazva. A kapillarisok végiil
posztkapilldris venuldkba vezetnek, melyek fokozatosan egyre nagyobb vénds

rendszerekbe torkollanak'.

A szervezetben Uj erek képzddése két kiilonb6z6 mddon lehetséges: a
vaszkulogenezis és az angiogenezis folyamataival’. A vaszkulogenezis érképz6dési
forma az embriondlis fejlodésben jatszik fontos szerepet. Az érfejlédés legkorabbi
szakaszaban az eret késobbiekben béleld endotélsejt prekurzorok (angioblasztok)
osszeolvaddsédval torténik egy kezdetleges érhdlézat formdldsa®”. Ez az érhalézat csupdn
endotélsejtekbdl all, melyek homogén méretii, egymassal Gsszefiiggd ereket alkotnak,
ezzel kialakitva a primer kapilldris plexust. Az embriogenezis egy késdbbi szakaszdban
ez az érhdlézat egy mdsik folyamat, az dgynevezett angiogenezis sordn atalakul® és egy
még érettebb, a mar a kiilonbozo szovetekre, szervekre jellemzd vaszkularis mintazat

alakul ki'.

1.2. A tumor indukalt angiogenezis

A tumor indukdlt angiogenezis sordn a tumor a gazdaszervezet endotélsejtjeit és
egyéb stromdlis sejtjeit aktivalja és ezzel 0) erek képzddését indukalja. A folyamatot a
tumorban termel6dd ndvekedési faktorok segitik. Léteznek pro-angiogén faktorok,
melyek az angiogenezist serkentik, és 1éteznek anti-angiogén faktorok, melyek gatoljak
a folyamatot. A legfontosabb pro-angiogén novekedési és differencidciés faktorok a
vaszkuléris endotelidlis faktor (VEGF), a bazikus fibroblaszt novekedési faktor (FGF),
az angiopoetin 1 és 2 (ANG-1, -2), a vérlemezke eredetii ndvekedési faktor (PDGF) és a
transzformalé novekedési faktor-béta (TGF-béta). Ezek a faktorok szamos, az

angiogenezist szabdlyozd jeldtviteli utat aktivdlnak a célsejtjeiken. A legjelentdsebb
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anti-angiogén hatdsu faktorok a trombospondin-1,-2 (TSP-1,-2), az interleukin-1 (IL-1)
és az interferon-y (IFN-y)°.

A VEGF (vaszkuléris endotelidlis novekedési faktor) az érfejlodés legfébb
mediatora. Heparinkotd, endotélsejt specifikus mitogén, mely indukalja az endotélsejtek
proliferdciéjat és migraci6jat’. Felfedezésekor vaszkuldris permeabilitdsi faktor VPF
néven valt ismertté, mivel a tumor kornyezetében levé venulak permeabilitdsat novelte,
ami angiogén fibrin/fibronektin matrix kialakuldsiahoz vezetett®. Szerepet jitszik a
kardiovaszkuldris rendszer kialakitisaban és a normdl érrendszer fizioldgidjaban. A
VEGF-et sokféle tumorsejt tipus termeli, és a vaszkularizacié eldsegitésével jelentds
szerepet jatszik a tumor progressziéjiban”'’. A VEGF a vérlemezke eredetii novekedési
faktor (PDGF) szupergén csaldd tagja. Tobb splice varidnsa létezik, amelyek eltérd
receptorokon keresztiil tobbféle sejt aktivalasdban vesznek részt. A VEGF-A két
receptordn keresztiil (VEGFR-1, VEGFR-2) szabdlyozza az angiogenezist és az
érpermeabilitdst. Mindketté egy tirozin-kindz receptor (RTK), szerkezetiikben
hasonldak, a szekvencidjuk 43.2%-os homoldgiat mutat. Az extracelluldris ligandkotd
doménjiikben megtaldlhat6é a hét Ig-like motivum, ezen feliill egy-egy transzmembran-,
juxtramembrian- és TK-doménokbdl, valamint a jelentésen kiilonb6z6 karboxyl
terminusbdl dllnak. A ligandkotés utdn homo- vagy heterodimerizdlédnak, és igy
aktivalédik a TK-doménjiik. Erdekesség, hogy a VEGFR-1 tirozin kindz aktivitdsa
csekély, ellentétben a VEGFR-2-vel, ezért az el6bbi heterodimereket képez a

. IR < 11-1
jeltovabbitds sordn''™"’.

Aktivalédasuk szerepet jatszik a sejtproliferdcioban, a
sejtmozgasban €s a sejtek viabilitdsdban is. A VEGF-C és a VEGF-D, valamint
receptoruk a VEGFR-3, a lymphangiogenezis szabalyozasaért felelések'*. A VEGF
expresszidjat és szekrécidjt elsdsorban a sejtek részleges oxigénhidnya, a hipoxia idézi
el6'. A hipoxidra adott sejtvdlaszok legfontosabb szabélyozéja a hipoxia indukéld
faktor-1 (HIF-1), amely transzkripcids faktorként szamos molekula szintézisét (EPO,
EPOR, VEGF, VEGFR, EGFR, NOS2, IGF-2, gliik6z metabolizmus génjei, stb.)
befolydsolja'®. A HIF-1 két alegységb6l all (o és B), mindkettdnek van DNS-k6td
doménje, transzkripcids aktivitdsukat heterodimer formdban fejtik ki. A béta alegység

folyamatosan termel8dik, az alfa viszont oxigén hatdsdra ubiqitindlédik és lebomlik'’.

Tartds hipoxia hatdsdra az alfa alegység is stabilizdlodik, dimerizdlédva a béta
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alegységgel bejutnak a magba, ahol megindul a HIF-fiiggd gének (koztiik a VEGF-ek)
4tirdsa'®.

A vérlemezke eredeti nodvekedési faktor (PDGF) csalddba négyféle,
diszulfidkotésekkel kapcsolédd homodimer (PDGF-A-D), valamint egy heterodimer
(PDGF-AB) tartozik. A PDGF izoformak az a- és a B-tirozin-kindz receptoraikon
(PDGFRa ¢s PDGFRp) keresztiil hatnak. Fontos szerepet jatszanak bizonyos sejttipusok
(pl. mezenchimalis Jssejtek) novekedésének ¢és talélésének szabalyozasaban az
embrionalis fejlédés sordn (arccsontozat kialakulasa, hajhagymak fejlédése, asztrocitdk
képzddése), valamint a felndtt szervezetben a sebgyogyulds soran. Szolid tumorok
stromdjanak miofibroblasztjai, fibroblasztjai és az erek pericitdi expresszaljak a PDGF-
receptorokat, és az ilyen sejtek PDGF-stimuldlasa eldsegiti tumorok kialakulasat
(dermatofibroszarkéma, GIST, oligodendroglioma). A PDGF receptor jeldtvitel gitldsa
bizonyitottan hasznos bizonyos ritka tumoros betegségek kezelésében (chordoma,
meningeéma, oszteoszarkoma) 19

Az angiopoietinek (ANG) fontos szerepet jatszanak az erek kialakuldsdban,
talakuldsdban és érésében’’. Az ANG-1 és ANG-2 az endotélsejtek tuléléséért,
valamint az embrionalis és posztnatilis vaszkularizacioért felelések™. Az
angiopoietinek receptorai a TK-aktivitdsd TIE-1 és TIE-2. A TIE-1-hez azonban nem
kotnek kozvetleniil az angiopoietinek, igy egyfajta orfan receptorként miikodik. Az
ANG-1/ANG-2 jelatviteli utak a TIE-2 receptoron keresztiil aktivalédnak®, azonban
hatdsuk ellentétes és oOnmagukban is ellentmonddsos. Az ANG-1 alapvetden
proangiogén faktor’>>, azonban megnovekedett expressziGja gdtolhatja az
angiogenezist21’24. Az ANG-2 az ANG-1 antagonistija, a TIE-2-n keresztill kifejtett
anti-angiogén hatdsa abbdl ered, hogy a kotése a receptorhoz mds mechanizmuson
keresztiil torténik, mint az ANG-1-€. Ebben a receptor-ligand kotddésben szerepe van a
TIE-1 receptor ektodoménjének is, befolydsolva az agonista vagy antagonista hatdsok
kifejezddését. Amig van miitkdddképes TIE-1 receptor, addig az ANG-2 nem képes
kapcsolddni a TIE-2 receptorhoz, igy gétolt az anti-angiogén szignaﬂzs.

A TGF-B egy multifunkciondlis citokin, mely kulcsfontossagu szerepet jatszik a
sejtproliferdciéban, differencidciéban, a tdlélés és az apoptézis folyamataiban®. Kettds
szerepe van a karcinogenezisben: a tumorprogresszid korai stddiumdban

tumorszupresszorként, késébb tumor prométerként miikddik*’. A TGF-B1,2
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stimuldlhatja a VEGF termelését, ezen keresztil az endotélsejteket és az
angiogenezist’®?’. A TGF-B-aktivitds gatlds blokkolja a sejtmigrdcit, a metasztazis
képzést emlédaganatban, melanéma és prosztatardk modellben”. Ugyanakkor leirtak,
hogy a fent emlitett ellentmonddsos hatdsa tobbféle mechanizmuson keresztiil
szabdlyozddik. Az alacsony TGF-B1 koncentracié fokozza, mig a magas gatolja az
expresszidjdnak szabdlyozdsa révén éri el, de ezen feliil szdmos mds angiogén faktor
expressziGjat is szabdlyozza®™?. Az ellentétes hatds kialakuldsaban a TGE-p két
receptordnak, az ALK1 és ALKS mennyiségének az endotélsejtek felszinén, valamint az
aktivitdsdnak is fontos szerepe van. Az ALKS-Smad?2/3 utvonal aktivdldsa serkenti tobb
ECM protein (pl. fibronektin) termelését, ezéltal az erek érését. Ugyanakkor az ALK1-
Smad/1/5/8 titvonal angiosztatikus hatdst eredményez>°.

A bazikus fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) serkenti az endotélsejt
proliferaciGt, migraciot ezzel timogatva ij erek kialakuldsat’'. Eml6sokben 18 FGF-et,
€s 4 TK aktivitasu receptort (FGFR1-4) irtak le, amelyek koziil a bazikus-FGF (vagy
FGF2) a leginkdbb kutatott angiogén citokin®. Szdmos molekula (MMP-1, HGF, Bcl2,
survivin, MMP-9 and MMP-13) expresszidjat serkenti, amelyek anti-apoptotikus
hatdstak, és befolydsoljdk tdbbek kozott az endotélsejtek proliferdciGjat is>>=*.

Az endogén anti-angiogén faktorok koziil az interferonokat (IFN) azonositottak
els6ként. Az interferonok, mint citokinek, gétoljadk az endotélsejtek proliferdcigjat és
migraciéjat’ . Kimutattdk, hogy az interferon-gamma (IFN-y) és az interleukin-1 (IL-1)
kombinécidja géitolja a bFGF indukélta angiogenezist, csokkentve az FGF receptorok
expresszigjat. Megallapitottdk azt is, hogy ez a két faktor szinergisztikusan gétolja az
endotélsejtek proliferéci(’)jét36. A trombospondin-1 (TSP-1) gatolja a VEGF
felszabadulast, ezzel az endotélsejtek migracigjat, indukdlja az endotélsejtek
apoptozist, és csokkenti a keringé endotélsejt progenitorok szamat®’.

Judah Folkman a hetvenes években kozolte forradalmian 1) elméletét, miszerint
a daganatok novekedése 0j erek képzddését igényli, vagyis a tumorok angiogenezis-
figgbek™. Folkman szerint angiogenezis hidnydban a tumorok novekedése limitalt,
nem képesek 1-2 mm’-nél nagyobbra néni*’. A daganatok anti-angiogén terdpidjanak

még napjainkban is ez az alapja. A tumor indukalt érképzddés a legtobb esetben nem

jatszik szerepet a tumorgenezis kezdeti szakaszaban. Angiogén switch-nek nevezziik azt

10
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a folyamatot, mely soran a daganat angiogén fenotipusiva valik, az érképzodést
serkenté molekulakat kezd termelni, és képes lesz 1 mm?-nél nagyobb méret elérésére is
(a daganatok az 1-2 mm-es atmérd eléréséig avaszkularisak maradhatnak). Ez a
fenotipus valtds az adott daganattdl fiiggden mar 3 honap alatt végbemehet, de
megjelenése gyakran egy évnél hosszabb ideig is tarthat. Amig az angiogén switch meg
nem torténik, a daganatok mikroszkopikus méretiick, tigynevezett nyugvo fazisban
vannak. Ezekben a tumorokban a sejtek magas proliferdcids és apoptotikus potencidllal
birnak. Az 6nall6 érhalozat kifejlodésével a tovabbra is magas proliferacios rata mellett

az apoptézis csokken, tehét a tumor mérete ndvekedni kezd™.

1.3. A tumorok erezédésének fo utjai

A malignus tumorok vérellatasdnak hatféle mechanizmusa ismert: érbimbdzas
(sprouting), intusszuszceptiv érképzddés, érinkorporacid, glomeruloid érképzddés,
vaszkuldris mimikri és posztnatdlis vaszkulogenezis. A daganatok érhaldzatdnak
kialakuldsa igen Osszetett folyamat, el6fordul, hogy a felsorolt mechanizmusok koziil

egyszerre tobbet is felhasznal a novekvé daganat a vérellatas biztositasara®.

1.3.1. Sprouting angiogenezis

A sprouting, vagy masnéven bimb6z6 angiogenezis maig a legszélesebb korben
ismert vaszkularizdcioés forma. A folyamat sordn a tumorok uj kapilldris oldalagakat,
bimbokat indukilnak a meglévd szoveti kapillarisok stimuldldsaval (1. abra). A
sprouting jelenségét elészor az 1970-es években irta le Ausprunk és Folkman®'.
Modelljiikk szerint a folyamat elsd Iépéseként az angiogén stimulus hatdsira a
posztkapillaris venuldk kitdgulnak, az endotélsejtek kozotti sejtkapcsold struktirak
kornyezd szovetbe migralnak. Az endotélsejtek a kotdszovetben torténd vandorlasuk
sordn bazélis membréinjukat €s polaritasukat is elvesztik, egymas mogott elhelyezkedve
hoznak 1étre éretlen kapillaris kezdeményeket. Ezt kdvetden kezdddik meg az 0j lumen
kialakitdsa. A lumenformalodés soran az endotélsejtek kiilsé felszinén 1j bazalis

membran keletkezik, és az (1j kapillaris kiils6 felszinére pericitak vandorolnak**.
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' 4

1. abra: Bimbo6zé (,,sprouting”) angiogenezis két alternativajanak sematikus
abraja. A két alternativa kozotti fontos kiilonbség, hogy az elsében (Alt.1) a
polaritasukat elvesztett endotélsejtek vandorlasa €és a lumen kialakitdsa utan kezdddik a
bazalis membran szintézise, valamint a pericitak toborzasa, mig a masodik esetben (Alt.
2) a kotészovetbe vandorld endotélsejtek polaritasukat megtartjak, a bazalis membran
depozicidja az 0j ér kialakulasaval folyamatosan torténik. Az anyaér proliferal6 pericitai
az ujonnan képzOdott bazalis membran mentén migralnak. Endotélsejt: piros, pericita:
barna, fibroblaszt: zold. (Forras: Dome B, Hendrix MJ, Paku S, Tévari J, Timar J.
(2007) Alternative vascularization mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic
implications. Am J Pathol, 170: 1-15.)

Az 1990-es évek elején egy masik sprouting modell keriilt lefrasra®’, melynek
elsé lépéseként a venuldk bazdlis membranjdnak elektrondenzitdsa megvéltozik,
protedzok hatdsara gél-sol atalakuldson megy keresztiil, igy elektronmikroszképpal nem
detektdlhat6. Immunhisztokémiai modszerekkel azonban kimutathaté a bazélis
membrdn hdrom komponense: laminin, kollagén IV, fibronektin. A bazélis membran
lokdlisan degradalédik az endotélsejt nytlvanyok kornyékén, és ezzel egyidejiileg
megkezdddik az endotélsejt migracié a kornyezd kotdszovetbe. Vandorlasuk parallel
moédon, bazdlis-lumindlis polaritdsukat megtartva torténik, mindekdzben résszer
lument formdlnak, megtartva Osszekottetésiiket a kiinduldsi anya-érrel. A modell
ujdonsadga az elsdként emlitett modellel szemben, hogy itt a bazalis membran

depozicidja az 0j ér képzddésével folyamatosan torténik, igy csupan csak a képzodo ér
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csucsan elhelyezkedd endotélsejtek érintkeznek a kotdszovettel. Az osztdédo pericitdk az

anyaér kiils6 felszinérél migralnak a még éretlen érszakaszok felszinére™*.

1.3.2. Intusszuszceptiv angiogenezis

A sprouting angiogenezis mellett a masik alapvetd érképzodési forma az tn.
intusszuszceptiv angiogenezis*’. A bimb6z6 angiogenezishez hasonléan ez a folyamat is
kotdszovetes kornyezetet igényel, ami tulajdonképpen az érlumen kettéosztédasat
jelenti. Kotdszovetes oszlopok jelennek meg az érlumenben, igy ez 1j erek 1étrehozasédra
nem, csak a kapillarishdl6zat komplexitasdnak fokozasdra képes. Az intusszuszceptiv
angiogenezisnek is tobb formajat irtak mar le”.

Az egyik modell alapjan az érosztédas ugy torténik, hogy a kiilsé felszinen
elhelyezkedd fibroblasztok, vagy pericitdk hatdsdra az érfal két ellentétes oldaldn
taldlhaté endotélsejtek benyomddnak az érlumenbe, igy a szemkozti endotélsejtek
érintkezésbe keriilnek egymadssal. Az interendotelialis kapcsolatok atrendezddésével
megtorténik a kétrétegli érfal (kétrétegli endotél és kétrétegli bazélis membran)
perforacidja. Ezt kovetden a perforalt részbe fibroblasztok véandorolnak®, melyek
kollagén tartalmu extracellularis matrixot szintetizalnak, és ez kotdszovetes oszlopok
kialakuldsdhoz vezet. A folyamat végeredményeként végiill két kiilondllé lumen

képz6dik® (2. abra).
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2. abra: Intusszuszceptiv angiogenezis 1 Az intusszuszceptiv angiogenezisre jellemzo
kis kotdszovetes hidak (pillarok) kialakuldsdnak héarom-dimenziés (a-d) ¢és
kétdimenzids (a’-d’) abrazolasa. A folyamat a szemkdzti érfalak betiiremkedésével (b,
b’) és a sejtkozotti kapcesolatok atrendezddésével indul. Az érfal centralisan perforalddik
(¢, ©), fibroblasztok vandorolnak be, az erek belsejében kotdszovetes hidak alakulnak,
melyeket a fibroblasztok 4ltal termelt kollagén tartalmi matrix stabilizal (d, d’). Pr:
pericita, EC: endotélsejt, BM: bazalis membran, Fb: fibroblaszt, Co: kollagén. (Forras:
Burri PH, Tarek MR. (1990) A novel mechanism of capillary growth in the rat
pulmonary microcirculation. Anat Rec, 228: 35-45.)

Egy masik elmélet is ismert a kotdszovetes oszlopok kialakulasara, mely szerint
az endotélsejt nyulvanyt bocsat a kapillaris lumenébe, majd az ér szemkozti falat elérve
kapcsolatot 1étesit az ott 1évé masik endotélsejttel. Ezutdn az endotélsejtek a bazdlis
membrant lokalisan lebontjak, majd kotdszoveti kollagén koteghez tapadva athuzzak azt
az ér lumenén. Az ér belsejében keletkezett kotdszovetes oszlop igy eleinte csupan egy
kollagénkotegbdl és az azt kétoldalrol koriilvevd endotélsejtekbdl all. A késdbbiekben
kotdszovetet szintetizald sejtek vandorolnak be a kollagén kotegbe, ami az oszlop
méretének tovdbbi novekedését eredményezi® (3. 4bra). A folyamat sordn az

endotélsejtek polaritdsa nem valtozik meg*, ezért inverz bimbézasnak is tekinthetd.
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3. abra: Intusszuszceptiv angiogenezis 2. Inverz bimbé6zas. (A) Intralumindlis
endotélhid kialakuldsa. (B) Az endotélhidak athelyezOdhetnek, illetve tobb endotélse;jt
is részt vehet a hidak kialakitdsdban. A hidat alkoté endotélsejt bazdlis membranja
lokdlisan degradalédik, és a sejt egy kollagénkoteghez kapcsolddik. (C, D) Az
endotélsejtek altal kifejtett htizdéerd a lumen taloldalara juttatja a kollagénkoteget.
Nyilak jelzik az er6 iranyat. (E). Az interendotelidlis kapcsolatok atrendezddnek, de az
endotélsejtek bazalis-lumindlis polarizéciéja megmarad. (F) A kollagénkoteg atkertil az
ér tuloldalan 1évé kotdszovetbe. A kialakult oszlop egyetlen kollagénkStegbdl és az azt
kortilvevd endotélsejtekbdl all. Az oszlop tovabbi novekedését a fibroblasztok és
pericitdk bevandorldsa, valamint az extracelluldris matrix szintetizdldsa biztositja.
Endotélsejt: piros, bazdlis membran: sziirke, kollagénkoteg: fekete vonalak. (Forrés:
Paku S, Dezso K, Bugyik E, Tévari J, Timar J, Nagy P, Laszlo V, Klepetko W, Dome
B. (2011) A new mechanism for pillar formation during tumor induced intussusceptive
angiogenesis: inverse sprouting. Am J Pathol, 179:1573-85.)

A 6 citokinek, melyek részt vesznek az intusszuszceptiv angiogenezisben a
PDGF, az angiopoetinek, az ephrinek és a TGF-béta*. A primer tumorok kialakuldsanak

helyén (emld, bél, bor) altaldban nagy mennyiségli kotdszovet talalhato, igy az eldbb
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emlitett angiogenezis formdk domindlnak, mivel ezek kotdszovetes matrixot

45,46
k.

igényelne A metasztazisképzés O szerveiben (maj, agy ¢és tiid6) azonban

elsddlegesen nincs nagy mennyiségli kotdszovet, igy az attétek alternativ

., . , . , L. 474
vaszkularizciés mechanizmusokkal érik el vérellatdsukat?’*®,

1.4. A tumorok erezédésének alternativ formai

1.4.1. Erinkorporécié

Az elsé alternativ tumor vaszkularizaciés mechanizmust elészér Thompson
fogalmazta meg 1987-ben, eszerint az érinkorporacié sordn a daganatndvekedés
hatdsdra a tumorok bekebelezik a kornyezetiikben talalhaté ereket®. A folyamat sordn
a kornyezd szovet meglévo, illetve az Ujonnan képzddott erei is inkorporaciora
keriilnek. Szdmos mds esetben is igazoltdk az érinkorporacid jelentdségét. Dome és
munkatdrsai humdn és kisérletes melanomék esetében mutattdk ki, hogy a daganatok
felszinével parhuzamos lefutast, bimb6z6 angiogenezissel keletkezd ereket és a bor
eredeti érhédlézatit a daganat novekedése kozben folyamatosan inkorporéljaso. A
kapillarishal6zat bekebelezése utdn, a tumor novekedésével az érdenzitds a tumor
belseje felé¢ folyamatosan csokken, és ez a csokkend tendencia megfigyelhetd az
endotélsejt proliferaci6 esetében is. Tehat az érbimbdézds a tumor belsejében
megszlinik, ami valdsziniileg annak az eredménye, hogy a tumor belsejében nem all
rendelkezésre megfeleld kotdszovetes kornyezet 10j kapillarisok képzddéséhez.
Azonban ezen a teriileten az endotélsejtek tovabb proliferdlnak, ami az inkorporalt erek
dilatici6jat eredményezi™’.

A metasztazisképzés {6 célszerveiben (m4j, agy, tiidé) ndvekvd metasztazisok
kornyezetében altalaban nincs neovaszkularizacio, feltehetéen a mar emlitett megfeleld
mennyiségli kdtdszovet hidnya, illetve a nagy érdenzitds miatt. Pezzella és mtsai. az
1990-es évek kozepén kimutattdk primer’’ és metasztatikus™> tiidétumorok esetében,
hogy a ndvekvo tumormassza intakt alveolus falak inkorporalasara képes. Késobb Paku
€s mtsai. 1is lefrtdk, hogy a pushing tipusi kolorektdlis majmetasztizisok
vaszkularizicidja esetében a fuziondlt szinuszoidok inkorporicidja torténik rneg47 4.

abra). Holash és mtsai. szerint kisérletes glioma modellben az érinkorporacié csak a
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tumorndvekedés kezdetén figyelhetd meg, ezt szekunder avaszkularis allapot, majd

. . .. . cpz.c 20253
robusztus angiogenezis koveti a tumor periféridjan™.

a b c d
4. abra A pushing tipusi majmetasztazisok érrendszerének kialakulasa. Az erek
jobb lathatosdga érdekében a hepatocitak (barna) csak a képek felsd részén lathatoak. A
tumor fejlédésének korai szakaszéban (a) még normal majszovet szerkezet figyelhetd
meg peritumoralisan. Ahogy a tumor (z6ld) ndvekedése altal kifejtett nyomads nd, Ggy a
hepatocitak kiszorulnak ebbdl a régiobdl (b, ¢) és megtorténik a szinuszoidok fuzidja
(piros). A fuziondlt erek az djonnan szintetizalt kdtdszovettel egyiitt inkorporalédnak a
tumorszovetbe (c¢). Az ér hossztengelye irdnydban tovdbbra is kapcsolédik a m4j
érrenedszeréhez (d). (Forras: Dome B, Hendrix MJ, Paku S, Tévari J, Timar J. (2007)

Alternative vascularization mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic
implications. Am J Pathol, 170: 1-15)

1.4.2. Glomeruloid testek képzodése

A glomeruloid testek a vese glomerulusaihoz hasonlé érgomolyagokbdl felépiilt
jellegzetes érstruktirdk tobb helyiitt megtaldlhatéak, azonban leginkdbb a kozponti
idegrendszerben figyelhetdek meg™. Kialakuldsuk pontos mechanizmusa nem ismert™,
de legrészletesebben Dvorak €és mtsai. vizsgaltdk agyszovetben, a tumormentes
kornyezetben VEGF hatédsdra kialakulé glomeruloid testeket. A folyamat elején tig
anyaerek alakulnak ki az agyszovetben, melyek faldban endotélsejt- és
pericitaproliferdcié indul meg. A proliferdlé sejtek az anyaér lumenébe nyomulva
szamos lument alakitanak ki. Kés6bb ezek a strukturdk apoptdzis Utjan egymastol

elkiiloniild, az eredeti erekkel Osszekottetésben allo erekké differencidlodnak, igy
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kialakitva a  glomeruloid testeket™. Egy masik modell szerint agyi
mikrometasztizisokban a glomeruloid testek kialakuldsa kozvetleniil a tumorsejt
membranjanak kiilsd felszinén, aminek kovetkeztében a tumorsejtek kapilldrisokra
kifejtett huzoereje egyszerti hurkokat hoz létre a kapillarisokon. A tumor novekedése
sordn a vese glomerulusaihoz hasonlé bonyolult érhélozattal rendelkezd elvékonyodott

afferens és efferens érrel rendelkez6 tumorfészkek 1<ép26dnek48 (5. abra).

5. abra: Glomeruloid angiogenezis. Extravazaciot kovetéen a tumorsejtek (zold)
szorosan a kapillaris bazdlis membranjdnak (sziirke) kiilsé felsziné¢hez tapadnak (a). A
tumorsejt huzéerejének kovetkezményeként hurok keletkezik a kapilldrison (b). A
tumorsejtek szaporoddsa kovetkeztében tovdbbi tumorsejtek tapadnak a kapilléris
felszinéhez, ami tovabbi hurkok kialakuldsidt eredményezi (c¢). Az utolsé dbra egy
tumorsejt fészek keresztmetszetét mutatja, melyben kaotikus elrendezddésii
kapilldrisok alkotjdk a glomeruloid testet (d). Endotélsejt: piros, Pericita: barna.
(Forras: Dome B, Hendrix MJ, Paku S, Toévari J, Timar J. (2007) Alternative
vascularization mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic implications. Am J
Pathol, 170:1-15)

1.4.3. Posztnatalis vaszkulogenezis

Egészen a kozelmultig ugy tartottdk, hogy a vaszkulogenezis csupdn a korai
embriogenezis soran figyelhetd meg, €s feltehetden nem fordul eld felndtt szervezetben,
mig az angiogenezis mind a fejlédd embridban, mind a posztnatlis €let soran jelen
van®®. A posztnatalis vaszkulogenezis kulcselemei a csontvel6bdl szarmazé endotél
progenitor sejtek (EPC-k), melyek hozzdjarulnak az ischaemia és a szovetkdrosodas
utdni neovaszkularizacié fokozaséhoz”'. Emellett bizonyos tumorok esetében hozzajarul

az angiogén swtich-hez (a tumorndvekedés azon stddiuma, ahonnét mér sziikséges a
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sajat keringés kialakitdsa), ezdltal a daganat progressziéjéhozsg. Elsdként 1997-ben
Asahara és munkatarsai periférids vérbdl izolaltak VEGFR2+ és CD34+ endotelidlis
prekurzorokat. Az EPC-k, az endotélsejtek €s a hematopoetikus dssejtek szamos egyéb
markert is expresszdlnak. Az EPC-ket a kiilonb6z6 érési stadiumban 1évé allapotuk
alapjan osztdlyozhatjuk: a primitiv hemangioblasztoktdl a teljesen differencidlt
endotélsejtekig™ (6. abra). A csontveli progenitor sejteket a tumor altal termelt
citokinek mobilizdljdk, melyek a keringéssel eljutnak a primer tumor és a metasztizis

helyeire, ahol elésegithetik az uj erek kialakulasat*’.

Csontveldi stroma sejtek

Ko6zos hemangioblaszt

CD117+ ‘ Hematopoetikus prekurzorok
Tie-2+ p

VE-C-
AC133+
VEGFR2+

DI Elkotelezett EPC-k

Tie-2+ Korai cirkulalé EPC-k

VE-C+

CD34+
VEGFR2+
CD31+

VE-Ch- .

VWF+/- . .

AC133+ VWF+
CD34+ — . AC1334/-
VEGFR2+ . .

CD31+/-

6. abra: Endotelidlis progenitor sejtek. Az EPC-ket osztilyozhatjuk a korai
hemangioblasztoktdl a teljesen differencidlt endotélsejtekig: a korai EPC-k (a
csontvelében 1évo, vagy a kozvetleniil keringésbe keriilo sejtek) AC133, CD34,
VEGFR-2 pozitivak, mig a keringé EPC-k CD34 és VEGFR-2 pozitivak, AC133
negativak, az érett sejtek pedig CD31, von Willebrand Factor és VE-cadherin pozitivak.
(Forras: Dome B, Hendrix MJ, Paku S, Toévari J, Timar J. (2007) Alternative
vascularization mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic implications. Am J
Pathol, 170:1-15)
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1.4.4. Vaszkularis mimikri

A vaszkuléris mimikri jelenségét el6szor Maniotis és mtsai. irtdk le 1999-ben.
Azt taldltdk, hogy agressziv primer €s metasztatikus melanoméakban tumorsejtek altal
hatarolt 6sszefiiggd csatornak alakulnak, melyek kapcsolatban allnak a kérnyezd szovet
érhalézataval és részt vesznek a tumorszovet oxigén- és tdpanyagelldtisban®. A
vaszkuldris mimikri sordn a tumorsejtek fenotipusa endotél karakteri lesz, €s 6k maguk
alkotjak az ,érfalat” (7. abra), amit az endotelidlis gének overexpresszidja okoz. A
vaszkuldris mimikri a melanéma mellett szdmos mas daganatban is megfigyelhetd,
mint példaul a hdmeredetli daganatok, prosztata-, emld-, petefészek-, chorio-, tiidorak,

illetve szarkémak esetében®,

Tumoros szinusz

Melanéma
%— tumorsejtek
(z61d)

Er-endothél

Laminin hdlozat
(sziirke)

7. abra: Vaszkularis mimikri. A tumorban (z61d) olyan csatorndk (tumoros szinuszok)
keletkeznek, melyeket csak tumorsejtek, vagy tumorsejtek és endotélsejtek hatirolnak.
A tumoros szinuszok kapcsolatban allnak a kornyezd szovet kapillarisaival. (Forrés:
Dome B, Hendrix MJ, Paku S, Tévari J, Timar J. (2007) Alternative vascularization
mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic implications. Am J Pathol, 170:1-15)
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1.5. A gazdaszovet hatasa a tumorok szerkezetére és beerezodés

mintazatara

Mar régebben felmeriilt, hogy a tumorok vaszkularis mintdzatit a tumorok
szdvettani tipusa hatdrozza meg®'. Konerding és munkatdrsai® megvizsgiltdk a
szubkutdn tumorok vaszkularis szerkezetét négy kiillonb6zo szoveti eredetii sejtvonal
alkalmazéséaval. Azt talaltdk, hogy az érrendszer egyedi és az adott tumorra jellemzd,
tovabba kideriilt, hogy a vaszkuldris struktira nem fiigg a tumor méretétél vagy
novekedési sebességétol, csak a tumor tipusatdl. Ezzel szemben Solesvik és
munkatdrsai® 6t betegb6l szarmazo huméan malignus melanoma xenograftokat vizsgalva
eltérd vaszkularis struktarakat taldltak (ér hossz, feliilet és térfogat) ugyanazon
szovettani tipus esetében. A lassabban ndvé melanémdkban, Osszehasonlitva a
gyorsabban novd tumorokkal, kisebb érdenzitdst taldltak, ami a megfigyelt nagyobb
nekrotikus teriileteknek volt koszonhetd.

A tumor tipusan kiviil, a gazdaszovet extracellularis madtrixa (kollagén és a
bazdlis membrin szerkezete) is hatdssal van a tumorok szoveti struktirdjara és
erezodésiik jellegzetességére. Agymetasztazisokban példaul kimutattdk, hogy az
kapillarisok bazalis membranja****®. A magas metasztatizalo képességii 3LL-HH egér
tiid6 adenokarcinéma sejtek képesek szubsztratként haszndlni a bazdlis membran
sejtfeldli oldalat novekedésiikhoz és terjedésiikhoz a periférids idegrendszer, valamint
az izom- €és zsirszovet invazidja soran®. E folyamat sordn a normal sejteket a
tumorsejtek levalasztjak sajat bazalis membranjukrol, az eldbbiek végiil degradalodnak,
azonban a bazdlis membranjuk ép marad.

Mijmetasztazisokban kimutattdk, hogy a tumor differencidciés foka szintén
befolydsolhatja a metasztazisok szdvettani szerkezetét®®®. A kolorektalis
adenokarcindoméak méjmetasztidzisaiban harom kiilonb6zd ndvekedési mintazatot irtak le.
A ‘replacement’ novekedési mintdzat (differencidlatlan tumorok) esetében retikulin
festés alapjan a mdj megdrzi eredeti strutktirdjat. Azonban a dezmoplasztikus és
‘pushing’ tipusi novekedési mintdzatokndl (differencidltabb tumorok) a m4j struktirdja
torzul. A két utébbi nodvekedési mintdzat esetében a metasztizisok koriil a

mdjparenchima komprimalédik. A dezmoplasztikus novekedés esetében, mely hasonlé a
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pushing novekedési formahoz, egy vaskos kotdszovetes tok vélasztja el a
majparenchimat a tumorszovetts1®’.

Munkacsoportunk kordbban madr leirta a vaszkularizacié folyamatét ,,pushing”
tipusu kisérletes kolorektélis adenokarcindma modellben (C38) a méjban‘”. A
metasztdzisok novekedése sordn simaizom aktin (aSMA) pozitiv sejtek jelentek meg a
tumor-parenchima hatdrédn, és ezzel egyiitt a hepatocitdk kiszorultak errdl a teriiletrdl.
Mindez a tumorok sz€li részén a mdjszinuszoidok fiziéjdhoz vezetett, melynek
eredményeképpen nagyméretii erek jelentek meg a metasztazisok felszinén. A flzionalt
szinuszoidok ¢€s a kollagén matrixot termelé6 aSMA-pozitiv miofibroblasztok egyarant
bekebelezésre keriiltek a ndvekvd tumor altal. Az invaginaciok tumorban legmélyebben
elhelyezkedd része feltehetden a tumorszovet nyomasa kdvetkeztében levalt a kornyezd
gazdaszovettdl és a folyamat végeredményeként centralis helyzetd, funkcionalis érrel
rendelkezd kotdszovetes oszlop alakult ki.

Differencialatlan tumorok esetében a maéajmetasztazisok erezodésének egyik
lehetséges modja az izoldlt tumorsejtek migracidja a Disse-térben (periszinuszoiddlis
tér) talalhaté bazdlis membran mentén. A folyamat sordn a tumorsejtek levasztjdk az
endotélsejteket sajat bazalis membranjukrol, melyek ezt kovetéen proliferalni
kezedenek és tag lumenti, kanyarulatos lefutasu ereket képeznek a metasztdzisban. A
vizsgalt tumortipus esetében kotdszovet lerakodds nem volt megfigyelhetd a
peritumordlis teriileteken. Fontos megjegyezni, hogy sem a pushing, sem az invaziv
(replacement novekedési mintdzat) tumorok esetében peritumordlisan nem volt endotél
proliferdcid, és igy angiogenezis sem volt megfigyelhetd.

A tumorok kotdszovetes szerkezetét az is meghatarozhatja, hogy a tumor
kornyezetében taldlhatok-e olyan sejtek, melyek képesek extracelluldris matrix
szintézisre, és ha igen a tumor milyen mértékben tudja aktivdlni ezeket a sejteket. Ezzel
Osszefiiggésben megfigyeltiik, hogy kisérletes agyi metasztizisokban nem torténik meg
kotdszovet lerakodasa, mivel az agy parenchiméjaban nem talalhaték fibroblasztok®. A
fentiek szerint a pushing, illetve dezmoplasztikus novekedési mintdzatot mutatd
metasztazisok nagyobb mértékben aktivaljdk a fibroblasztokat, mint az invaziv

novekedést mutatd tumorok.
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1.6. A tiid6 anatomiaja

Az emberi tiidé paros, lebenyekbdl allo szerv, a bal tiid6fél harom, a jobb
tidofél négy lebenybdl 4ll. Feliiletét a mellhartya zsigeri lemeze vonja be.
Mediasztinalis felszinén tiidokapunal talalhatok a fohorgdk, a pulmondlis artéria és
véna, tovabba a bronchialis artéria és véna. Ugyancsak a tlidOkapun at 1épnek ki a tiido
nyirokerei, ¢és itt talaljuk a tiido idegeit is. Az egyes lebenyek kisebb részekre,
bronchopulmonadlis szegmensekre, majd lebenykékre, végiil alvedlusokra tagolédnak,
melyekben a gdzcsere zajlik’® (8. abra A). Az alvedlusok faldban pérusok taldlhatok
(Kohn pérusok), melyeken keresztiil az alveélusok kommunikdlnak egyméssal’' (8.
abra B, C). Itt az alveolusokat béleld tiidbhamsejtek (pneumocitak), valamint az ereket
borité endotélsejtek bazdlis membranjai 6sszefekszenek, fiziondlnak (9. abra A). Az
alvedlus falban, ahol kotdszovet taldlhatd a két bazéalis membran elvalik egymastol (9.
abra B), ezen kiviil a kotdszovet, melyet foként fibroblasztok és kollagén alkotnak,

fizioldgiasan a tiidében csak igen kis mennyiségben fordul eld, foként a nagyobb erek és

légutak koriil”* (9. Abra C).
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8. abra: A tiidé alveolaris szerkezete. (A) Sematikus dbra egy acinus felépitésérdl. (B)
Az alvedlusok faldban taldlhaté Kohn pérusok szkenning elektronmikroszképos képe.
(C) Alveolusfal kapillarishdlézata. Félvékony metszetek (29 darab) 3D rekonstrukcidja.
A kosarszertien elhelyezkedo kapillarisok stirti halozatot alkotnak az alvedlus falaban.
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9. Abra. Bazalis membranok a tiidében. (A) Fiziondlt (ketts) bazdlis membrin az
endotélsejt €s a pneumocita kozott. (B) Kettévalt bazdlis membran az alvedlus falban,
ahol kotdszovet taldlhatd. Nyilhegyek jelolik az epitél- (EP BM) és az endotél bazilis
membranjat (EN BM). FIB: fibroblaszt; BM: bazdlis membrin; ALV: alveoldris tér;
KAP: kapilldris tér

A tlid6 kettds vérellatast szerv: véredényei részben a légzés szolgalataban allo
pulmondlis artéria és véna, részben pedig a tiidészovet alkotoelemeinek az
anyagcseréjét biztosité bronchidlis artéria és véna rendszeréhez tartoznak>. A
pulmonalis rendszer képviseli a tiidé keringésének 99%-4t”*.

A bronchidlis artéridk a tiidé ugynevezett taplalo (nutritiv) erei, melyek az aorta
descendensbdl erednek és egészen a bronchiolus respiratorusokig a kiilonbozd szinteken
elhelyezkedd bronchusokat l4tjak el vérrel. A bronchidlis artéridkbol erednek azok az
artéridk is, amelyek a pulmondlis artéria faldt, a nyirokcsomoék parenchimdjat és a
pleurdt halézzdk be. A bronchidlis vénak vére részben a tiidévéndkba, részben a véna
azygosba keriil”.

A két artérids rendszer nem Kkiiloniil el teljesen egymdstol, mert a bronchidlis
artéria altal szdllitott vér egy része a pulmondlis véndba jut, illetve a human tiidében

mikrovaszkuldris anasztomoézisok vannak jelen a pulmondlis artéria €s a bronchidlis

artéria kozott. Elképzelhetd, hogy ezen anasztomdzisok feladata az, hogy a két rendszer
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kozil barmelyik véraramlasanak csokkenése esetén a masik artéria a tid6 keringését
fenntartsa. Ez kiillondsen fontos lehet a pulmondlis &ramlds megingésa esetén’”.

Patkéanyokban jelen vannak a bronchidlis artéridk és a két rendszert 6sszekotd
prekapilldris anasztomézisok®, azonban az egerek tiidejében el6forduléd bronchialis
artéridk jelenlétével kapcsolatban az irodalom megosztott76'78.

Verloop kiilonb6zd ragesalokban vizsgalta a bronchialis artéridk, valamint az
anasztomoézisok jelenlétét. Szinezett zselatinos folyadékkal toltotte fel az 4llatok
érrendszerét. Patkdny tiidében a legkisebb bronchusok szintjéig sikeriilt igazolnia a
bronchidlis artéridk jelenlétét, mindemellett prekapillaris anasztomoézisokat is
megfigyelt. Egérben azonban a feltdltés a szervek kis mérete miatt csupan egy
alkalommal volt sikeres, a f6 bronchusokat ellaté artériakat sikeriilt azonositania’®.
Mitzner és mtsai. egér tiidobe juttatott mikrogyongyokkel bronchidlis artéridkat nem
véltek felfedezni’’. Ezzel ellentétben Rajkumar és mtsai. mikrogyongyokkel, pnCT-vel

és Flat Panel CT-vel végzett kisérleteik soran azonositottak egér tiidoben bronchidlis

o ‘ oy L, . 78
artéridkat és bronchopulmondlis anasztomozisokat .

1.7. Tiidometasztazisok kezelése

A daganatos betegségekben a haldlozds legfobb oka az attétképzés, ami a
rosszindulatl sejtek primer helyrél mas szervekre torténd atterjedését jelenti. A tiidd is
egy olyan szerv, amelybe az anatdmiai sajatossdgai miatt gyakran adnak &ttétet mas
lokalizdci6ji daganatok’’. Az extratorakdlis tumorok 20-54%-dban mutathaték ki
tiidoattétek® ™. Az egyetlen modszer, mely valddi potenciallal bir a tiidémetasztazisos
betegek kezelésében az a sebészi eltavolitis®™. Sajnos azonban a tiidémetasztazisban
szenvedd betegek tobbsége nem alkalmas a miitéti beavatkozésra, ezért inkabb kemo-
(platinaszdrmazékok, taxdnok) és/vagy célzott (anti-EGFR) terapiakkal kezelhetd,
amelyek hatékonysdga még mindig nem megfelel6®**°. A metasztazisok novekedéséhez
alapvet6 fontossagli a megfelel vérellatishoz vald hozzaférés®, ezért a metasztazisok
vaszkularizacigjanak tanulmdnyozasa tobb okbol is rendkiviil fontos. El6szor is,
barmelyik daganatellenes terdpids szer hatékonysdga fiigg attdl, hogy eléri-e a tumort

megfeleld koncentracidoban, amit a gyakran inhomogén tumordlis vérellatds nagyban

befolydsol®’. Mésrészrél a tumorok altal kivaltott angiogenezis a daganatellenes terapia
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célpontja is lehet. Az angiogenezist célz6 hagyomanyos gydgyszerek (azaz az anti-
angiogén hatdéanyagok) azonban vegyes €s gyakran elkeseritd eredményeket mutattak a
betegek kezelésében™™". Ezért az dttétekben torténé vaszkularizacios folyamatok jobb
megértése dontd fontossagli a metasztazisos betegek kezelésére szolgalo, sikeresebb

terdpias stratégidk kidolgozasédban.
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2. Célkitiizések

A primer tumorok és metasztdzisok vaszkularizacidjdnak szamos médjat irtak le
kiilonb6z6 szovetekben, szervekben, azonban tiidometasztazisok erezédésének pontos
mechanizmusa még a mai napig nem teljesen ismert. Ezért célkitlizéseink a kovetkezdk

voltak:

1. Kisérletes tidOmetasztazisok vaszkularizacios mechanizmusainak

meghatdrozasa kiillonbozd szoveti eredetli tumorok esetében.
2. A kotészovetes szerkezet kialakuldsdnak vizsgdlata kiilonbozd szdveti eredetii
tumorvonalak invaziv és nem invaziv novekedési mintdzatot mutatd

tid6émetasztazisaiban.

3. C38 tumorok érinkorporicidés mechanizmusdnak, kotdszovetes szerkezetének

Osszehasonlitasa tido metasztazisokban és szubkutan szovetben.

4. Kisérletes tiidometasztazisok vaszkularizacigjanak (bronchidlis, pulmonadlis)

meghatdrozasa és hatdsanak vizsgalata a tumorsejtek proliferdcidjéra.
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3. Anyagok és médszerek

3.1. Tumorsejt vonalak

HT1080 human fibroszarkéma, HT25 humdan kolon adenokarcinéma, A2058
human melanéma, MAT-B-III patkiany emlé adenokarcinéma, B16 egér melanéma,
valamint C26 egér kolon adenokarcinéma sejteket in vitro RPMI-1640 médiumban
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) tenyésztettiik, melyhez 10% FBS-t (Sigma-
Aldrich,) és gentamicint (160 mg/L, Sandoz International GmbH, Holzkirchen,
Németorszdg) adtunk. Az in vitro tenyésztett exponencialis novekedési fazisban 1évo
sejteket (a nem letapadé MAT-B-III sejtek kivételével) 1x Tripszin-EDTA-val (Sigma-
Aldrich) 5 percen 4t 37°C-on torténd inkubalassal vittiik szuszpenzioba, majd a reakcid
leéllitdséhoz RPMI-1640 (+10% FBS, +gentamicin) médiumot hasznaltunk. Mosdst
(szérum-mentes RPMI; Sigma-Aldrich) kovetden a sejteket megszamoltuk ¢és
lecentrifugéltuk (10 perc, 800 rpm, 4°C), majd szérum-mentes RPMI-ben vettiik fel a
sejteket az allatokba torténd oltashoz.

A C38 kolon karcinéma sejtvonalat sorozatos szubkutdn transzplantdcidkkal
tartottunk fent. A szubkutdn tumorokat eltavolitottuk az &llatokbdl és s6oldatban kis
darabokra (~0,5 cm®) vagtuk. Egy kis bemetszést ejtettiink a hatbéron és az ollo hegyét
bevezetve levalasztottuk a bdrt az izomrdl, igy egy kis zsebet kialakitva. Egy

tumordarabot helyeztiink a zseb mélyébe és a bemetszést bezartuk.

3.2. Allatkisérletek

A kisérleti 4llatok tartdsa és kisérletbe vondsa a Semmelweis Egyetem
allatvédelmi szabalyzata alapjan az allattartasi és kisérleti eldirasok betartasa mellett
tortént (Allatkisérlet engedély Ikt. sz.: 22.1/1159/3/2010, PEI/001/2457-6/2015). Az
allatok (C57B1/6, Balb/c, SCID egerek és Fischer 344 patkdny) a Semmelweis Egyetem
I sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet tenyészetébdl szarmaztak. A kisérletek
alatt az éllatok a sziikségleteiknek megfelelden folyamatosan fogyaszthattak ragcsalod
tapot (Charles River, Wilmington, Massachusetts) €és csapvizet. A kisérleti allatokat
allandd6 homérséklet €s nedvességtartalom, valamint 12 O6rai fény/stétség napi

valtakozast biztosito feltételek mellett tartottuk.
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3.2.1. Kisérletes tiidometasztazisok létrehozasa intravénas oltassal

A kovetkezd tumorsejtvonalak intravénas (farokvéna) oltdsaval hoztunk létre
tidometasztazisokat: HT1080 human fibroszarkdbma, HT25 human kolon
adenokarcinéma (SCID egerekben), MAT-B-III patkany emld adenokarcinéma SCID
egerekben és F344 patkdanyokban, B16 egér melanéma C57Bl/6 egerekben, valamint
C26 egér kolon adenokarcinéma Balb/c egerekben.

Kiilonb6z6 mennyiségii tumorsejtet oltottunk az allatok farokvéndjaba (1. Tablazat).

1. Tablazat. A beoltott tumorsejtek szima az egyes vonalak esetében.

Allatok Sejtvonal Sejtszam (db) Térfogat (ml)
C57Bl/6 egér B16 10° 0,2
Balb/c egér C26 5x10° 0,1
SCID egér HT25 10° 0,1
Fischer patkany MAT-B-III 7-10x 10° 0,5-0,9
SCID egér MAT-B-III 2x 10° 0,2

Az in vitro tenyésztett HT1080 sejtek az intravénds oltast kovetden nem
képeztek tiidSkoloniakat, ezért 2x10° sejtet fecskendeztiink szubkutdn a SCID egerekbe.
Harom héttel az oltast kdvetden a szubkutan kindtt tumorokbdl 1 ml-es fecskendd
segitségével kinyertilk a tumorsejteket tartalmazd szovetmasszat, melyeket pengével
homogenizéltuk, majd szérum-mentes RPMI-ben fecskenddvel Gsszeszuszpendaltuk a
sejteket és négy réteg steril gézlapon atsziirtiik, végiil lecentrifugaltuk azokat (800 rpm,
10 perc). Az él16 HT1080 sejteket leszamolva 0,1 ml térfogatban 2x10° sejtet
fecskendeztiink a SCID egerek farokvéngjdba.

3.2.2. C38 tumorok létrehozasa kiilonb6zo6 szovetekben

A szubkutan nov6 tumorok l1étrehozasahoz 0,05 cm® méretti C38 tumordarabokat
transzplantaltunk az egerek hatbdre ala. A transzplantaciot kdvetd 21. napon terminaltuk
az éllatokat.

Kisérletes tlidometasztazisok Iétrehozasahoz a szubkutan fenntartott C38

tumorokat eltdvolitottuk, szikével 1-2 mm-es darabokra védgtuk, majd 0,7 mg/ml
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kollagendz (Sigma-Aldrich) jelenlétében (szérum-mentes RPMI-1640 médiumban), 45
percen 4t 37°C-on, rdzatds mellett inkubéltuk. Ezutdn a sejtszuszpenziét négy réteg
steril gézlapon atsziirtiik, majd lecentrifugaltuk (10 perc, 800 rpm, 4°C). Az allatok
altatdsdt ketamin-xylazin (Sigma-Aldrich, 80:12mg/kg dézis) intraperitonedlis
injekcidval végeztik. Mivel a szubkutdn fenntartott C38 tumorokbdl kinyert
tumorsejtek az allatok farokvénajaba oltasa utdn nem képeztek tiidometasztazisokat,
ezért ebben az esetben a spontdn metasztdzis modellben hoztuk 1étre a
tiidémetasztazisokat. 5 x 10* sejtet injektaltunk az egér hatsé labanak talpdba, majd az
oltast kdvetd 18-28 nappal késobb a tumort hordozo ldbat amputaltuk. Tapasztalatok

szerint ez a modszer felgyorsitja a mikrometasztazisok novekedését a célszervben Az

crer

3.2.3. Kettos érfeltoltés

A tiidometasztdzisok vérellatdsanak vizsgalatdhoz Fischer patkdnyokban
hoztunk 1étre metasztazisokat, a MAT-B-III emlé adenokarcindma sejtvonal intravénds
oltasat kovetden. Azért hasznaltunk kisérleteinkhez patkanyokat, mert korabbi

vizsgalataink, valamint egyes irodalmi adatok szerint'®"’

az egerek tiidejében nincs
bronchidlis keringés. Kettds érfeltdltési technikat alkalmaztunk, hogy megvizsgaljuk a
patkany tiidometasztazis vérellatdsanak eredetét. A normal patkany tiidoben a
pulmonadlis €s bronchidlis rendszer kozott jelen 1€vé anasztomdzisok miatt, melyeket
eldkisérleteink soran figyeltiink meg, el8szor a pulmondlis rendszert toltottiik fel
miigyantaval. fgy megakadalyoztuk, hogy az anasztomézisokon keresztiil a bronchidlis
artéria rendszerébe injektalt miigyanta a pulmonalis artéria rendszerén keresztiil jusson
be a metasztazisokba, ami a metasztazisok vérellatasanak eredetét tekintve téves
kovetkeztetéseket eredményezhet.

A tumorsejtek beoltasat koveté harmadik héten az allatokat ketamin-xylazin
intraperitonedlis injekcidval elaltattuk. A hasilireget megnyitva felkerestiik az aorta
abdominalist és disztélis részén kaniilaltuk (20 G, Braun). A véna cava inferiort a m4j
alatt felkeresve atvagtuk, majd az érrendszert az aortakaniilon keresztiil heparinos PBS-
sel atmostuk. Koriilbeliil 10 perc mosast kovetden az aortakaniilt az aorta abdominalis
rekeszszarak kozti szakaszara helyeztiik 4t abbol a célbdl, hogy a beadott miigyanta a

hasiiregi szervekhez fut6 artéridkat ne toltse fel feleslegesen. A mellkast megnyitva az
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aorta ascendenst eredésénél lekotottiik, ezzel megakadalyozva az aortakaniilon keresztiil
beadott miigyanta retrograd d4ramlasat a tiidovéndk felé. Az artéria carotis
communisokat mindkét oldalon felkerestiik és lekotottiik, hogy a gyantafelesleg ne
keriiljon a fej- és nyaki erekbe. A truncus pulmonalist a jobb kamrédn keresztiil
kaniilaltuk (22 G, Braun).

A miigyantaval vald feltoltést a kék miigyanta (Mercox, Ladd Research,
Williston, ND) injektéldsdval kezdtiik, a truncus pulmonalis kaniilon keresztiil juttatva
azt a pulmondlis artéria rendszerébe. Mikroszkopos ellenérzés mellett annyi gyantat
juttattunk az érrendszerbe, amig a kék szin a tiid0 periférias részén megjelent. Ehhez
koriilbeliil 0,3 ml miigyantara volt sziikség. A kék gyanta polimerizicidja utdn az
aortakaniilon keresztiil a bronchialis rendszert 1 ml piros miigyantaval (Mercox, Ladd

Reserach) toltottiik fel (10. abra).

arteria pulmonalis

10. abra: Kettds érfeltoltési technika. A pulmondlis artéridt a jobb szivkamrin
keresztiil kék, a bronchidlis artériat a hasi aortan keresztiil piros miigyantaval toltottiik
fel.
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3.3. A tumormintak immunfluoreszcens és morfologiai vizsgalatai

3.3.1. Immunfluoreszcens vizsgalatok

cyey

folyékony nitrogénen hiitétt izopentdnban (Sigma-Aldrich) lefagyasztottuk. A
mintdkbdl 15 um vastag fagyasztott metszeteket készitettiink (Shandon kriomikrotém,
0620M, Cambridgeshire, Anglia), melyeket -20°C-os metanolban (Molar chemicals)
fixaltunk (10 perc). Ezutan PBS-es (phosphate-buffered saline) mosast kdvetdéen a
megfeleld primer ellenanyaggal (2. Tablazat) torténé 1 oras, szobahémérsékletii
inkubacid kovetkezett, amit a fél ords fluorokrommal jelolt masodlagos ellenanyaggal
(3. Tablazat; Life Technologies, Carlsbad, CA) torténd inkubacié kovetett. Sziikség
esetén a sejtmagok festését is elvégeztiik (4. Tablazat). A metszeteket fluoreszcens
vizsgalatokra alkalmas feddanyaggal fedtiik le (Fluorescent Mounting Medium, Dako,
Glostrup, Dania). A mintdkat konfokdlis 1ézer szkenning mikroszkoppal (Bio-Rad,
MRC-1024, Miinchen, Németorszag) vizsgaltuk.
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2.Tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt els6dleges ellenanyagok

Ellenanyag Faj/klonalitas Gyarto Kat. szam | Higitas
BrdU Egér BD Pharmingen 347580 1:50
monoklonlis
CD31 Patkany BD Pharmingen 550275 1:50
monoklonlis
aSMA Egér DAKO MO0851 1:200
monoklonalis
Laminin Nyul DAKO 70097 1:200
poliklonalis
Kollagén I Nyul Chemicon AB765P 1:100
poliklonalis
Konnexin 43 Nyul Zymed Laboratories 71-0700 1:50
poliklonalis
Podoplanin Kecske R&D Systems AF3244 1:200
poliklonalis
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3. Tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn hasznalt maésodlagos
ellenanyagok és fluoreszcens magfestékek
Ellenanyag Faj/klonalitas Gyartoé Kat. szam | Higitas
Anti-egér IgG | Szamdr poliklondlis | Life Technologies A21202 1:400
Anti-nydl IgG | Szamdr poliklondlis | Life Technologies A31572 1:400
Anti-patkdany | Szamdr poliklonalis | Life Technologies A21208 1:400
IgG
4. Tablazat: A kisérletek sordan hasznélt magfestékek.
Sejtmagfesték Faj/klonalitas Gyarto Kat. szam | Higitas
DAPI - Sigma-Aldrich 32670 1:500
TOTO-3 - Invitrogen T3604 1:500

3.3.2. A metasztazisok méretének és az artérias metasztazisok

szazalékanak meghatarozasa

A metasztizisok méretének meghatdrozdsdhoz a kék és a piros gyanta
pulmonadlis és bronchidlis rendszerbe valo juttatisat kovetden, miutdn a gyanta
megszilardult a tiidoket eltavolitottuk €s lebenyeire vagtuk. A jobb felsd, jobb also és a
baloldali lebenyek mindkét oldaldr6l fényképeket készitettiink (Olympus SZ61
szteredmikroszkép, Olympus 7070 fényképezdgép, Olympus, Tokyo, Japan) és a
fotokon lemértiik a tiidélebenyek felszinén 1évé metasztazisok atmérdjét (Quick Photo

Micro, Olympus). Ezutdn a lebenyeket 30%-0os KOH (Molar Chemicals, Hal4sztelek,
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Magyarorszdg) oldatba helyeztiik (12 6ra, 45 °C). A korrodalt készitményeket foly6 viz
alatt mostuk, majd desztillalt vizbe helyeztiik (11. A abra).

A mintdk korrézids kezelése utdn az artérids vérellatdsi metasztazisok tobbségét
teljesen Kkitoltotte a piros miigyanta, azonban néhdny metasztazis esetében csak
részleges volt a kitoltés. Ezen esetekben a korroddlatlan lebenyek felszinén a bronchélis
rendszerbe injektalt piros miigyanta nem minden esetben volt jol lithat6. Ezért a
vérelldtds eredetének pontos meghatdrozdsdhoz Osszehasonlitottuk a korrodélatlan

lebenyek képét a mar korrodalt preparatumokkal (11. B abra).

11. abra: Patkany tiidélebeny kettés érfeltoltést kovetéen, korrozio elétt és utan.
(A) Metasztaziskat tartalmazd, gyantaval feltoltott tid6fél. (B) Ugyanazon lebeny
korrodalt képe. Azonos szinii nyilak jelolik a metasztazisok helyzetét, korrozio eldtt és
utan. Piros nyilak a bronchidlis artéria altal ellatott, tehat piros miigyantaval kitoltott
metasztazisokra mutatnak. A korrdziot kovetden ezek fehér sziniiek, ami a korr6zid
sordn alkalmazott ligos kezelés kovetkezménye. A fekete nyilak a pulmonadlis artéria
(kék) 4ltal ellatott metasztazisokat jelzik.

A bronchidlis vagy pulmonalis vérellatast a korrdziot kdvetden a metasztazishoz
futd erekben latott miligyanta szine alapjan dontottiik el. A korrdzios készitményeken
azon metasztazisokat, melyek barmilyen mennyiségben is tartalmaztak piros gyantat és
a bronchidlis artéridn keresztiil kozvetleniil kapcsolddtak a metasztazishoz "bronchidlis"
ellatasunak tekintettiik. Azon metasztdzisok melyek nem bronchidlis vérellatasuak
voltak iiregként jelentek meg a korr6zids készitményeken. Néhdny esetben a piros szin
kifehéredett, vagy azért, mert a szinrészecskék kiszlrddtek, vagy azért, mert a piros szin
“kifakult” a korr6zié sordn. A metasztazisok méretének és vérelldtdsuk eredetének
kozotti  Osszefiiggés vizsgdlata sordn Osszesen 218 darab MAT-B-III emld

adenokarcindma metasztazist vizsgaltunk.
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3.4. Proliferacios vizsgalatok

3.4.1. A Kiilonb6zo6 vérellatast metasztazisok tumorsejt proliferacios

ratajanak meghatarozasa BrdU inkorporaciés modszerrel

A feltoltés eldtt 1 oraval az dllatok BrdU (Sigma-Aldrich) injekcidt kaptak (ip;
200 mg/kg dozis, fizioldgids sdoldatban). A BrdU egy olyan timidin analég, mely a
sejtciklus S fazisdban 1évé sejtek DNS-ébe épiil be, igy megfeleld ellenanyaggal
kimutatva alkalmas az oszt6d6 sejtek megjelolésére. A miigyantaval torténd feltoltést
kovetden a tiidoket eltavolitottuk és folyékony nitrogénen hiitott izopentanban (Sigma-
Aldrich) fagyasztott lebenyekbdl metszeteket készitettiink. A mintdkbdl 10 darab 10 um
vastagsdgu fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket metanollal fixaltunk (10 perc,
-20°C). Toluidinkék (0,5%, Sigma-Aldrich) festést kovetden fénymikroszkop alatt, a
tumor ereiben 1évé miigyanta szine alapjan meghataroztuk a bronchidlis vagy
pulmonadlis eredetet (12. abra). Fixédlast és mosast kovetéen a mintakat 2N HCI-ban
(Molar chemicals) inkubdltuk 10 percen at szobahdmérsékleten (a DNS denaturécio az
ellenanyag bekotodésének  feltétele). A  DNS-be beépiilt BrdU-t indirekt
immunhisztokémiai reakcidval tettiik lathatova. Ismételt mosas (PBS, 3x5 perc) utdn
primer anti-BrdU (2. tablazat) majd a megfeleld masodlagos ellenanyag (3. tablazat)
segitségével tettilk lathatova a BrdU jelzett sejteket. A sejtmagok jeldlésére TOTO-3
magfestést (3. tablazat) hasznaltunk. A metszetekrél 40x objektivvel felvételeket
készitettiink (Bio-Rad, MRC-1024). A proliferaciés rata meghatdrozasat a felvételeken
az ImageJ szoftverrel végeztik. A sejtmagfestés alapjdn meghataroztuk a teljes
sejtszdmot, valamint a BrdU jelolt sejteket. Az oszt6do sejtek szdmat elosztva a teljes
sejtszdmmal, megkaptuk az adott metasztazis proliferdciés indexét. 14 4llatbdl 14
bronchidlis- és 17 pulmondlis artéria altal ellatott metasztizist vizsgdltunk meg. Egy
metasztazisrol harom kép késziilt, ami 6sszesen 36000 pmz—nyi teriiletnek felel meg. Az

egyes metasztazisokban atlagosan 2000 sejtet szdmoltunk le.
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12. abra: Bronchialis artéria altal ellatott metasztazis (Tu) fagyasztott metszetének
fénymikroszkopos képe (toluidinkék festés). A metasztazis ereiben megfigyelhetd a
piros milgyanta, ami a bronchidlis artéria altali ellatottsagra utal. A kisebb metasztazis
(T) koriili szovetben egy nagyobb, kék miigyantaval kitoltdtt pulmonalis artéria
(nyilhegy) dbrazolédik. Tovabbi nyilak jelolik a kék miigyantaval kitoltott kisebb
pulmonalis ereket, melyek koziil egy a metasztdzisban helyezkedik el.

3.4.2. A tumorsejtnovekedés oxigénfiiggoségének meghatarozasa in

vitro

In vitro kisérletiink sordn normoxids és hipoxids koriilmények kozott vizsgaltuk
az A2058 és a MAT-B-III sejtvonal sejtjeinek proliferdcids képességét Alamar Blue
teszt segitségével. Az Alamar Blue teszt alapja, hogy a resazurin egy kék szind,
gyengén fluoreszkdld reagens a sejtekbe jut €és az €16 sejtek rézsaszinli fluoreszcens
resorufinnd redukéljdk. A kapott fluoreszcencia értékek alapjan lehet detektdlni a sejtek
viabilitasat és proliferacidos aktivitasat. Mindkettd sejtvonal esetében két csoportban
2000 és 5000 sejt osztodasi ratajat vizsgaltuk hipoxids (1% O,) és normoxids (21% O,)

oxigénkoncentracidju térben tartva. 72 dra inkubalas utan a sejtekhez 10ul Alamar Blue

38



DOI:10.14753/SE.2019.2265

reagenst (DAL1100, Invitrogen, Carslbad, CA) adtunk. Négy o6ra eltelte utdn mértiik a

mintdk fluoreszcencia jelét (570 nm).

3.4.3. Peri- és intratumorilis endotélsejt proliferacié meghatarozasa

Az endotélsejt proliferaciét (BrdU inkorpordcié) patkdny MAT-B-III
metasztdzisokban hatdtoztuk meg, ugyanis ezen tumorok mérete bizonyosan meghaladta
az 1-2 mm atmérét, amit az angiogenezis meginduldsahoz sziikségesnek tartanak’>
(ennél kisebb méret esetén a tumorok tdpanyagellatdsa diffizidval biztosithato).

Az allatok a termindlds el6tt egy oraval 200 mg/kg BrdU-t kaptak
intraperitonealisan. Kiilonb6z6 moddszereket alkalmazva hatdroztuk meg az intra- és
peritumordlis endotélsejtek proliferdcids ratdjat. Az intratumordlis vizsgédlatokhoz a
kordbban mar leirt immunfluoreszcens technikdt hasznaltuk. A tumorban levd erds
laminin jelzéssel korbehatarolt struktirdkon beliili (erek) BrdU pozitiv sejteket
tekintettilk endotélsejteknek. 5 dllatbdl szdrmazd, 14 metasztiazisban, Osszesen 2300
sejtet szamoltunk le.

A fagyasztott metszeteken a rendkivill stirli hajszalérhalozat miatt lehetetlen
meghatdrozni a BrdU pozitiv sejtek pontos lokalizdcidjit és eredetét a peritumordlis
szovetben. A szdmoldst ebben az esetben az immunelektronmikroszkdpidhoz
hasznalatos technika tette lehetdvé. A tlidomintdkat perfuzioval fixaltuk annak
érdekében, hogy a kapillarisok ne essenek Ossze. Az dllatokat ketamin-xylazin
intraperitonedlis injekcidjaval altattuk €s a bal kamran keresztiil PBS-sel (10 perc), majd
4% PFA-val (Reanal, Budapest, Hungary, pH 7.2, 15 perc) perfundaltuk. A tiidoket
eltavolitottuk és 4%-os PFA-ban utéfixdltuk (4°C, 2 6ra). Ezutan a tiid6t lebenyekre
vagtuk €s 24 oran at 15% szacharozban, ezt kovetdéen Ujabb 24 oran at 30%
szachardzban torténd inkubacid kovetkezett. A lebenyeket lefagyasztottuk és 30 um-es
fagyasztott —metszeteket készitettiink, melyeket 1%-os kollodionnal boritott
targylemezekre vettiink fel. A metszeteket szaradds utdn PBS-sel mostuk és 10 percen at
2N HCl-ban inkubdltuk 20°C-on. PBS mosds utdn a metszeteket monoklondlis anti-
BrdU antitesttel (2 6ra), majd biotinlt anti-egér ellenanyaggal inkubaltuk (2 éra). Ujabb
mosast kovetden Avidin-Biotin kit-et hasznaltunk (Vectastain Elite ABC-Peroxidase
Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Az utols6 mosast kovetden a reakcio

eléhivasa diaminobenzidinnel (DAB, Vector Laboratories,) tortént. A metszeteket a
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reakcidtermék denzitdsdnak novelése érdekében ozmifikdltuk (1% OsOs4 Sigma-
Aldrich, PBS-ben), felszdll6 etanol sorral (50-70-90-100%, 30-30-30-3x30 perc)
dehidraltuk és Spurr gyantdval (Spurr Low Viscosity Embedding Kit, Sigma-Aldrich)
feltoltott kapszuldkat helyeztink a metszetekre. A gyanta éjszakdn at 56°C-on
polimerizalodott. Ezt kdvetden a kapszulakat metszettel egyiitt folyékony nitrogénbe
meritve tdvolitottuk el. A metszeteket enyhén 0,5% toluidin kékkel (pH 8.5) festettiik. 3
allat 6 metasztazisanak peritumordlis szovetét vizsgdltuk meg. A félvékony metszeteket
mikrotémmal (0,5um, OmU2 Mikrotém, Reichert, Ausztria) készitettiikk, 100x
immerzids objektivvel vizsgaltuk és a kapilldrisok, valamint venuldk 329 endotélsejtjét

analizéltuk (13. abra).

13. abra: MAT-B-III metasztazis széli része és peritumoralis tiidoszovet. Jobb oldalt
szamokkal jelzett BrdU negativ nem proliferdlé endotélsejtek lathatok, bal oldalt a
BrdU pozitiv proliferdlé tumorsejtek (nyilak).
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3.5. Elektronmikroszképia

A C38, B16 és HT1080 tumoros tiidomintak egy részét elektronmikroszkopos
vizsgélatok céljara készitettiik eld. Ennek soran az elaltatott allatokat heparinos PBS (10
perc), majd jégen hiittt 2%-os glutdraldehid (Merck, Darmstadt, Németorszdg) tartalmu
0,05 mol/L. Na-kakodilat puffer (Sigma-Aldrich) (pH 7.2, 15 perc, 20°C) oldattal
perfundaltuk a bal kamrdn keresztiil. A tumort tartalmazd szovetet (tiidd, szubkutan
szovet) pengével 1-2 mm’-es darabokra vagtuk. A mintakat 2 6ran 4t a fixalé oldatban
(glutar-aldehid) hagytuk (4°C) majd PBS mosast (&jszakan at) kovetéen 5 mg/ml K-
ferrocianidot (K4[Fe(CN)g], sdrga vérligsd) tartalmazé 1% OsOs oldatban (Sigma-
Aldrich) utéfixaltuk (2 6ra), ezutan felszallé acetonsorban (50-70-90-100%, 30-30-30-
3x30 perc) viztelenitettik. A bedgyazdshoz Spurr gyantit (Spurr Low Viscosity
Embedding Kit, Sigma-Aldrich) hasznédltunk. Az ultravékony metszeteket (70-100 nm)
ultramikrotéommal (RMC MT-7 Ultramikrotém, Phoenix, AZ) készitettiikk, uranil-
acetattal (C4HsOgU) €s oOlom nitrattal (Pb[NOs],) kontrasztoztuk, és Philips CM10
(Philips Research, Eindhoven, Hollandia) elektronmikroszképpal vizsgéltuk.

3.6. 3D rekonstrukcio

A tiidéparenchima és a tumorszovet viszonyanak szemléltetésére fagyasztott
C38 tiidometasztazisbol sorozatmetszeteket készitettiink, és azokon CD31 és laminin
festést végeztiink. A felvételeket 10x-es nagyitdson készitettiik konfokdlis
mikroszképpal (BioRad). A tumorszovet hatarvonalainak kijelolése utdn a tumormassza

rekonstrukciéjat a Biovis3D (Montevideo, Uruguay) szoftvert haszndlva készitettiik el.

3.7. Kiilonb6z6 lokalizacioji C38 tumorok kotészovetes elemeinek

morfometriai analizise

A C38 tumormintdk fagyasztott metszetein CD31 (endotélsejt) és laminin
(bazélis membran) festést végeztiink. A metszetek szkennelését Pannoramic Scannerrel
(3D-Histech Ltd; Budapest, Magyarorszdg), a morfometriai analizist Pannoramic
Viewer szoftverrel (3D-Histech Ltd.) végeztiik. A tumorokban minden lokalizacidban
megtalalhato jellegzetes kotdszovetes oszlopokat vizsgaltunk. Olyan kotészovetes

oszlopokat valasztottunk, melyek egy individudis eret tartalmaztak. Az ér mindkét
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oldaldn lemértiik a tdvolsagot (um) a centrdlis ér bazalis membranja (CD31 pozitiv erek
laminin jelolése) és az oszlop koriili tumorsejtek 4ltal termelt laminin kozott. A
tumorszoveten beliil az oszlopok helyzete véletlenszerii volt, ami a metszeteken
kiilonb6z6é ovalitasu kivagott profilokat eredményezett. Emiatt a centrdlis ér és az
oszlop széle kozti legkisebb tdvolsdgot hatdroztuk meg, ami megegyezik az oszlop valds
méretével. Tumorlokdcionként legaldbb 5 allatot hasznéltunk és minden tumorbdl 3
metszetet készitettiink. Metszetenként 10-20 kotdszovetes oszlopot vizsgaltunk. Minden

allatban és minden tumorlokdciéban meghataroztuk az dtlagot (um) és a szorast.

3.8. QRT-PCR analizis

10° B16 egér melanoma és 2.5x10° C38 egér kolon carcinoma sejtekbdl teljes
RNS-t izoldltunk Trizollal (Life Technologies, Waltham, Massachusetts). NanoDrop
1000 Spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Massachusetts)
megmértilk az RNS koncentraciét és mintdnként 1 pg RNS-t irtunk at cDNS-sé a
Thermo Fisher Scientific reverz transzkripcids kit-jét haszndlva. A QRT-PCR-hez a
Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Expression Assay (Ctgf: Mm01192931_¢gl;
Fgf2: Mm00433287_ml; Tgtbl: MmO01178820_m1; Tgfb2: Mm00436955_m1; Tgfb3:
Mm00436960_m1; Pdgfb: Mm01298578_m1) rendszerét hasznaltuk a gyartd utasitdsai
szerint. Endogén kontrolként Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendzt (GAPDH, Thermo
Fischer Scientific) haszndltunk. Minden mintéat triplikdtumban futtattunk, 20 pl
reakciotérfogatban. Kiiszobciklus (CT) értékek segitségével az expresszids szinteket

ACT modszerrel hataroztuk meg.

3.9. Statisztikai analizis

Az adatok a szamszerlsitett eredmények atlagat (£SD) reprezentaljak. A
csoportok  kozti  kiillonbségek  statisztikai  kiértékeléséhez kétmintds  t-prébat

alkalmaztunk. Eredményeinket p<0.05 értékek esetén tartottuk szignifikdnsnak.
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4. Eredmények
4.1. A kisérletes tiidometasztazisok erezodése

4.1.1. A tiido alveolaris szerkezetének és a metasztazisok

beerezodésének kapcsolata a tumor perifériajan.

A vaszkularizacié folyamatdt hat kiilonbozé kisérletes tiidometasztazis
modellben vizsgaltuk. A kisérletes tiidometasztazisokat a HT1080, HT25, B16 és C26
sejtek egerekbe torténd intravénds oltasaval, a MAT-B-III esetében pedig egerekbe,
illetve patkanyokba torténd intravénds oltasaval hoztuk létre. A C38 tumor esetében egy
spontidn metasztazis modellt alkalmaztunk (mely sordn C38 sejteket injektaltunk egerek
hats6 ldbanak talpdba, amit a 1ab amputédldsa kovetett). A vizsgalt tidometasztazisok
mérete 100 um ¢és néhany milliméter kozott volt (a MAT-B-III sejttekkel injektalt
patkdnyokban 5 mm-nél nagyobb atmérdjii tumorokat is megfigyeltiink) A vizsgalt
tumorok vaszkularizécidjanak mechanizmusa a tumorok méretétdl fiiggetlen volt.

Irodalmi adatokbél tudjuk®**, hogy a tumorsejtek a célszervbe torténé bejutast
kovetden eldszor az alvedlusfalak kotoszovetébe extravazalnak. Itt kisebb kolonidk
kialakitdsa utdn betdrnek az alveoldris térbe. Az éltalunk vizsgélt tumorok terjedésének
alapvetd moddja mindegyik tumortipus esetében a proliferdlé tumorszovet alvedlusrol-
alveolusra torténd ,,aramlasa” volt (14. abra), amely folyamat a kordbban mar Pezzella
altal human primer és metasztatikus tiidétumorok esetében leirt alveolaris mintazat
kialakuldsat eredményezi’'.

A metasztazisok szélén elhelyezkedd, de mar tumorszovet altal kitdltott
alveolusok faldnak szerkezete kezdetben megtartott volt (azaz intakt volt a pneumocita
— kapillaris -pneumocita szerkezet; (15. abra A, B). A tumorsejtek &ltal kitoltott
alvedlusok faldt ultrastruktirdlis szinten is megvizsgdltuk. Azt taldltuk, hogy a normadl
tidében is jelen 1évd vér-levegd gat — amely epitélsejt rétegbdl (PN), bazilis
membranbdl (BM) és endotélsejt rétegbdl (EN), 4ll — szerkezete a metasztazisok széli
részein megtartott (15. abra C, D).

Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy a metasztazisok novekedésiik elso
fazisdban ugy tesznek szert az ¢érrendszeriikre, hogy bekebelezik a meglévd

alveolusokat és ezzel egyiitt az alvedlusok faldban elhelyezkedd kapillarisokat. Az
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inkorporélt kapillarisok lumenjében tumorsejtek nem taldlhatok, a tumorsejtek és a

pneumocitdk plazmamembranjai szoros kapcsolatban vannak.
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14. abra: Tiidémetasztazisok alveolaris terjedése. (A) C38 tlidOmetasztazis
fagyasztott metszete, melyen endotélsejt (CD31, zold) és bazalis membran (laminin,
piros) jelolést végeztink. A kép bal oldalan a normal tiidéparenchima lathato
(nyilhegyek jelolik a metasztazis hatdrat). A tumorsejtek elfoglaljak az alvedlusok
lumenét és kitoltik azokat (sotétebb teriiletek). A tumor centruma felé egyre tdgabbak az
alveolaris terek. (B) Kis nagyitasu felvétel SCID egérbe oltott MAT-B-III tumorsejtek
tiidometasztazisarol. A metszeten a tiidoszovetet podoplanin (pneumocitak, zold), és
CD31 jeloléssel (endotélsejtek, piros) tettiik lathatova. A tumor szovetet TOTO-3
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magfestés jelzi (kék). A metasztizis szélén az alvedlusok lumenében tumorsejtek
vannak jelen (nyilak). Csillag jelzi a metasztdzis centrumat. (C) C38 metasztazis 3
dimenziés képe, mely sorozatmetszetek (17 darab) alapjan lett rekonstrudlva. Léthato,
hogy az alveolusokat kitoltd tumor egy Osszefiiggd masszat alkot. A kép felsé részén
helyezkedik el a tumor centruma.
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15. abra: Kiilonb6zo tumorok altal Kitoltott alvedlusok falanak szerkezete. (A)
MAT-B-III tiidémetasztazis sz¢€li része, melyen podoplanin (pneumocitak, zold), CD31
(endotélsejtek, piros) és TOTO-3 (magfestés, kék) jelzés lathatd. A tumorsejtek kitoltik
az alvedlusokat, melyet intakt pneumocita réteg bélel (nyilak). (B) Nagy nagyitasd
konfokalis mikroszkopos kép egy HTI1080 tiidOmetasztazis széli részérdl, ahol
podoplanin (z6ld), CD31 (piros) és TOTO-3 (kék) jelzést hasznéltunk. Az alvedlusokat
tumorsejtek toltik ki, azonban az alvedlus falak megtartottak, lathatd a szabdlyos
pneumocita-kapillaris-pneumocita  szerkezet  (nyilak). (C) Kis  nagyitdsu
elektronmikroszképos felvétel egy B16 melandma tiiddmetasztazis szélérél. A
tumorsejtek (T) konnyen felismerhetdek a melanoszomak (nyilhegyek) jelenléte miatt.
Lathat6, hogy a tumorsejtek kitoltik az alveolaris teret, mig a kapillaris lumenekben
(KAP) nincsenek tumorsejtek. A jobb oldali kapilldris lumenében két fehérvérse;jt
taldlhat6. A tumorsejt plazmamembranja nagy feliileten szoros kapcsolatban van a
pneumocita plazmamembranjaval (nyilak). A csillag olyan teriiletet jelol, ahol az
alveolaris lumen fehérjét tartalmazé folyadékkal van kitdltve. (D) Nagy nagyitasu
elektronmikroszkopos kép egy HT1080 tiidOmetasztazis széli részérél. A képen egy
kapillarist (KAP) és az azt koriilvevd tumorsejteket (T) latni. A kapillaris mindkét
oldalan normal vér-levegd gat lathatd, pneumocita (PN), bazalis membran (BM) és
endotélsejt (EN) rétegekkel.
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4.1.2. Az inkorporalt erek és a tumorsejtek kolcsonhatasa a

metasztazisok belsejében.

A vizsgdlt tumortipusok mindegyike (kivéve a C38 kolorektdlis
adenokarcindma, melynek vaszkularizaciés mechanizmusat késobb ismertetjiik)
esetében azt a jelenséget figyeltilk meg, hogy a tumor centruma felé az alvedlusokat
kit6lté tumorsejtek levalasztjak az erekrdl a pneumocita réteget, ugyanis a vérerek koriil
nincsenek jelen pneumocitdk a metasztazisok invaziv sz¢létél a centrum felé 100-200
pum-re (16. abra A). A pneumocita-mentes erek létrejottét maguk a tumorsejtek
indukéljdk egy sajdtos médon. A tumorsejtek a folyamat sordn a tumormasszdval
kitoltott alveolusok lumenébdl visszalépnek az alveolusok faladban talalhato
kotészovetes allomanyba, majd betornek a kapillarisok és az alvedlus epitélium kozé
azokon a teriileteken, ahol a pneumocitdkat és az endotélsejteket csak a kettds bazalis
membrin vélasztja el egymdstdl (vér-levegd gat). Ennek eredményeként a pneumocitak
levalnak az alattuk levé kapillarisokrol (16-19. abrak). Elektronmikroszképot
haszndlva nagyobb felbontdsban is vizsgaltuk a folyamatot igy meg tudtuk allapitani,
hogy a tumorsejtek hogyan vdlasztjdk le a pneumocitdkat a kapillarisokrél. Az
egészséges tiidoszovetben az alveolusokat bélelé pneumocitdk és az ereket hatarolod
endotélsejtek kozott a gazesere teriiletén vastagabb és valojaban kettds bazalis membran
taldlhatd, tehat mindkét sejtféleségnek megtartott a sajat bazdlis membranja. Az
alvedlus falban, ahol kotoszovet talalhatd a két bazalis membran elvalik egymastol. A
tumorsejtek ezekrdl a helyekrdl indulva képesek beékelddni az epithél és az endotél
bazdlis membranja kozé (19. abra). A folyamat sordn a vér-levegd gat bazalis
membranja szétvalt egy endotél és egy epitél bazdlis membran rétegre (19. dbra). A
szétvalds utdn a pneumocita réteg, mely sajat bazdlis membranjan helyezkedik el, a
tumorsejtek szaporoddsdnak kovetkeztében eltdvolodik a kapillaristdl. A folyamat

végeredményeképpen a tumorsejtek teljesen korbeveszik a kapillarisokat (18. abra).
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16. abra: A B16 tumorsejtek levalasztjak az alvedlus epitéliumot a bekebelezett
erekrol. A B16 tiidometasztazis fagyasztott metszetén a pneumocitdkat podoplanin
(zold), a kapillarisokat CD31 (piros), €s a tumorsejteket TOTO-3 (kék) jeloléssel tettitk
lathatova. (A) A kép a bal oldaldn a tumor centruma lathat6. A tumor széli részén (jobb
oldal) az alveoldris tereket tumorsejtek toltik ki. Ezen a teriileten 1dthatéak a még intakt
alveoldris falak (nyilak). Ezzel szemben bal oldalt a tumor belsejében mar
pneumocitaktél megfosztott ereket (nyilhegyek) latni. (B) Az alvedlusfalba betort
tumorsejtek levélasztjdk a pneumocitdkat a kapillarisokrol (nyilhegy). A nyil a még
intakt alvedlus falat jeloli. A kép bal oldalan a tumor centruma felé es6 teriilet lathato.
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(C) Nyilhegyek jelolik a kapillarisok ¢és pneumocitdk kozott  elhelyezkedd
tumorsejteket. A kép bal oldalan még normal alveolusfal figyelheté meg (nyil).

17 abra: Az alvedlus epitélium levalasztasa a kapillarisokrol kiilonbozo
tildometasztazisokban: HT25 (A), C26 (B), MAT-B-III sejtvonalak SCID (C)
egerekben és MAT-B-III sejtvonal (D) F344 patkdnyban. Az (A-C) édbrdkon a
kovetkezd festések lathatok: podoplanin (pneumocita, zold), CD31 (endotélsejt, piros),
TOTO-3 (magfestés, kék). A nagyobb méretli nyilak mind a négy dbrdn a teljesen
lecsupaszitott ereket jelolik. A nyilhegyek olyan erekre mutatnak, melyek még részleges
epitél boritdssal rendelkeznek. Az (A) és (C) dbran csillagok jelolik az ,.eredeti”
alveoldris tereket, melyeket majdnem teljesen intakt epitélium hatdrol és tumorsejtek
toltenek ki. A C26 tumorban (B) az epitélium fragmentdlédott. A (D) dbrdn lathat6
MAT-B-III metasztazis fagyasztott metszetén laminin (piros) és konnexin 43 (zold)
festést alkalmaztunk, hogy a patkdnyban is l4thatova tegyiik/jeloljilk a pneumocitakat
(konnexin 43 pozitivitds). A dupla nyil jeloli az epitél bazdlis membranjat. A fekete
teriiletek a tumorszovetet reprezentdljak.
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18. abra: HT1080 tumorsejtek kolcsonhatasa a vér-levegé gat bazalis
membranjaval. (A, B) HT1080 tiidometasztazis fagyasztott metszete, melyen az erek
(CD31, kék) a bazalis membréan (laminin, piros) és a pneumocitak (podoplanin, zo6ld)
vannak jeldlve. A fekete teriileteket tumorsejtek toltik ki. Az (A) abra aljan egy ér (kis
nyil) taldlhatd, melynek laminin-pozitiv bazalis membréanja (piros) még kapcsolatban
van a szomszédos pneumocita réteggel (epitéliummal, kis nyilhegy). A nagy nyil egy
olyan eret jelol, mely mér teljesen szepardlddott az epitéliumtol és tumormassza veszi
korbe. Lathat6, hogy a levélasztott alvedlus epitélium (zold) a sajat bazdlis membranjan
(piros) fekszik (nagy nyilhegy). (B) HT1080 metasztazisban egy teljesen lecsupaszitott
ér (nyil) lathat6. A CD31 pozitiv endotélsejtek (kék) vastag bazdlis membrinnal
(laminin, piros) vannak koriilvéve. Megfigyelhetjiik mind az (A) mind a (B) dbrdkon,
hogy a bazélis membran réteg (laminin, piros), ami a podoplanin pozitiv epitéliumhoz
(zold) tartozik, vékonyabb, mint ami a CD31 jelolt (kék) ereket hatdrolja. A fekete
részeket tumorsejtek toltik ki. (C) Az dbran HT1080 tiidometasztazis lathato, melyen a
tumorsejtek (zold) jelolésére vimentin, a bazalis membrdn (piros) demonstraldsira
laminin és az erek (kék) lathatéva tételére CD31 immunfestést végeztiink. A nagy
nyilak olyan ereket jelolnek, melyekrdl mar teljesen levalt az epitél réteg. A kis nyil egy
olyan eret jelol, mely még kapcsolatban van az epitél bazélis membranjaval. Nyilhegyek
jelolik a levélasztott epitél bazalis membrant. X mutatja a kordbbi alveoldaris teret.
Csillagok jelolik az erek és a levalasztott alvedlus epitélium kozti dilatdlt teret (a
korabbi tiid0 intersticium).
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19. abra: B16 tumorsejtek kolcsonhatasa a vér-levegé gat bazalis membranjaval.
Elektronmikroszképia. (A) A képen egy tumorsejt (T) lathatd, mely egy kapillaris
(KAP) felszinérdl valasztja le az epitéliumot (EP). A tumorsejteket az egyik oldalon
intakt epitél (EP) a mdsik oldalon intakt endotél sejtek (EN) fedik. A (B) dbran, az (A)
abran nyillal jelolt rész lathaté nagyobb nagyitdsban. Latni lehet, ahogy a tumorsejt
nyulvdnya kettéhasitja az alvedlus bazdlis membranjit (BM) egy epitél-asszocialt (EP)
és egy endotél-asszocidlt (EN) bazdlis membranra. ALV: alveolaris tér; BM: bazilis
membran; EP: epitélium; EN: endotél sejt; KAP: kapillaris lumen; T: tumorsejt.

A metasztdzisokban taldlhaté pneumocitik szdma és lokalizdcidja fliggott a
metasztazis méretétdél. Mig a kisebb metasztazisok kozepén lathatunk pneumocitakat
(20. abra A), addig a nagyobb metasztazisok centrumaban nincsenek jelen pneumocitak
(20. abra B). Ennek oka, hogy a levalt és tumorsejtek kozott elhelyezkedd epitélsejtek
hosszabb ideig nem életképesek és a tumor nyomadsa kovetkeztében fragmentalédnak és
elpusztulnak (20. abra B). Ezzel szemben a lecsupaszitott és inkorporalt erek tilélnek
és funkcionalisak maradnak, amit az erek kortiil elhelyezkedd tumorsejtek intenziv BrdU

inkorpordacidja is alatamaszt. (20. abra C).
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20. abra: Pneumocitak és erek elhelyezkedése Kiilonb6zo méretii metasztazisokban.
(A, B) Az abrakon a pneumocitdkat podoplanin (zold) az ereket CD31 (piros) jelzéssel
tettilk lathatova. A kisebb metasztdzisban (A) a kapilldrisokon kiviil a levdlasztott
epitélium rétegek is jelen vannak a metasztizis centruméban. Ezzel szemben a nagyobb
metasztazisban (B) pneumocitdk csak a tumor periféridjan taldlhaték. Nyilak jelolik az
epitélium fragmentdlédott maradvdnyait. (C) BrdU inkorporicié (piros) a HT1080
tidometasztazisaban. Az ereket CD31 (z6ld) jeloli. BrdU pozitiv tumorsejteket foként
az erek (csillagok) koriil 14tni, ami jelzi az inkorporalt erek funkcionalitasat.

4.2. Peri- és intratumoralis endotélsejt proliferacio

Az angiogén switch elmélet szerint a tumorok az 1-2 mm-es atmérd elérése utan
az endotél sejtek osztodasaval jaro érképz6dést indukalnak™. A kisérleteienkben
vizsgdlt metasztdzisok tobbsége nem érte el ezt a kritikus méretet, azonban a
patkanyban novekvé MAT-B-III tumorok meghaladtdk azt (atlagos atmérd 3.36+2.23
mm; tartomany 0.3—-14.8 mm; median 2.8 mm). Ahhoz, hogy megéllapitsuk, hogy ezen
tumorokban, illetve kornyezetiikben zajlik-e angiogenezis, Osszehasonlitottuk a
melletti 100 pm szélességli ép tiidészovetben) 1évo endotélsejtek proliferacios ratajat. A
peritumordlis endotélsejtek elhanyagolhatd mértékli proliferacidés ratdt mutattak
(1.73£0.8%), azonban az intratumordlis endotélsejtek proliferdcids ratdja lényegesen
magasabb volt (12.8+3.2%). A proliferdcids kiilonbség statisztikailag szignifikdns volt
(p<0.05). Emellett, a tumor centrumat Osszehasonlitva a periféridval az érdenztids
intratumordlisan alacsonyabb, az erek keriilete viszont enyhén novekedett, ami azt jelzi,

hogy az intratumorélis endotélsejtek proliferdcidja az erek tagulasit eredményezi.
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4.3. A kotészovet eloszlasa az invaziv novekedési mintazatot mutato

tumorvonalak tiidometasztazisaiban

A disszertacio bevezetdjében mar emlitésre keriilt, hogy a tumor tipusan kiviil, a
gazdaszovet kotoszoveti sejtjei altal termelt extracellularis matrix is hatdssal lehet a
tumorok szoveti struktirdjdra és érhdlézatuk szerkezetére. Patoldgids koriilmények
kozott az aktivélt fibroblasztok altal termelt kollagén tartalmd matrix biztosithatja a
tumorsejtek szdmdara a tumor progresszidjat elOsegité mikrokdrnyezetet. Mindezek
vizsgélatdra aSMA ¢és kollagén 1. jelolést végeztiink.

Az aSMA pozitiv miofibroblasztok, a kotdszovetes kollagén mennyisége ¢és
eloszlasa a HT1080, HT25, B16, C26 és MAT-B-III tumorokban eltéréseket mutatott.
Az alvedlus falak invdzidja sordn minden tumor tipus esetében az ott taldlhat6
fibroblasztok miofibroblasztta alakultak. A metasztazisok az alvedlusok kapillarisaival
egyiitt bekebelezték az alvedlusok faldban elhelyezked6 aSMA  pozitiv
miofibroblasztokat, azonban a metasztizisok koriil nem volt megfigyelhetd
dezmoplasztikus reakcié (fibroblaszt aktivalds, kollagén termelés és depozicid). Az
aSMA pozitiv miofibroblasztok vagy kapcsolatban maradtak az erek bazalis
membranjaval, vagy a sejtek egy kisebb hanyada a levilasztott epitélréteggel
eltdvolodott a kapillarisoktol. Az erekhez tapadd miofibroblasztok azonban nem
tekinthetdk pericitaknak, hiszen nem fedi 6ket bazalis membran.

A B16 melanéma ¢s a HT1080 fibroszarkéma esetében az aSMA pozitiv sejtek
szama nem noOvekedett a tumor centruma felé, a bekebelezett erek koriil csak kis
mennyiségli kollagén lerakodas volt megfigyelhetd (21. abra A, B). Ezzel ellentétben
az aktivalt fibroblasztok szdma és a kollagén mennyisége ndtt a peritumoralis
tiidészovettdl a tumor centruma felé a MAT-B-III, C26 és kiilonosképp a HT25 kolon

adenokarcindma metasztazisok esetében (21. abra C-E).
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21. abra: A kotoszovet eloszlasa kiilonb6z6 tumorsejtvonalak
tiildometasztazisaiban (B16, HT1080, MAT-B-III, C26 és HT25). (A) Intratumoralis
ér B16 metasztazisban. A képen kollagén 1 (z6ld), aSMA (piros) és CD31 (kék) jelolés
lathat6. A miofibroblasztok kevés kollagén tartalmi matrixot szintetizdlnak, ami
elsésorban az erek koriil rakédik le. (B-E) CD31 (z6ld) és kollagén I (piros) jelolés. A
fekete teriiletek tumorszovetet reprezentdlnak. (B) A HT1080 fibroszarkémaban
hasonléan a melanéméhoz csak az erek koriil figyelhetd meg kis mennyiségli kollagén 1.
(C) A MAT-B-III patkany emld adenokarcindmdban a kollagén I nem asszocidl
kifejezetten az erekkel, elszértan van jelen a tumorszovetben. (D) A C26 egér kolon
adenokarcindméaban mar nagyobb mennyiségli kollagén I van jelen, szintén nagyrészt
fiiggetleniil az erektdl. (E) A HT25 kolon adenokarcindméban a kollagén 1 pozitiv
kotdszovet tomor, Osszefliggd haldzatot képez a tumorszovetben.
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4.4. A C38 kolon adenokarcindéma kotoszovetes oszlopainak vizsgalata,
valamint az inkorporacio 6sszehasonlitasa tiid6- és szubkutan szovet

esetében

Ahogy azt mar fentebb emlitettem a C38 tumor a tébbi tumormodelltdl eltérd
modon 1ép kapcsolatba a tiidészovettel, igy erezOdése is eltérd modon zajlik. Az
alveolaris tereken keresztiil terjedd tumorsejtek nem 1épnek vissza az alvedlusok
intersticiuméba és igy nem vélasztjdk le a pneumocitdkat az alvedlusok kapilldrdsairdl,
ehelyett dezmoplasztikus reakciot véltanak ki az alvedlusok faldban (fibroblaszt
aktivélds, kollagén termelés és depozicid). Ennek eredményeként a C38
metasztazisokban az alveolusfalak kotészovetes oszlopokkd alakulnak. Az oszlopok
kollagén tartalmi maétrixba 4gyazott, bazalis membrannal koriilvett centralis érbol,
aSMA pozitiv, aktivalt fibroblasztokbdl és a mindezt koriilvevd (a tumor altal termelt)
bazédlis membranb6l éllnak (22. abra, 23. abra A). A Kkotdszovetes oszlopok
fokozatosan alakulnak ki a perifériatél a tumor centruma felé, (23. abra A, C, D)
melyet a kdvetkezOképpen irhatunk le. El0szor azon alvedlusok falaban, melyek lumene
tumosejtekkel kitoltott, aSMA-t expresszald aktivélt fibroblasztok jelentek meg. Ilyen
sejtek nincsenek jelen a normdl peritumordlis tiidoszOvetben, az arterioldkat és a
légutakat kivéve. Az alvedlusok faldban az aktivalt fibroblasztok szdma és a kollagén
mennyisége a tumor centruma felé fokozatosan né (23. A, C, D; 24. abra), igy a
kapilldrisok és az epithélium kozti tdvolsdg is novekszik. A kotdszovetes oszlopok
kialakuldsa sordn a tumorsejtekkel kozvetlen érintkezd epitélium fokozatosan
fragmentdlodik (25. abra). A tumorsejtek szaporodasa kovetkeztében az inkorporalt
alveolusfalak kapillarisai a kortlottik kialakult kotdszovettel fokozatosan egyre
tavolabb keriilnek egymdstol. A folyamat végeredmenyeképpen a tumor centruma felé
kialakulnak az egyetlen centrdlis kapilldrissal rendelkezd kotdszovetes oszlopok (22.

abra).

56



DOI:10.14753/SE.2019.2265

‘ “ N .

22. abra: Intratumorilis kotoszovetes oszlop  keresztmetszete C38
tildémetasztazisban. (A) A maturdlt kotészovetes oszlop egy kozponti érbdl (CD31
z0ld, laminin kék), az ezt koriilvevd aSMA-t (piros) expresszalé miofibroblasztokbol,
illetve a tumor altal szintetizalt bazalis membranbdl (laminin, kék) all. A struktdrat
koriilvevo fekete szinii teriilet tumorszovetet tartalmaz. (B) A félvékony metszet egy
hasonlé intratumordlis oszlop keresztmetszetét mutatja. A kozponti ér koriil (nyil)
szamos fibroblaszt szerli, tobb rétegben korkordsen elhelyezkedd sejt lathato.
Megfigyelhetjiik, hogy az oszlop kiilsé felszinéhez (mely az el6z6 képen a kiilsé bazélis
membrdn rétegének felel meg) a tumorsejtek polarizalt médon kapcsolédnak. Az
oszloptdl tavolabb levd csillagokkal jelzett teriileteken mdr nekrotikus tumorszovet
lathato.
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23. abra: C38 tiidometasztazisokban taldlhaté kotoszovetes oszlopok
kialakulasanak folyamata. CD31 (z6ld), aSMA (piros), laminin (kék) jelzés. A fekete
szinli terliletek ¢él6 tumorszovetet tartalmaznak. (A) A tumorszdvetbe inkorporalt
alveolus falak fokozatosan alakulnak at kotdszovetes oszlopokka. A kép bal also
sarkdban tumorszovettel részlegesen kitoltott alvedlusok lathatéak, melyek faldban nem
talalhatok miofibroblasztok. Az egybefiiggd tumorszovet hatirdhoz (harmas nyilhegy)
kozeledve az alvedlusokat tumorszovet tolti és tdgitja ki. Ezzel parhuzamosan
novekszik az alvedlusok faldban az aktivalt, aSMA-t expresszdlé fibroblasztok
mennyisége is (piros). Az egybefliggd tumorszovetben nekrotikus teriiletek jelennek
meg (csillagok) az erekt6l meghatarozott tdvolsagban, melyek az dbran piros szintiek az
anti-egér masodlagos ellenanyag nem specifikus kotédése miatt. A tumor belsejében
szamos, eltérd mennyiségli eret tartalmazo kotdszovetes oszlop lathaté (nyilak). (B-D)
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Nagy nagyitasu felvételek az (A) dbrdan 1-3 nyilheggyel jelzett (egy nyilhegy B, kettds
nyilhegy C, harmas nyilhegy D), a tumor centruméhoz egyre kozelebb es6 teriiletekrol.
A miofibroblasztok szdma novekszik a tumor centruma felé. (B, C) J6l 14thatd, hogy az
alveolus faldban 1évé aSMA-t expresszdlé miofibroblasztok (piros) az alveoldris epitél
réteg bazdlis membranjai (kék) (nyilhegyek), vagy annak bazdlis membrinja és a
kapillarisok (CD31, zold) kozott (nyilak) helyezkednek el. Az egybefiiggd tumorszdvet
hatardan (D) a jelentdsen megnodvekedett szami aSMA-t expresszalé fibroblasztok
(piros) eltavolitjak egymadstdl a kapillaris (nyilhegy) és az epitél réteg bazalis
membrainjat (nyil).

24. abra: Az alveélusfalakban lerakédott kollagén mennyisége novekszik a C38
tiidometasztazis centruma felé. (A) C38 metasztazis sz€li része. A metszeten CD31
(zold), kollagén I (piros) €és aSMA (kek) jeloleés lathatd. Az alveodlusokat tumorsejtek
(fekete teriiletek) toltik ki. Aktivalt aSMA-pozitiv fibroblasztok (kék) vannak jelen az
alveolusok falaban. A jobb felsé sarokban 1év0 tumor centruma felé¢ egyre névekvo
mennyiségll kollagén I (piros) lerakodas lathato. A kékkel jeldlt aSMA pozitiv aktivalt
fibroblasztok ¢és a kotdszovetes kollagén (piros) eloszlasabol latszik, hogy a tumor
periféridjan levd aktivalt fibroblasztok megjelenése megeldzi a kollagén lerakodasat.
(B) C38 metasztazis centruma. A metszeten CD31 (zo6ld), kollagén I (piros) és TOTO-3
(kék) jelolések lathatdak. A kék magfestés mutatja a tumorszovetet. Massziv és
egybefiiggd kollagén I (piros) pozitiv kotdszovetes szeptumok és oszlopok vannak a
tumorban, melyek koziil néhany egyetlen centralis eret tartalmaz.
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25. abra: C38 tiidometasztazisba inkorporalt alvedlusfal szerkezete. (A)
Elektronmikroszképos felvétel egy alvedlusfalrél, amit C38 sejtek vesznek koriil a
metasztazis sz€li részén. Jobb oldalt az alveoldris teret (ALV) csak részlegesen toltik ki
tumorsejtek (T). Ezen a teriileten az alvedlusfalat intakt epitélsejtek (EP) boritjak.
Fragmentalt epitélium (nyilak) van jelen az alvedlusfal bal oldaldn, ahol a tumorsejtek
(T) az epitelidlis bazdlis membran (BM) kozelében helyezkednek el. Az alvedlusfalban
a miofibroblasztok (MF) mellett kollagén (csillag) is jelen van. KAP: kapilldris, EN:
endotél sejt (B) Az (A) 4bran l4that6 bal oldali alvedlusfal nagyobb nagyitdsban. Az
epitélium fragmentjei (nyilak) lathatéak a C38 sejt (T) és a bazdlis membran (BM)
kozott.

Az inkorporici6 mechanizmusdnak pontosabb meghatdrozdsa érdekében
szubkutdn szovetben is megvizsgdltuk a C38 tumorvonal ér- és kotdszovet
szerkezetének kialakuldsat. Ennek a modellnek az elénye a tiidészovettel szemben, hogy
a pushing tipust ndvekedési mintdzatot mutaté tumor esetében a tumor gazdaszovet
hatara jol elkiilonithetd, igy az inkorporacié jelensége jol vizsgdlhaté. Ahogy a C38
tiidometasztazis esetében, gy a szubkutan szovetben novekvd C38 tumorok széli
részein is megfigyelhetd az oSMA-t expresszdlo aktivadlt fibroblasztok
(miofibroblasztok) és kollagén felhalmozdédasa (26. abra). A tumorok felszinén
kiilonb6zé méretii invaginaciok alakultak ki, melyek eltéré szdmban tartalmaztak ereket

és az ereket koriilvevo kotdszovetet (26. abra). Az invaginacidkat a tumor altal
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szintetizalt bazalis membran (laminin) hatarolhatja (27. abra). A tobb eret tartalmazé
invagindcidk a tumorszovet centruma felé tovdbbi “érési folyamatokon” estek At,
melynek sordn a tumorszovetben folyamatosan keletkezd invaginacidk ujabb és Gjabb
terlileteket/darabokat valasztanak le az inkorporalt szovetrdl. Az érési folyamat végso
eredményeképpen egyetlen centrélis érrel rendelkezd kotdszovetes oszlopok jonnek
1étre (28. abra. B). Fontos megemliteni, hogy a tumor centruma felé haladva a tumor
altal termelt és az inkorporalt kotdszovet felszinén megjelend bazalis membran
mennyisége fokazatosan nd. A kotészovetes oszlopok struktirélis elemei beliilrdl kifelé
haladva: az érlument kérbevevd endotélsejtek, az ér bazalis membranja, aSMA pozitiv

sejtek kollagént tartalmazé matrixba dgyazva, a tumor bazalis membranja (28. abra B).

26. abra: Kotoészovet felhalmozodas és az érbekebelezés a C38 szubkutin tumor
felszinén. (A), (B) C38 szubkutin tumor (T). Nyilak jelolik a tumor felszinén
felhalmozddo kollagén I-et (piros), és az aSMA-t expresszalo (kék) miofibroblasztokat.
A harmas festésli képen a kék aSMA és a piros kollagén kolokalizacidja lila szint
eredményez, ezért ezt kiilon képen (B) mutatjuk. A tumor &ltal a kotdszovettel egyiitt
szamos ér (CD31, zold) keriil bekebelezésre. (nagy nyilhegyek). A tumoron beliil az
inkorporalt kotdszovetbdl levalasztott kisebb, ereket tartalmazd kotOszovet
fragmentumok is l4that6ak (kis nyilhegyek). N: nekroézis.
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27. abra: Az inkorporacié folyamata. (A) Szubkutin tumorrdl késziilt fagyasztott
metszet, melyen laminin (piros), CD31 (zold) és aSMA (kék) jelolés lathats. A
tumorszovetet (T), mely feketén latszik, a tumorsejtek éltal termelt laminin veszi korbe.
A tumorszovet éaltal képzett invagindcidban (kis nyilak), egy nagyobb ér (nagy
nyilhegy), illetve az azt koriilvevé aSMA pozitiv kdtdszoveti sejtek (kék) taldlhatok. Az
invagindci6 frontjat nagy nyilak jelzik. Az invagindci6 mélyét folytonos laminin réteg
fedi, mig a fronton kevesebb a lerakddott laminin mennyisége. (B) Szubkutin C38
tumor félvékony metszete. A tumor egy véreret (nagy nyilhegyek) inkorpordl (az
invaginaciot kis nyilak jelzik), a kortlotte levé fibroblaszt szerti sejtekkel (kis
nyilhegyek) és matrix elemekkel egyiitt (fehér nyilhegyek).

28. abra: Az oszlopok érése és végleges formaja. (A) Szubkutin C38 tumorbdl
fagyasztott metszeten laminin (piros), CD31 (zold) és sejtmag (TOTO-3, kék) festés
lathato. Az inkorporalt kotdszovet érési folyamatat a jobb oldalon lathaté peritumoralis
szovet fel6l (mely nagy szamu eret tartalmaz), a bal oldalon elhelyezkedé tumor
centruma felé figyelhetjiik meg. Az inkorporalt kotoszovet koriil a lerakodott laminin
(tumor altal termelt) mennyisége a perifériatdl a centrum irdnyaba novekszik.
Kezdetben az inkorporalt kotdszdvet tobb eret (nyilak) tartalmaz. Az érési folyamat
soran kialakulnak ez egyetlen centralis eret tartalmazd kotdszovetes oszlopok
(nyilhegyek), melyek koriil a legtobb lerakodott laminin figyelheté meg. (B) Szubkutdn
C38 tumorban 1évd kotdszovetes oszlop (a fekete teriileteket tumorsejtek toltik ki). A
mar teljesen érett oszlop egy bazalis membrannal rendelkezd centralis eret tartalmaz
(CD31, z61d), melyet a miofibroblasztok altal termelt kollagén I k6tdszdvet (piros) €s a
tumor altal termelt laminin (kék) vesz koriil.
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Miutdn a peritumordlis fibroblasztok aktivdldsa és az ezt kovetd kollagén
depozicido kulcsszerepet jatszik a C38 tumorra jellemzd kotoszovetes oszlopok
kialakuldsasban, annak eldontésére, hogy a tumor maga mennyiben lehet felelés ennek
kivéltasaért, kiilonbozé novekedési és fibrotikus folyamatokban résztvevd faktorok
(TGF-beta: 29. abra A; PDGFB, FGF2, CTGF: 29. abra B) expresszids szintjét
vizsgdltuk mRNS szinten. Kontrol sejtvonalként a B16 melandma vonalat haszndltuk,
amely megfigyeléseink szerint nem indukalja kotészovetes oszlopok 1étrejottét
novekedése soran®**°. Az osszes vizsgalt faktor expresszidja szignifikdinsan magasabb

volt a C38 sejtekben.
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29. abra: QRT-PCR analizis. Fibrogén novekedési faktorok génexpressziojanak
QRT-PCR alapu vizsgalata C38 kolon adenokarcinoma és B16 melanéma
sejtvonalakban. (A) TGF-béta 1-3 és (B) PDGFB, CTGF, FGF2 relativ expresszios
szintjei a GAPDH-hoz viszonyitva (100%). Az oszlopok a 2—ACT értekeket jelolik, a
hibasdvok a szdérast mutatjak.
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4.5. A tiidometasztazisok vérellatasanak eredete

Mivel a tiidé kettés vérellatassal rendelkezik hasonléan a majhoz - melyre
vonatkozé kordbbi vizsgilataink azt mutattdk, hogy a 2 mm-nél nagyobb egér
majmetasztizisok artéridgs vérellatisiak™® - megvizsgaltuk a tiiddmetasztazisok
vérellatasanak eredetét. E18szor kontrol, egereken végeztiik kisérleteinket, azonban mas

kutatékkal szemben’®”’

nem tudtuk bizonyitani a bronchidlis artéria 1étezését egérben.
Ezutdn patkdnyokon végeztiink vizsgélatokat, ahol igazoltuk a bronchidlis artéria

jelenlétét (30. abra).

/igy

30. abra: A bronchialis artéria againak lefutdsa korrodalt kontroll patkany
tildoben. A piros miigyantaval feltoltott, kisebb atmérdjii bronchidlis artéria a kék
miigyantaval feltoltott pulmonalis artéria kdzvetlen kozelében fut. A bronchidlis artéria
agai azonban nem érik el a lebeny felszinét.

Anasztomozisokat taldltunk a bronchidlis és a pulmonadlis keringés kozott (31.
abra), melyek meglehetésen hasonloak a korabban altalunk megfigyelt egér majban

1évé arterio-portalis anasztomozisokhoz. A tiidoben ezért ugyanazon a modszeren
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alapuldo kettds érfeltoltési technikat alkalmaztuk, mint amit kordbban a
mdjmetasztazisok vérellatdsdnak vizsgdlata sordn. Ennek lényege, hogy eldszor a

pulmonilis rendszert toltjiik fel, igy kizdrjuk, hogy a bronchidlis rendszerbe injektélt

miigyanta a pulmonalis rendszeren kersztiil jusson be a metasztazisokba.

Pt ad

31. abra: Broncho-pulmonalis anasztomozis korrodalt patkany tiidében. Kezdeti
kisérleteink soran a pulmondlis artériat (P) kitoltd kék, és a bronchidlis artériat (B)
kitolté piros miigyanta keveredését tapasztaltuk, mely broncho-pulmonalis
anasztomozisok jelenlétére utalt. A bronchidlis artéria kis 4ga (nyil) egy nagyobb
pulmondlis artéria dgdba torkollik (nyilhegy). Az anasztomdzison keresztiil a két
miigyanta keveredik annak kovetkeztében, hogy a pulmonalis artéridba beadott
migyanta még nem szilardult meg kell6 mértékben.

A patkany tiidében csak a f6 artéria dgakat lehetett miligyantaval feltdlteni, igy
nem volt lehetséges eldonteni, hogy a szegmentalis horgdk rendelkeznek-e artérids
vérellatassal. A tiidometasztdzisok vérallatasainak meghatdrozasdhoz a MAT-B-III
patkdny emld adenokarcindma rendszert hasznaltuk. Kiilonb6zé  méretii
metasztazisokban a vérellatas eredetét vizsgalva azt taldltuk, hogy az 5 mm-nél nagyobb
atmérdjii metasztazisok 95%-a artérids vérellatasu (bronchidlis artéridn keresztiil), a 3

mm-nél kisebb metasztazisok 97%-a pedig vénds (pulmondlis artéridn keresztiil)
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vérellatasu (32. abra A, B, 33. abra). A metasztazisokat ellaté arterioldk 65%-a
centralis helyzetli (32. abra C, D).

32. abra: Tiidometasztazisok artérias vérellatasra tesznek szert. (A-D) MAT-B-III
emld adenokarcindéma metasztdzisokat tartalmazo tiidészovet korrdzios készitményei.
Az (A) és (B) abrakon a jobb alsé tiiddlebeny lathato korrozid eldtt (A), illetve korrdzid
utdn (B). A tiid6 elsdként a pulmonalis artérian keresztiil lett feltoltve kék miigyantaval,
melynek megszilarduldsa utdn tortént a piros miigyanta bejuttatisa a bronchidlis
artéridba. A lebenyben hdrom olyan metasztazis lathatd, melyeket a bronchidlis artéria
l1at el (nyilak) és egy olyan metasztdzis lathatd, melyet a pulmondlis artéria lat el
(nyilhegy). Ennek a metasztazisnak csak a helye (lireg a tiidészovetben, B, nyilhegy)
l4thatd, mivel a pulmondlis artéria rendszere csak részlegesen keriilt feltoltésre. A kép
felsd részén 1év0 metasztazisnak csak egy részét toltotte ki a bronchialis artéridba
injektalt miigyanta, ami a korr6zié utdni képen jol lathat6. (C) A bal tiid6lebeny
metasztdzisai korr6zidé utdn. A jobb lathatésdgért a pulmondlis artéria dgait részben
eltdvolitottuk. Hairom metasztizis lathat6, melyeket bronchidlis artéria lat el (nyilak).
Mindegyik metasztizishoz kiilon bronchidlis artéria 4g vezet (nyilhegyek). (D) Artérids
ellatasu metasztazis. A metasztazist ellatd artéria centralis elhelyezkedésii (nyil).
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33. abra: Bronchialis artéria ellatasai MAT-B-III metasztazisok szazalékos aranya
a metasztazis mérethez viszonyitva. 5 mm felett a metasztazisok 95%-a bronchiélis
ellatasu.

A kiilonboz6 vérellatasi metasztazisok tumorsejtjeinek proliferdcids ratajat is
Osszehasonlitottuk. A bronchidlis  vérellatdsu  metasztazisok tumorsejtjeinek
proliferdciés indexe szignifikdnsan magasabb volt, mint a pulmondlis vérellatdsuaké

(43.54£6.1% vs. 35.3+2.5%; atlag+széras; p<0.05) (34. abra).
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34. abra: A bronchialis artéria és a pulmondlis artéria ellaitasi MAT-B-III
metasztazisok proliferaciéos indexei. A pulmondlis artéria 4ltal ellatott
metasztazisok jelzési indexe (BrdU inkorporici6) 4tlagosan 35,3 £2.5%, a
bronchidlis artéria altal ellatott metasztizisok jelzési indexének atlaga szignifikdnsan
magasabb, 43,5 £6,1%, p <0,05.

Az észlelt magasabb proliferdcid és az oxigén koncentricié Osszefiiggésének
igazolasdra in vitro hipoxids és normoxids koriilmények kozott proliferdcios tesztet
végeztiink. A normoxids koriilmények kozott tartott MAT-B-III sejtek esetében a 2000
sejtes csoportban 1,72-szer, az 5000 sejtes csoportban 1,42-szer magasabb proliferacios
indexet mértiink, mint a hipoxids koriilmények kozott tartott sejteknél (35. abra). A
normoxids koriilmények kozott tartott A2058 sejtek esetében a 2000 sejtes csoportban
2,8-szor, 5000 sejt esetében 1,73-szor nagyobb jelet észleltiink, mint az alacsonyabb
oxigén koncentricion tartott sejtek esetében. Az eredményeink alapjan a magasabb
oxigénkoncentricion tartott sejtek szignifikdnsan nagyobb mértékben proliferdltak, mint

az alacsonyabb oxigénkoncentracion tartott sejtek.
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Az oxigenkoncentracio hatasa a MAT-B-III sejtvonal
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2000 és 5000/1yuk kiinduldsi sejtszdm esetében is szignifikdnsan nagyobb mértékben
proliferdltak a magasabb oxigén koncentracion tartott sejtek. p <0,05
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5. Megbeszélés

5.1. A Kkisérletes tiidometasztazisok vaszkularizaciés folyamata

Az angiogenezisnek, mely tulajdonképpen 1j erek képzédése a mar
38,95,97,98

J

meglévokbdl, régdta fontos szerepet tulajdonitanak a tumorok ndvekedésében
Mira azonban madr nyilvdnvald, hogy a tumorok alternativ mechanizmusok utjan is
képesek szert tenni a vérelltdsra®. Ilyen alternativ mechanizmusok az érbekebelezés™, a
glomeruloid angiogenezis*, a posztnatélis vaszkulogenezis™ és a vaszkuldris mimikri®.
Tobb tanulmany latott napvilagot, amelyek demonstraljadk, hogy a tiidében kialakuld
metasztazisokban is megfigyelhetéek az alternativ vaszkularizaciés mechanizmusok,
amelyek magyardazhatjdk az anti-angiogén terdpidk hatdstalansdgat. Tanaka és
munkatdrsai kimutattdk, hogy a glomeruloid érképzddés agressziv fenotipussal tdrsul,
mely jelentésen csokkenti a nem kissejtes tiidérakos betegek tulélését'™. Wu és
munkatarsai nem kissejtes tiidérakos paciensek 35%-dban vaszkuldris mimikrit
azonositottak és bebizonyitottdk, hogy a vaszkuldris mimikri Osszefiiggésbe hozhat6 a
malignitds novekedésével''. Osszességében azonban a humén tiidédaganatok kapcsan
végzett kutatdsok alapjan az érbekebelezés a leggyakoribb vaszkularizacios
forma’!32102-105

A PhD munkdm sordn kisérletes tiidometasztdzis modellben vizsgaltuk a
vaszkularizacié folyamatat. Hat eltérd szoveti eredetli tumorvonalat hasznaltunk.
Mindegyik tumortipus esetében a tumorok elsddlegesen érbekebelezéssel tettek szert
vérellatasukra. A tumorok terjedésének alapveté modja minden tumorvonal esetében a
tumorszovet alvedlusrél-alveodlusra torténd ,,aramldsa” volt, ami minden bizonnyal az
alveolusok faldban taldlhaté porusokon keresztiil tortént (Kohn poérusok). A folyamat
soran a tumorok a gazdaszovet alveolusfalakon beliili meglévd kapillarisait
inkorporélta, ugy, hogy ekozben aktiv peritumordlis endotélsejt bimbdzds, vagyis
érdenzitds novekedés nem tortént. Mindezt aldtdmasztja vizsgdlatunk, mely szerint a
peritumordlis endotélsejtek proliferdcids ritdja alacsony volt. Peritumorélis kapillaris
sprouting valosziniileg egyrészt azért nem volt megfigyelhetd, mert eleve magas a
tiidészovetben 1év0 kapillarisok denzitasa, masrészt a megfelel6 mennyiségi
kotdszovetes matrix hidnya az alvedlusfalakban is megakaddlyozhatja az
106,107

érbimbozast . Lehetséges azonban, hogy az intratumordlis kapilldris sprouting a

tumor novekedés késobbi stddiumaban eldéfordul (feltéve, ha megfeleld mennyiségii
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kotdszovet képzodik a metasztazisok belsejében). Ezt a feltételezést tdmasztja ald az a
megéllapitdsunk, hogy a MAT-B-III patkdny emlé adenokarcindéma metasztdzisokban
szignifikdnsan emelkedett a kotdszovet mennyisége €s az intratumordlis endotélsejt
proliferdcié a tumor centruma felé (szemben a peritumoralis tiidészdvetben mértekkel).
Mindazonaltal az emelkedett endotélsejt proliferacio 0j kapillarisok képzddése mellett,
az erek dilaticigjat is eredményezheti. Ez utdbbi jelenséget vizsgdlva kisérletes
melandmdkon végzett morfometriai vizsgdlatok sordn Ugy taldltdk, hogy a ndvekvd
tumorok inkorpordljdk a felsziniikkel parhuzamos lefutdsd, sprouting angiogenezissel
kialakult ereket, illetve a bOr eredeti érhalozatat. A mérések szerint az érdenzitas a
peritumordlis szOvetben és a daganat periféridjan sokkal nagyobb, mint a tumor
centrumdban, ezzel szemben az erek mérete ellenkezdleg valtozik, a tumor centrmaban
nagyob atmérdji erek talalhatok, mint a periféridn. Ennek magyardzata lehet, hogy
miutan ebben a tumor tipusban (B16) nem termelddik nagyobb mennyiségli kotészovet
a tumor belsejében az érképzddés ledll, a proliferaldé tumorszovet mintegy felhigitja az
intratumordlis érhaldzatot. Az endotélsejtek proliferdcidja kizardlag az intratumorélis

PP 4 .50
erek tagulasat eredményezi™ .

5.2. Az inkorporacié mechanizmusa

Megallapitottuk, hogy a tumorsejtek az dltaluk bekebelezett kapillarisokrol
invaziv képességiik kovetkeztében le tudjdk vélasztani az epitélréteget. Ezt a jelenséget
megfigyeltik a B16, HT1080, HT25, C26 és MAT-B-III modellekben egyarant. Ezen
tumor tipusokban a malignus sejtek betdrnek az alvedlus falba és az endotél és epitél
rétegek kozott elhelyezkedd kettds bazalis membrant kettévalasztva migralnak (36.
abra A-D). Az alvedlusok bazdlis membranjanak kettévéalasztasa a tumorsejtek altal egy
érdekes jelenség, amelyr6l nem talaltunk irodalmi emlitést. A folyamat pontos
molekularis mechanizmusa és annak szabalyozasa egyeldére nem tisztdzott, de
feltehetdleg a tumorsejtek és a bazalis membran kozotti adhézion alapszik, tovabba
olyan protedzok expressziéjan, melyek szelektiven emésztik a bazdlis membrin
komponenseit. Az erekrdl levélasztott epitélsejtek komprimalodtak és fragmentalodtak
majd elpusztultak a tumorszdvetben. Azonban az epitélsejtmentes erek funkciondlisak
maradtak és a metasztdzisok vérellatasat biztositottdk. Az invaziv mddon ndvekvo

metasztazisokban az alvedlusfalak fibroblasztjainak nagy része kapcsolatban marad a
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kapilldrisokkal. Azonban nem gondoljuk, hogy ezen fibroblasztok pericitaként
funkciondlnak, ugyanis nem rendelkeznek bazdlis membréanboritdssal. Ehelyett inkdbb
azt feltételezziik, hogy ezek a sejtek a metasztazisokban megjelend kotdszovet
termeléséért felelosek. A megallapitas, hogy a tumorban elhelyezkedd ereket nem
veszik koriil pericitdk, fontos lehet a metaszazisok kezelésében esetlegesen alkalmazott
antivaszkuldris terdpia sordn, mivel kimutattdk, hogy a pericitamentes erek
sériilékenyebbek lehetnek a VEGF koncentricidjdnak csokkenése esetén, mint a
normalis pericitaboritassal rendelkezd erek'®. Ezzel Gsszefiiggésben azonban azt is
kimutattdk, hogy a pericitdk maguk is tdmadasi pontot jelenthetnek, ami novelheti az
anti-angiogén/anti-vaszkularis terdpidk hatékonysagdit. A vizsgalatok szerint a VEGF és
PDGEFR jelatviteli utvonalak kombindlt célzott terapidja gatolja a B16 egér melanéma
tumorok novekedését, csokkenti az érdenzitast és az erek méretét, ezen kiviill noveli
azon aSMA és PDGFRB-pozitiv pericitdk szdmdt, melyek mar részlegesen elvesztették

kapcsolatukat az endotéliummal'%.
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M Fibroblasztok
[ | Endotélsejtek = Aktivalt fibroblasztok (miofibroblasztok)

I-es tipust pneumocita Bazalis membran
II-es tipusi pneumocita Kotoszovet

Kapillaris lumen Alveolus lumen

™ Tumorsejtek
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36. abra: A  vaszkularizaciés folyamat vazlatos bemutatisa a
tildometasztazisokban. (A) Az abran a kilonféle tiidometasztazis modellekben
megfigyelt vaszkularizacios folyamatoknak a kozds 1épései lathatoak. A tiid6
kapillarisban 1év6 tumorsejtek extravazalnak az alveolus intersticiumaba (tumorsejt #1).
Az alvedlus fal kotdszovetében kisebb kolonidk (tumorsejtek #2 és #3) kialakitasa utan
a tumorsejtek betornek az alvedlus lumenbe (tumorsejt #4) és ott tovabb proliferdlnak
(tumorsejtek #5 és #6). A tumormassza az egyik alve6lus lumenbdl a masikba atjutva
terjed. Megfigyelhetjiik, hogy azon alveolus falakban, melyekben kotdszovet talalhato,
a vér-levegd gat bazalis membranja szeparalodik egy endotél és egy epitél bazalis
membrén rétegre az alvedlusfal tumorsejt mentes teriiletén is. A (B-D, B’-D’) képeken
abrazolt események olyan alvedlusokban torténnek, melyek tavol helyezkednek el az
eredetileg inkorporalt alveolustol vagyis az extravazacio helyétol.

(B-D) Az invaziv médon ndvekvd tumorsejtvonalak (B16, HT1080, HT25, C26 és
MAT-B-III) vaszkularizdciés folyamata. (B) A tumorsejtek intenziven proliferdlnak az
alvedlus lumenben ¢és késébb ismét betérnek az alveodlusfal kotészovetébe (tumorsejt
#1). (C) Az alveolusfalban elhelyezkedd tumorsejtek levélasztjdk az epitéliumot a
kapillarisokrdl. A folyamat sordn a tumorsejtek nydlvanyaikkal kettévéalasztjak a vér-
levegd gat bazdlis membranjat egy epitelidlis €és egy endotelidlis bazalis membranra
(tumorsejtek  #1-3). Végeredményben tumorsejtek dltal kozvetleniil koriilvett
(lecsupaszitott) kapillarisok jelennek meg a tumorszévetben (kozépsd kapillaris). Az
abra két szélén lathaté kapilliris még részlegesen boritott az epitélium 4ltal. (D)
Teljesen lecsupaszitott, tumorsejtekkel kortilvett kapilldrisok lathatéak. A toredezett
epitélium maradvanyai elszértan vannak jelen a tumormasszédban.

(B-D’) A (C38 kolon adenokarcindéma vaszkularizdciéja sordn az inkorporalt
alvedlusok faldban dezmoplasztikus reakcidt valt ki. (B’) A metasztazis sz€li részén a
tumorsejtek proliferdlnak az alve6lus lumenben. A tumorsejtek altal korbevett alvedlus
falaban fibroblasztok aktivalodnak (aSMA-t expresszdlé miofibroblasztok), de a
kollagén lerakodas még nem figyelheté meg. (C’) A tumor centruma felé haladva
megfigyelhetd az alvedlusok faldban a dezmoplasztikus reakcié: a miofibroblasztok
szama nd, valamint egyre nagyobb mennyiségli kollagént tartalmazd kotdszovetes
matrix lerakdddsa lathat6. (D’) Az inkorpordlt alvedlus falak ,.érési” folyamaton
mennek keresztill a metasztazis belsejében, melynek sordn a tumor az inkorporalt
szovetet kisebb darabokra osztja. A folyamat végeredményeképpen egyetlen eret
tartalmazd kotdszovetes oszlopok jelennek meg a tumorban. A pneumocitak
fragmentalodnak (ez lathaté a kép bal oldalan 1évo kotdszovetes oszlop felszinén), a
tumorsejtek a pneumocitdk megmaradt bazilis membranjahoz kapcsolédnak vagy a
sajat bazalis membranjukat szintetizaljdk a kotOszovetes oszlop extracellularis
matrixanak felszinére. Az abrakon a parhuzamos fekete vonalak a kotdszovetben 1évo
kollagénkotegeket abrazoljak.
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5.3. C38 tiidometasztazisokban a vérellatast biztosito kotoszovetes oszlopok

kialakulasa

A (C38 tiidometasztazis modellben is megfigyeltilk, hogy a tumormassza
inkorporélja az alvedlusokat. Azonban ezen tumortipusndl a tumorsejtek nem 1éptek
vissza az alvedlusok intersticiumdba, hanem dezmoplasztikus reakciét valtottak ki az
inkorpordlt alve6lusok faldban, melynek eredményeként kotészovetes oszlopok jelentek
meg a tumorban (36. Abra B’-D’) Az intersticidlis fibroblasztok (és a veliik egyiitt jard
kollagén métrix depozicid) aktivicidja és megnovekedett szdma a két bazdlis membrin
(endotél- ¢és epitel) kozti tér fokozatos novekedéséhez vezetett a tumor perifériaja felol a
tumor centruma felé. Ez a folyamat azt feltételezi, hogy ebben a tumortipusban a vér-
levegé gat bazalis membranjanak két rétegre torténd hasadasat a proliferald
miofibroblasztok véltjadk ki, amely hasonlé az invaziv tumorsejtek esetében
megfigyeltekhez. Ezzel parhuzamosan az alvedlusok epitéliuma fragmentalodik, majd
eltlinik és igy a C38 sejtek a bazdlis membridnhoz kozvetleniil tudnak csatlakozni. A
kotészovetes oszlopok kialakulasanak ebben a stddiuméaban nem tisztazott, hogy az
intratumoralis kotdszovetes oszlopok koriili bazalis membran az az epitélium eredeti
bazdlis membridnja vagy a C38 sejtek a sajat bazdlis membranjukat ujonnan
szintetizdljak az eredeti bazdlis membranra. Bar nincsenek specifikus antitestjeink ezen
bazalis membranok megkiilonboztetésére, de az utdbbi feltételezés a valdsziniibb, mivel
a C38 tumorsejtek szubkutdn szovet esetében, de mds szovetekben is sajat bazdlis
membrant szintetizalnak az inkorporalt kotészovet felszinére®’. Tehat az alvedlusfalak
atalakuldsa sordn a C38 modellben végiil olyan koétdszovetes oszlopok jelennek meg,
amelyek kozepén egy centralis ér taldlhat6. Ezeknek a struktdrdknak a kialakuldsa a
tiidoszovet esetében Osszefiiggésben lehet az alveolusok felépitésével (porusok az
alvedlusok faldban). Az inkorporécié kezdeti szakaszdban a tumormassza feltehetdleg
csak az alvedlus lumenét tolti ki, igy a tumorba inkorporalédott alvedlusfalban szdmos
kapilldris helyezkedik el. A késObbiekben a porusokba behatoldo és proliferalo
tumorsejtek eltavolitjdk egymadstdl az egyes kapillarisokat, melyek koriil mar kordbban
kotdszovet szaporodott fel. Végiil a centrélis érrel rendelkezd kotdszovetes oszlopokat
(alvedlus fal részleteket) mindeniitt tumorszovet veszi koriil. Fontos megjegyezni, hogy

a kotdszovetes oszlopokban felhalmozddott kollagén matrix elég teret biztosithat a
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»Sprouting”  tipusi angiogenezis beinduldsdhoz, ahogy ezt mar kordbban

munkacsoportunk demonstralta a C38 tumor méjmetasztazisaiban®’.

5.4. A gazdaszovet szerepe a tumorok beerezédésében

Munkacsoportunk kordbban mdj- és agymetasztdzisok, valamint bélfalba oltott
tumorok esetében is vizsgdlta a C38 tumor ér és kotdszoveti szerkezetét' ™%
Mindegyik szoveti lokalizacioban megfigyelheté volt a centralis érrel rendelkezd
kotdszovetes oszlopok megjelenése a daganatokon beliil. Egér agyszovetben azonban
csak azokon a teriileteken voltak ezek a strukturak detektalhatdak, ahol a tumor elérte az
agy felszinét. A tény, hogy az agyszovet a vizsgélt szovetek koziil az egyetlen szovet
melynek parenchimdjdban nem taldlhaték fibroblasztok, arra utal, hogy a
tumorszerkezet kialakulasanak (centralis érrel rendelkezd kotdszovetes oszlopok
megjelenése) elengedhetetlen feltétele az aktivélt fibroblasztok (aSMA pozitivités,
kollagén szintézis) jelenléte és felszaporodasa a tumor kozvetlen kozelében. Ezzel
magyardzhatd, hogy a C38 agymetasztizisok esetében csak azon teriileteken voltak
jelen ezek a jellegzetes kotoszovetes oszlopok, ahol a tumor elérte az agy felszinét, ahol
a meningealis fibroblasztok talalhatok®.

A disszertaciomban tiid6- és szubkutdn szovetekben novdé tumorok esetében
vizsgéltuk és hasonlitottuk 0ssze az ér- és a kdtdszovet szerkezet kialakulasat, illetve az
inkorpordci6 mechanizmusat. Miutdn mindkét szovetben taldlhaték fibroblasztok,
melyek kollagént termeld és proliferaldé miofibroblasztokka transzformalodtak a
tumorok kornyezetében, a tumorok végso szerkezete a két szovetben hasonld volt, és a
kialakult kotdszovetes oszlopok struktirija megegyezett a mdjszovet és a bélfal
esetében megfigyeltekkel. Az inkorporacié moédja a tiidészovet sajatos struktirajanak
kovetkeztében eltért a két vizsgélt szovetben. A szubkutan szovetben a tumor felszinén
invagindciok keletkeztek, melyek eltérd mennyiségli kotdszovetet (kollagén és
miofibroblasztok) ¢és eltérd szamu eret tartalmaztak. A kotdszovet “érése” a tumor
belsejében folytatédott, ami abban nyilvanult meg, hogy djabb és Gjabb invaginiacidk
képzddésével a tumor egyre kisebb darabokat vdlaszt le az inkorporalt szovetbdl, mely
folyamat az egyetlen eret tartalmazd kotdszovetes oszlopok kialakulasval végzodik. A
tiid6 esetében az alvedlus falakban taldlhat6 kapillarisok a Kohn pérusok jelenléte miatt

mdr nagyrészt el vannak vdlasztva egymastol, a proliferdlé tumormassza behatoldsa
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ezekbe a terekbe csak eltdvolitja egymast6l az egyre nagyobb mennyiségii kotdszovetet
és kapillarisokat tartalmazé alvedlusfal részeket.

A fibroblasztok stimuldcidja és transzforméciéja miofibroblasztokkd a tumor
névekedése kovetkeztében fellépé mechanikai nyomas'® mellett, fibrogén ndvekedési
faktorok szintézise és szekrécigja altal torténhet. Ez utébbi elképzelést tdimasztja ald az
az eredményilink, hogy a kotdszovetes oszlopokat képzéd C38 sejtek a fibrogén
kapacitdssal rendelkezd novekedési faktorokat (TGF-béta, FGF2, PDGF ¢&s
CTGF*9%) nagyobb mértékben expresszéljaik45’60’99, mint a B16 melanéma, mely
kiilonboz6 szoveti lokalizaciokban oszlopokat nem képez, kis mennyiségii kollagén
csak az intratumordlis erek koriil rakédik 1e**%%

A kotdszovetes oszlopok szubkutan szovetben megfigyelt kialakuldsi folyamata
aldtdmasztja a tumorok erez6désének alapvetd mechanizmusat is, miszerint nem az erek
nének bele a tumorba, hanem tumorszovet inkorpordlja a peritumordlis érhalézatot. A
tumor altal létrehozott oszlopokban 1évé kotdszovet mennyisége, valamint az ezek
felszinére lerakodott (tumorsejtek 4ltal szintetizalt) bazalis membran vastagsaga és
integritdsa a tumor centruma felé ndtt, ami azt mutatja, hogy a tumor centruméban 1évd
struktirdk hosszabb ideje vannak a tumorszovetben (“Oregebbek”), mint a periféridn
levBK3B9798.110

Osszegezve, a tumor mikrokdrnyezetében a megfeleld sejttipusok jelenléte,
valamint a tumorsejtek 4ltal szintetizalt fibrogén faktorok a tumorok hasonlé

hisztoldgiai szerkezetét eredményezik, fliggetleniil a gazdaszovet tipusatol.

5.5. A tiidémetasztazisok arterializacioja

Munkacsoportunk egy kordbbi tanulmdnyban mar leirta, hogy kisérletes egér
majmetasztazisok a 2 — 2,5 mm koriili mérettaromanyban arterializdlédnak®®. Az
altalunk vizsgalt patkany tiidometasztazis modellben kapott eredmények azt igazoljak,
hogy a tliidOmetasztazisok is artérias vérellatasra tesznek szert. A novekvd tumor
inkorporélja a nagy nyomadsu bronchidlis ereket, melyek hasonl6an a médj arterioldkhoz
gyakran centrélis helyzetlieck a metasztazison beliil. Ez a folyamat valdsziniileg tisztdn
mechanikai jellegli és feltehetden az artérids rendszerben uralkoddé nyomads altal

szabdlyozott.
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A tliidémetasztazisok arterializdloddsa 5 mm méret felett tortént meg a
metasztdzisok dontd tobbségében. A jelentds eltérés oka az arterializalddott mdj és a
tiid6 metasztazisok méretében abban kereshetd, hogy a patkanytiid6é periféridjan
adataink alapjdn nincs artérids elldtas (szemben az egér mdjjal, ahol az artérids rendszer
a szerv minden teriiletét elldtja), igy a periféridn kialakulé metasztazisok csak nagyobb
méret esetén érik el és inkorporéljak az artérids rendszert.

Az artérids vérellatasi MAT-B-III metasztazisok proliferacids rataja jelentdsen
magasabb, mint a pulmondlis vérellatdsi tumoroké. Nem teljesen vilagos a
mechanizmus, mely a pulmondlis vérelldtidsi metasztizisok viszonylag alacsony
tumorsejt proliferacids ratajat okozza, de szdmos tanulmény azt igazolja, hogy a hipoxia
lelassithathatja, vagy akar teljesen gétolhatja is a tumorsejtek proliferacidjat in vitro és
in vivo egyarant'''"'°. Erdekes, hogy a 3LL-HH és C38 mdjmetasztdzisok sejtjeinek
jelzési indexe nem emelkedett meg artérids vérellatas esetén. Ennek oka lehet, hogy e
két tumorvonal jelzési indexe normdl koriilmények kozott is igen magas (50-55%), amit
a magasabb oxigén koncentrici6 mir nem képes novelni. Ezzel szemben a
majmetasztazis modellben vizsgédlt A2058 humén melanéma’® és a tidémetasztazis
modellben vizsgdlt patkdny MAT-B-III emld adenokarcinéma sejtvonal tumorainak
viszonylag alacsony volt a jelzési indexiik, ami novekedett, ha portdlis (34,1%) helyett
artérias (38,3%), illetve, ha pulmondlis (35,3%) helyett bronchidlis (43,5%) vérellatasra
tettek szert.

Az in vitro kisérleteink sordn mindkét vizsgalt kiinduldsi sejtszdam (2000 és
5000/1yuk) esetében ugy taldltuk, hogy a magasabb oxigénszinten tartott sejtek
szignifikdnsan nagyobb mértékben proliferdltak, mint az alacsonyabb oxigén
koncentracion tartott sejtek.

In vivo és in vitro eredményeink egyarant azt mutattak, hogy a magasabb oxigén
koncentracio, ami a tiidoben a bronchialis artéria altal ellatott metasztazisokban
talalhato, a metasztdzis szamara novekedési elonyt biztosit. Vagyis nem csak a nagyobb
méretbdl kovetkezik a bronchidlis artéria altali elldtottsdg az artéria inkorporicidja
révén, hanem ezt kdvetden a magasabb oxigénellatas fokozott novekedési ratat biztosit.

Eredményeink felvetik, hogy a bronchidlis artéridn keresztiil adott lokélis

kezelés novelheti pulmonalis daganatok elleni kemoterdpia hatdsossdgat.
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5.6. A tiidometasztazisok klinikai kezelésének jelentosége

A tiid6 a metasztazisképzés soran a harmadik leggyakrabban érintett célszerv,
ezért a metasztazisok érhalézatanak vizsgalata alapveté jelentSséggel bir™ *o-H4113,

Kisérletes rendszeriinknek koészonhetden 1€pésrdl 1épésre tanulmanyozhattuk a
tiidémetasztazisok vaszkularizacidjanak folyamatat kiilonboz6 eredetii tumorvonalak
esetében. A vaszkularizacid folyamaténak legfontosabb eleme a tiidé meglévd ereinek
bekebelezése, illetve az alvedlus falak invaziv és nem invaziv novekedési mintazatot
mutatd tumorvonalak esetében eltéré mechanizmusok alapjan térténé modositasa ugy,
hogy az inkorpordlt erek biztositsdk a metasztdzisok vérelldtdsat. Eredményeink
azonban nem csupdn arra szolgdltatnak bizonyitékot, hogy a jellegzetes ,,alveoldris
novekedési mintdzatot”, melyet human tiidémetasztazisok esetében irtak 17210 ,
megfeleléen modellezhetjiik kisérletes in vivo rendszerben, hanem komoly kérdéseket
vet fel a tlidometasztazisok esetében az anti-angiogén szerek terdpids haszndlatdval
kapcsolatban. A konvenciondlis anti-angiogén szereket, mint a bevacizumab és a
sunitinib, ugy tervezték, hogy a sprouting angiogenezis folyamatiat célozzdk az
endotélsejtek proliferacidjanak gitldsan keresztiil. Felmeriil tehédt a kérdés, hogy ezen
terapidk hogy lehetnek sikeresek a tlidometasztazisok esetében, melyek a szerv meglévd
érhilézatdnak bekebelezésével tesznek szert vérellatasukra.

Egy tanulmédny sordn vizsgéltdk a tumor vaszkularizdcid mechanizmusait 164
human tiiddmetasztazis mintdban (emld, kolorektalis és vese tumor tiidodmetasztazis) €s
kisérletes modellekben. Négy kiilonbozd szovettani novekedési mintazatot (alveolaris,
intersticidlis,  perivaszkularis, pushing) azonositottak, melyek mindegyike
kiilonbozoképpen vaszkularizalt. Harom esetben érinkorporacioval tortént a
vaszkularizici6, azonban a negyedik tipus, melyre a pushing tipust novekedési mintdzat
volt jellemzd, sprouting angiogenezissel tett szert vérellatdsara. Kisérletes modellekben,
amikor szubkutan néttek a daganatok, minden esetben hatdsos volt a sunitinib kezelés:
kisebb tumor méreteket és kisebb érdenzitdst mértek. Ennek hatterében az 4all, hogy
ebben a lokalizdcidban a tumorok szovettani eredetiiktdl filiggetleniil nagyrészt
sprouting angiogenezissel tesznek szert érhdlozatukra. Azonban, amikor a sejteket
intravénds oltdssal juttattdk az 4llatokba, ezzel tiidokolonidkat formalva, azt
tapasztaltak, hogy két vonal esetében, ahol érinkorporacidval tettek szert a tumorok az

ereikre, a sunitinibnek semmilyen hatasa nem volt a tumorok erezddésére, és a
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novekedésére. Azonban az egyik vonal esetében, ahol angiogén pushing tipusd
novekedési mintdzat is megfigyelhetd volt a tumor novekedése sordn, az anti-angiogén
terdpia hatdsosnak mutatkozott az erek szamanak csokkentésében. Viszont a sunitinib
terapia eredményeként a tumor ndvekedésében megfigyelhetd volt egyfajta valtas, az
érinkorporacio szerepe nétt meg, a tumor rezisztens lett az anti-angiogén terpidra''®,
Ezt a feltételezést tdmasztjdk ald mds klinikai megfigyelések is. Kolorektélis
adenokarcindbma majmetasztazisban, valamint human emlérdk majmetasztazisban
szenved6 betegeknél az anti-angiogén bevacizumab (anti-VEGF antitest) terdpia
eredményei nem biztatéak. Preklinikai vizsgélatok azt timasztjdk ald, hogy ilyen tipusu
daganatos betegek kezelése sordn az angiogenezis és az érinkorporacid
egyiittes/kombinalt gatlasa lehet a megfelel terapias stratégia''’.

Nemrég uj invaziv stratégidkat dolgoztak ki a tiidometasztazis klinikai
kezelésének javitisara, mint példdul a katéteres kemoemboliz4ciét. Nem teljesen
tisztazott, hogy a primer és a metasztatikus tidétumoroknak pulmonalis és/vagy
bronchialis vérellatdsuk van. Emiatt nincs elfogadott kemoembolizaciés protokoll,
elészor meg kell allapitani, hogy a tumorokat a pulmonalis vagy a bronchidlis
rendszeren keresztiil katéterezzék, vagy perfunddljak®*''®. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a tumormérettdl fiigg, hogy a tiidometasztazis bronchidlis vagy pulmondlis
vérellatasu, ez pedig fontos szempont lehet a katéteres kemoembolizicids terdpidk
jovébeni alkalmazasat illetéen. Ugy gondoljuk, hogy az altalunk megallapitott 5 mm-es
kritikus méret az artérids ellatds (bronchidlis) kialakuldsiara humdan vonatkozdsban
nagyon kicsinek tekinthetd, a tiidémetasztazisok dontd tobbsége mar meghaladja ezt a

méretet a felismeréskor, tehat az artérids kemoembolizicid hatékony terdpidnak

bizonyulhat.
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6. Kovetkeztetések, ij megallapitasok

1. A tumorok terjedésének alapvetd modja minden vizsgélt tumorvonal esetében a
tumorszovet  alvedlusrol-alveolusra  torténd  ,,aramldsa”  volt. Ennek
eredményeként mindegyik tumortipus az alvedlusokban 1évé kapillarisokat

inkorporalta aktiv peritumoralis érképzddés nélkiil.

2. Az inkorporacot kdvetden az invaziv tumorok infiltrdljadk az alvedlus falat, és
levalasztjdk a pneumocitdkat a kapillarisokrél. A folyamat sordn a tumorsejtek
az alveodlusfal bazilis membranjit egy epitelidlis és egy endotelidlis rétegre

valasztjak szét. Ugyanakkor a lecsupaszitott erek funkcionalisak maradnak.

3. A nem invaziv C38 tumorvonal dezmoplasztikus reakciét valt ki az alvedlus
falban, melynek kovetkezményeként centralis érrel rendelkezd, a tumorszovet

vérellatasat biztosito, kotdészovetes oszlopok alakulnak ki a metasztazisban.

4. TidOben és szubkutan szévetben, ndvekvd C38 tumorok széli részein fibroblaszt
aktivdcié (miofibroblaszt) és kollagén depozicié zajlik, amelyért legnagyobb
valoszinliséggel a tumorsejtek 4ltal termelt fibrogén faktorok feleldsek. Az
inkorporaci6 folyamatdnak végsé eredménye (mely szubkutdn szdvetben
invaginaciok képzddésével, mig tiidoben az alveolaris terek és a Kohn porusok
kitoltéseével torténik meg), hogy mindkét szovetben ugyanolyan kotdszovet
szerkezet és érrendszer (centralis érrel rendelkezd kotdszovetes oszlopok)
fejlédik ki, mint amit kordbban mdj metasztazisokban és bélfalban novekvo
tumorok esetében mar megfigyeltiink. Megallapithatjuk tehdt, hogy minden
olyan lokalizacioban létrejonnek jellegzetes, a vérellatast biztosité struktirak,
ahol a tumorndvekedés korai stddiumdban jelen vannak fibroblasztok a tumor

kornyezetében.

5. Patkany tiiddben a metasztdzisok 5 mm felett bronchidlis artéria eredetii
vérellatdsra tesznek szert. A magasabb oxigén koncentracio, ami a tiidoben a
bronchidlis artéria 4ltal ellatott metasztazisokban taldlhatd, a tumorsejtek

szamara novekedési elonyt biztosit, melyet in vitro kisérletekben is igazoltunk.
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7. Osszefoglalas

Kutatasainkban kisérletes tiidometasztdzisok vaszkularizdcigjat vizsgaltuk hat
kiilonbozd szoveti eredetli tumorsejtvonal (B16: egér melanéma; HT1080: human
fibroszarkoma; HT25: humén vastagbélrdk; C26 és C38: egér vastagbélridk; MAT-B-III:
patkany emldrak) esetében. A tumorsejtek az extravazaciot kdvetden kisebb kolonidkat
alakitottak ki az alveolusfalak kotdszovetében. Ezt kovetden betortek az alveolaris
térbe, és ott novekedtek tovdbb. Minden tumorvonal esetében a terjedés mddja a
alvedlusrdl alvedlusra torténd ,,aramldas” volt. A tumorok a terjedésnek ebben a
szakaszaban inkorporaljak az intakt alveolusfalakat a benniik levd kapillarisokkal
egylitt. A metasztdzisok szélén elhelyezkedd, de mar tumorszovet altal kitoltott
alvedlusok faldnak szerkezete kezdetben megtartott volt (pneumocitidk—kettds bazalis
membran—endotélium). A peritumoralis szovetben Uj erek nem képzddnek. A C38
kivételével a tobbi vonal esetében a tumorsejtek késobb tujra belépnek az alvedlusok
falaba, és az epitelidlis és endotelidlis bazdlis membrin kozott migrdlva levélasztjdk a
pneumocitdkat bazéalis membranjukkal egyiitt az erekrél. A lecsupaszitott erek azonban
funkcionélisak maradnak és biztositjdk a tumor vérellatasit. A nem invaziv C38
tumorok dezmoplasztikus reakciét valtanak ki az alvedlusfalban, melynek
kovetkezményeként funkciondlis ereket tartalmazo kotdszovetes oszlopok alakulnak ki.
Ezek a struktirdk a tumor novekedési helyétdl fiiggetleniil (tiid6, szubkutan szdvet, maj,
bélfal) wugyanolyan szerkezetliek. Létrejottiikért a tumor koriili aktivalédott
fibroblasztok és a tumorsejtek altal termelt fibrogén faktorok felelések. A C38 tumor
novekedése sordn a kornyezd ereket €s az azokat koriilvevd, kotdszovetet szintetizald
sejteket bekebelezi. Az 5 mm-nél nagyobb atmérdjli metasztazisok 95%-a artérids
vérellatasi (bronchidlis artéridn keresztiil), a 3 mm-nél kisebb metasztazisok 97%-a
pedig  vénds  vérellaitdsi  (pulmondlis  artéridn  keresztiil). A  magasabb
oxigénkoncentracio, ami a tiidében a bronchialis artéria ltal ellatott metasztazisokban
taldlhatd, a metasztdzis szdmara novekedési eldnyt biztosit, és ezt a megfigyelést in
vitro kisérletekben is igazoltuk.

Eredményeink szerint a tlidOmetasztazisok erezddésének alapmechanizmusa a
gazdaszerv ereinek inkorpordcidja, szemben az endotélsejt proliferacioval jard
bimbdzassal, ami felelds lehet a klasszikus anti-angiogén terdpidk hatdstalansagédért a

metasztazisok kezelésében.
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8. Summary

We investigated the vascularization of experimental lung metastases in six different
tumor models of various tissue origins (B16 murine melanoma; HT1080 human
fibrosarcoma; HT25 human colon carcinoma; C26 and C38 murine colon carcinomas;
MAT-B-III rat breast carcinoma). Tumor cells, after extravasation formed small
colonies in the connective tissue of the alveolar walls. Then they invaded into the
alveolar space and continued to grow there. For all tumor lines, the basic mechanism of
the spread was the "flow" of the tumor tissue from alveolus to alveolus. During this
process the tumor mass incorporated the intact alveolar walls together with the
capillaries located in them. The alveolar walls retained their normal structure
(pneumocytes — double basal membrane — endothelium). In the peritumoral tissue no
new blood vessels are formed. Tumor cells, except the C38 colon carcinoma, later
reentered into the walls of the alveoli and migrated between the epithelial and
endothelial basal membranes separating the pneumocytes from the capillaries. The
denuded vessels remain functional and provided blood supply for the tumor. The non-
invasive C38 tumor induced a desmoplastic reaction in the alveolar walls, which
process culminated in the appearance of connective tissue columns with central vessels
in the metastases. We investigated the development of these columns in different tissues
and organs and found that these structures had identical structure in all investigated sites
(lung, subcutaneous tissue, liver, intestinal wall). The development of the columns was
dependent on the presence of fibroblasts in the tumor microenvironment and on the
fibrogenic factors produced by the tumor. As a result, collagen producing activated
fibroblasts appeared peritumorally which together with vessels were incorporated by the
tumor mass. Examining the origin of blood supply in pulmonary metastases, we found
that 95% of metastases with a diameter larger than 5 mm had arterial (via bronchial
artery) and 97% of metastases with a diameter less than 3 mm had venous (pulmonary
arteries) supply. Tumor cells of metastases with arterial supply showed enhanced
proliferation rate which suggests that elevated oxygen concentration provides growth
advantage. This observation was confirmed in in vitro experiments as well. According
to our results, the basic mechanism of vascularization of pulmonary metastases is the
incorporation of the host vessels, which may be responsible for the inefficiency of

classical anti-angiogenic therapies in the treatment of the lung metastases.
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Abstract

The appearance of lung metastases is associated with poor outcome and the management of patients with
secondary pulmonary tumours remains a clinical challenge. We examined the vascularization process of lung
metastasis in six different preclinical models and found that the tumours incorporated the pre-existing alveolar
capillaries (ie vessel co-option). During the initial phase of vessel co-option, the incorporated capillaries were
still sheathed by pneumocytes, but these incorporated vessels subsequently underwent different fates dependent
on the model. In five of the models examined (B16, HT1080, HT25, C26, and MAT B-lIll), the tumour cells
gradually stripped the pneumocytes from the vessels. These dissected pneumocytes underwent fragmentation,
but the incorporated microvessels survived. In the sixth model (C38), the tumour cells failed to invade the alveolar
walls. Instead, they induced the development of vascularized desmoplastic tissue columns. Finally, we examined
the process of arterialization in lung metastases and found that they became arterialized when their diameter grew
to exceed 5 mm. In conclusion, our data show that lung metastases can vascularize by co-opting the pulmonary
microvasculature. This is likely to have important clinical implications, especially with respect to anti-angiogenic
therapies.

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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far has demonstrated a real potential to treat patients
with lung metastasis is surgical metastasectomy [5].
A report summarizing the data of more than 5000
patients identified resectability, the number of metas-
tases, disease-free interval after surgery, and histology
as important prognostic factors for lung metastasectomy
[6]. Unfortunately, however, most patients with lung
metastasis are not eligible for surgery and are managed
with systemic or locoregional chemo- and/or targeted

Introduction

Metastasis — the dissemination of malignant cells from
a primary tumour to distant sites — is the main cause
of death in many cancers, including breast, colorec-
tal, melanoma, pancreatic, renal, and ovarian cancer.
The lung is a frequently involved site in metastatic
disease [1], with metastases found in 20-54% of

extrathoracic tumours [2—4]. The only method that so

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

therapies, the efficacy of which is still modest [7-9].
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Vascularization of lung metastases

Access to a sufficient blood supply is considered
essential for the growth of metastases [10]. The study
of the tumour vasculature in metastases is important
for several reasons. Firstly, the effective delivery of
any given anti-cancer drug is dependent on the pres-
ence of an efficient tumoural blood supply and is influ-
enced by heterogeneities in the blood supply between
different intratumoural areas [11]. Secondly, conven-
tional drugs designed to target the tumour vasculature
(ie anti-angiogenic agents) have shown mixed and often
disappointing results in the treatment of metastatic can-
cer [12—15]. Therefore, a better understanding of the
tumour vascularization process in metastases is criti-
cal for the development of more successful therapeutic
strategies for treating metastatic disease.

Based on early observations on tumours growing
in artificial locations such as the subcutaneous space,
tumour vascularization had been long considered to
require sprouting angiogenesis [16—18]. The first
description of a so-called alternative (ie non-sprouting)
tumour vascularization mechanism [10] dates back
to the mid-1990s, when Pezzella et al published their
groundbreaking work on non-angiogenic primary
[19] and metastatic [20] lung tumours that grow by
exploiting the pre-existing lung vasculature. These
studies in human pathology provided evidence that
both non-small cell lung cancer (NSCLC) [19] and
pulmonary metastases of breast cancer [20] can develop
and progress in the absence of neo-angiogenesis by
co-opting the alveolar capillaries. Subsequent human
studies from Pezzella and co-workers [21,22] and other
groups [23,24] have confirmed the phenomenon of ves-
sel co-option in non-angiogenic primary and secondary
lung tumours and, moreover, in various other primary
and metastatic human malignancies (reviewed in ref 25).
Nevertheless, the exact mechanism of vessel co-option
in lung metastasis has been largely unexplored.

Here, by using confocal microscopy, electron
microscopy, and a two-colour corrosion casting tech-
nique, we studied the tumour vascularization process in
six different preclinical models of lung metastasis. Our
results provide the first direct experimental evidence
that pulmonary metastases can vascularize via co-opting
the pre-existing pulmonary vasculature. Our study also
presents the detailed mechanism of this process and,
moreover, demonstrates that lung metastases develop a
bronchial (ie arterial) blood supply during their growth.
These findings are likely to have important implications
with respect to the treatment of lung metastasis.

Materials and methods

Tumour cell lines and experimental lung metastases

The HT1080 human fibrosarcoma, HT25 human colon
carcinoma, C26 murine colon carcinoma, MAT-B-III
rat mammary carcinoma, and B16 mouse melanoma
cell lines were cultured in RPMI-1640 medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (catalogue
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Nos R8758 and F4135, respectively; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA). C38 murine colon carcinoma cells
were maintained by serial subcutaneous transplantations
in C57Bl/6 mice. A detailed description of the pul-
monary metastasis models may be found in the Supple-
mentary materials and methods.

Immunofluorescence analysis, tumour
and endothelial cell proliferation, and electron
microscopy

The immunofluorescence methods and electron micro-
scopic analysis of lung metastases performed on B16
and HT1080 tumour lines may be found in the Sup-
plementary materials and methods and Supplementary
Table 1.

Vascular corrosion casting: determination of the
percentage of arterial metastases and the size
of the metastases

In contrast to the mouse lung, which does not have a
functional intraparenchymal bronchial arterial vascula-
ture, the existence of such a circulatory system in the
rat lungs is proven [26,27]. Consequently, these exper-
iments were carried out in rats carrying pulmonary
metastases of MAT-B-III cells. To determine the size
of the metastases and to investigate the origin of their
blood supply, we used a two-colour corrosion casting
procedure described previously [28] and presented in the
Supplementary materials and methods.

Results

Preservation of alveolar architecture in the
peripheral regions of lung metastases that is
indicative of vessel co-option

We studied the process of tumour vascularization in
six different models of experimental lung metastasis.
Experimental lung metastases were generated by inject-
ing HT1080, HT25, B16 or C26 cells intravenously into
mice or, in the case of MAT-B-III, into mice or rats.
Experimental lung metastases of C38 cells were gen-
erated using a spontaneous model of lung metastasis
involving the injection of tumour cells into the footpad
of the hind leg. The size of the metastatic lung nod-
ules that we studied ranged from 100 pm up to several
millimetres. Larger tumours (>5 mm in diameter) were
observed in rats injected with MAT-B-III. The mecha-
nism of vascularization that we observed was indepen-
dent of tumour size.

After extravasation and forming small interstitial
colonies (ie growth of tumour cells within the alveolar
walls), tumour cells proceeded to enter the alveolar
air spaces. The expansion from one alveolar space to
another was the default pattern for all of the tumour cell
lines studied (Figures 1A and 1B). This was evident
because the normal structure of the alveolar walls, which
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Figure 1. Preservation of alveolar architecture in the peripheral regions of lung metastases that is indicative of vessel co-option. (A)
Low-power micrograph of a MAT-B-IIl lung metastasis from a SCID mouse. The section is stained for the pneumocyte marker podoplanin
(green), the EC marker CD31 (red), and TOTO-3 (blue), which highlights the tumour mass. The alveolar air spaces are filled with tumour
cells at the tumour periphery (arrows). An asterisk marks the centre of the metastasis. Scale bar =200 um. (B) Micrograph of a C38 lung
metastasis stained for CD31 (green) and laminin (red) from a C57BL/6 mouse. Normal lung parenchyma is present on the left (arrowheads
mark the border of the metastasis). Tumour cells occupy the alveolar air spaces and expand them. Accordingly, the closer the alveolus is
to the tumour centre, the larger the lumen becomes. Scale bar= 200 pm. (C) Periphery of a MAT-B-IIl metastasis in a mouse lung stained
for podoplanin (green), CD31 (red), and with TOTO-3 (blue). Tumour cells fill the alveoli. Pneumocytes line the surface of the alveoli in a
regular manner (arrows). Scale bar =20 um. (D) High-power confocal micrograph of the periphery of an HT1080 lung metastasis formed
in a SCID mouse stained for podoplanin (green), CD31 (red), and with TOTO-3 (blue). Note that intact alveolar walls with regular layering
(pneumocyte - capillary - pneumocyte) are present (arrows). Scale bar = 10 pm. (E) Low-power electron micrograph captured at the periphery
of a B16 lung metastasis from a C57BL/6 mouse. Tumour cells (tu), which are recognizable due to the presence of melanocytic granules
(arrowheads), are seen filling the alveolar air space, whilst the adjacent capillary lumens (cap) are free of tumour cells. Two white blood
cells are visible in the lumen of the capillary on the right. The plasma membrane of a tumour cell makes close contact with the pneumocyte
plasma membrane over a large surface area (arrows). Asterisks mark areas where the alveolar lumen is filled with protein-containing liquid.
Scale bar =2 um. (F). High-power electron micrograph at the periphery of an HT1080 lung metastasis from a SCID mouse showing a capillary
(cap) surrounded by tumour cells (tu). On both sides of the capillary, a normal blood - gas barrier is present consisting of a pneumocyte layer
(pn), a basement membrane (bm), and an endothelial layer (ec). Scale bar=1pm.

are composed of blood vessels and a sheathing layer of  that the blood—gas barrier of the normal lung, which
pneumocytes on either side, was strikingly preserved  consists of an endothelial cell (EC) layer, a basement
at the periphery of the tumour mass (Figures 1C and  membrane (BM), and an epithelial layer, was preserved
1D). Alveolar walls present within the tumour were also ~ at the peripheral tumour areas (Figures 1E and 1F).
examined at the electron microscopy level. We found  The lumens of the incorporated capillaries were free of
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tumour cells (Figures 1E and 1F). These data indicate
that the tumour cells gained access to a vascular supply
by co-opting the normal alveolar capillaries.

Tumour cells strip the alveolar epithelium from
co-opted vessels

In all the models examined but one (the C38 colorectal
cancer model, described later), ‘naked’ microvessels
surrounded by tumour cells (ie blood capillaries not
sheathed by a layer of pneumocytes) could be detected
100-200 pm inwards from the invasive edge of the
metastases (Supplementary Figure 1A). The appearance
of these pneumocyte-free blood capillaries occurred
due to a unique process instigated by the tumour cells
themselves. Tumour cells infiltrated into the alveolar
walls and invaded in between the capillaries and the
alveolar epithelium (Supplementary Figure 1B). This
resulted in detachment of the pneumocytes from the
underlying capillaries (Supplementary Figures 1C and
1E). We used electron microscopy to examine this
process at higher resolution and observed tumour cells
in the process of separating pneumocytes from ECs.
For example, a B16 melanoma cell could be seen
extending a protrusive structure that physically drives
a wedge between the pneumocyte and the adjacent EC
(Figures 2A and 2B). During this process, the BM of the
blood—gas barrier was separated into an EC-associated
BM layer and an epithelial-associated BM layer
(Figures 2A and 2B). After splitting occurred, the
tumour cells attached firmly to both the EC-associated
BM layer and the epithelial-associated BM layer
(Figures 2A and 2B).

The separation of the pneumocyte layer from the
endothelial layer was further examined by staining for
the BM component, laminin. In Figure 2C, a capillary
(blue) can be seen (small arrow) which still shares its
laminin-positive BM (red) with the adjacent pneumo-
cyte layer (arrowhead). However, complete detachment
of the epithelium from this capillary is observed at the
other end of the vessel. In Figures 2C and 2D and also
in Supplementary Figure 3A, further capillaries can
be observed (large arrows) from which the adjacent
pneumocyte layer has been completely detached. It
should be noted that whilst both the naked vessel and
the adjacent detached pneumocyte layer are associated
with a laminin-positive BM, the BM associated with the
naked vessel is thicker than the pneumocyte-associated
BM and this can be seen clearly in Figures 2C
and 2D.

We also examined the presence of pneumocytes in
the metastases as a function of the lesion size. Whilst
the central area of smaller metastases contained pneu-
mocytes (Figure 2E), the central area of larger metas-
tases was generally devoid of alveolar epithelial cells
(Figure 2F). It is apparent that after they were detached
from the microvessels, these alveolar epithelial cells
underwent fragmentation and disappeared (Figure 2F).
In contrast, the denuded and incorporated microves-
sels survived. These vessels appear to be functional as
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extensive BrdU incorporation was observed in tumour
cells surrounding these microvessels even in central
tumour areas (Figure 2G).

According to the angiogenic switch theory, tumours
must activate new vessel growth to grow beyond
1-2mm in size [18]. Although the majority of the
metastases that we studied in the mouse did not
reach this critical size, MAT-B-III tumours growing
in rat lung did exceed this size limit (mean diameter
3.36 £ 2.23 mm; range 0.3—14.8 mm; median 2.8 mm).
To determine whether these tumours activated the
growth of new vessels, we examined these tumours
for EC proliferation. We compared the proliferation
rate of ECs in the peritumoural region (a band of
normal lung tissue 100 pm wide that was directly adja-
cent to the metastases) versus intratumoural regions
of MAT-B-III rat lung metastases. Peritumoural ECs
showed a negligible proliferation rate (1.73+0.8%
of ECs), but the proliferation of ECs was moder-
ately increased intratumourally (12.8+3.2%). The
difference in proliferation was statistically significant
(» <0.05). However, we detected a slight increase
in microvessel perimeters towards the tumour core
compared with the periphery, suggesting that EC
proliferation may result in vessel dilatation (data
not shown).

Increased desmoplastic reaction towards the centre
of C38 metastases results in the transformation

of alveolar walls into intratumoural

tissue columns

As mentioned above, the C38 model of lung metastasis
demonstrated a different behaviour to the other models.
C38 tumour cells did not reinvade the alveolar walls and
thus they could not detach the pneumocytes from the
alveolar capillaries; instead, these tumours incorporated
the alveolar walls ‘as a whole’ and induced a desmo-
plastic response in them. As a result, in C38 metastases,
alveolar walls were continuously transformed into
intratumoural tissue columns (centrally located cap-
illaries embedded in connective tissue collagen and
aSMA-expressing activated fibroblasts surrounded by a
BM) (Figures 3A and 4B). These structures developed
gradually in the direction from the periphery towards
the tumour centre (Figure 3A-3D). First, in the walls
of alveoli (of which the lumens were filled with tumour
mass), aSMA-expressing activated fibroblasts appeared
(of note, no such cells — except within the arterioles
and airways — were present in the peritumoural normal
lung parenchyma). The number of activated fibroblasts
increased towards the tumour centre (Figures 3A—-3D).
Consequently, the amount of deposited connective tissue
collagen and, in turn, the space between the capillaries
and the epithelium (Figures 4A and 4B) also increased.
Importantly, C38 cells did not invade this space (ie the
tissue columns); they remained in the alveolar lumens
(Figure 4C). During the development of connective
tissue columns, the epithelium facing the tumour
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Figure 2. Tumour cells split the basement membrane of the co-opted blood - gas barrier. (A, B) Electron micrographs of a B16 lung metastasis.
In A, a tumour cell (tu) is shown in the process of detaching the epithelium from the surface of a capillary. A wedge-shaped cellular process
of the tumour cell is advancing between the epithelial (ep) and EC (ec) layers (arrow). In B, the area where the arrow is pointing in A is
shown at high power. Note how the wedge-shaped process splits the alveolar BM into an EC-associated BM and an epithelial-associated BM.
alv=alveolar space; bm =basement membrane; ep = epithelium; ec = endothelial cell; cap = capillary lumen; tu =tumour cell. Scale bars:
(A) 2 um; (B) 1 pm. (C, D) Images of an HT1080 lung metastasis stained formicrovessels (CD31, blue), BM (laminin, red), and pneumocytes
(podoplanin, green). The black areas are filled with tumour cells (the presence of tumour cells in these black areas within an HT1080
metastasis is demonstrated in Supplementary Figures 3A-3C). In C, on the left-hand side, a microvessel (small arrow) can be seen that is
still associated with the epithelium (arrowhead). In C, microvessels marked by large arrows are completely separated from the epithelium and
are surrounded by the tumour mass. Note that the detached alveolar epithelium (green) lies on its own BM (red). (D) A completely denuded
microvessel (arrow) within an HT1080 metastasis is shown. CD31-positive ECs (blue) are surrounded by a thick BM (laminin, red). Note that
in both C and D, the BM layer (laminin, red) that supports the podoplanin-positive epithelium (green) is thinner than the BM layer (laminin,
red) that supports the microvessels (CD31, blue). Scale bars =20 pm. A similar area of an HT1080 metastasis stained for vimentin, laminin,
and CD31 is shown in Supplementary Figure 3A. (E, F) Image of a small (E) and a large (F) B16 metastasis stained for podoplanin (green)
and CD31 (red). In addition to the presence of blood capillaries, the smaller metastasis (E) contains centrally located sheets of alveolar
epithelium. In contrast, pneumocytes are present only at the tumour periphery in the larger metastasis (F). Arrows indicate fragmented
epithelium. The presence of numerous centrally located microvessels (red) raises the possibility of neo-angiogenesis. Scale bars =200 pm.
HEE staining of a B16 metastasis is shown in Supplementary Figure 3D. (G) BrdU labelling (red) of an HT1080 lung metastasis. Microvessels
are highlighted by CD31 (green). BrdU-positive tumour cells are preferably localized around the microvessels (asterisks). Scale bar =50 pm.

became gradually fragmented (Figures 4C and 4D). Itis  Presence of stromal fibroblasts and connective
unclear whether the BM surrounding the intratumoural  tjssye within the other lung metastasis models
connective tissue columns was the original epithe-
lial BM or whether it was newly synthesized by the
tumour. broblasts and connective tissue collagen was different

Importantly, the distribution of aSMA-positive myofi-
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Figure 3. Increased desmoplastic reaction towards the centre of C38 metastases results in the transformation of alveolar walls into
intratumoural tissue columns (I). (A) C38 metastasis stained for CD31 to mark vessels (green), aSMA to mark activated myofibroblasts
(red), and laminin to mark the BM (blue). Black areas represent viable tumour tissue throughout the picture. Asterisks mark areas of
necrotic tissue that also appear red due to non-specific binding of the anti-mouse secondary antibody. The growing tumour is continuously
incorporating and transforming the alveolar walls (in the lower part of the picture) into tissue columns (arrows) with central microvessel(s).
Within these tissue columns, vascular remodelling and sprouting angiogenesis might also be present [43]. Note that no necrosis can be
seen at the tumour periphery where alveoli are still visible. In the alveolar walls shown in the lower right area of the picture, aSMA-positive
cells cannot be detected. Such cells appear gradually towards the tumour centre. The inset shows a column at high power with a single
central capillary. Scale bars: (A) 100 um; (A, inset) 20 pm. (B-D) High-power micrographs of the regions marked by a single arrowhead (B),
double arrowheads (C), and triple arrowheads (D) in A. Alveolar lumens are filled with tumour cells (black areas represent the tumour mass).
The number of aSMA-positive cells (red) within the alveolar walls increases towards the centre of the tumour through B-D. These cells
are present within the alveolar walls between the epithelial BM (laminin, blue) and the capillary (CD31, green) (arrows) or between the
epithelial BMs (laminin, blue) (arrowheads). In D, note the increased number of aSMA-expressing fibroblasts (red) between the epithelial
and capillary BM layers (arrow). Scale bar: (B-D) 20 um. The presence of tumour cells in black areas within a C38 metastasis is shown in
Supplementary Figures 3E-3G.

in HT1080, HT25, B16, C26, and MAT-B-III com-
pared with the C38 model. In these former models,
an extensive desmoplastic reaction was not observed.
aSMA-positive myofibroblasts did become incorpo-
rated into the metastases in association with the alveolar
capillaries; however, they did not participate in the
development of intratumoural tissue columns. The
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aSMA-positive myofibroblasts were in close contact
with the BM of the microvessels (Supplementary
Figures 2A and 2B). A minority of these cells, however,
were denuded from the microvessels along with the
alveolar epithelial BM (Supplementary Figure 2A).
The number of aSMA-positive cells did not increase
towards the centre of the tumour in the B16 melanoma
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Figure 4. Increased desmoplastic reaction towards the centre of C38 metastases results in the transformation of alveolar walls into
intratumoural tissue columns (11). (A) Periphery of a C38 metastasis. The section is stained for CD31 (green), collagen | (red), and aSMA
(blue). The alveoli are filled with tumour cells (black areas). «SMA-positive activated fibroblasts (blue) are present in the walls of the
alveoli. Collagen | (red) is deposited in an increasing amount towards the centre of the tumour (on the left). The distribution of the
aSMA-expressing cells and the connective tissue collagen shows that the appearance of the activated fibroblasts at the tumour periphery
precedes the deposition of collagen. (B) Centre of a C38 metastasis. The section is stained for CD31 (green), collagen | (red), and TOTO-3
(blue), which highlights tumour cells. Massive and contiguous collagen I-positive connective tissue septa and columns are present within
the tumour. These structures might provide a suitable environment for sprouting angiogenesis [43]. The inset shows the co-localization of
aSMA-expressing activated fibroblasts (blue), collagen I-positive connective tissue (red), and CD31-positive ECs (green). Scale bar: (A, B)
50 pum. (C) Electron micrograph of an alveolar wall surrounded by C38 cells. The alveolar space (alv) on the right is partially filled by tumour
cells (tu). Epithelial cells (ep) cover the alveolar wall at this location. Fragmented epithelium (arrows) is present on the alveolar wall on the
left where the tumour cell (tu) is located close to the epithelial BM (bm). In the alveolar wall beside the myofibroblast (mf), connective
tissue collagen (asterisk) is also present. cap = capillary. Scale bar=1pm. (D) The alveolar wall shown in C. Fragments of the epithelium

(arrows) are visible between the C38 cell (tu) and the BM (bm). Scale bar (C, D): 1 pm.

and HT1080 fibrosarcoma. In contrast, the number of
activated fibroblasts increased from peritumoural lung
tissue towards the tumour centre in MAT-B-III, C26,
and especially in HT25 colon carcinoma metastases
(data not shown).

In all tumour types, the aSMA-positive activated
fibroblasts co-distributed with connective tissue colla-
gen (Supplementary Figure 2C and inset of Figure 4B).
A small amount of connective tissue collagen was
always deposited around the incorporated microves-
sels in the B16 melanoma and HT1080 fibrosarcoma
(Supplementary Figures 2C and 2D). Scattered collagen
I positivity could also be observed in the MAT-B-IIT
mammary carcinoma and C26 colon carcinoma metas-
tases (Supplementary Figures 2E and 2F). The HT25
colon carcinoma metastases contained larger amounts
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of collagenous connective tissue (Supplementary

Figure 2G).

Lung metastases develop an arterial blood supply

Because the lung has a dual circulation system, we also
analysed the origin of the blood supply of lung metas-
tases. The anastomosis system between the bronchial
and the pulmonary circulation is quite similar to that
observed previously by us in the mouse liver [28].
Accordingly, we applied the same corrosion casting
method [28]. In accordance with other investigators
[26,27], we could not identify bronchial arteries down-
stream from the main bronchi in mice (data not shown).
Therefore, we used the MAT-B-III rat mammary car-
cinoma system. In the rat lung, only the main arterial
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Figure 5. Lung metastases develop an arterial blood supply. (A-D) Corrosion casting of MAT-B-Ill mammary carcinoma metastases within
rat lungs. A and B show the right lower pulmonary lobe with metastases before (A) and after (B) corrosion. The lung was filled first through
the pulmonary artery (blue), followed by filling through the bronchial arterial system (red). The lobe contains three metastases with and one
without a bronchial arterial blood supply (arrows and arrowhead, respectively). Because the metastasis in the upper part of the picture was
incompletely filled, only part of it is visible after corrosion. (C) The left pulmonary lobe with metastases after corrosion. For better visibility,
branches of the pulmonary system were removed. Three metastases with a bronchial arterial blood supply (arrows) are visible. Each has
its own branch of the bronchial artery (arrowheads). (D) Metastasis with an arterial blood supply. Note the central position of the feeding

artery (arrow).

branches could be filled and thus it was not possible to
decide whether segmental bronchi have an arterial blood
supply. Investigating the origin of the blood supply in
metastases with different sizes, we found that 95% of
the metastases with a diameter greater than 5 mm had an
arterial blood supply and that 97% of the metastases with
adiameter less than 3 mm had a pulmonary blood supply
(Figures 5A and 5B). Sixty-five per cent of the arterioles
supplying the tumour cells were centrally positioned in
the metastases (Figures 5C and 5D). We also compared
the proliferation rate of the metastatic cells: the tumour
cell labelling index of metastases with a bronchial blood
supply was significantly higher than that of metastases
with a pulmonary blood supply (43.5+6.1% versus
35.3 +2.5%, respectively; mean + SD; p < 0.05).

Discussion

Experimental lung metastases can vascularize using
vessel co-option
Angiogenesis (the development of new blood vessels

from pre-existing ones) has long been regarded as cru-
cial for tumour growth [16-18,29]. However, it is
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today obvious that tumours can acquire their blood sup-
ply via alternative (non-sprouting) mechanisms [10],
including glomeruloid microvessel growth [30], vas-
culogenic mimicry [31], intussusceptive microvascular
growth [32], postnatal vasculogenesis [33], and ves-
sel co-option [34]. In particular, there are also reports
on the presence and clinical significance of alterna-
tive vascularization mechanisms in the lungs. Tanaka
et al demonstrated that glomeruloid vessel formation
was associated with an aggressive angiogenic phenotype
and significantly reduced survival in NSCLC patients
[35]. Wu et al identified vasculogenic mimicry in 35%
of NSCLC patients and, furthermore, provided evidence
for an association of vasculogenic mimicry with clin-
ical outcome in this malignancy [36]. Although intus-
susceptive microvascular growth was first observed in
the growing postnatal lung [37,38] and then also dur-
ing postpneumonectomy lung growth [39], there are no
reports on this mechanism in pulmonary malignancies.
Altogether, however, vessel co-option is the most fre-
quently reported vascularization mechanism in human
lung tumour pathology studies [19-24].

In the present study, we analysed the vasculariza-
tion process in six different experimental models of
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Figure 6. Legend on the next page.

lung metastasis. Strikingly, in all models utilized, the
tumours became vascularized via the process of vessel
co-option. All of the investigated cell lines incorpo-
rated the pre-existing host tissue capillaries within
the alveolar walls, without morphological signs of
active peritumoural EC sprouting. This latter finding is
further supported by our observation that peritumoural
ECs exhibited a low proliferation rate. The absence of
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% Connective tissue
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peritumoural EC sprouting is most probably due to the
high pulmonary tissue capillary densities and, moreover,
to the lack of a suitable amount of connective tissue
matrix in the alveolar walls [40,41]. It is possible, how-
ever, that intratumoural EC sprouting may occur at later
stages of tumour development (provided that suitable
connective tissue is available within the more central
areas of the metastases). This assumption is supported

J Pathol 2015; 235: 384-396
www.thejournalofpathology.com



Vascularization of lung metastases

by our finding of significantly elevated intratumoural
EC proliferation (versus the peritumoural lung) in
the MAT-B-III rat mammary carcinoma metastases.
Nevertheless, in addition to providing a source of new
capillary production, the elevated EC proliferation may
merely lead to vessel dilatation. In support of this, we
previously showed that something similar occurs in a
murine skin melanoma model [34].

Tumour cells of experimental lung metastases can
strip the epithelium from co-opted blood vessels

A striking finding from this study is the observation
that tumour cells can strip the epithelium from the
co-opted alveolar walls. This was observed in the
B16, HT1080, HT25, C26, and MAT-B-III models.
In these tumour types, malignant cells were observed
to invade into the alveolar walls and migrate between
the endothelial and epithelial layers (Figure 6). After
splitting occurred, the tumour cells attached firmly
to both the endothelial-associated BM layer and the
epithelial-associated BM layer. The stripped epithelial
cells were highly compressed and then underwent a
process of fragmentation and disappeared from the
metastasis, whereas the denuded capillaries remained
functional and were able to ensure the blood supply of
the metastases. The split of the alveolar BM by cancer
cells is an unusual phenomenon which we do not believe
has been described before. The exact molecular mech-
anism through which this process occurs is currently
unclear, but presumably involves selective adhesion
between the tumour cells and the BM of the blood—gas
barrier, as well as the expression of proteases that may
be acting to digest the BM in a highly selective fashion
to split the BM in two.

In the invasively growing cell lines, the majority
of alveolar wall fibroblasts remained associated with
the capillaries. However, we do not believe that they
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were functioning as pericytes as they did not have BM
coverage. Instead, we propose that they were only
responsible for collagen deposition within the metas-
tases. This finding might be important because pericyte-
free capillaries may be more vulnerable against VEGF
withdrawal than their normal counterparts [42].

Generation of desmoplastic tissue columns in the
(38 lung metastasis model

Tumour cells of the C38 lung metastasis model also
incorporated the alveolar walls. However, instead of
re-invading the alveolar interstitium, these cells elicited
a desmoplastic response within the incorporated alve-
olar walls resulting in the transformation of alveo-
lar walls into microvessel-containing connective tissue
columns. The activation and increased number of inter-
stitial fibroblasts (and the accompanying collagenous
matrix deposition) at the tumour periphery led to the
gradual widening of the space between the two BM
layers (endothelial and epithelial/tumoural) towards the
tumour centre. This process assumes that the BM of the
blood—gas barrier in this tumour type is dissected into
two layers by the proliferating myofibroblasts. In par-
allel, the alveolar epithelium became fragmented and
disappeared and thus C38 cells could attach directly to
the BM left over by the epithelial cells. It is also pos-
sible that C38 cells synthesized their own BM mate-
rial onto the original BM. Although we do not have
specific antibodies against these BMs, the latter sce-
nario is indeed more probable as C38 cells in other
locations always synthesize their own BM onto the sur-
face of the incorporated connective tissue [43]. In either
case, C38 cells use BM material as a substrate for their
growth.

All in all, the transformation process of the alve-
olar walls in the C38 model culminated in the
appearance of connective tissue columns with a single

Figure 6. Schematic representation of the vascularization process in lung metastases. (A) The common steps of the vascularization process
among the different lung metastasis models utilized in this study are shown. A tumour cell arrested in a lung capillary extravasates into the
alveolar interstitium (tumour cell #1). After forming small colonies in the interstitial connective tissue (tumour cells #2 and #3), tumour
cells enter the alveolar lumen (tumour cell #4) and proliferate further there (tumour cells #5 and #6) (also see refs 50-54). Note that
where connective tissue material is present in the alveolar walls, the BM of the blood-gas barrier is separated into an endothelial BM
layer and an epithelial BM layer also in the tumour cell-free part of the alveolar wall. Of note, since the tumour mass advances from one
alveolar lumen to another, the events depicted in B-D take place in alveoli distant from the first entrapped alveolus. (B-D) The invasively
growing tumour cell lines (B16, HT1080, HT25, C26, and MAT-B-III) acquire their blood vasculature by stripping the alveolar capillaries
from the epithelium. (B) Tumour cells proliferate intensively in the occupied alveolar lumens and (re-)invade the alveolar wall connective
tissue (tumour cell #1). (C) Tumour cells in the alveolar walls start to detach the epithelium (together with the epithelial BM) from the
capillaries (tumour cells #1-3). This process culminates in the appearance of completely denuded capillaries (middle capillary) surrounded
by tumour cells. The two other capillaries are still partly covered by the epithelium. (D) Capillaries are denuded and completely surrounded
by tumour cells. Remnants of the fragmented epithelium are scattered within the tumour mass. (B'-D') Vascularization of C38 colon cancer
metastases is accompanied by a desmoplastic response in the co-opted alveolar walls. In B'-D’, the alveolar spaces depicted are distant
from the initial extravasation place; B'-D' represent areas in the direction from the periphery towards the centre of the metastases. (B')
(38 cells proliferate in the alveolar lumens at the periphery of the metastases. In the walls of the occupied alveolar spaces, fibroblasts
become activated (aSMA-expressing myofibroblasts) but deposition of collagen is not yet started. (C') Towards the centre of the metastases,
a desmoplastic response is elicited in the alveolar walls: the number of myofibroblasts increases and collagenous connective tissue matrix is
deposited. (D') As the incorporated alveolar walls get closer to the centre of the metastases, they undergo further 'processing’. The tumour
mass divides the desmoplastic alveolar wall into pieces, leading to the appearance of separate intratumoural connective tissue columns.
Pneumocytes are fragmented (this process can be seen on the surface of the connective tissue column on the left side of the picture) and
the tumour cells attach to the residual BM of the pneumocytes or synthesize their own BM onto the surface of the extracellular matrix of
the tissue columns. Throughout the drawings, parallel black lines represent collagen bundles in the connective tissue.

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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central microvessel. Although the final steps of tissue
column development are unclear, one possibility is that
the originally incorporated alveolar walls with more
microvessels are further ‘processed’ by the tumour,
which may split the tissue columns into more parts
until the single microvessel stage is reached. However,
this assumes continuous myofibroblast proliferation
and connective tissue deposition. It is also important
to mention that sprouting of connective tissue column
capillaries following collagenous matrix deposition is
also possible, as demonstrated previously by our group
in C38 liver metastases [43].

Arterialization of lung metastases

In a recent study, we found that mouse liver metastases
inevitably become arterialized [28]. The results of
the present study suggest that pulmonary metastases
develop an arterial blood supply as well. The growing
tumour incorporates a high-pressure bronchial vessel
which, akin to hepatic arterioles, frequently acquires
a central intratumoural position. Thus, the process is
similar to that of the hepatic metastases, where it is
purely mechanical in nature, governed by the pressure
relationships in the liver vasculature. The key step in
the process of liver metastasis arterialization is the
fusion of the sinusoids at the tumour—liver parenchyma
interface [28]. Although we could not confirm a similar
phenomenon (ie capillary fusion) in the present study,
chances are that where the disruption of sphincters
between the sinusoids and terminal arterioles resulted
in an increase in the intratumoural blood pressure,
metastatic tumour cells were also likely to damage the
Sperr arteries (short arterial segments that can con-
nect the bronchial and pulmonary circulation) [44,45],
which in turn may let the high-pressure bronchial
arterial bloodstream enter the vascular system of the
metastases.

MAT-B-III cells of arterialized metastases had a sig-
nificantly higher proliferation rate than those of tumours
supplied with pulmonary blood. Although the mech-
anisms that result in the relatively lower tumour cell
proliferation rate in the metastases with a pulmonary
blood supply are not completely understood, a possi-
ble explanation can be deducted from several studies
demonstrating that hypoxia can slow down or even com-
pletely inhibit tumour cell proliferation both in vitro and
in vivo [46—48]. It is also important to note that there
should be other factors influencing the proliferation rate
of metastatic cells besides the origin of the blood supply.
For example, the proliferation rate of 3LL-HH and C38
cells of liver metastases with a baseline labelling index
above 50% was not accelerated further by arterial blood
[28]. In contrast, hepatic A2058 melanoma metastases
[28] and pulmonary MAT-B-III breast cancer metas-
tases had a relatively lower labelling index which could
be further increased by a switch from portal to arterial
and from a pulmonary to a bronchial blood supply,
respectively.

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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Consequences for the clinical management of lung
metastases

Metastasis to the lungs is a key event in malignant
disease outcome and the treatment of pulmonary metas-
tases remains a major clinical challenge [5-9]. Our
study describes the mechanism of vascularization of
pulmonary metastases and provides the first experimen-
tal evidence that similar to primary human non-small
cell lung cancers [19,21] and lung metastases of human
breast, colorectal, and renal cancer [20,22,24], these
tumours can co-opt the host alveolar capillaries during
their growth. Our study, however, does not only provide
evidence that the characteristic ‘alveolar growth pattern’
described in human pulmonary metastases [20,24] can
be mimicked in appropriate in vivo models but also
raises serious questions regarding the utility of using
anti-angiogenic agents for the treatment of lung metas-
tases. The conventional generation of anti-angiogenic
agents, such as bevacizumab and sunitinib, is designed
to target the process of sprouting angiogenesis and it
is unclear whether these therapies would be successful
against lung metastases that vascularize via vessel
co-option.

Novel invasive strategies including transcatheter
chemoembolization therapies have been developed
recently to improve the clinical management of pul-
monary metastases [9,49]. Importantly, it is unclear
if primary and secondary lung tumours have a pul-
monary and/or a bronchial blood supply. Accordingly,
there is no established protocol for chemoemboliza-
tion in these settings (ie it remains to be investigated
if these tumours should be -catheterized/perfused
via the pulmonary or the bronchial system) [9,49].
Our results show that tumour size influences the
extent of the pulmonary versus arterial blood sup-
ply that a lung metastasis receives, which may be an
important consideration for the future application of
transcatheter chemoembolization therapies in secondary
lung tumours.
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Abstract

Background: It remains unclear if the vascular and connective tissue structures of primary and metastatic tumors are
intrinsically determined or whether these characteristics are defined by the host tissue. Therefore we examined the
microanatomical steps of vasculature and connective tissue development of C38 colon carcinoma in different tissues.

Methods: Tumors produced in mice at five different locations (the cecal wall, skin, liver, lung, and brain) were ana-
lyzed using fluorescent immunohistochemistry, electron microscopy and quantitative real-time polymerase chain
reaction.

Results: We found that in the cecal wall, skin, liver, and lung, resident fibroblasts differentiate into collagenous matrix-
producing myofibroblasts at the tumor periphery. These activated fibroblasts together with the produced matrix were
incorporated by the tumor. The connective tissue development culminated in the appearance of intratumoral tissue
columns (centrally located single microvessels embedded in connective tissue and smooth muscle actin-expressing
myofibroblasts surrounded by basement membrane). Conversely, in the brain (which lacks fibroblasts), C38 metasta-
ses only induced the development of vascularized desmoplastic tissue columns when the growing tumor reached
the fibroblast-containing meninges.

Conclusions: Our data suggest that the desmoplastic host tissue response is induced by tumor-derived fibrogenic

molecules acting on host tissue fibroblasts. We concluded that not only the host tissue characteristics but also the
tumor-derived fibrogenic signals determine the vascular and connective tissue structure of tumors.

Keywords: Metastasis, Vasculature, Myofibroblasts, Incorporation

Introduction

The mechanism of vascularization in primary and meta-
static tumors has long been debated. The tumor vascular
pattern has been proposed to be indicative of the histo-
logic type of the tumor [1]. Konerding et al. [2] examined
the vascular structure of subcutaneous tumors using
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four tumor cell lines of different origins. They found that
the vascular structure is characteristic of the individual
tumor and showed that the vascular structure does not
depend on the size and/or the rate of lesion growth but
rather on the tumor type. In contrast, Solesvik et al. [3]
investigated human malignant melanoma xenografts, and
despite the identical histological type, different vascular
patterns were found. They also observed that slow-grow-
ing melanomas had higher necrotic fractions and lower
vessel volume per intact tumor volume than rapidly
growing tumors.
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In addition to tumor type, the extracellular matrix (col-
lagen and basement membrane) structure of the host
tissue can also have an influence on the vascular and
connective tissue structure of the tumor. It was demon-
strated that in brain metastases, the capillary basement
membrane (BM) is the primary substrate for adhesion,
migration and growth of the extravasated cells [4—6]. It
was shown that the highly metastatic Lewis lung carci-
noma (3LL-HH) tumor cell line uses the cellular side of
the BM as a substrate for spreading during invasion of
muscle, peripheral nerve and adipose tissue [7]. During
this process, host cells are detached from their BM and
become degraded; however, their BM remains intact.
Tumor cell migration on the cellular side of the BM also
plays an important role in the vascularization of 3LL-HH
liver metastases [8].

In liver [9, 10], brain [11] and lung [12] metastases, it
was shown that the differentiation grade of the tumor
can also have an impact on the histologic structure of
the metastases. Three different growth patterns were
described in liver metastases of colorectal adenocarcino-
mas [9]. In the replacement growth pattern (high grade),
the structure of the liver is preserved. However, in des-
moplastic and pushing growth patterns, the structure of
the liver is disturbed. In the pushing growth pattern, liver
plates are pushed aside. As a result, compressed liver
parenchyma surrounds the metastases. In the desmoplas-
tic growth, a robust fibrous capsule separates the liver
parenchyma from the tumor tissue.

Earlier, we described the development of the vascula-
ture in a “pushing-type” experimental colorectal carci-
noma model (C38) in the liver [13]. During the growth
of metastases, smooth muscle actin (SMA)-positive
cells appeared at the tumor-parenchyma interface, while
hepatocytes disappeared from this region. This process
resulted in the appearance of vascular lakes formed by
the fusion of hepatic sinusoids at the border of the metas-
tases. Fused sinusoids and collagenous matrix-producing
SMA-positive myofibroblasts became incorporated into
the growing tumor. The deepest part of the invagination
was separated from the surrounding host tissue, and the
process culminated in the formation of connective tissue
columns with a centrally located, functional vessel. We
believe that the formation of these columns is a charac-
teristic feature of the C38 tumor. However, in experimen-
tal brain metastases, these structures were not present.
Instead, the brain microvessels were directly surrounded
by the tumor cells. This raises the question of whether
the appearance of vessel-containing columns is a conse-
quence of the host tissue’s microenvironmental effects on
the tumor or, alternatively, whether these structures are
intrinsic characteristic features of certain tumor types.
Thus, their presence is independent from the target host
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tissue microenvironment. The main goal of the present
study was to clarify whether the vascular and connective
tissue structure of tumors are intrinsically determined
by the tumor type or, alternatively, if these features are
defined by the host tissue. We generated experimen-
tal tumors (C38 colon cancer) at five different locations
(skin, cecal wall, liver, brain and lung) and analyzed their
vascular and connective tissue structures. As the forma-
tion and remodeling of myofibroblast-containing connec-
tive tissue columns require active fibrogenesis, we also
investigated the possible role of fibrogenic growth factors
during column formation.

Materials and methods

Animals and tumor cell line

Eight-week-old male C57Bl/6 mice were obtained from
the animal facility of the First Department of Pathology
and Experimental Cancer Research of Semmelweis Uni-
versity (Budapest, Hungary). The animal study protocols
were conducted according to National Institute of Health
(NIH) guidelines for animal care and were approved by
the Animal Care and Use Committee of Semmelweis
University (PEI/001/2457-6/2015). The C38 colorectal
carcinoma cell line was maintained in vivo by serial sub-
cutaneous transplantations, as described previously [13].
Subcutaneous tumors were removed and cut into small
pieces (~0.5 cm?®) and were implanted under the skin of
C57Bl/6 mice.

In vivo experiments

To generate experimental tumors (subcutaneous tis-
sue, cecal wall, brain, liver, and lung), subcutaneously
growing C38 tumor tissue was removed, cut into small
pieces (~2 mm?®), and digested in RPMI-1640 medium
(Cat. No.: R8758, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
supplemented with 0.7 mg/mL collagenase (Cat. No.:
C5138, Sigma-Aldrich) at 37 °C, for 45 min. After filtra-
tion through fourfold sterile gauze, cells were centrifuged
(800 rpm, 10 min, 4 °C). The pellet was resuspended in
10 mL of RPMI-1640 medium without any supplement,
and the number of viable tumor cells was counted using
the trypan blue exclusion test. Mice were anesthetized
with an intraperitoneal injection of ketamine—xylazine
(Cat. No.: K113, 80:12 mg/kg; Sigma-Aldrich).

In the orthotopic primary tumor model, a midline inci-
sion was made in the abdomen, and the cecum was gen-
tly exteriorized onto gauze impregnated with saline. Cells
were injected into the cecal wall of mice with a 30-gauge
needle (Braun, Melsungen, Germany) in ~5 pL volume
(~2 x 10* cells). The cecum was returned to the abdomi-
nal cavity, and the incision was closed.

Cells were injected heterotopically into the brain,
spleen, and footpad of the mice. Brain tumors were
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produced as described previously [11]. Briefly, the right
parietal bone was drilled with a 21-gauge needle (Braun)
2 mm posterior to the coronal suture and 1 mm lateral
to the sagittal suture. Ten thousand cells in a volume of
2 uL were slowly injected using a 10 pL. Hamilton syringe.
Liver metastases were produced by injecting tumor cells
(2 x 10° cells in a volume of 50 L) into the spleen of mice
as described previously [13]. To produce lung metastases,
cell suspension (5 x 10* cells in a volume of 20 pL) was
injected into the footpads of the hind legs of the mice.
The legs were amputated 18-28 days following tumor cell
injection.

Subcutaneous tumors were generated by implanting
0.5 cm? tumor pieces under the skin of the mice.

Animals were sacrificed 7-10 days after intracra-
nial injection, 15-18 days after intrasplenic injection,
15-21 days after subcutaneous transplantation, 21 days
after orthotopic injection, and 5-8 weeks after hind leg
amputation.

Immunofluorescence analysis

Tumors from the five different locations were removed
and frozen in isopentane (Sigma-Aldrich) chilled with
liquid nitrogen. Frozen sections (15 um) were fixed in
methanol (—20 °C) for 10 min and incubated at room
temperature (1 h) with a mixture of primary antibod-
ies (Table 1). After washing, sections were incubated
(30 min) with appropriate secondary antibodies (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) (Table 1). Samples
were analyzed by confocal laser scanning microscopy
using a Bio-Rad MRC-1024 system (Bio-Rad, Richmond,
CA, USA).

Morphometric analysis

Frozen sections of tumor samples from all locations were
stained for CD31 and laminin. Sections were scanned
using Pannoramic Scanner (3D-Histech Ltd., Budapest,
Hungary), and a morphometric analysis was performed
using Pannoramic Viewer software (3D-Histech Ltd.).
Only the columns containing one individual vessel were
used during measurements. The distance between the
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basement membrane (BM) of the central vessel and the
laminin deposited by the tumor cells around the column
was measured at two sides of the vessel. The orienta-
tion of the columns in the tumor tissues was random,
resulting in cut profiles of different ovality. Therefore,
we always determined the smallest distance between
the central vessel and the column edge. At least 5 mice/
tumor location and three slides from each tumor were
used. Ten to twenty vessels/slide were measured.

Electron microscopy

Tumor-bearing mice were anesthetized and perfused
via the left ventricle with 1x phosphate-buffered saline
(PBS) for 10 min and with a mixture of 4% paraformal-
dehyde and 1% glutaraldehyde in PBS (pH 7.2) for 15 min
at room temperature. Tissues containing tumors (cecal
wall, brain, liver, lung, and subcutaneous tissue) were
removed, cut into 1-2 mm pieces, and immersed in the
same fixative for an additional 2 h. Pieces were post-
fixed in 1% OsO, and 0.5% K-ferrocyanide in PBS for 2 h,
dehydrated in a graded series of acetone, and embedded
in Spurr’s mixture. Semi-thin sections of samples stained
by 0.5% toluidine blue (pH 8.5) were analyzed. Ultrathin
sections cut by an RMC MT-7 ultramicrotome (Research
and Manufacturing Co, Tucson, AZ) were contrasted
with uranyl-acetate and lead citrate and analyzed using a
Philips CM10 electron microscope (Philips, Eindhoven,
The Netherlands).

Cell lines

B16 mouse melanoma cells were cultured in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma-
Aldrich), and 1 x 10° tumor cells were collected in lysis
buffer.

To obtain a cell culture from the dissociated C38 tumor,
2.5 x 10° viable tumor cells were seeded into T-25 flasks
containing 5 ml of complete media and incubated at
37 °Cin 5% CO,. The cells were subcultured every 3 days
by a conventional trypsinization method, and 1 x 10°
tumor cells were collected in lysis buffer.

Table 1 Antibodies and fluorescent dye used forimmunofluorescence

Antibody Species Manufacturer Catalog number Dilution
CD31 Rat monoclonal BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA 550275 1:50
Laminin Rabbit polyclonal DAKO, Glostrup, Denmark 70097 1:200
Collagen | Rabbit polyclonal Chemicon, Billerica, MA, USA AB765P 1:100
SMA Mouse monoclonal DAKQO, Glostrup, Denmark MO0851 1:200
panCK-FITC Mouse monoclonal DAKQ, Glostrup, Denmark FO859 1:100
TOTO-3 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA T3604 1:500
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(See figure on next page.)

Fig. 1 Accumulation and incorporation of vessels and connective tissue at the tumor surface. A, B Subcutaneously growing C38 tumor. The
accumulation of collagen | (red)- and smooth muscle actin (SMA)-expressing myofibroblasts (blue) is present at the tumor surface (arrows). Black
areas represent viable tumor mass (7) beneath the tumor surface. For clarity, B shows the blue (SMA) channel separately. Numerous vessels (CD31,
green) are being incorporated (together with connective tissue) by the tumor (large arrowheads). Smaller connective tissue columns separated
from the incorporated connective tissue are visible within the tumor tissue (small arrowheads). N necrosis. C, D C38 tumor (T) growing in the

liver. In the left upper part of ¢, the peritumoral liver parenchyma—uwith the dense CD31-positive network of sinusoids (green)—is visible. The
tumor-parenchyma interface is indicated by arrows. Here, accumulation of SMA-positive cells can be observed (see also D, for the separate blue
channel). These cells are also present in the invaginations (large arrowheads) and in the incorporated host connective tissue deep within the
tumor (small arrowheads). The invaginations and the incorporated host tissue pieces are delineated by the laminin (red) deposited by the tumor
cells. Inset: high-power micrograph of the surface of a C38 liver metastasis, demonstrating the accumulation of SMA-positive cells (blue). Tumor
tissue is present on the left side (black area). On the right side, pan-cytokeratin-expressing hepatocytes (green) and CD31-positive vessels (red) are
visible. Between the hepatocytes and the tumor tissue, SMA-positive cells (blue) can be observed. E, F A C38 brain metastasis (E) is highlighted and
bordered by laminin (red), which is deposited by tumor cells. CD31-positive vessels (green) appear yellowish because of their close proximity of the
basement membrane (red) (E). No SMA accumulation is present at the periphery of the tumor, as can be seen on the separate blue (SMA) channel
(F). The peritumoral vessels are smaller than the intratumoral vessels, which are surrounded by SMA-positive pericytes (blue). SMA-positive cells are

not found around the peritumoral vessels, excluding the arterioles. N necrosis, T tumor tissue

Gene expression analysis

Total RNA was isolated with Trizol (Cat. No.: 15596018,
Life Technologies, Waltham, MA, USA). RNA concen-
tration was measured by a NanoDrop 1000 Spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE), and
1 ug RNA per sample was converted into cDNA.

A high capacity cDNA reverse transcription kit (Cat.
No.: 4368814, Thermo Fisher Scientific) was used for
cDNA synthesis as recommended by the supplier. Quan-
titative real-time polymerase chain reaction. (QRT-PCR)
was performed by the ABI Quant Studio3 (Thermo Fisher
Scientific) sequence detection system using Thermo Fisher
Scientific TagMan gene expression assays (connective tis-
sue growth factor (Ctgf): Mm01192931_gl; Fibroblast
growth factor 2 (Fgf2): MmO00433287_m1; Transforming
growth factor-p 1 (Tgfbl): MmO01178820_m1; Transform-
ing growth factor-B2 (Tgfb2): MmO00436955_m]1; Trans-
forming growth factor-f3 (Tgfb3): Mm00436960_m1;
Platelet-derived growth factor-f Pdgfb: Mm01298578_
m1) according to the manufacturer’s instructions. Glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, Thermo
Fischer Scientific, Cat No.: 4352932E) was used as an
endogenous control. All samples were run in triplicate
in a 20 pL reaction volume. The results were obtained as
threshold cycle (CT) values. Expression levels were calcu-
lated using the ACT method. The values were calculated
as the mean values of three independent measurements,
and the expression levels of mRNA in all samples were
defined as ratios to GAPDH expression (%).

Statistical analysis

Data are represented as the mean=+SD of at least three
independent experiments. The statistical significance of
differences between groups was analyzed with Student’s
t test. Values of P<0.05 were considered statistically sig-
nificant (GraphPad Software, La Jolla, CA).

Results

Incorporation of vessels and connective tissue at the tumor
surface

At the periphery of C38 tumors growing in subcuta-
neous tissue, liver, colon, and lung, we found smooth
muscle actin (SMA)-expressing activated fibroblasts
(myofibroblasts) and the consequently accumulated col-
lagen (Fig. 1A-D). However, there was no myofibroblast
or collagen accumulation around tumors growing in the
brain, as only the pericytes of the intratumoral vessels
were SMA-positive (Fig. 1E, F). Accordingly, although
C38 tumors acquired their vasculature by the incorpora-
tion of the peritumoral host tissue at all tumor sites, the
incorporation process in the brain was different from the
incorporation process in the skin, colon, liver, and lung.
For the latter organs, where SMA-positive cells and col-
lagen accumulated around the tumors, invaginations of
different sizes were formed at the surface of the tumors
containing vessels and perivascular connective tissue
(Figs. 1A, C, 2A-C). BM deposited by the tumor deline-
ated the invaginations (Fig. 2A).

The situation was slightly different in the lung tissue,
where the tumor mass advanced through the alveoli,
thereby incorporating the alveolar walls (with all of its
components). This process resulted in invagination-like
structures in the tumor (Fig. 3D).

In contrast, in tumors growing in the brain, the
parenchyma (astrocytes) was completely separated
from the vessels and excluded from the tumor (Fig. 2D).
However, pericytes maintained their original position,
and invaginations did not develop in the brain. Instead,
the tumor tissue engulfed the cerebral capillaries one by
one at the advancing margin. The tumor cells attached
tightly to the capillary BM, and no deposited collagen
could be observed between the vessels and the tumor
cells (Fig. 2E).
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Maturation of the columns

In early invaginations, the number of incorporated ves-
sels and the amount of connective tissue were dependent
on the size of the vessels and the invaginations (Figs. 1A,
C, 3A-D, 4A). As invaginations with multiple capillaries
moved deeper into the tumor tissue, tumor cells separated
the microvessels from each other. This “maturation” pro-
cess culminated in the appearance of connective tissue col-
umns with a single central vessel (Figs. 3A-D, 4A-E). In
detail, the cross-sectional view of the columns showed the

following structural elements from inside out: endothelial
layer, capillary BM, SMA-positive cells embedded in colla-
gen-containing matrix, and BM of the tumor (Fig. 4B-F).
We observed that both the size of the connective tis-
sue columns and the amount of deposited perivascular
BM material increased from the peritumoral host tissue
towards the tumor center (Fig. 4A). We found the thick-
est connective tissue columns in subcutaneous tumors
(18.9£1.9 pum,) whereas the diameter of the columns at
other locations (liver: 15.5+1.7 pm*, lung: 12.2+2.3 um?*,
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Fig. 2 The process of vessel incorporation. A Frozen section of a subcutaneous C38 tumor stained for laminin (red), CD31 (green) and SMA (blue).
The tumor tissue (7) appears black and is surrounded by laminin (red) deposited by the tumor cells. A large vessel (arrow) is being incorporated
together with SMA-positive cells (blue) in an invagination. The outer part of the invagination, in contrast to the inner part, is delineated by a thinner
and more fragmented basement membrane (arrowheads). B, C Semi-thin sections of C38 tumors growing in the subcutaneous tissue (B) and in

the cecal wall (C). Blood vessels (arrows) and the surrounding connective tissue with cellular elements (arrowheads) are being incorporated by the
tumor. D Semi-thin section of a C38 brain metastasis. A vessel (asterisk) is partially engulfed by the tumor mass (arrowheads). During this process, the
brain parenchyma (located in the lower part of the picture) is excluded from the tumor (located in the upper part of the picture). The tumor cells are
in close vicinity to the wall of the fully incorporated vessel (arrow). E An electron micrograph of a partially incorporated brain capillary at the surface
of the tumor (7). A tumor cell (T7) is in touch with the basement membrane (BM) of the capillary. Collagen fibers cannot be observed between the
tumor cell (T7) and the capillary basement membrane. £C endothelial cell, P pericyte

cecal wall: 13.2+£2.1 um*) were significantly smaller (*¢
test, P<0.05). The final consequence of the maturation
process was that at all locations (where collagen and SMA-
positive cells accumulated around the tumors), the same
connective tissue and vascular structure developed.

As the brain parenchyma lacks fibroblasts, no con-
nective tissue columns were produced in this location.
However, we occasionally observed connective tissue col-
umns also in the C38 cerebral metastases when the grow-
ing tumor reached the meningeal fibroblasts (Fig. 4F).

However, we could only minimally detect columns that
reached the single-vessel stage during their development.

Relative gene expression analysis of fibrogenic growth
factors

In our earlier work, we analyzed in detail the vasculari-
zation of primary (intracutaneous) and metastatic (lung)
B16 melanoma and found no accumulation of collagen
at the tumor periphery or around the incorporated ves-
sels (i.e., we did not observe intratumoral tissue columns
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Fig. 3 “Processing”
(SMA, blue) and numerous vessels (CD31, green) (arrows) is visible throughout the tumor mass. All blue areas represent the columns, excluding
necrotic areas (marked by N). Necrotic tissue is also highlighted by the nonspecific binding of the anti-mouse secondary antibody (used to detect
the mouse monoclonal primary antibody against SMA) to these areas. Note the high number of advanced-stage connective tissue columns that
contain only one single vessel (arrowheads). The columns are delineated by laminin (red) containing basement membrane produced by the tumor
(T). B C38 metastasis in the liver. The early-stage incorporations contain numerous vessels (CD31, green) (arrows). Advanced-stage connective
tissue columns, which contain single central vessels, are present intratumorally (arrowheads). Laminin (red) deposited by the tumor cells borders
the incorporated tissue and the columns. The inset shows the fine structure of a longitudinally sectioned column containing a single central

vessel (CD31, green). The basement membrane of the vessel is marked by small arrowheads. The basement membrane marked by small arrows is
deposited by the tumor (T) at the surface of the column. C Subcutaneous C38 tumor. In addition to columns filled with myofibroblasts (SMA, blue)
(small arrowheads) and containing a single central vessel (CD31, green), there are areas containing connective tissue columns with numerous vessels
(arrows). Note the columns (large arrowheads) separated only partially from a larger connective tissue mass during the final steps of the maturation
process. The incorporated connective tissue and the columns are bordered by laminin (red) deposited by the tumor cells. N-marks areas of necrotic
tissue that also appear blue, although this staining is due to the nonspecific binding of the anti-mouse secondary antibody used to detect the
anti-SMA antibody. D C38 lung metastasis. The section is labeled with anti-CD31 (green), anti-laminin (red) and anti-SMA antibodies (blue). There
are no SMA-positive cells (blue) in the alveolar walls of the normal lung tissue far from the metastasis (right edge of the micrograph). SMA-positive
cells begin to appear in the peritumoral lung tissue (small arrowheads), but the number of these cells only notably increases intratumorally. Large
early-stage connective tissue columns are present at the tumor periphery (large arrows), from which smaller tissue pieces containing different
numbers of vessels are detaching (small arrows). Large arrowheads indicate mature columns with single vessels. N marks areas of necrotic tissue
that also appear blue, although this staining is due to the nonspecific binding of the anti-mouse secondary antibody used to detect the anti-SMA
antibody

in B16 tumors) [12, 14, 15]. Therefore, we used the B16  Discussion

cell line as a control to compare the expression levels of  In the present study, we analyzed the vascular and con-
fibrogenic factors with those of the column-inducing C38  nective tissue structures of C38 colon carcinoma growing
tumor line. We found that the relative expression levels  in different host tissues. The cecal wall represents the pri-
of Pdgfb, Fgf2, Ctgf (Fig. 5a) and Tgf-p (Fig. 5b) mRNAs  mary tumor site, whereas the skin, liver, lung, and brain
were significantly higher in C38 cells. tissues can be considered metastatic locations.
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Fig. 4 Maturation and final form of the columns. A Frozen section of a subcutaneous C38 tumor labeled for laminin (red), CD31 (green) and cell
nuclei (TOTO-3, blue). The maturation process of the columns can be observed as we move from the peritumoral host tissue (right side of the
picture) towards the center of the tumor (left side): the size of the columns and the amount of the deposited laminin increase from the periphery
towards the tumor center. The newly incorporated connective tissue columns contain more vessels (arrows). After “processing” by tumor cells, they
contain only a single vessel (arrowheads). B Tissue column in an orthotopically growing C38 tumor (black areas). The centrally located vessel (CD31,
green) is surrounded by SMA-positive myofibroblasts (red) and enclosed by laminin (blue). C The frozen section of a C38 liver metastasis labeled with
CD31 (green), SMA (red) and laminin (blue). Black areas represent tumor tissue. As maturation of the tissue columns progresses, the central part of
the large column containing multiple vessels is invaded by the tumor (7). The tumor mass present within the column is not delineated by laminin,
which indicates an early phase of invasion. At the lower right, a mature column is visible (arrow) containing a single vessel located centrally. Note
the presence of a ‘misprocessed” column (arrowhead) that contains no vessels. D Connective tissue column in a subcutaneous C38 tumor (tumor
cells fill the outer black area). The completely matured column contains a single central vessel (CD31, green) surrounded by connective tissue,
which contains collagen | (red) and laminin deposited by the tumor cells (blue). E C38 lung metastasis. The black area represents tumor tissue.

The column shows the same structure as in other locations. A central vessel can be seen (CD31, green), surrounded by SMA-positive cells (red) and
laminin (blue). F C38 metastasis (black areas) reaching the brain surface. A connective tissue column that contains numerous vessels (CD31, green)
surrounded by SMA-positive cells (blue) and laminin (red) produced by the tumor can be observed at this location
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Tumor structure is dependent on the availability of
tumor-derived fibrogenic factors and host tissue fibro-
blasts. Subcutaneous, cecal, hepatic, and pulmonary
fibroblasts were peritumorally transformed into colla-
gen-producing myofibroblasts. The evolution of tumor-
ous connective tissue in these organs culminated in the
appearance of intratumoral connective tissue columns
with central vessels. The structure of these columns was
identical in all of the aforementioned locations, resulting
in a similar histological appearance of the tumors inde-
pendent of the host organ. Therefore, it can be concluded
that the tumor cells activate the peritumoral host tissue
fibroblasts, which then participate in the formation of
connective tissue columns. The activation of fibroblasts
may be stimulated by the synthesis and secretion of tumor
cell-derived “fibrogenic” factors. This concept, although
requiring further studies, is supported by our observation
that column-inducing C38 cells express higher levels of
fibrogenic factors (e.g., Tgf-betas, Fgf2, Pdgfb, and Ctgf)
[16—18] than B16 cells, which do not form tissue column-
containing tumors in any locations [12, 14, 15]. In further
support of our aforementioned findings, we observed that
no intratumoral connective tissue columns developed in
the brain (which lacks fibroblasts); instead, the capillaries
of C38 cerebral metastasis were surrounded exclusively
by tumor cells. Although previous studies suggest that
pericytes can play an active role in connective tissue pro-
duction [19-21], according to our results, mouse brain
capillary pericytes did not produce connective tissue in
the experimental conditions we used. It is also impor-
tant to mention that intratumoral tissue columns were
detected in cerebral C38 tumors when the metastatic tis-
sue reached the meninges, where fibroblasts are located.
In summary, the presence of the appropriate cell type (i.e.,
fibroblasts) in the tumor microenvironment and the syn-
thesis of fibrogenic factors by the tumor cells can result in
the same histological appearance of the tumor, regardless
of the origin of the host tissue.

The early invaginations inevitably produced at the
surface of the growing tumor spheres generally contain
numerous incorporated vessels. Deeper in the tumor, the
invaginations are “processed” (the tumor tissue pinches
off connective tissue pieces, including vessels) down to
the single-vessel stage (i.e., the connective tissue column
produced contains only a single vessel). Although the
size of these columns was fairly uniform in the different
organs, we found significantly larger tissue columns in
the skin compared with other organs. We cannot provide
a reasonable explanation for this difference, as one would
expect the diameter of the columns to be determined by
the diffusion of oxygen and nutrients. However, tissue
columns with the largest diameter can provide sufficient
blood supply for several rows of tumor cells around the
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Fig.5 gRT-PCR analysis. gRT-PCR analysis of fibrogenic growth
factors in B16 melanoma and C38 colon carcinoma cell lines. The
relative expression levels (%) of Pdgfb, Ctgf, Fgf2 (a) and Tgf-
(b) were determined by comparing their expression levels to the
expression level of GAPDH; the error bars display SD

columns. It is also worth noting that the generation of
intratumoral columns with such a regular structure is a
unique characteristic of C38 tumors. Nevertheless, other
tumor types also incorporate and process connective tis-
sue (including the blood vessels) into rather irregular net-
works that are still able to provide tumors with oxygen
and nutrients (unpublished data).

We found that the amount of connective tissue pre-
sent in the columns and the integrity and thickness of the
BM deposited by the tumor increased towards the tumor
center, suggesting that the structures in the center of the
tumor are older than those at the periphery. This finding
is in line with the notion that “for tumor survival the edge
is the future and the center is history” [22] and, moreover,
provides additional proof that vascularization occurs by
vessel incorporation, not vessel ingrowth [11-13, 23-31].

In conclusion, in the current study, we examined the
microanatomy and the vascularization process of C38
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colon carcinoma in five different organs using confocal
and electron microscopy. Our results suggest that the
vascular and connective tissue structures of tumors are
determined by both the primary tumor type (i.e., the pro-
duction of tumor-derived fibrogenic factors) and the host
tissue microenvironment (i.e., the availability of suitable
connective tissue elements).
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Napjainkban is nagy kihivdst jelent a tiidddttétes betegek kezelése. A terdpidk eqy lehetséges célpontia a metasztdzisok erezédésé-
nek gadtldsa. Vizsgdlataink célja az volt, hogy a kiilénbdzd eredetd tumorok esetében meghatdrozzuk a kisérletes tiidémetasztdzisok
vaszkularizdcidjanak lehetséges mechanizmusait. Ot tumorsejtvonal (HT1080, HT25, B16, C26 és MATB) intravénds oltdsdval hoz-
tunk létre tiidéattéteket. Mindegyik sejtvonal ugyanazt a vaszkularizdcios formdt mutatta. A tumorok a meglévé alveoldris kapil-
ldrisok bekebelezésével tettek szert sajat érhdlozatra. A tumorsejtek invdzidjuk/migraciojuk sordn levdlasztottak a pneumocitakat
a kapillarisokrol tgy, hogy az azok kozétt taldlhato kettds bazdlis membrant szétvdlasztottdk. A folyamat elérehaladtdval a tumor
belsejében taldlhatd, erdsen komprimdlt pneumocitdk degraddlddtak, de a bekebelezett és lecsupaszitott erek funkciondlisak
maradtak, igy képesek maradtak a metasztazis vérellatdsat biztositani. Magyar Onkoldgia 59:319-323, 2015
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Treatment of patients with lung metastases remains a major challenge. A possible target for therapies is the inhibition of vascularization
of metastases. Our study aimed to determine the possible mechanisms of the experimental lung metastasis vascularisation for
tumours of various origins. We created lung metastases by intravenous injection of five tumour cell lines (HT1080, HT25, B16, C26
and MATB). Each cell line showed the same vascularisation type. Tumours gained vasculature by advancing through the alveolar
spaces thereby incorporating the pre-existing alveolar capillaries (i.e. vessel co-option). From the alveolar spaces tumours entered
into the alveolar walls. The tumour cells during the invasion/migration separated the pneumocytes from the capillaries. During this
process the basement membrane was split into an epithelial and an endothelial layer. The heavily compressed pneumocytes inside
the tumour became fragmented but the incorporated and stripped vessels remained functional, so they were able to provide blood
supply for the metastases.
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BEVEZETES

Szamos daganatos betegségben (mell-, vastagbélrak, mela-
noma, hasnyalmirigy-, vese-, petefészekrak) a haldlos
végkimenetel f6 oka az attétképzés, ami a rosszindulatt
sejtek primer helyrél mas szervekre torténé atterjedését
jelenti. A tiid6 is egy olyan szerv, amibe gyakran adnak
attétet mas lokalizacioju daganatok (1), az extratorakalis
tumorok 20-54%-aban mutathatéak ki tiidattétek (2-4).
Az angiogenezis fogalman endotélsejt-proliferaciéval jard
érdenzitds-novekedést értiink. Széles korben elfogadott,
hogy az angiogenezis fontos szerepet tolt be a primer és
metasztatikus tumorok novekedésében (5). A daganatelle-
nes terapiak egy lehetséges célpontja a tumorok erez6désé-
nek gatlasa. Folkman 1971-ben fogalmazta meg hipotézisét,
amely napjainkban is széles korben elfogadott, miszerint
a tumorok noévekedése angiogenezisfiiggd (6). Azonban az
a felfedezés, hogy a tumorok angiogenezis nélkiil, a meglé-
v6 erek bekebelezésével is képesek novekedésre szert tenni
allati és human rendszerekben egyarant, megmutatta, hogy
ez a hipotézis nem minden esetben helytall6. Ezek a meg-
figyelések Gj aspektusba helyezik az erek és tumorok kozti
kolcsonhatasokat, és bizonyitjak, hogy léteznek olyan tu-
morok, melyek angiogenezis nélkiil is képesek novekedni,
ami megkérddjelezi az antiangiogén terapiak jelentdségét
ezekben az esetekben. Metasztazisok nagy aranyban van-
nak jelen a tiidében, de eddig nem 4llt rendelkezésre elég
adat arrol, hogy a tumorsejtek hogyan lépnek kapcsolatba
az ép/normalis tiidészovet ereivel. Korabbi vizsgalataink
alapjan felmeriilt, hogy a metasztazisok erez6dése, a cél-
szervek nagy érdenzitasa kovetkeztében, masképpen zajlik
(7, 8), mint a primer tumoroké (9), ami 4j terapiak kidol-
gozasat teheti sziikségessé. Vizsgalataink célja az volt, hogy
a ktlonbozd eredetli tumorok esetében meghatdarozzuk
a kisérletes tiidometasztazisok vaszkularizacidjanak lehet-
séges mechanizmusait.

ANYAG ES MODSZER

Kisérleti allatok és sejtvonalak

A kisérleti allatok tartasa és kisérletbe vondsa a Semmelweis
Egyetem 4llatvédelmi szabélyzata (Allatkisérlet engedély Ikt.
sz.: 22.1/1155/3/2010) alapjan az éllattartasi és kisérleti elo-
irasok betartdsa mellett tortént. Az allatok a kisérlet soran
sziikségletiiknek megfeleléen fogyasztottak ragesalotapot
(Charles River) és csapvizet. A kisérleti allatokat alland6 hé-
meérséklet és nedvességtartalom, valamint 12 6rai fény/s6tét-
ség napi valtakozast biztosito feltételek mellett tartottuk.

A Kkisérletekhez SCID, C57BL/6, Balb/c egér és Fischer
344 patkany beltenyésztett ragcsalotorzseket hasznaltunk.
A tudémetasztazisokat 6t tumorsejtvonal intravénds ol-
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tasaval hoztuk létre: a HT1080 human fibroszarkémat,
a HT25 human kolonkarcinémat és a MATB III patkany
eml6karcinomat SCID egerekben és F344 patkanyokban,
a B16 egér melanomat C56BL/6 egerekben, a C26 egér
kolonkarcinémat Balb/c egerekben.

Az exponencialis novekedési fazisban 1évé HT25,
HT1080, B16, C26, valamint MATB III sejteket in vit-
ro tenyésztettiik RPMI-1640 médiumban, melyhez 10%
FBS-t és gentamicint adtunk. A sejteket T75-6s flaskaban,
termosztatban 37 °C-on, 5%-os CO,-koncentracié mel-
lett tartottuk. A tenyészetben tartott, exponencidlis no-
vekedési fazisban 1évé sejteket (a MATB III sejtek kivéte-
lével) 1x tripszin-EDTA-val 5 percen at 37 °C-on torténd
inkubalassal vittik szuszpenzioba, majd az enzimet 5 ml
RPMI-1640 (+10% FBS, + gentamicin) médiummal allitot-
tuk le. Mosast (szérummentes RPMI) kovetSen a sejteket
megszamoltuk és lecentrifugaltuk (10 perc, 800 rpm), majd
szérummentes RPMI-ben vettiik fel a pelletet. Az oltasok
soran tumorsejttipustdl fiiggden a kovetkezd sejtszamokat
hasznéltuk: HT25 10°/0,1 ml, B16 10°/0,2 ml, C26 5x10°/0,1
ml, MATB III 2x10%/0,2 ml. Az in vitro tenyésztett HT1080
sejtek az allatokba valo oltdsuk soran nem tudtak koloni-
zalni a tiid6szovetbe, ezért 2x10° sejtet fecskendeztiink
szubkutan a SCID egerekbe, majd 3 héttel az oltast kove-
téen a szubkutan kindtt tumorok felapritasa és atsziirése
utan sejtszuszpenziot készitettiink. Az él6 HT1080 sejteket
leszamolva 0,1 ml térfogatban 2x10° sejtet fecskendeztiink
a SCID egerek farokvénajaba. Az allatokat 4 héttel a HT25,
3 héttel a B16, MATB, HT1080, 2 héttel a C26 sejtek oltasat
kovetben oltiik le.

Immunfluoreszcens vizsgdlatok

Az allatok tiidejét az eltavolitast kovetden folyékony nitro-
génen hitott izopentanban lefagyasztottuk. A mintdkbodl
15 um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
-20 °C-os hémérsékletii metanolban fixaltunk. Ezutdn
PBS-es mosast kovetden a megfeleld primer ellenanyaggal
(1. tabldzat) torténd 1 ords, szobahdmérséklet(i inkubacid
kovetkezett, amit a féloras, Alexa fluor 488 fluorokrommal
jelolt szamar poliklonalis masodlagos ellenanyaggal (Life
Technologies, 400-szoros higitas) térténd inkubécié kove-

1. tabldzat. Az immunhisztokémiai vizsgélatok sordn hasznalt
elsédleges ellenanyagok

Ellenanyag | Faj/klonalitas Gyarto Kat.szdm | Higitds
BrdU Egérmonoklondlis | BD Pharmingen | 347580 1:50
(D31 Patkdny monoklondlis | BD Pharmingen | 550275 1:50
Podoplanin Kecske poliklondlis | R&D Systems AF3244 1:200
Laminin Nydl poliklondlis Dako 20097 1:200
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tett. Végiil PBS-es mosas utdn 10 perces inkubacios id4-
vel magfestést (TOTO-3, Invitrogen, kat. szam: T3604,
500-szoros higitas) végeztiink a metszeteken. A minta-
kat konfokalis 1ézer szkenning mikroszképpal (Bio-Rad
MRC-1024) vizsgaltuk.

Elektronmikroszkopia

A B16 és HT'1080 tumoros tiiddmintak egy részét elektron-
mikroszkopos vizsgalatok céljara készitettitk el6. En-
nek soran az elaltatott allatokat heparinos PBS (10 perc),
majd jégen hiitétt 2%-os glutaraldehid-tartalma 0,05
mol/l Na-kakodilat puffer (pH 7,2, 15 perc, 20 °C) ol-
dattal perfundaltuk. A tumort tartalmazd szovetet pen-
gével 1-2 mm’-es darabokra vagtuk. A mintdkat 2 6rdn
at a fixalooldatban hagytuk (4 °C), majd PBS-es mosast
(éjszakan at) kovetéen 5 mg/ml K-ferrocianidot tartal-
mazd 1% OsO,-oldatban utéfixaltuk (2 6ra), ezutan fel-
szall6 acetonsorban viztelenitettitk. A beagyazashoz Spurr-
gyantat hasznaltunk. Ezt kovetéen a mintakbol félvékony
(0,5 um), majd ultravékony (70-100 nm) metszeteket készi-
tettiink. Az ultravékony metszetek vizsgalata Philips CM10
(Philips Research, Eindhoven, Netherlands) elektronmik-
roszkoppal tortént.

Peri- és intratumordlis endotélsejt-proliferdcio
meghatdrozdsa

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

Az dllatok a termindlas el6tt egy 6raval 200 mg/kg brom-
dezoxiuridint (BrdU) kaptak intraperitonealisan. Kiilon-
b6z6 modszereket alkalmazva hatdroztuk meg az intra-
és peritumordlis endotélsejtek (EC) proliferacios ratajat.
Az els6 esetben a korabban mar leirt immunfluoreszcens
technikat hasznaltuk. A fagyasztott metszeteket BrdU és
laminin ellenanyagokkal inkubaltuk. A tumorban levd,
erés lamininjelzéssel korbehatarolt BrdU-pozitiv sejte-
ket tekintettiik endotélsejteknek. Ot &llatbdl szarmazo 14
metasztazisbdl 2300 sejtet szamoltunk le. Fixaldst és mosast
kovet6en a mintakat 2 N HCl-ban inkubaéltuk 10 percen at
szobahémeérsékleten (a DNS-denaturaci6 az ellenanyag be-
kotddésének feltétele).

A fagyasztott tiiddmetszeteken a rendkiviil siir@i haj-
szalérhalozat miatt lehetetlen meghatdrozni a BrdU-
pozitiv endotélsejtek pontos lokalizacidjat a peritumoralis
szovetben, ezért egy masik modszert alkalmaztunk, a tii-
démintakat perfazidval fixdltuk annak érdekében, hogy
a kapillarisok ne essenek Ossze. Az allatokat ketamin-
xilazin (80:12 mg/kg dozis, Sigma) intraperitonealis in-

jekcidjaval altattuk és a bal kamran keresztiil PBS-sel (10
perc), majd 4% PFA-val (pH 7,2, 15 perc) perfundéltuk
az allatokat. A tiidémetasztazisokat eltavolitottuk és 4%-
os PFA-ban inkubaltuk (4 °C, 2 6ra). Ezutdn a tid6t le-
benyekre vagtuk és 24 o6ran at 15% szachardzban, ezt
kovetéen ujabb 24 6ran 4t 30% szachardzban torténd
inkubaci6é kovetkezett. A lebenyeket lefagyasztottuk és
30 um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
1%-o0s collodionnal boritott targylemezekre vettiink fel.
A metszeteket szaradds utdn PBS-sel mostuk és 10 per-
cen at 2 N HCl-ben inkubaltuk 20 °C-on. PBS-es mosas
utdn a metszeteket monoklonalis anti-BrdU antitesttel (2
6ra), majd biotinalt anti-egér ellenanyaggal inkubaltuk (2
ora). Kromogénként diaminobenzidint hasznalva az ABC-
reakcid altal szines csapadék keletkezett. A metszeteket
ozmifikaltuk (1% OsO, PBS-ben), felszallé etanolsorral
dehidraltuk és Spurr-gyantaval feltoltott kapszuldkat he-
lyeztiink rajuk. A kapszuldkat metszettel egyiitt folyékony
nitrogénbe meritve tavolitottuk el. Bedgyazott metszetek-
bdl félvékony sorozatmetszeteket készitettiink, hogy meg-

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

B Bazilis membran
B Tumorsejtek

9 l-estipust pneumocitak
B 11-es tipusi pneumacitak

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

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

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

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

A peritumordlis szovetben elhelyezked$ kapillarisok
endotélsejtjeinek proliferacios aktivitasa csak csekély mér-
tékben emelkedett, ami azt mutatja, hogy érképz&dés nem
zajlik ebben a régioban. Az erez6dés folyamata azonban
nem fejez6dik be az alveolusok lumenének elfoglalasaval.
A kiillonb6z6 eredetti proliferald tumorsejtek az alveola-
ris térbél a pneumocitdk rétegén keresztiil behatolnak az
intersticiumba, ahol tovabb szaporodnak és invaziéjuk/
migracidjuk sordn levalasztjak a pneumocitakat a kapilla-
risok felszinérdl (2.b,c dbra), aminek végeredményeképpen
a tumorsejtek elfoglaljak a kapillarisok teljes felszinét. En-
nek kovetkezményeként lecsupaszitott — pneumocitamentes
- erek jelennek meg a metasztazisok belsejében (2.d dbra).
A tumorsejtek a pneumocitak levalasztasat a kapilldrisok-
rél az endotélsejtek és a pneumocitdk kozott talalhato kettds
bazélis membran szétvalasztasaval érik el (2.c dbra). A fo-
lyamat el8rehaladtaval a tumor belsejében taldlhato, er6sen
komprimalt pneumocitak degradalodnak, de a bekebelezett
és lecsupaszitott erek funkcionalisak maradnak, igy képe-
sek a metasztazis vérellatasat biztositani.

OSSZEFOGLALAS

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt tumorvonalak (B16,
HT1080, HT25, C26 és MATB) a tiidészovetben alveolusrél
alveolusra terjednek, igy a terjedés kezdeti szakaszaban

inkorporaljak az intakt alveolusfalakat a benniik levé ka-
pillarisokkal egytitt. A bekebelezés folyamatianak kezde-
tén a kapillarisok koriil még jelen vannak a pneumocitak.
A tumorsejtek késdbb belépnek az alveolusok falaba, és az
epitelidlis és endotelialis bazalis membran kozott migralva
levalasztjak a pneumocitakat bazalis mebranjukkal egyttt
az erekrdl. A levalasztott pneumocitdk fragmentalédnak
a tumor belsejében. A lecsupaszitott erek azonban funkci-
onalisak maradnak és képesek biztositani a tumor vérella-
tasat.

Osszefoglalva, az adatok azt mutatjék, hogy a tidé-
metasztazisok vaszkularizacidja a pulmonadlis érhalozat
bekebelezésével torténik. Mindezen informaci6 a jovében
fontos klinikai jelentéséggel birhat az antiangiogén terapidk
hatékonysdganak megitélésében, illetve antivaszkularis te-
rapiak kidolgozdsaban.
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Abstract

Directed capillary ingrowth has long been considered synonymous with tumor vascularization. However, the vascu-
lature of primary tumors and metastases is not necessarily formed by endothelial cell sprouting; instead, malignant
tumors can acquire blood vessels via alternative vascularization mechanisms, such as intussusceptive microvascular
growth, vessel co-option, and glomeruloid angiogenesis. Importantly, in response to anti-angiogenic therapies, malig-
nant tumors can switch from one vascularization mechanism to another. In this article, we briefly review the biological
features of these mechanisms and discuss on their significance in medical oncology.
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Background

Angiogenesis refers to the proliferation of vascular cells
(endothelial cells and pericytes) and the increase of vessel
density. It has a pivotal role in the nutrition of tumors. In
the 1970s, Folkman et al. [1] found that, without angio-
genesis, solid tumors cannot grow beyond the limits of
diffusion (1 mm?). Above this size, the so-called angio-
genic switch occurs; currently, anti-angiogenic therapies
are based on this assumption. In this article, we review
and compare our data on the vascularization mecha-
nisms of primary and metastatic tumors with the findings
of other groups. We also discuss the potential reasons for
failure of anti-angiogenic therapies [2, 3].

Angiogenic processes during vascularization of tumors

The two basic forms of angiogenesis are endothelial
sprouting [1] and intussusceptive angiogenesis [4]. Both
processes require connective tissue and participate in
the formation of the tumor vasculature. Many primary
tumors (e.g., melanoma, colon cancer, and breast can-
cer) are surrounded by provisional connective tissue that
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develops because of the vascular permeability-enhancing
effect of vascular endothelial growth factor (VEGF). This
connective tissue contains fibronectin/fibrin and colla-
gen, which enables the continuous development of new
capillaries by sprouting or intussusceptive angiogenesis
[5].

Two models of sprouting angiogenesis have been
described. According to the first model, interendothe-
lial contacts of the venules closest to the tumors become
weakened [6]. This phenomenon is caused by angiogenic
factors released by tumor cells. After local degradation
of basement membrane, non-polarized endothelial cells
migrate into the connective tissue. This is followed by the
formation of the lumen, synthesis of the new basement
membrane, and the appearance of pericytes around the
newly formed capillaries. The disadvantage of this model
is the inability to identify the stimulus required for lumen
formation.

The second model suggests that interendothelial con-
tacts remain intact, and after the degradation of the
basement membrane, polarized endothelial cells migrate
into the connective tissue [7]. During this process, par-
allel migration of polarized endothelial cells enables the
prompt formation of a split-like lumen that is continuous
with the lumen of the mother vessel. The basement mem-
brane is continuously deposited by the endothelial cells.
Only the very tip of the growing capillary bud is free of
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basement membrane and is in connection with the con-
nective tissue collagen. Migrating along the basement
membrane deposited by the endothelial cells, proliferat-
ing pericytes of the mother vessel appear later around the
immature capillaries.

Intussusceptive angiogenesis (ie., “vessel division”)
is another mode to increase vessel density. This process
enhances the complexity and density of the vessel net-
work, thus providing additional surface for further vessel
sprouting [4]. Intussusceptive angiogenesis increases ves-
sel density faster than sprouting angiogenesis and plays
a pivotal role in the formation of the developing lung
vasculature [4]. There are two different modes of intus-
susceptive angiogenesis. According to the first model,
endothelial cells of the opposite vessel walls establish
contact because of the pressure generated by connective
tissue cells or pericytes; this is followed by the reorgani-
zation of intercellular junctions leading to the perforation
of the endothelial bilayer. Collagen-producing cells enter
the perforation in the vessel lumen. These cells and the
synthesized collagen build up the connective tissue pillar
in the lumen of the vessel (1-5 pm in diameter), which is
a characteristic of intussusceptive angiogenesis. Further
growth of the pillar results in the complete division of the
lumen [4].

The formation of intraluminal pillars may also occur by
another mechanism, the first step of which is the forma-
tion of endothelial bridges in the lumen. Here, degrada-
tion of the basement membrane takes place, and bridging
endothelial cells attach to connective tissue collagen bun-
dles and transport them through the lumen. The collagen
bundles are covered by endothelial cells; thus, initially,
the nascent pillars are built up by two endothelial cells
and a single collagen bundle. Fibroblasts migrate into this
pillar and synthesize additional connective tissue, which
results in pillar maturation [8]. Of note, similar to sprout-
ing angiogenesis (model two; see above), the polarity of
endothelial cells does not change in either case. Accord-
ingly, this type of pillar formation can be called inverse
sprouting since the connective tissue (surrounded by the
endothelium) is located in the vessel lumen. In contrast,
during sprouting angiogenesis, the lumen is located in
the connective tissue.

Numerous schematic depictions in various studies sug-
gested that, during vascularization, the nearby vessels
grow into the tumor [1, 9, 10]. However, in 1987, Thomp-
son et al. [11] found that mouse tumors grow by incor-
porating the host tissue microvasculature. A subsequent
human study by Pezzella et al. [12] in 1997 confirmed
the phenomenon of vessel incorporation in “non-angi-
ogenic” primary non-small cell lung cancers. Subse-
quently, our research group proved in experimental and
human melanomas that vessels that develop by sprouting
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angiogenesis in the connective tissue surrounding the
tumors become incorporated. Because of the growth of
the tumor, the vessel density of the incorporated vas-
cular network decreases (becomes diluted) [13]. This
phenomenon occurs because of the lack of branching
activity of the intratumoral vessels. The low proliferation
of endothelial cells solely supports the dilatation of the
tumoral vessels [13]. An insufficient amount of collagen-
containing connective tissue within the tumors results
in the termination of sprouting angiogenesis. In both
human and experimental melanomas, the capillary net-
work is arranged in parallel with the surface of the tumor.
This phenomenon itself supports the notion that melano-
mas do not acquire their vasculature by vessel ingrowth
[13].

Vascularization of metastases

In clinical oncology, treatment of metastases is a great
challenge. Angiogenesis is a possible target for the treat-
ment of tumors. Since the most frequent sites for metas-
tasis formation (the brain, liver, and lung) contain dense
capillary networks and a relatively small amount of con-
nective tissue, it is likely that vascularization of metasta-
ses develops differently from primary tumors.

The brain
It is widely accepted that angiogenesis occurs in primary
and metastatic brain tumors and in other pathologic
disorders [14]. It has been reported that vascularization
of metastases can occur by the incorporation of brain
capillaries [15]. We analyzed the vascularization of
experimental brain metastases in detail using five dif-
ferent tumor cell lines. Tumor cells were inoculated
directly into the brain parenchyma to enable tumors to
reach the size at which angiogenic switch is thought to
occur (1 mm?®). We found no new vessel formation in
the close vicinity of tumors. Vessel density and bromo-
deoxyuridine (BrdU) labeling index of vascular cells did
not change significantly. Tumors became vascularized
exclusively by the incorporation of host vessels (Fig. 1a).
During incorporation, the tumor mass “flowed” around
the vessels while tumor cells detached astrocytes from
their surfaces. The growth pattern of the metastases is
associated with the number and size of incorporated ves-
sels. Tumors with infiltrative growth incorporated more
vessels than expansively growing tumors (pushing type).
We also found a negative correlation between the intratu-
moral vessel density and BrdU labeling index of vascular
cells. Therefore, tumors with low levels of vessel incor-
poration may enhance blood supply by increasing vessel
surface through vessel dilatation [16].

Glomeruloid bodies (GBs) are characteristics mainly
of primary brain tumors, but they appear in brain
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Fig. 1 Vessel incorporation and glomeruloid body formation in the brain. a Frozen section of an experimental brain metastasis of the C38 colo-
rectal carcinoma cell line. The section is stained for CD31 (vessels, green), laminin (basement membrane, red), and 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; cell nuclei, blue). The DAPI staining shows that the tumor is located in the upper part of the picture. Arrowheads show the tumorparenchyma
interface. The tumor mass “flows” around the vessels, thereby incorporating them (arrows). Vessel density is significantly lower and vessel diameter
is larger in the intratumoral region than in the peritumoral tissue. Scale bar 100 um. b Glomeruloid body formation after injection of tumor cells into
the carotid artery. Simple loops (arrowheads) of the capillary (laminin, green) that develop in the vicinity of tumor cells (arrows) can be observed.
Cell nuclei are stained by propidium iodide (red). Scale bar 20 um. € Semi-thin cross section stained by toluidine-blue represents a glomeruloid body
formed in a colony of human melanoma cells. There are several capillary lumens within the small tumor cell group. Scale bar 20 um

metastases and in other tumors as well [17]. GBs of GB formation was largely unknown. Stiver et al. [18]
acquired their name because of their superficial resem-  performed a detailed analysis of GBs that were developed
blance to renal glomeruli. Until recently, the mechanism in a tumor-free environment using a VEGF-coding vector
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injected into brain tissue. The first step in the process was
the appearance of dilated mother vessels. In the vessel
wall, pericytes and endothelial cells started to proliferate
and formed numerous lumens within the lumen of the
mother vessel. Next, these structures differentiated into
distinct daughter vessels through apoptosis of endothelial
cells. Our group described another much simpler process
in brain micrometastases [19]. According to this model,
after injection of tumor cells into the carotid artery,
tumor cells extravasate and adhere to the external surface
of the basement membrane of capillaries. Following this,
even a single cell is able to produce simple loops on capil-
laries (Fig. 1b), presumably because of the forces exerted
by the actin cytoskeleton of tumor cells attached tightly
to the surface of the basement membrane. Later, the
force exerted by the proliferating and migrating tumor
cells results in the appearance of more complex GBs as
tumor cells pull new vessel segments into the tumor nests
(Fig. 1c). This process leads to the thinning and eventual
rupturing of capillary segments located between tumor
nests. Proliferation of endothelial cells is only slightly ele-
vated during this process; therefore, the increase of the
vessel density is simply the consequence of the remod-
eling of the existing vasculature in the brain tissue.

The liver

Vermeulen et al. [20] described liver metastases with
different growth patterns. The first type is the so-called
“replacement” growth pattern where the liver struc-
ture is preserved and the liver trabeculae are replaced
by tumor cells. In the second important growth pattern
(“pushing”), the liver structure is distorted, liver cells on
the surface of metastases are compressed, and connec-
tive tissue is deposited around the tumor. Replacement
growth is a characteristic of undifferentiated metastases,
whereas pushing growth is a characteristic of differenti-
ated metastases.

We examined experimental liver metastases that were
produced by the injection of Lewis lung carcinoma cells
into the spleen of C57Bl/6 mice. In this model, tumor
cells reached the liver via the portal vein and formed
colonies. Our studies on anaplastic Lewis lung carcinoma
liver metastases showed that tumor cells migrated in the
space of Disse during the invasion, at the tumor periph-
ery, thereby detaching the endothelial cells from their
basement membrane (structured basement membrane
could not be observed in the sinusoids, but immunoelec-
tron microscopic observations revealed several basement
membrane elements between the microvilli of hepato-
cytes) [21]. Endothelial cells that get into the tumors
start to proliferate and form functional vessels with wide
lumen and vulnerable, convoluted walls (sinusoidal type
metastases) [21]. We also observed another type of Lewis
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lung carcinoma metastasis that was located in portal
spaces or in their close vicinity (portal-type metastases).
These metastases are characterized by numerous small
vessels that stained positively for basement membrane
components. These vessels presumably evolved during
sprouting angiogenesis within the connective tissue of
portal spaces. Notably, the ratio of portal-type metasta-
ses was higher when tumor cells reached the liver via the
arterial system. However, tumor cells entering the liver
from the direction of the portal system produced more
sinusoidal metastases. These results suggest that a pro-
portion of the tumor cells delivered via the arterial route
are more likely to be trapped in the capillaries of the peri-
biliary plexus [21].

Our analysis of the pushing-type metastases produced
by using C38 colon carcinoma cells showed that even in
the early stages of metastasis development, proliferation
of myofibroblasts and accumulation of connective tissue
occur in the close vicinity of the metastases [22]. In par-
allel, liver cells are displaced, which leads to the fusion of
sinusoids on the surface of the liver metastases (Fig. 2a,
b). Fused sinusoids become incorporated together with
the connective tissue, and the inner part of the invagina-
tion is pinched off by the tumor tissue. As a result, con-
nective tissue columns containing a central vessel will
appear; these structures are able to provide blood supply
for the tumor. Tumor cells surround these structures in
a polarized manner and synthesize basement membrane
onto the surface of the connective tissue (Fig. 2b).

Finally, it is noteworthy that in neither sinusoidal
(replacement) nor pushing-type metastases does angio-
genesis take place in the peritumoral liver parenchyma.

The lung

In earlier studies, we found that the default growth type
of experimental lung metastases is the “flow” of prolifer-
ating tumor cells from alveolus to alveolus [23] (Fig. 3a,
b). This process leads to the formation of the alveolar pat-
tern in primary human and metastatic lung tumors (non-
angiogenic tumors), described previously by Pezzella
et al. [12, 24]. Note that in the intact lung tissue around
the metastases, proliferation of endothelial cells only
slightly increases. This suggests that angiogenesis does
not occur in this region. However, we found that vascu-
larization of tumors is not completed by the occupation
of the alveoli. Instead, it continues by different mecha-
nisms in undifferentiated versus differentiated (desmo-
plastic) tumors [23].

Cells of undifferentiated tumors enter into the alveolar
walls, and during their invasion/migration they detach
pneumocytes from the surface of capillaries (Fig. 3c).
As a result, tumor cells co-opt the capillaries that were
formerly responsible for the gas exchange. Incorporated
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Fig. 2 Vascularization and connective tissue column formation in C38 liver metastases. a Scanning electron microscopic micrograph of the vas-
culature of an experimental colorectal carcinoma metastasis in the liver after corrosion casting. On the upper-right side can normal structure of the
sinusoidal system be observed (arrowheads). Sinusoidal lakes (asterisk) developed by fusion of the sinusoids can be observed close to the surface
of the tumor. Arrows point at vessels supplying the metastasis. These structures correspond to the structure labeled by CD31 on Fig. 2b. Scale bar
100 pm. b The structure of (blood supply-providing) connective tissue columns in liver metastases. CD31-positive vessel (green) is located centrally
and surrounded by smooth muscle actin (red)-expressing cells. The structure is surrounded by basement membrane (laminin, blue) deposited by
tumor cells. Basement membrane (laminin, blue) of the central vessel can also be observed. Tumor cells (not stained) are located in the black areas.

Scale bar 10 um

capillaries remain functional and provide blood supply
for the tumor. Interestingly, tumor cells detach pneumo-
cytes from the capillaries together with their basement
membrane; thus, tumor cells actually migrate between
the endothelial and epithelial basement membranes
(Fig. 3d). Of note, the presence of basement membrane
is not sufficient to support the survival of pneumocytes,
which vanish by fragmentation within the tumor tissue.
Polarized tumor cells of well-differentiated C38 colon
tumor do not migrate back into the alveolar walls from
the alveolar space; instead, they induce a desmoplastic
reaction in the alveolar wall. During this reaction, the
fibroblasts present in the alveolar wall are transformed
into smooth muscle actin (SMA)-expressing and connec-
tive tissue collagen-synthesizing myofibroblasts. Alveolar
walls being incorporated into the tumor gradually widen,
resulting in the development of connective tissue col-
umns (centrally located microvessels embedded in con-
nective tissue collagen and SMA-expressing activated
fibroblasts surrounded by a basement membrane). The

structure of these columns corresponds completely to the
structure of connective tissue columns in the liver metas-
tases of this same tumor (Fig. 2b). The accumulated con-
nective tissue within the metastases and the significantly
elevated proliferation index of intratumoral endothelial
cells may indicate the initiation of angiogenesis within
the columns.

Blood supply of metastases

In organs with dual blood supply (the liver and lung),
the origin of the blood supply of metastases has been
long debated. Most analyses have been done in the liver
(including both animal and human samples). These
experiments were performed by the injection of colored
resin or India ink into the vasculature [25-27]. How-
ever, these studies neglected the relation of the arte-
rial to the portal system and the anatomical differences
between murine and human liver. Contrary to the human
liver, mouse and rat livers have an extensive system of
anastomoses between the arterial and portal system at
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Fig. 3 Vascularization of lung metastases. a Frozen section of a colorectal carcinoma metastasis in the lung. CD31 (vessels, green) and laminin
(basement membrane, red) show that normal lung parenchyma is present (left side) next to the tumor tissue (right side). Tumor tissue is recognizable
(pale-red) because of the laminin deposited by tumor cells. Alveoli are filled by tumor cells to different extents (asterisks). Scale bar 200 um. b The
peripheral region of a lung metastasis. Alveolar structure is preserved, and capillaries (CD31, green) are located within the alveolar walls (laminin,
blue; arrows). The alveolar spaces are filled by tumor cells (propidium iodide, red). Scale bar 20 um. € Lung metastasis of B16 melanoma cells. Tumor
cells are stained by TOTO-3 (blue). Tumor cells (small arrows) can be observed between pneumocytes (podoplanin, green) and the vessel wall (CD31,
red). The alveolar structure is mostly disintegrated; however, intact alveolar walls still can be observed (large arrows). Asterisk shows the original
alveolar lumen filled by tumor cells. Denuded vessels (small arrowheads) and vessel-free pneumocytes (large arrowheads) are located within the
tumor tissue. Scale bar 20 um. d High-power confocal image of a lung metastasis. This figure shows that both the detached pneumocytes (podopla-
nin, green; arrows) and the vessel (CD31, blue; arrowheads) have their own basement membrane (laminin, red), and tumor cells are located between

every level of the vascular network. Moreover, rat lung
has anastomoses between the bronchial and pulmo-
nary arteries as well, which makes it difficult to deter-
mine the origin of blood supply. This problem can be
solved by injecting casting solution into the portal vein
or pulmonary artery up to the sinusoids or capillaries
observed on the surface of the organs so the anastomo-
ses between the two systems are blocked. Under these
conditions, the resin injected into the arterial system will
appear only in metastases that are directly connected
to arterioles or arteries (Fig. 4a). We observed that liver
metastases larger than 2.5 mm in diameter become arte-
rially supplied [28]. However, in rat lung metastases, the

bronchial artery is responsible for the blood supply of
metastases larger than 5 mm only [23]. Supplying arteries
are located mainly centrally, so it is likely that the blood
flows from the center to the periphery (Fig. 4b). The dif-
ference regarding the tumor size in these two organs may
be owing to the fact that, in the rat lung, bronchial arter-
ies do not expand to the periphery of the lung, so the
metastases growing in this organ reach the arterial sys-
tem only when they get larger. The key step in the process
of arterialization may be that low-pressure vessels (portal
and central veins and pulmonary arteries and veins) are
pushed aside by the tumor mass, whereas elements of
the high-pressure arterial system become incorporated.
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Fig. 4 Blood supply of liver metastases. a Stereomicroscopic image of colorectal carcinoma liver metastases after two colored casting procedure.
Blue resin was injected into the portal vein and red resin was injected into the arterial system. Smaller metastases supplied by the portal system
appear white (since the portal system was filled up to the level of terminal portal venules, the resin does not enter the sinusoids and, consequently,
it does not enter the small metastases). Red resin appears in metastases that are in direct connection with the arterial system. Note that all of these
metastases are larger than those that appear white. Scale bar 1 mm. b An arterial metastasis after corrosion of liver tissue. The artery (red) runs next
to the portal venule (blue) and enters the metastasis (small arrowheads) centrally (arrow). Moderate dilatation of the artery can be observed near the
entry site (arrow). The red resin injected into the arterial system appears also in the central vein (large arrowhead). Scale bar 100 um

Consequently, regarding delivery of chemotherapeutic
agents into the metastases, the arterial system may play
an important role in both organs.

Conclusions

We conclude that the incorporation of both the preex-
isting host vasculature (which can be modified by the
tumor) and the newly formed vessels plays an important
role in the vascularization of tumors. The incorporation
process is basically biomechanical in nature. We think
that anti-angiogenic therapies should be given mainly
to patients with primary tumors in which endothelial
proliferation is present. The perimetastatic region can-
not be targeted by anti-angiogenic therapies because

angiogenesis does not occur in the adjacent host tissues
of tumor metastases (possibly because of the lack of suf-
ficient connective tissue). However, when sufficient con-
nective tissue is synthesized in the more central part of
the lesions in a later phase of metastasis development,
intratumoral angiogenesis is possible. This requires the
presence of connective tissue cells in the target organ
that are able to transform into collagen-synthesizing
myofibroblasts.
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