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Roviditések jegyzéke:

BEDG: 2—[1SF]ﬂuoro—2—dezoxi—D—g]ﬁk6z

BFDG-6-P: 2-[*Flfluoro-2-dezoxi-D-gliik6z-6-foszfit

ATCC: American Type Culture Collection

DAPI: 2,6-diamino-2-fenilindol

DMBA: 7,12 - dimetilbenz(a) antracén

DMNA : N-nitrozo-dimetilamin, dimetil-nitrézamin

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures)

FBS: magzati borji szérum

FITC: fluoreszcein izotiocianat

GLUT: gliikéz transzporter

H&E: hematoxilin-eozin festés

He/De: patkany eredetli hepatocellularis carcinoma

i.p.: intraperitonedlis

ID % : inkubal6 dozis radioaktivitas %-os felvétele (106 sejtre vonatkoztatva)
i.v.: intravénds

My1/De: patkdny eredetii myelomonoblastos leukemia

Ne/De: patkany eredetii mesoblastos nephroma

PET: Pozitron Emissszios Tomografia

ROI: Region of Interest

s.c.: subctan (bor ala oltva)

SDS: natrium dodecil szulfat

SGLT: sodium/glucose cotransporter

SPECT: (Single Photon Emission Computed Tomography) egy foton emisszids tomografia

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vildgszervezet)



1. Bevezetés

Az értekezés, amelyet a tisztelt birdlok €s az érdeklddd olvasok a keziikben tartanak, a
megel6zé orvostan, €s azon beliil is a kemoprevencié targykoréhez all a legkozelebb. A
kemoprevencioé a XX. szdzad masodik felének a terméke, és eredetileg a fert6z0 betegségek
megeldzésére alkalmaztik. Feladata olyan molekuldk szintézise, amelyek a behatol6
korokozdékat még az eldtt pusztitjak el, mieldtt azok jelentds szaporoddsnak indulndnak, és
tiilneteket okozndnak. Sajnos, ilyen hatdsu vegyiiletiink ma még kevés van, de a létezoket nagy
sikerrel alkalmazzdk a maléria, az dlomkér, vagy a gennyes agyhartyagyulladas tiineteinek a
megeldzésére. KésObb kideriilt, hogy a kemoprevencid a nem fertdz6 betegségekre is
kiterjeszthetd, és jelentds sikereket értek el a fluoridokkal a fogsziivasodds, a folsavval a
fejlodési rendellenességek, vagy az aminotiolokkal és foszforotiodtokkal a sugarbetegség
megeldzésében. Az utébbi két évtizedben az id06 eldtti haldlozasok 80%-aért felelds sziv- és
érrendszeri betegségek, valamint a daganatos betegségek kemoprevencidja felé fordult a
figyelem. A kutatisok intenzitdsdra mi sem jellemzObb, mint az, hogy néhany év alatt a
daganatos betegségek kemoprevencidjara vonatkozé irodalom attekinthetetlenné valt.

Az a tény, hogy a kutatdsok intenzitdsa ellenére a daganatok kemoprevencidja ma még
alig mutathat fel eredményt, modszertani nehézségekkel magyardzhaté. Egy 4j molekula
kiprobalésa elvileg nem kiilonbozhet a praeklinikai és klinikai pharmakologia médszereitdl, a
gyakorlatban azonban szdmos probléma vetddik fel. Sejttenyészetek, vagy molekuléris
biol6giai mddszerek ma még nem alkalmasak a preventiv hatdsok (kiilonosen az attét-
képzddést gatld tulajdonsagok) mérésére, ezért daganatos éllatokra van sziikség. Nem vilagos,
hogy mivel 1dézhetd elo legmegbizhatobban a kisérleti &llatokban daganat: kémiai
rakkeltokkel, virusokkal, vagy ionizdlé sugéarzédssal? A kérdés azért jogos, mert ha a
kemopreventiv molekula igéretesnek tiinik, nem biztos, hogy a hatds altalanosithatd, hanem
csak arra a kémiai rakkeltore, vagy allati virusra specifikus, amelyikkel a daganatot
eldidézték. Az is bizonytalan, hogy a kifejlodé daganat carcinoma, sarcoma, vagy leukaemia
lesz-e, és a kiprébdlandé molekula melyik daganattipusra lesz hatdssal. Az sem bizonyos,
hogy az igy keletkezett tumor attétet ad-e, holott a human daganatos betegségek haldlos
kimenetele az attétek képzddésére vezethetd vissza. Tovabbi probléma, hogy mivel egyik
rékkeltd anyag, virus, vagy besugérzds sem 100%-os hatésu, viszonylag nagyszdmu kontroll
és kezelt éllatot kell haszndlni, a lappangési id6 pedig tobb honap, esetleg 1-2 év lehet. Az
eldbbi az allatvéddk heves tiltakozasat valtja ki, az utébbi pedig sok idot €s pénzt emészt fel.

Mindezek elvégzése utdn keriilhet sor az emberi kiprobéldsra, amely azonban — eltérden a



klinikai pharmakologiai vizsgalatokt6l — szokatlanul nagyszamu onkéntes kontroll és kezelt
csoportokat igényel, €s az eredmények kiértékelésére csak hossza évek, még inkdbb évtizedek
mulva keriilhet sor. Ezek azok a mdédszertani nehézségek, amelyek miatt a kemoprevencios
tudomanyos kutatdsok olyan nehezen haladnak eldre.

Azok a kisérletek, amelyeket az elmult években végeztiink, a praeklinikai vizsgalatok
egyszerusitését és megbizhatésdgat szolgaltdk. Olyan mddszert kivantunk kidolgozni, amely
viszonylag kevés éllaton, rovid id6 alatt megbizhat6 eredményt ad, mikdzben figyelembe
veszi mindhdrom daganattipust, és figyelemmel kiséri a képz0odo attéteket. Ezen vizsgdlatok
soran azt a kisérleti rendszert tartottuk a legalkalmasabbnak, amelyekben kémiai rakkeltokkel
eldidézett hepatocarcinomdk, mesoblastos nephromdk €s myelomonoblastos leukaemidk
sejtjeinek 10° (~ 1 mg) mennyiségét kontroll, illetve a vizsgdland6 vegyiilettel eldkezelt
patkdnyok vesetokja ald iiltettiik. A beiiltetés utdn két héttel a kisérleti dllatokat elaltattuk,
felboncoltuk és 0sszehasonlitottuk a novekedd daganatok nagysagat és attétképzo képességét.
Engem személy szerint ezekbdl a kisérletekbdl elsdsorban a hdrom daganattipus bioldgiai
tulajdonsdgai  érdekeltek:  transzplantdlhatésdguk,  explantdlhatésdguk,  tdroldsuk,
reimplantaciéjuk, anyagcseréjiik, attétképzo tulajdonsdguk. Mivel ezeknek a vizsgdlatoknak a
kulcsszavai a kémiai karcinogenezis, a transzplanticid, illetve a metastasisok kisérletes

vizsgalata, az irodalmi attekintésben is ezt a sorrendet igyekszem kovetni.

Célkitiizések

A daganat-kemoprevencids vizsgilatokhoz olyan moddszert kivantunk kidolgozni,
amely viszonylag kevés dllaton, rovid id0 alatt megbizhaté eredményt ad, mikozben
figyelembe veszi mindhdrom daganattipust — a carcinomat, a sarcomat és a leukaemiat — és
koveti a képzddod attéteket. Ennek a feladatnak a megvaldsitdsdhoz a kovetkezd célokat

tuztem ki:

1. A rendelkezésiinkre 4ll6 kémiailag indukdlt hepatocelluldris carcinomét (He/De), a
mesoblastos nephromat (Ne/De), illetve a myelomonoblastos leukaemiat (Myl/De)
mindeddig 4allatrél-dllatra tumordarabkakkal iiltettiilk tovdbb, ami a tumortorzs
muticidjanak kockdzatat hordozza, lehetetlenné teszi az implantitum sejtszamanak
meghatdrozasit és nagyszdmu 4allat feldldozaséat kivanja. Munkdnk sordn a kémiailag

indukalt tumorok in vitro tenyészthetdségét vizsgaltuk. Be kivantuk bizonyitani, hogy



a tenyészetbdl kialakithat6ak olyan sejtvonalak, amelyek fagyasztott allapotban is

fenntarthatdak, és reimplantalhatdak vesetok al4.

Igazolni kivantuk, hogy vesetok ald iiltetett kémiailag indukalt 10° daganatsejt minden
esetben nyirokcsomé metastasist képez, illetve célul thztik ki a metastasis

kialakuldsdhoz sziikséges id6 meghatédrozasat.

A kémiailag indukdlt daganatsejtek eloszldsat képalkoté moddszerekkel kivantam
vizsgalni. Célul tiztiikk ki a harom kémiai tUton keletkezett daganattipus, valamint a
normal sejtek BEDG felvételi mechanizmusdnak Osszehasonlitdsat, illetve annak
bizonyitdsat, hogy a humén gyakorlatban mar bevélt '*FDG radiofarmakonnal végzett
tumordiagnosztikai modszerek a kémiailag indukdlt tumorok, illetve az ezeket

hordozé patkanyok esetében is hasznalhat6ak.

Vizsgdlni kivantuk az daltalunk kémiailag indukdlt hepatocarcinoma daganatsejtek
kromatinstruktirdjat, kromatin kondenzaciés folyamatait, illetve ezek eltéréseit a

normadl sejtekhez €s a regeneral6dé majsejtekhez képest.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Kémiai karcinogének

Kémiai rikkeltOknek nevezi a szakirodalom azoknak a szervetlen és szerves
molekuldknak az Osszességét, amelyek az emberi szervezetbe jutva fokozzdk a daganatok
gyakorisagat, vagy kisérleti dllatokba juttatva rosszindulatd daganatokat idéznek elo.

Az Osszefiiggés kozel 240 éve ismert, amiota Percival Pott angol sebész a
kéményseprok herezacskdé rdkjanak a korfejlddésében — nagyon helyesen - a
koromszemcséknek tulajdonitott elsddleges szerepet. Az azdta elmult évszazadok alatt egyre
tobb olyan felismerés tortént, amely arra utalt, hogy az emberi kornyezetben el6éforduld
kémiai anyagok a daganatos betegségek egy részének eldidézésért felelosek. Ezek kozé a
megfigyelések kozé tartozik, hogy meghatarozott foglalkozdsi dgakban egyes szervek
daganatai gyakoribbak, hogy egyes népcsoportokban, vagy foldrajzi teriileteken a daganatos
betegségek kiilonosen elterjedtek, ami a levegd, az ivOviz, vagy az élelmiszerek
szennyezettségére utal. Ismert az is, hogy a mintegy 4000 kémiai anyagot tartalmazé
dohanyfiist beszivasa, vagy alkoholtartalmu italok mértéktelen fogyasztdsa a 1égutak, illetve a
gyomor — bélcsatorna daganatainak a szamat fokozza, végiil az, hogy egyes gyogyszerek
fogyasztdsa mind a fogyasztéban, mind azok utédaiban noveli a daganatok kialakuldsanak
gyakorisagat (Kertai, 1973, 1997; Németh, 2006).

A kémiai rikkeltOk létezését sejtetd megfigyelések inditottdk utjara a kisérletes
rakkutatdst is. 1914 és 1916 kozott Yamagiwa és Ichikawa nyulakon, majd 1918-ban Tsutsui
és mtsai. egerekben bizonyitottdk a katrany €s a katranytermékek rakkeltd hatdsat, és ezzel az
egyszeri modellel elinditottdik az elsé rakkelté csoport, a policiklikus szénhidrogének
izolélasat, szerkezetilk meghatdrozasat €s eléforduldsuk vizsgédlatat az emberi kdrnyezetben
(Yamagiwa €s mtsai., 1915; Tsutsui, 1918). 15 évvel az allatkisérletek meginduldsa utdn mar
angol kutatok bebizonyitottdk, hogy a katranybdl szarmazo 1,2,5,6-dibenzantracén a rakkeltd
policiklikus szénhidrogén. Azéta szdmos erOsen vagy gyengén rakkeltd policiklikus
szénhidrogént izolaltak, amelyek a beadds helyén (subcutan sarcomdk, lépbe juttatva
leukaemidk, uterusba iiltetve uterustumor, stb.) daganatokat idéztek eld.

A policiklikus szénhidrogének felismerését csakhamar egyéb, rdkkeltd hatdsi
vegyliletcsoportok felfedezése kovette. Ezek kozé tartoznak — kronoldgiai sorrendet kdvetve -
az aromas aminok, amelyek felfedezésében nagy szerepe volt az emberben megfigyelt anilin

okozta hdlyagrdknak. KésObb kideriilt, hogy nem az anilin, hanem technolégiai
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szennyezésként benne taldlhat6é B-naftilamin okozza a daganatokat, ami szintén aromds amin.
Japéan kutatok primer méjrakot idéztek eld patkdnyokban o-amino-azotoluol, illetve dimetil-
amino-azobenzol per os adagoldsaval.

A harmadik csoport tagjai a nitrézaminok, amelyek felfedezése a véletlennek
koszonhetd. Angol kutaték {irtdk le, hogy a gydgyszernek szant dimetil-nitrézamin
patkanyokban elsddleges mdjtumort okoz ordlis és subcutan adagoldssal egyardnt. Azdta
szdmos, ebbe a csoportba tartoz6 vegyiiletrdl (dietil-nitr6zamin, nitrozo-metil és — etiluretén,
stb.) kideriilt, hogy valamennyi laboratériumi éllatfajban tumor idézhetd el veliik mar kis
koncentraciéban is. A csoport képviseldi vegyiiletenként eltérd szervspecificitdst mutatnak: a
dietil- €s dimetil-nitr6zamin els6sorban m4j- és vesedaganatokat, a nitrozo-metil-uretdn
tiildotumorokat, a nitrozo-etil-urea kozponti idegrendszeri daganatot okoz.

A rékkeltd vegyiiletek negyedik nagy csoportjat az aflatoxinok alkotjdk, amelyek
jelentdségére az dllattenyésztOk hivtak fel a figyelmet. Az allattdpokat fert6z6 penészgombak
termékei az aflatoxinok, amelyek a mdj és az epeutak tumorait okoztik pisztradngokban,
pulykdkban, kacsdkban és patkdnyokban egyarant.

Az otodik nagy csoportba egymadstdl tdvol all6 vegyiileteket sorolunk: szervetlen
vegyiileteket (azbeszt, krom- és nikkelvegyiiletek), természetes anyagokat (pl. gombafajok
hidrazinjait) és szintetikus szerves termékeket (pl. peszticidek, mustdrgazszarmazékok,
stb.).

Ma mar tobb mint 1000 tobbé-kevésbé hatdsos rakkeltd vegyiiletet tartunk nyilvén,
amelyeknek kiilonboz6 konyvsorozatokban nézhetiink utdna. Meg kell azonban jegyezni azt,
hogy a legtobb kémiai rdkkeltovel foglalkozé tudomdnyos publikdcié az 1900-as évek

kozepébdl szarmazik, ma az olvaso ritkdbban talalkozhat ilyen témdju kozleményekkel.

2.1.1. Kémiai rdakkeltok hatdsmechanizmusa

A molekuldaris bioldgiai kutatdsok legfébb eredménye az, hogy barmilyen nagyszamu
és eltéré kémiai csoportrdl is legyen sz6, a hatdsmechanizmus kozel azonos. Altaldnos
szabdly, hogy a szervezetbe keriilé rakkelté molekuldk valtozatlan formaban vagy atalakulds
utin a DNS valamelyik bézisdhoz kotddnek (adductumképzddés). Ha a kotddés helyén
mutaciok vagy egyenértékli bdazisvaltozdsok kovetkeznek be, s azok onkogéneket,
onkoszupresszor géneket érintenek, €s a mutdciok rogziilnek (hidnyos repair mechanizmusok
esetén), akkor bekovetkezik a célsejt transzformdciéja €s normdl sejtekbdl lappangd

daganatsejtek lesznek (1. dbra).
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A rékkeltok egy része kozvetleniil, kémiai 4talakulds nélkiil hat (pl. dimetil-szulfat),
nagyobb résziikk azonban enzimatikus aktivdlds, biotranszformaci6 (citokrom P-450 fiiggd
monoamino-oxiddzok) utan fejti ki hatdsat. A folyamat soran a hatastalan ,,prokarcinogénbdl”
eldszor gyenge hatdsu ,kozbiilsé karcinogén”, majd erds hatdsi ,,végsd karcinogén”
keletkezik. Analitikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a végsé karcinogének kotdédése a guanin
6-0s szamu oxigén- €és 7-es szdmu nitrogénatomjan, az adenin 1-, 3- és 7-es nitrogénatomjdn,

a citozin 3-as szdmu nitrogénatomjdn €s a timin 4-es oxigénatomjan a leggyakoribb.

Kornyezet Ixa 1*c1n0gen
er, Oy
(metabolizmus)

Elektrofil
Kkoztes termék

Iniciacio l _ o
Kotodés DNS-hez, | DNS repair
RINS-hez, fehérjéhez
DNS replikécié

DNS karosodas
"inicialt sejt"

?
i
Promocio és
Progresszio ‘Preneoplasztikus sejt‘

|

‘Neoplasztikus sejt‘

1. dbra. A kémiai karcinogének hatdsmechanizmusdnak dltaldnos sémdja

(Hill, 1987 nyomdn)
A tovabbiakban — az értekezés terjedelmének korlatozottsdga miatt — mindossze az dltalunk

hasznalt két karcinogén, a dimetil-nitr6zaminnak és a 7,12-dimetilbenz(a) antracénnek a

hatdsmechanizmusat és a patkdnyokra kifejtett hatdsat targyalom részletesen.
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2.1.2. N-nitrozo-dimetilamin (DMNA)

A nitr6zaminok nagy csoportjdba tartozé kémiai rdkkeltd, amely a nemzetkodzi
besorolds szerint (WHO) az tgynevezett ,2A” kategéridba tartozik, azaz emberben

val6szintileg rakkeltd hatdsu vegyi anyag (2. dbra).

2. dbra. A dimetil-nitrozamin szerkezeti képlete

A vegyiiletet ipari oldészerként haszndljdk a textil és mlianyagiparban, illetve rakéta
hajtéanyag eldallitdsdndl (Simoneit és mtsai., 1971). Parazitdk (Nematoda) elleni
védekezésben is hasznalatos.

Analitikai vizsgélatok kimutattdk, hogy nyomokban megtaldlhat6 tobbek kozott birkak
tapszerében (Ender és mtsai., 1964), az Afrikaban dshonos Solanum incanum nevii novényben
(Du Plessis és mtsai., 1969), amely a Dél-Afrikdban €16 bantuk é€lelmiszer novénye.
Bizonyitott a jelenléte a buzalisztben, sajtban, fiistolt hdsban és halban, illetve egyéb
élelmiszerekben (Howard és mtsai., 1970). Fazio és mtsai. (1971) 4-26 pg/kg mennyiséget
talaltak nyers fiistolt halakban és hisokban. Kiilonb6zd nitr6zaminok, igy dimetil-nitrézamin
képzdédhet a gyomorban, elfogyasztott aminokbdl és nitritekbdl (Lijinsky és mtsai., 1970).
Asahina és mtsai. (1971) éllatkisérletekkel bebizonyitottdk, hogy nagy mennyiségli nitrit és
dimetilamin egyidejii ordlis adagoldsdval akut mdjkarosodds idézhetd el6 egerekben, a mjj
aminosavai metildlédnak, jelezvén a gyomorban keletkezd nitrozo-dimetilamint. A jelenséget
leirtdk patkdnyokban is (Magee, 1968). Nitrézaminok 1étrejohetnek az emberi szervezetben
Htermészetes” koriilmények kozott is mdsodlagos aminokbdl és nitratokbdl bizonyos
baktériumok jelenlétében az emésztd- és kivdlasztd szervrendszer fertdzésekor (Alam és

mtsai., 1971 a és b; Hawksworth és mtsai., 1971 a és b; Klubes és mtsai., 1971). A még
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elviselheté mennyiség 5-10 pg/kg élelmiszer koriilire tehetd; az atlagember évente mintegy
50 pg nitr6zamint fogyaszt az élelmiszerekkel.
A karcinogének kisérleti dllatba juttatdsidnak szdmos modja ismeretes. A nitrozo-

dimetilamin ordlis adagoldsa esetén megfigyelték, hogy ha a kezelés idejét id6ben

megnyujtjak, és kis mennyiségeket adagolnak, akkor majtumor (hepatocarcinoma) alakul ki,
ha pedig rovidebb idd alatt nagy mennyiségli karcinogént juttatnak a kisérleti dllatba, akkor
vesedaganatok (nephroblastoma) jonnek Ilétre (Magee és mitsai., 1956, 1959, 1962;
Kozhevnikova és mtsai., 1976). Nagyon nagy dozis, karosodast okozhat a DMNA toxikus
volta miatt is, haemorrhagidkat okozva a mdjban és a bélben (Sykora és mtsai., 1985).
Nagyon ritkdn tiid6 daganatok is kialakulhatnak oralis adagolds esetén (Zak és mtsai., 1960;
Argus és mtsai., 1961).

Intraperitonedlis adagolds sordn 18 mg/kg egyszeri beaddsa vese tumort eredményezett

(Murphy és mtsai., 1966). 125 pg dimetil-nitézamin ujsziilott (24 o6rds) patkdnyba
fecskendezése i.p., vesetumort, illetve hepatocelluldris carcinomat eredményez (Terracini és
mtsai., 1964, 1969). Hard (1984, 1985) megfigyelte, hogy az eltérd koru kisérleti patkdnyok
kiilonb6z60 moddon reagdlnak nagy mennyiségli karcinogén egyszeri i.p. addsdra. Azt
tapasztalta, hogy ha ujsziilott vagy infantilis &allatba fecskendezik a DMNA-t, akkor
mesenchymalis vese tumor keletkezik, ha pedig iddsebb (3-5 hénapos) dllatba, akkor a vese
cortex epithelidlis daganatai alakulnak ki.

Murphy és mtsai. (1966) szintén 18 mg/kg karcinogént juttattak vesedaganatok

létrehozdsara intramuscularisan, intraretroperitonedlisan, illetve direkt a vesébe injektalva.

Druckrey és mtsai. (1967) egyszeri, illetve ismétlodo inhalacids kisérleteket végeztek,
amelyek soran a vesedaganatok mellett orriiregi tumorok is kialakultak.

Az elvaltozdsok altaldban a mdjat és a vesét érintik. A DMNA hatdsara sokféle
hiperplasztikus epitélidlis novekedés, egyéb morfoldgiai elvéltozds alakulhat ki: tubulusok
vagy glomerulusok epitéliumanak hiperpldzidja, esetleg mindkettd, a karcinogén
koncentracidjatol fiiggben. A DMNA vesében fOként a glomerulusokban okozhat elvéltozast
(Kolesnichenko és mtsai., 1975). Elsésorban (és rovid id6 alatt) a vese kérgi dllomanyédban
alakul ki a tumor (Kozhevnikova és mtsai., 1976). A vesében mesenchymalis tumor
(legismertebb a gyermekkori Wilms tumor, mely morfolégidjdban hasonlit az &ltalunk
vizsgaltakéhoz) ill. nephroblastoma (az embriondlis vesetelepbdl az tn. metanephrogen
blastomdbdl szédrmaztathatd) alakul ki. A mesenchymalis formdban a tumorsejtek
tubulusszeri képleteket alkotnak; ezek nagyon hasonléak a normdl vesééhez, és teljesen

eltérnek az embriondlistdl és a nephroblastomdtol (Turusov és mtsai., 1980.). A kialakul6
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tumor jellemzoi fiiggenek az adagolds idejétdl és modjatdl (pl. oralis v. subcutan) (Sykora és
mtsai., 1985.) A szénhidrat-anyagcserére vonatkozdéan megéllapitottak, hogy megnovekedett
szintivé vdlik a glikolizis, hexokindz- és laktat-dehidrogendz aktivitds (Kozhevnikova és
mtsai., 1976.). Kicsit részletesebb leiras sziiletett 1990-ben (Dezso és mtsai., 1990), a DMNA
okozta vesetumorok gyors novekedésii mesenchymalis eredetii daganatoknak bizonyultak. A
vizsgélt tumorok egyszeri DMNA kezelés hatdsara alakultak ki 52 hét alatt, és igen nagyra
nottek (4-10 cm-es dtmérdvel, a vesét teljesen infiltraltdk). A vizsgalatok szerint a daganat
inkabb sejtes elemekbdl allt, a sejtek alakja pleomorf; a tumorban megtaldlhatok voltak egyes
helyeken a glomerulusok. A sejtek kozott kis mennyiségti kollagént taldltak. A tumor
jellemzdi és novekedési ratdja 4 éves passzdlds sordn nem véltozott. Néhany teriileten nagy
sejteket taldltak nagy citoplazmaval és Mallory-PATH (foszforwolfrimsavas hematoxilin)
pozitiv fibrillumokkal; elektronmikroszképos vizsgdlatok tandsdga szerint ezekben a
sejtekben miofilamentumok taldlhatok. Thrombusokat, infarktus jeleit, és kiterjedt nekrotikus
teriileteket, bevérzéseket mindenfelé l4ttak a tumorban. Lektin-hisztokémiai vizsgalatokkal a
tumorsejtek keratin-negativnak bizonyultak, ezzel a daganat hdm eredetét kizartak. A
vimentin-pozitivitds és dezmin-filamentumok kifejezddése alapjan feltételezheté a daganat
mesenchymalis eredete (Dezso és mtsai., 1990.).

Bar jelen disszertdcionak nem témdja a karcinogének sejttenyészetekre gyakorolt
kozvetlen hatdsdnak vizsgalata, mégis érdemes megemliteni Hard és Borland (1974) munkait,
akik normadl vese sejttenyészeteket kezeltek kiillonbozé mennyiségli karcinogénnel, illetve
1975-ben megjelent tanulmanyukban normadl (kontroll) primer vese cortex sejttenyészetek és
DMNA hatasara keletkezett mesenchymalis vese tumorokbdl izoldlt primer kulturdk
morfoldgiai kiillonbségeit vizsgaltak.

A DMNA mind in vivo, mind pedig in vitro metabolizdl6dik, az in vivo metabolikus
folyamatokat eldszor Heath (1962) firta le. Mizrahi és mtsai. (1962) patkdny mdj
mikroszémalis vizsgélataikban bizonyitottdk, hogy oxidativ N-dealkildciés folyamatok sordn
formaldehid keletkezik. Osszehasonlité in vitro kisérletek fényt deritettek arra, hogy a DMNA
a human mdj szeletekben ugyanolyan mértékben és sebességgel metabolizdlédik, mint a
patkdny mdj szeletekben (Montesano és mtsai., 1970). Szdmos biokémiai hatdst leirtak,
amelyek jelzik a DMNA metabolizmusakor keletkezd vegyiiletek toxikus és karcinogén
hatasidt (Magee és mtsai., 1967). A DMNA atalakuldsidt mikroszomadlis enzimek végzik. A
folyamat sordn aktiv alkilgyok keletkezik, amely végsd karcinogénként a DNS megfeleld
bazisdhoz kotédik. A DMNA a guanint képes kovalensen moddositani (metilezni).

Leggyakrabban a guanin 7-es nitrogén, ritkdbban a 6-os oxigén atomjaihoz kapcsolddik,
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ezaltal 7-nitro-metilguanint (N7—MeG) vagy 6-oxi-metilguanint (06—MeG) képez (3. dbra). A
0°-MeG ugy viselkedik, mintha adenin lenne és a timinnel alkot bazispart. Az egymadst
koveto sejtosztddasok alkalméval tehat az eredeti GC parbdl elobb 6-oxi-metil guanin — timin

par, majd adenin — timin par lesz, igy a kéd megvaltozik.
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3. abra. DMNA dltal keletkezett adduktumok

A humian DMNA okozta megbetegedések irodalma igen szegényes, de ismert, hogy
DMNA expozicionak kitett emberekben emelkedett az akut nekrézisok el6fordulésa, illetve
két éven 4t tarté expozicid cirrhosisos megbetegedéseket okoz (Freund, 1937). Ez a vegyiilet

teheto feleldssé az Afrikdban megfigyelhetd nagyszamu nyelOcso- és gyomordaganatokért is.
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2.1.3. A 7,12 - dimetilbenz(a) antracén (DMBA )

A policiklikus szénhidrogének csoportjaba tartoz6é vegyiilet a WHO besoroldsa alapjan a

DMNA-hoz hasonléan szintén 2A kategdrids karcinogén (4. dbra).

CH,

el
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9
N

CH,
4. abra. A dimetilbenz-antracén szerkezeti képlete

A DMBA megtaldlhaté a levegd aerosol frakcidjaban, koncentrdcidja nagyobb
varosokban, kiilondsen a téli idészakban 3,2-39 ug/1000 m’® (Grimmer, 1968). A 1égkorbe
keriilésének szamos oka ismeretes. Hoffman és mtsai. (1962 a és b, 1963) szamos
tanulmanyukban kimutattdk, hogy a gépjarmiivek kipufogd gazai 0,16 mg/kg mennyiségben
tartalmazzdk. A cigarettafiist kondenzatum is nagy mennyiségben (0,1-0,15 mg/kg)
tartalmazza (Elmenhorst és mitsai., 1968). Lijinsky és mtsai. (1963) kimutattdk, hogy
kiilonosen a szénfeldolgoz6 ipardgak nagy mennyiségli (64-705 mg/m3 ) policiklikus
szénhidrogént juttatnak a levegdbe.

Szamos élelmiszerben is eléfordul kiilonb6zé mennyiségben. Néhany példa: fiistolt
sonka (Hamm és mtsai., 1970), saldta (0,6-1 pg/kg), kelkdposzta (0,1-2,6 ug/kg), spenét (0,3
ug/kg) (Grimmer és mtsai., 1965, Hettche, 1971). Természetesen a DMBA tartalom nagyban
fligg a termesztés, feldolgozas koriilményeitdl.

A korai dllatkisérletek sordn inhaldcidval juttattak patkdnyokba kiilonb6z6

koncentraciéji (0,5-20 mg/allat/30 hénap) karcinogént. A kisérletek eredményeképpen tiido

tumorok alakultak ki (Ianysheva és mtsai., 1966). Subcutan €s intramuscularis adagolas sordn
(zsirban oldva) sarcomdkat hoztak létre dllatokban (Roussy és mtsai., 1942).

Taladn a legismertebbek a DMBA indukalta leukaemidk. Huggins és mtsai., (1961 a és
b, 1962) Sprague-Dawley patkdnyokban emld daganatokat indukdltak a vegyiilettel.

Eszrevették azonban, hogy Long-Evans patkanyokban a kiilonbozé leukaemidk jéval nagyobb
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gyakorisdggal fordulnak eld, mint az emlé tumorok (Huggins és mtsai., 1966). Ok
intravéndsan juttattdk a karcinogént a kisérleti allatokba. Nekik koszonhetoen az 1960-as
évektdl robbanasszeriien megindult a DMBA indukalta kisérleti leukaemidk vizsgélata (Rich,
1968; Yamamoto és Sugano, 1972). A DMBA éltal indukdlt leukaemidknak 4 tipusa
ismeretes, amelyeket patologiai és haematoldgiai jellemzok alapjan hataroztak meg (Huggins,
1966 és 1979). A négy tipus (,,diffiz m4j”, myeloblastos, lymphoid és ,,thymus tipus”) koziil
csak a ,,mdj tipusura” térek ki, hiszen vizsgédlatainkban mi is ezt hasznaltuk. Ebbe a tipusba
tartozik a DMBA indukalt leukaemidk 80%-a. Jellemzdje a megnagyobbodott mdj és 1ép. A
periférias vér fehérvérsejtszama 50 ezer/ul, a vérkenet atipikus erythroblastokat
(pronormoblast, basophyl normoblast) tartalmaz. Gyakoriak a polikromdazids és acidophil
normoblastok. Nagyszdmu blast sejt figyelhetd meg a vérkenetben, csontveloben, 1épben és a
madjban.

Szamos tanulmdany sziiletett a DMBA in vitro hatdsairél. Széles irodalma van a
patkdny emld epithelium sejttenyészeteken tortént vizsgdlatoknak (Anisimov, 1987).
Szubjektiv megitélés szerint taldn legfontosabbak a kromoszomalis vizsgélatok, ismerve azt a
tényt, hogy a DMBA csontveldi sejtekben ismert helyeken pontmuticiot, illetve a 2.
kromoszéma triszomidjat okozza patkdnyokban (Sugiyama és mtsai., 1967, 2002; Kurita és
mtsai., 1968).

A xenogén policiklikus szénhidrogéneket — igy a DMBA-t is — mikroszomalis
monooxiddzok 7,8-epoxid szarmazékokka alakitjdk. A keletkez0 vegyiileteket a
mikroszomadlis epoxid-hidrdz 7,8-dihidrodiolld redukdlja. A biotranszformécié sordn
,kozbiils6 karcinogének” is keletkeznek. A metabolizdcié tovabbi lépéseiben a vegyes
funkciéju oxiddzok hozzak létre a ,,végsd karcinogént”, a 7, 8-dihidrodiol-9, 10-epoxidot.

DMBA expozici6 okozta humdn megbetegedésekrdl sem dolgozatok, sem pedig

epidemioldgiai tanulményok nem jelentek meg.
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2.2. A kisérletes daganatok transzplantacidja

A transzplanticio eredetileg normal sejtek, szovetek, vagy szervek dtiiltetését jelentette
az egyik szervezetbdl a masikba, vagy ugyanannak a szervezetnek egy masik helyére, hogy uj
helyén megtapadjon €s a gazdaszervezet organikus részévé valjon. A transzplantaciot kiillonos
sikerrel alkalmaztdk a fejlédéstani, immunolégiai és endokrinoldgiai kutatdsokban, mig a
gyakorlatban, a ndvénynemesitésben, a transfusiolégidban €s a sebészetben.

Mivel a XIX. szdzad végén egyre tobb kutatd érezte igy, hogy a spontdn daganatok
korfejlodésének kovetése mind emberben, mind a kisérleti dllatokban elégtelen,
megprobélkoztak az allatok spontdn tumordnak transzplantdcidjdval, hogy igy nagyszamd,
megfigyelésre alkalmas anyaghoz jussanak. El6szor allatorvosok préobélkoztak tobb-kevesebb
sikerrel hazidllatok spontdn tumorainak atiiltetésével mds, ugyanazon faju héaziallatokba, majd
1889-ben Hanau olyan patkdnydaganatot taldlt, amelyet sikerrel oltott 4 mds patkdnyokba, és
ot évvel késobb Moreau olyan spontdn egérrdkra bukkant, amelyet sikerrel oltott tovabb mas
egerekbe. A XX. szdzad elsd éveiben Jensen, Bashford és Murray megallapitottdk, hogy az
atoltott tumorok mindenben ugy viselkednek, mint az emberek rosszindulati daganatai, és a
daganatok atoltdsakor az Uj daganat nem a gazdadllat, hanem az atoltott daganat sejtjeibol
fejlédik — azaz valddi transzplantaciordl van sz6 (Bald, 1962; Cardiff, 2007). Az 1934-es év
Ujabb fordulatot hozott: ekkor mutatta ki Andervont, hogy nemcsak a spontdn tumorok
transzplantalhaték, hanem a kémiai dton eldallitott kisérletes daganatok is (Andervont, 1934).
Ettdl kezdve szdmos olyan spontdn, vagy kémiai karcinogénekkel indukalt tumorféleséget —
kozismert néven tumortdrzset — irtak le, amelyek egerekbe, vagy patkdnyokba iiltetve szdmos
passage-on keresztiil fenntarthatok voltak, és alkalmasnak tlintek a daganatok bioldgiai
tulajdonsagainak vizsgalatara, illetve 4j kemoterdpids szerek kiprébdldsara. A tovabbiakban
néhany, kizar6lag patkdanyra adaptélt ,,tumor-torzs”-et sorolunk fel, megjegyezve, hogy azokat
rendszerint elso leirgjukrol nevezték el: Jensen patkanysarcoma, Flexner-Jobling patkanyrak,
Guérin patkanyrak, Walker-patkanyrak, Novikoff patkdnyhepatoma, Yoshida ascites sarcoma,
Shay chloroleukaemia.

A transzplantaciok sordn nemcsak azt figyelték meg, hogy a daganattorzsek a gazdatdl
eltérd faju allatokba nem {iiltethetdk at, hanem azt is, hogy ugyanazon fajon beliil is problémak
adédhatnak. Igy pl. Michaelis a Jensen tipusi egérrdkot nem tudta 4tiiltetni a Koppenhagaban
tenyésztett egerekbdl a Berlinben tenyésztett egerekbe (Bald, 1962). Ez a felismerés vezette

Little-t, hogy elddllitsa az elsd, genetikailag azonos egyedekbdl allé beltenyésztett
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egértorzseket, €s ezzel 1) fejezetet nyitott nemcsak a daganat, hanem a transzplanticids
immunoldgia teriiletén (Little, 1979).

A tovabbi kisérletekbdl kidertiilt, hogy attorve a transzplantacids rezisztencidt, barmely
allatfaj és az ember daganata sikerrel atiiltethetd thymushidnyos csupasz egerekbe (Rygaard
és mtsai., 1969). Ebbdl az észlelésbol indultak ki Bogden és mtsai is, akik emberi tumor-
darabkdkat helyeztek thymus-hidnyos csupasz egerek vesetokja ald abbdl a célbdl, hogy
emberi tumorok elleni kemoterdpids szerek hatékonysdgat probaljdk ki (Bodgen és mitsai.,
1979). Késoébb ezt a rendkiviil koltséges kisérletet egyszertisitették oly mddon, hogy a
daganatokat immunkompetens, de konvenciondlis és nem elOkezelt egerek vesetokja ald
tiltették, €s a kisérletet mar a hatodik napon kiértékelték. Ez volt ugyanis a végsd hataridd,
amikor a beiiltetett emberi tumorok spontidn pusztuldsa még nem kezdddott el (Kangas és
mtsai., 1985). Az ismertetett mdédszer haszndlhatésdgit kemoterdpids vizsgalatokra késObb
megkérdojelezték (Tueni és mtsai., 1987), de ezzel a tovdbbiakban a disszerticié nem
foglalkozik. A mi szdmunkra az a lényeges, hogy a vesetok ald torténd transzplanticid
egyszeri és igen hatdsos modszer a daganatok novekedésének és bioldgiai hatdsanak a

vizsgalatéra.

2.3. Metastasis modellek

Az eldrehaladott malignus korképek kimenetelét jelentésen meghatdrozza a
tumorsejtek tdvoli szovetekbe torténd elvandorlédsa, az 4ttétképzés, amely a megbetegedések
tilnyomo6 részében a beteg haldldhoz vezet. A metastasis, vagyis a tumoroknak az eredeti
helyétdél a test mds részeibe vald szétterjedése a rdkkutatds tovdbbra is legfontosabb
problémdja. Régdbta ismert, hogy a metastasis a tumor ,leszakad6” sejtjeibdl keletkezik
(Fidler, 2003), amelyek képesek atjutni a tumor tokjan, az erek endothel sejtjein keresztiil
vagy azok kozott, bejutnak a keringésbe (intravazacid) és elhagyjdk az eredeti tumor helyét
(Muraoka és mtsai., 2002). A keringés segitségével egy tavolabbi helyre juté tumoros sejt
vagy kilép az érrendszerbdl, vagy azon beliil indul osztéddsnak és alkalmazkodik uj
mikrokdryezetéhez (Khanna és mtsai., 2004). Uj ereket hoz létre (angiogenesis), vagy mar
meglévo ereket haszndl és klinikailag relevans metastastatikus elvaltozast hoz 1étre (Al-Mehdi
és mtsai., 2000). A metastasis tanulmanyozasa — annak bioldgiai komplexitisa miatt —
Osszetett kisérleti rendszereket igényel, ami csak d&llatkisérletek révén lehetséges, ezért

elengedhetetlen az in vivo modellek megfeleld hasznélata. Egy modell értékét az allati és a

20



modellezett human daganat kozotti hasonlésaggal fejezik ki. Mindazondltal a humén tumor a
maga komplexitdsdban val6sziniileg nem irhat6 le tokéletesen egyetlen modellel. A modellek
eldnyeinek és hatranyainak megismerésével lehetové valik az egyedi kérdések és problémak
vizsgalatdhoz megfeleld modell(ek) kivalasztasa.

Régota ismert a csirke chorioallantois-membran rendszer, mint hatékony modja a
metastasisok tanulmdnyozdsanak. Ennek nagy eldnye az egyszerl kivitelezhetdség, azonban
fontos, hogy a madarak és emldsok kozti evolucids kiilonbségek miatt nagyon nehéz az
Osszehasonlitdsa az emberi tumorokkal (Gorden és mtsai., 1986).

A metastasis kutatdsban haszndlt dgynevezett transzplanticiés modellek két nagy
csoportba oszthatok. A szingenikus transzplanticiés modellek leggyakrabban egér vagy
patkdany tumoros sejtvonalakra, szovetekre vonatkoznak, amelyek az eredeti sejtvonallal,
illetve szovettel megegyezd genetikai hattérrel rendelkezd beltenyésztett dllatokban daganatot
eredményeznek. A kozelmultig a szingenikus sejtvonalakat vagy karcinogének altal indukalt,
vagy spontdn kialakulé egér — vagy patkdnytumorbdl nyerték. A szingenikus modellek
eldnye, hogy a transzplantdlt szovet, a tumor mikrokornyezete és a befogadd egyazon
genetikai hattérrel rendelkezd fajtdl, vagy azon beliil azonos torzstdl szarmazik. Azonban
ezek a modellek nélkiilozik a human daganatok szdmos fontos jellemzdjét. Példaul a
sejtvonalak 4dltaldban homozigdta beltenyésztett kisérleti allatokbdl szarmaznak, ezért
hidnyzik a humdn tumorokra jellemz6 genetikai komplexitas (Gonzalez és mtsai., 2001).

A metastasis vizsgdlatdban alkalmazott transzplanticiés modellek mdasik nagy
csoportjat a xenograft modellek alkotjdk. Ezek olyan humdn tumoros sejtvonalak, szovetek,
amelyek teljes vagy részleges immunhidnyos allatokba beiiltethetdek és ott tumorrd fejlédnek.
Az igy kialakulé tumor humdn rdkos sejtek és rdgcsdalod stroma sejtek mozaikja. Fontos
megjegyezni, hogy a rakos és stroma sejtek kozott kolcsonhatasok alakulnak ki. A xenograft
modellek alkalmazdsa sordn figyelembe kell venni, hogy egyes esetekben a fajspecifikussag
nem teszi lehetové ilyen, a fajok kozotti hatart atlépd kolcsonhatdsok megjelenését (Schmidt-
Hansen és mtsai., 2004). Mivel ezekben a modellekben a befogadd szervezet immunhidnyos,
lehetetlenné valik az immunrendszer tumorra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata. Az
immunszupresszié mellett minden egér-torzsnek megvannak a specifikus jellemzdi, amelyek
befolydsoljdk a metastasis biol6gidjat és vizsgdlatat (Garofalo és mtsai., 1993). Példanak
okdért megfigyelték, hogy az immunszupresszilt nude egerekben az angiogenesis képessége
csokkent (Takizawa és mtsai., 1997).

A vizsgdlni kivant daganatok, daganatos sejtek kisérleti dllatba juttatisdnak szamos

moédja ismeretes. Az egyik legelterjedtebb, hogy kozvetleniil a keringésbe (intravéndsan,

21



intraartéridsan és intracardidlisan) juttatjdk a tumor sejteket. A bejuttatds helyétdl és a tumoros
sejt ,tropizmusdtdl” fiiggden alakul ki, vagy nem fejlédik ki a test tdvolabbi pontjan
metastasis. A modszer kikeriili a lokdlis tumor névekedésének 1épéseit €s a daganatos sejtek
vérerekbe jutdsat azdltal, hogy a tumor sejteket kozvetleniill a keringésbe juttatjik.
Leggyakrabban a kisérleti allat laterdlis farok véndjdba fecskendezik a tumor sejteket. Az
aggregdlt tumor sejtek elsOsorban a tiid6 kapilldrisaiban fennakadva okoznak
mikroemboliziciét és daganatot. M4j - attét kialakuldsdhoz a lépbe vagy a portdlis véndba
injektdljék a sejtszuszpenziot. Kozvetleniil a szivbe torténd fecskendezés szamos helyen okoz
metastasist, beleértve a csontot is. A tumorprogressziéban tilnyomoéan érvényesiil az
attétképzés mag és talaj (seed and soil) elmélete, amely azt jelenti, hogy az attétképzd
tumorsejtek klondlis fejlédés sordn, génexpresszio-valtozds eredményeként alakulnak ki a
primer tumorban, azonban mikrokornyezeti tényezOk irdnyitjdk az attétképzés egész
folyamatét, beleértve az alkalmas befogad6 szovet megtaldlasat (Fidler, 2003). Ezt figyelték
meg abban a kisérletben, amelyben a kevertsejtes basaloid laphdmrdk invaziv jellegii
novekedést kizardlag az ortotopikus xenotranszplanticiokor mutatott, ugyanakkor novekedési
iiteme még kifejezettebb volt heterotranszplanticié esetén. A szovettani vizsgédlatban
megfigyelhetd volt, hogy a szdjiiregb6l szarmazd kevertsejtes laphdmrdk behatolt az
egészséges szovetekbe és MMP-9-et termelt, ha a xenotranszplanticid a szdjliregi
submucosdba tortént (Babd €és mtsai., 1999). Paget (Ribatti és mtsai., 2006) altal
megfogalmazott ,,mag - talaj” hipotézis szerint tehat a tumor névekedését a tumorsejt (=mag)
egyedi jellemzd6i €s a mikrokornyezetbdl (=talaj) jovo megfeleld novekedési és tulélési
jelzéseket befogadd képességei hatdrozzdk meg. Az elméletet alatdmasztjdk azok a
sejtvonalak, amelyek a farokvéndba torténd injektilast kovetden nem a tiidoben hoznak létre
metastasist (Bogenmann, 1996). Kozvetleniil a keringésbe juttatott sejtek alkalmazdsdnak
fontos eredménye az eltérd metastatizalé képességli varidansok kifejlesztése. Fidler és mtsai.
olyan sejtvonalakat fejlesztett ki ugyanazon tumorbdl, amelyek egyre nagyobb metastatikus
potenciallal jellemezhetdek (Fidler és mtsai., 1977 a és b). Fontos megjegyezni szamos
modell hatranyaként, hogy a ,,metastatikus kaszkad” korai fazisai hidnyoznak.

A tumoros sejtek kisérleti allatokba torténd juttatdsdnak madsik csoportjdba azok a
modszerek tartoznak, amelyek sordn a sejteket szoveti kornyezetbe juttatjdk (subcutan,
intradermalisan, intramuscularisan vagy specifikus szervekbe, szovetekbe). Ennek
eredményeképpen lokalis daganat alakul ki, amely az esetek egy részében metastasist ad. Igen
elterjedt transzplantaciés modell a tumorok subcutan beiiltetése. Ezekben az esetekben ritkan

figyeltek meg spontdn metastasist a tdvolabbi szovetekben, ezért az ilyen modelleket gyakran
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,hem metastatizdl6” modellként emlegetik. A ,mag - talaj” hipotézis transzplanticids
modellekben torténd alkalmazdsa azt eredményezte, hogy a daganatos sejteket az egerekbe
ortotopikus transzplantacio soran iiltették be (Nagamachi és mtsai., 1998; Bibby, 2004). Ez a
sejtek olyan szovetbe vagy szervbe torténd beiiltetését jelenti, amelybdl az szovettanilag
szarmazik. Az igy kifejlesztett modellek jobban megkozelitik a modellezett human rendszert
(Bibby, 2004; Khanna, 2000). Az ortotopikus implanticié gyakran eredményez metastasist, és
relevansabb kolonizadciés mintdzatot mutat, mint az azonos koriilmények kozott végzett, de
mads szovetbe vagy szervbe torténd ectopikus beiiltetés. Ezt tdmasztjak ald azok a vizsgélatok,
amelyek sordn példdul a colorectalis tumor sejteket a vakbélbe (Schackert és mtsai., 1989),
vese carcinoma sejteket a vesébe, vagy a vesetok ald (Naito és mtsai., 1986, 1987), melanoma
sejteket a borbe (Kozlowski és mtsai., 1984), illetve osteosarcoma sejteket csontba (Berlin €s
mtsai., 1993) ultettek.

Az ortotopikus transzplanticié tumorsejtjei szdrmazhatnak a sejtek kozvetlen
befecskendezésébdl, illetve tumordarabok sebészeti beiiltetésébOl. Az olyan ortotopikus
modellekben, ahol a tumor novekedése gyors, gyakran sziikséges sebészeti beavatkozds a tul
nagyméretli primer tumor miatti haldlozds szabdlyozdsdhoz (Sharkey és mitsai., 1984).
Bebizonyosodott, hogy az elsédleges tumor eltdvolitisa a vizsgdlt modelltél fiiggden
fokozhatja, vagy elnyomhatja a metastasist. Ennek megfelelden a spontdn metastasis
modelleket két csoportra osztjdk. Az egyik csoportban a kisérleti dllatok primer tumora a
vizsgdlat végéig megmarad. A masik csoportban a primer tumort eltavolitjdk, hogy a
metastasis detektdlhaté méretlivé novekedhessen. Természetesen a primer daganat
eltivolitisdnak idépontja kritikus. Altaldban a tumor mérete ardnyos a metastasis
kialakuldsdnak valdszinliségével (Price és mtsai., 1990).

Barmelyik transzplantaciés modellt is alkalmazzuk, figyelembe kell venni a kisérleti
allat fizioldgiai tulajdonsdgait és dallapotat is. Igen fontos tényezd példaul az életkor
(Baumgart és mtsai., 1991). Ennek egyik oka, hogy a daganatos sejtek tapaddsat és atjutasat
az erek intima rétegén befolydsoljdk az erek architektirdja és haemodinamikai jellemzdi
(endothel sejtek integritdsa, atherosclerosis, lumen atmérd, gyulladdsos folyamatok, stb.)
(Taniguchi, 1992), amely jellemzok az é€letkorral valtoznak. A masik ok, hogy az életkor
elérehaladtdval a szervek is véltoznak. Megfigyelték (Khazaie és mtsai., 1993), hogy ha
transzformdlt patkdny m4j epithel sejteket fiatal dllatokba i.p., s.c., illetve méjba injektdlnak,

akkor szignifikansan eltéré gyakorisdggal alakul ki daganat.
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3. Anyagok és médszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek és oldatok

Az N-nitroso-dimethylamin a Sigma-Aldrich Kft, Budapest terméke, a 7,12 - dimetilbenz(a)
antracén a Serva, USA terméke, amelyet Intralipidben (Kabi-Vitrum AB, Svédorszag) oldottunk.
HBSS (Hank’s balanced salt solution).

Bedgyzashoz CMC (Carboxymethylcellulose sodium salt, Sigma C5013, High Viscosity) 1%-

os oldatat hasznaltuk.

A patkdny mdj dtmosdsdhoz haszndlt perfiizios folyadék dsszetétele HBSS oldat Ca™ és Mg™™
mentes formdja, amely 0.5% albumint, 1.0 mM MgSOs-ot, 2.0 U/ml heparint, 10.0 mU/ml
inzulint és 25.0 mM NaHCOs-ot tartalmazott. A sejtizoldlashoz hasznalt perfizids oldat az
eldbbi heparinmentes formdja, amely I-es tipusti 20 U/ml kollagenazt tartalmazott. Az oldatok

pH-jat 7,4-re éllitottuk be és 0,22 um-es szlirdn keresztiil sterilizaltuk.

A sejtek tenyésztéséhez haszndlt tapfolyadékok a kovetkezok voltak: RPMI 1640 + 10 % FBS,
DMEM + 10% FBS, Ham’s F-12 + 17% FBS. Minden sejttenyésztéshez hasznélt oldat a
GIBCO (Invitrogen) terméke.

Az immuncitokémidhoz és immunhisztokémidhoz hasznalt anyagok a kovetkezOk voltak: Borju
szérum albumin (BSA, Fermentas International Inc. Burlington, Canada), rabbit anti-rat-
GLUT-1, anti-rat-GLUT-3 és anti-TGF B1 (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), Texas red-
konjugdlt anti-rabbit masodlagos antitest (Vector Laboratories, Ltd. Peterborough, England),
Vectashield Hard Set DAPI (Vector Laboratories, Ltd. Peterborough, England), FITC-
Phalloidin (Sigma, Budapest, Hungary).

A Western blot analizishez (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.01 % brémfenolkék oldva 10 % SDS-
ben, 100 mM B-mercapthoethanol) 6sszetételii elektroforézis puffert hasznéaltunk A blokkold
oldat 0sszetevdi a kovetkezok voltak: 5 % nem zsiros, szaraz tej(por) PBST-ben (PBS, 0.1 %
Tween 20, 20 mM Na,HPOg, 115 mM NaCl; pH 7.4) oldva.

A 2,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a Braunschweig Chemie terméke. A dextran T-150 a

Pharmacia, a colcemid a Boehringer gyartmany. Az izoténids puffer 140mM szachardz,
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60mM KCI, 10mM Hepes, pH 7.4, 5,0 mM KPOy, pH 7.4, 5 mM MgCl,, 0.5 mM CaCl,,

Osszetétell volt.

Az antifade médium komponensei: 1,4-diazobiciklo-(2,2,2)-oktan (90% w/w), 20 mM Tris-Cl,
pH 8.0, 0.02% natrium-azid és 25 ng/ml DAPI a kék fluoreszcens festéshez.

A permeabilizaldshoz hasznalt hipotonids puffer dsszetevdi: 9 mM Hepes, pH 7.8, 5.8 mM
ditiotreitol, 4.5 % dextran T-150, 1 mM EGTA és 4.5 mM MgCl,.

A magizoldldshoz haszndlt duzzaszto puffer: (50 mM KCI, 10 mM MgSO, , 3 mM ditiotreitol
és 5 mM NaPOg, pH 8.0 )

A frissen késziilt fixalo oldat jégecet és metanol 1:3 ardnyu elegyébdl allt.

3.2 Kisérleti allatok

A kisérleteket 120 db 120-160 g-os beltenyésztett ndstény €s him Fischer 344, illetve
nostény Long-Evans patkdnyon végeztiik. Az dllatokat konvenciondlis laboratériumi
koriilmények kozott tartottuk, szemiszintetikus diétaval (Charles River Kft.,, Go6dolld,
Magyarorszig) etettiik, és csapvizzel ad libitum itattuk. A kisérleteket az UK Allatkisérletes
bizottsdgdnak el6irdsa szerint (Workman és mtsai., 1988) a Debreceni Egyetem

Allatkisérletes Etikai Bizottsaganak engedélyével (eng. sz: 22/2007) folytattuk.

3.3 Kisérletes daganatok

Héaromféle kémiai karcinogenezissel indukdlt kisérletes tumort haszndltunk, egy
epithelidlis eredeti madjcarcinomat (He/De), egy mesenchymadlis eredetli mesoblastos
nephromét (Ne/De) és egy myelomonoblastos leukaemiat (My1/De).

A nephromat és a carcinomdt olyan Fischer 344 patkanyokbdl izolaltuk, amelyeknek
Ujsziilott korukban (24 o6raval sziiletésiik utdn) 125 pg/éllat n-nitrozodimetilamin fiziol6gids
konyhasé oldatat fecskendeztiik be i.p.. 5-7 hénapos vdrakozdsi id0 utdn a tumorokat
eltavolitottuk, kisebb darabokra szeleteltiik, F344 patkdny vesetokja ald iiltettik (in vivo
fenntartés), beldliik sejtvonalat alakitottunk ki, vagy folyékony nitrogénben taroltuk (Dezs6 és
mtsai., 1991; Paragh és mtsai., 2003; Trencsenyi és mtsai., 2007).

A myelomonoblastos leukaemiat Huggins és Sugiyama (1966) mddszerével hoztuk

1étre 50 napos néstény Long-Evans patkdnyokban, amelyek 3 X 40 mg/kg 7,12-dimetilbenz(a)
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antracén oldatat kaptdk i.v. (Huggins 1966). A kezelés hiarom egymdst kovetd héten egy
alkalommal tortént. 9 hoénap elteltével a megnagyobbodott Iépet eltavolitottuk, kisebb
darabokra szeleteltiik, sorozatosan Long-Evans patkdny vesetokja ald iltettik (in vivo

fenntartas), vagy folyékony nitrogénben taroltuk.
3.4. Miitéti eljaras

A mitétek célja az volt, hogy a Fischer 344 és Long-Evans patkdnyok majtokja, illetve
a késébbiekben a baloldali vese tokja ald tumordarabot (5. dbra a, b), Gelaspon® korongon
sejteket (5. dbra c, d) (Uzvolgyi és mtsai., 1990), illetve nyirokcsomoét helyezziink el. Elsd
1épésben Galaspon® (Germed, Rudolstadt, Németorszag) lapokbdl 4 mm atmérdjii és 1 mm
vastagsagu korongokat készitettiink, és azokat sterilizdltuk. A kisérletek egy részében a
Gelaspon® korongra 10 ul fiziolégids séoldatban 10° He/De, 10° Ne/De, illetve 10° My1/De
sejtet helyeztiink el. A kisérletek tovéabbi részében a baloldali parathymicalis nyirokcsomodkat
12 kontroll patkdnybdl és 12 tumoros patkanybodl kipreparéltuk, eltavolitottuk és a kdrnyezd
zsirszovettdl megtisztitottuk. A kisérletek mds részében korongokra 10 ul tust (Gunther
Wagner, Pelikan Werke, Hannover) pipettiztunk. Az implanticiét a kovetkezd moddon
végeztilk. A kisérleti éllatokat 60 mg/kg Nembutal i.p. addsdval elaltattuk, a baloldali
lumbdlis tdjékot szdrtelenitettiik, fertotlenitettiik, a retroperitoneumot lumbadlis metszéssel
megnyitottuk, és az eld0huzott vese tokja ald tust, vagy tumorsejteket tartalmazd korongot,
illetve a nyirokcsomot elhelyeztiik. A kisérletek mas részében ugyancsak lumbalis metszésbol
baloldali nephrectomidt végeztiink. A sebeket sebészeti Oltéssel zartuk, a boncolast

(autopsidt), illetve az autoradiografids vizsgélatokat két hét milva végeztiik.
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5. dbra. Tumordarab (a és b) és daganatos sejtek Gelaspon™ korongon (c és d) vesetok ald

liltetése.

3.5. Daganatos sejtvonalak létrehozasa

A frissen eltavolitott tumor-szeleteket (He/De, Ne/De) 2x2x2 mm-es darabokra
apritottuk €s 3 6ra hosszat 5 ml RPMI 1640 tapfolyadékban inkubdltuk 37 °C —on, amelynek
100 ml-e 100 mg kollagendz I-et, 10 mg hialuronidazt, és 30 pl DN-azt tartalmazott.
Emésztés utdn a szuszpenziét 4 réteg steril gézen atszlrtik, 5 percig 1000 rpm-en
centrifugdltuk, majd a sejteket 10 %-os FBS-t és antibiotikumot tartalmazé RPMI 1640
tapfolyadékban szuszpendaltuk. Miutdn a szuszpenziét 37 °C-on 5 %-o0s CO, atmoszférdban
egy éjszakan keresztiil sejttenyésztd edényben inkubdltuk, a szuszpenzidban maradt sejteket
tartalmazé feliiliszot elontottiik. A letapadt sejteket gyors novekedési litemiik miatt naponta
tovabb passzaltuk, és a 20-ik passzdzs utdn haszndltuk fel kisérletre, vagy helyeztiik 4djbdl
folyékony nitrogénbe.

A myelomonoblastos leukaemia tenyészetek inditdsdhoz olyan Long-Evans

patkanyokat hasznédltunk, amelyek fehérvérsejtszama 70-100 G/L volt. Az allatokat Nembutal
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i.p. addsdval tdlaltattuk, majd a combcsontbdl a csontveldt fizioldgids sdoldatos mosdssal
tavolitottuk el. A csontvel6t steril pipettdval szuszpendaltuk, majd centrifugélas (5 perc, 800
g) utdn a sejtszuszpenziét 10 %-os FBS-t és antibiotikumot tartalmaz6 RPMI 1640
tapfolyadékban vettiik fel és 37 °C-on 5 %-os CO, atmoszférdban tenyésztettiik. A
szuszpenzids sejteket gyors novekedési iitemiik miatt 2-3 naponta passzaltuk, illetve
folyékony nitrogénbe helyeztiik.

A kisérlethez felhaszndlt €16 tumor-sejtek szamat tripan-kék kizarasos teszttel hataroztuk meg.

3.6. Fibroblast sejtek izolalasa Fischer 344 patkanybol

A vemhesség 7. napjidn a ndstény patkdnyt 3 mg/100g Nembutal i.p. addsaval
elaltattuk. Az embridkat eltavolitottuk €s steril PBS-be helyeztiik. Az embridkat = 2x2 mm-es
darabokra apritottuk és 3 6rdn keresztiil inkubéltuk 37°C-on in 0.25% tripszint tartalmazo
HBSS (Hank’s balanced salt solution) oldatban. Emésztés utan a szuszpenziot 4 réteg steril
gézen dtszlrtiik, 5 percig 800 g-n centrifugdltuk, majd a sejteket 10 %-os FBS-t és
antibiotikumot tartalmazé RPMI 1640 tapfolyadékban szuszpendaltuk. Miutadn a szuszpenziot
37 °C-on 5 %-0s CO, atmoszférdban egy éjszakan keresztiil inkubdltuk, a nem adherens
sejteket eltdvolitottuk. A primer tenyészeteket 1 hétig tartottuk fenn. A sejtek életképességét

Biirker-kamréban tripankék festéssel vizsgaltuk.

3.7. Hepatocyta sejtek izolalasa Fischer 344 patkany majbol

A nyugvo hepatocytdk izoldldsahoz Oldham és mitsai. (1979), illetve Liu és mtsai.
(2002) altal kidolgozott mddszert vettiik alapul. A kisérletekhez 200-250 g-os beltenyésztett
him Fischer 344 patkdnyokat hasznaltunk. A kisérleti allatokat 60 mg/kg Nembutal i.p.
addsaval elaltattuk, majd medidn laparatémidt végeztiink. Szabaddd tettiik a vena portae-t,
amelybe 21G méretli szarnyas tlit helyeztiink a perfiziés oldatok mdjba juttatdsdhoz. Az
arteria hepatica-t elkotottik. A mellkas megnyitdsa utdn a vena cava inferior-t atvagtuk és
elinditottuk a perfiziés pumpdt, amelynek aramlési sebességét 25 ml/percre éllitottuk be.
Eldszor a heparint tartalmazé perfiziés folyadékot dramoltattuk at a mdjon, majd 10 perc
elteltével kicseréltiik a perfiziés oldatot heparinmentes, kollagendzt tartalmaz6 oldatra.
Mindkét folyadék hémérséklete 39 °C volt. 15 perc elteltével a perfiziés pumpdt ledllitottuk
és eltavolitottuk a majlebenyeket. A kivett szoveteket 2-3 mm-es darabokra vagtuk és 40 ml 4

°C-os kollagendz tartalmi perfiziés oldatba helyeztiik. Razogatds utdn a keletkezd
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szuszpenzidt atszirtiik eldszor 250 um-es, majd 62 um-es steril sziirékon, hogy a nagyobb
szovetdarabokat elvédlasszuk a sejtektdl. A sejteket tartalmazd szuszpenzidt 5 percig
centrifugaltuk 800 g-n.

A feliiluszot elontottiikk, majd a hepatocytdkat friss tenyésztéoldatban (Ham’s F-12 + 17%
FBS) vettiik fel. 1, 5 - 2, 0 x 10° sejtet inditottunk tenyésztéedényenként. A sejteket 37 °C-on
5 %-os CO, atmoszférdban tartottuk. A hepatocytdk életképességét Biirker-kamrdban
tripankék festéssel vizsgaltuk. Az adherens sejteket 2 hétig tartottuk fenn, a tapfolyadékot 48

oranként cseréltiik.

3.8. Regeneralodo majsejtek vizsgalata

A mégjregeneracios vizsgélatokat him, 250 g-os Fischer 344 patkdanyokon végeztiik. A
kisérletben Higgins €s Anderson (1931) Drabkin (1950) éaltal tovabbfejlesztett mdodszerét
alkalmaztuk. Az éllatokat eldzetesen 24 6rdig €heztettiilk, majd 3 mg / 100g Nembutal i.p.
addsaval elaltattuk. Medidn laparatomidt végeztiink, majd a seben keresztiil kibujtattuk a
medidlis (lobus medialis) és a bal majlebenyt (lobus lateralis sinister). A lebenyek
felhajtasaval elébukkand, ereket tartalmazé kotdszovetes koteget két ligattira kozott atvagtuk.
A megfeleld vv. hepaticae lekotése utdn a két lebenyt eltavolitottuk. Az izmot és a bort
osszevarrtuk. Mivel a mdjregeneracié a miitétet kovetd 4. napon a legnagyobb intenzitasu,
ezért az éllatokat a 4. napon tdlaltattuk. A regenerdl6d6é majsejtek kinyeréséhez alkalmazott

modszer megegyezett a hepatocytdk izoldlasdnak médszerével.

3.9. BFDG akkumulaciés mérések

3.9.1. Radiofarmakon elédllitasa
Az 2-["*F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikkéz ("*FDG) PET radiofarmakont a Debreceni Egyetem
OEC PET Centrumanak radiokémiai laboratériumaban szintetizaltak (Mikecz és mtsai. 2002), a

Hamacher és mtsai. (1986) dltal megadott médszer alapjén.

3.9.2. A radiofarmakonok akkumuldcidjanak mérése in vitro
A sejteket (1x10°/ml) 10 percig, 5 mM D-gliikézt tartalmazé PBS-ben 36 C°-on
eldinkubaltuk. Ezt kovetSen a mintdkhoz 0,37 MBg/ml "*FDG-t adtunk. A sejteket az '*FDG-

vel tovabb inkubdltuk a kisérletekben meghatarozott ideig, mikozben rendszeresen razogattuk.
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A tovébbi radiofarmakon felvételt hideg PBS hozzdadasaval allitottuk le. Ezt kovetden a
sejteket haromszor mostuk hideg PBS-ben. A centrifugalasokat 600 g-n 5 percig végeztiik. A
sejtek 4ltal felvett radioaktivitast kalibrdlt gammaszamlaloval mértiik (Canberra Packard) 1
perces beiitésszdm gyiijtéssel, az '“F-energia szinten. Minden esetben meghatdroztuk az
inkubdl6 oldat radioaktivitds-koncentracidjat is. A bomldsra korrigélt radiofarmakon felvételt
beiitésszam perc'1 (10° sejt)'1 [cpm] egységekben szamoltuk ki. A sejtekben akkumulédlédott
EDG mértékét az tgynevezett inkubalé dézis szazalékaban is (ID%) kifejeztiik, ami azt
mutatja meg, hogy a kiils6, inkubald oldatban 1év6 '*FDG aktivitds hany szdzalékat veszi fel 1
millié sejt. A ""FDG felvételét 5 uM cytochalasine B jelenlétében gitoltuk. A kisérleteket
haromszori ismétlésben végeztiik, és a mérési eredményeket az dtlag + szords értékével

jellemeztiik.

3.9.3. Teljes-test autoradiogrdfia

A kontroll és tumoros patkdnyoknak 15 MBq '"*FDG-t fecskendeztiink be i.v. a bal
vena femoralis-ba, majd 1 6ra mulva az allatokat talaltattuk, 1 %-os carboxymethyl-cellulose
oldatba dgyaztuk, és folyékony nitrogénben fagyasztottuk. A bedgyazott allatokat tartalmazo
blokkokbdl -20 °C-on 60 um vastagsagi szagittalis metszeteket készitettiink Leica CM 3600
cryomacrotom (Nussloch, Németorszag) segitségével. A metszeteket ,,Phosphorlmager”
lemezekre expondltuk (GE Healthcare, Piscatway, NJ, USA). Ezzel egyidejlileg az anatomiai
képletek azonositdsdra szines képeket készitettiink HP ScanlJet 4cT (Polo Alto, CA, USA)
transzparencia scanner segitségével. Az autoradiografids és a transzparencids kép szoftveres
illesztésével az anatomiai és a funkciondlis informdciok fuzidja érhetd el. ,,Phosphorimage”-
analizist végeztiink, amely sordn a vizsgdlati tervben rogzitett anatomiai teriiletekre ROI-kat
(Region of Interest) helyezve szdmitottunk ki 16 szelet dtlagdbodl a relativ intenzitds értékeket
az Image Quant'™ TL 1.5 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) szoftver segitségével
(Mankoff és mtsai., 2001).

3.9.4. Szerv-eloszlasos vizsgdlatok

Azokban a kisérletekben, amelyekben az i.v. adott BEDG szervi eloszldsat vizsgaltuk,
az 1 Ords inkubdciés i1d0 utdn az aortdbol vért vettiink (a plazma aktivitdsdnak
meghatdrozasira) és egy-egy darabot tavolitottunk el a majbol, a vesébdl, a hasfal
izomzatabdl és a tumorbdl, illetve kiprepardltuk a teljes timuszt €s a parathymicalis

nyirokcsomodkat. A mintdk tomegét és radioaktivitisit — ez utdbbit gamma-szdmlaléval
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(Canberra Packard) — lemértiik, és az értékeket DAR-ban (Differential Absorption Ratio)
fejeztiik ki.

_ Radioaktivitds/g szdvet
DAR = ~ . o .
Befecskendezett 0ssz-radioaktivitas/testtomeg

3.10. Immuncitokémia

A gliik6z transzporter molekuldk (GLUT-1 és GLUT-3), illetve a TGF fl1
kimutatasdra a vizsgélni kivant hepatocelluléris carcinoma és mesoblastos nephroma sejteket
20 x 20 mm-es, négyzet alaku, steril feddlemezen (Spektrum 3D) tenyésztettiik. A sejteket 15
percig 4% paraformaldehidben fixdltuk, majd mostuk PBS-ben. A nem specifikus
kotohelyeket 1% BSA tartalmi PBS-el blokkoltuk 30 percig 37 °C-on. Ujabb PBS-es mosds
utan a sejteket anti-GLUTI1, anti-GLUT3 és anti TGF 1 antitestekkel inkubdltuk 4 °C-on egy
éjszakdn keresztiil. A primer antitesteket PBS-ben higitottuk 1:250 ardnyban. Az elsédleges
antitestek megjelenitésére Texas red konjugdlt nyul ellenes antitestet hasznédltunk 1:1000
higitasban, illetve a citoszkeleton aktin filamentumainak vizualizdldsdra FITC-Phalloidin-t
1:500 higitdsban. A sejtmagok megjelenitéséhez Vectashield Hard Set DAPI-t hasznédltunk. A
fényképek készitése egy Nikon Eclipse ES800 (Nikon Corporation, Tokyo) tipust fluoreszcens

mikroszkoéppal tortént.

3.11. Immunhisztokémia

A gliik6z transzporter molekuldk (GLUT-1 és GLUT-3), illetve a TGF fl1
kimutatdsdra a vizsgdlni kivant hepatocelluldris carcinomdt és mesoblastos nephromat
tartalmaz6 patkdny veséket, illetve a metastasist tartalmazé parathymicalis nyirokcsomodkat
4%-o0s paraformaldehidben fixaltuk, paraffinba dgyaztuk, majd 3-5 pm vastag metszeteket
készitettiink. A targylemezeket deparaffindltuk 2 fokozat xilolban (5-5 perc), rehidraltuk
lesz4ll6 alkoholsorban (abs., 96-80-70-50%), végiil desztillalt vizzel mostuk 3 percig.

A nem specifikus kotOhelyeket 1% BSA tartalmd PBS-el blokkoltuk 30 percig 37 °C-
on. Ujabb PBS-es mosds utdn a mintdkat anti-GLUT-1, anti-GLUT-3 és anti TGF (1
antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakdn keresztiil. A primer antitesteket PBS-ben
higitottuk 1:250 ardnyban. Az elsddleges antitestek megjelenitésére Texas red konjugalt

szekunder antitestet haszndltunk 1:1000 higitdsban, illetve a sejtmagok megjelenitéséhez
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Vectashield Hard Set DAPI-t haszndltunk. A fényképek készitése Nikon Eclipse ES800 (Nikon

Corporation, Tokyo) tipusu fluoreszcens mikroszképpal tortént.

3.12. Western blot analizis

Teljes sejtlizdtumot vizsgiltunk Western blot analizissel. A vizsgdlatdhoz natrium-
laurilszulfat-poliakrilamid-gél-elektroforézist (SDS-PAGE) hasznéltunk, amely sordn a
mintdkhoz 100 pl 6tszoros koncentracidju elektroforézis puffert adtunk és 10 percig forraltuk.
60 pg fehérjét valasztottunk el 7.5 %-os SDS-PAGE gélen a GLUT-1, GLUT-3 és TGF 1
detektalasdhoz. A gél fehérje tartalmat nitrocellul6z membrénra vittiik 4. A nem-specifikus
fehérje kolcsonhatdsokat a membran és az antitest fehérjék kozott blokkoldssal akaddlyoztuk
meg 5% tejpor tartami PBST-vel. Blokkolds utdin a membranokat mostuk, majd a primer
antitestekkel inkubdltuk 4 °C-on egy éjszakan 4t. A poliklondlis anti-GLUT-1 antitestet
(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 1:250, a szintén poliklonédlis anti-GLUT-3 antitestet és a
monoklondlis TGF 1 antitestet (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 1:400 ardanyban
higitottuk. A membréanokat 30 percig mostuk PBST-ben, majd a mdésodlagos antitestekkel
(anti-rabbit IgG (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)) 1 O6rdan keresztiil inkubdltuk
szobahOmérsékleten. A masodlagos antitesteket 1000-szeresére higitottuk 1 % nem zsiros,
szaraz tej(por) tartalmi PBS-ben. A jeleket kemilumineszcens kimutatasi médszerrel (Pierce,

Rockford, IL., USA) jelenitettiik meg a gyart6 utasitisai alapjan.

3.13. Aramlasi citometrias mérések

A sejteket 70%-os hideg etanolban fixdltuk és -20 °C-on tartottuk felhaszndldsig. Az

aramlasi citométeres mérések elott a sejteket PBS-ben szuszpendaltuk, kezeltik 100 pg/ml

koncentrdciéji RN-4zt tartalmazé PBS oldattal 30 percig 37°C-on, majd 50 ug/ml koncentraci6ji

propidium jodid oldatdval festettiik meg. Becton Dickinson FACScan dramldsi citométert

(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA) hasznaltunk a fluoreszcencia intenzitasok

mérésére. Az dramlési citométeres adatokat WinMDI 2.9, illetve FloWin programokkal

értékeltiik ki. Mintanként 10 000 sejtrdl gyiijtott fényszords €s fluoreszcencia intenzitds adatokat

dolgoztuk fel.
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3.14. Kromatinszerkezetek izolalasa

3.14.1. Reverzibilis permeabilizadlds

A modszert eredetileg Béanfalvi és mtsi (1984) alkalmaztdk egér thymusbdl izolalt
lymphocytdk vizsgalatanal. Mi ezt a mddszert adaptaltuk az altalunk vizsgdlni kivant sejtekre.
A sejteket centrifugdlassal iilepitettiik, majd reszuszpendaltuk. 10° sejtet 1 ml permeabilizild
(hipotdnids) pufferben 0 °C-on 2 percig inkubdltunk. A permeabilizdlds sordn a sejteket a

pufferhez adott 4.5 % (w/w) dextran T-150 védte meg a dezintegraciotol.

3.14.2. Sejtek regenerdldsa

A permeabilizilt sejtekhez 9 ml 10 % FBS-t tartalmazé RPMI-1640 médiumot adtunk.
A sejteket centrifugdldssal (500g, 5 perc) iilepitettiik és friss, 10 % FBS-t tartalmazé6 RPMI-
1640 médiumban tartottuk 37 °C-on, 5% széndioxid és 95% relativ nedvesség tartalmi
inkubdtorban. A sejt regenerdlddast bizonyitotta, hogy a sejtek 3 6ran beliil képesek voltak a

tripdnkéket kizarni. A permeabilizdlatlan kontroll sejtek 5 %-a pusztult el a miiveletek soran.

3.14.3. Sejtmagok prepardldsa

A 3 6ras regenerdlodds utan metafazisos blokkot alkalmaztunk 0,1 ng/ml Colcemid-el
torténd kezeléssel. Tovabbi két 6ra 37 °C-os inkubdcid és tripszines kezelés utdn a sejteket
PBS-el mostuk. Ezutdn 37 °C-on 10 percig 10 ml duzzaszt6 pufferrel kezeltiik oket. A
duzzaszt6 puffert centrifugdldssal (500g, 5 perc) tavolitottuk el. A magizolalas 20x térfogatd
jégecet: metanol (1:3) elegy lassu hozzdadasdval tortént. A sejtmagokat ezzel a fixdldszerrel
mostuk kétszer, majd 2 ml fixalo elegyben vettiik fel.
A sejtmag prepardtum targylemezre vald felvitele koriilbelill 30 cm magasrél vald
lecseppentéssel tortént. A lemezeket levegdn szdritottuk, majd szobahdmérsékleten é&jjel allni
hagytuk. PBS-sel tortén6 lemosast kdvetden felszallé alkoholsorban (70%, 90%, 95%, 100%)
dehidratéltuk a targylemezeket.

3.14.4. Kromatin struktirdk fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlata
A dehidratélt, majd levegdn szaritott targylemezeket 35 ul antifade médium felvitele
utan 24 x 50 mm-es fed6lemezekkel takartuk le. A DAPI-val ilyen médon festett lemezeket

ezutdn Opton fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.
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3.14.5. Kromatin ,,image” analizis

A kromatindlloményrdl késziilt voros (R), zold (G), kék (B) szindrnyalatos képeket
sziirkedrnyalatos (fekete-fehér) képekké konvertaltuk ugy, hogy a kék és zold csatorndk
informdcioétartalmanak 50-50%-at 0sszeadtuk. Ennek magyarazata, hogy a voros tartomanyban
taldlhat6é informécié a zaj. A képek Osszevethetdsége érdekében a képek informacié tartomanyat
256 foku sziirkedrnyalatos skédldn dbrazoltuk a hattérre normalizdlva, hiszen a mikroszkép HBO
lampéja a vizsgélatok sordn nem egyforma intenzitdssal sugdroz. A kovetkezd 1épésben a
rogzitett felvételek elemzése az e célra kifejlesztett ,,Chromatin Image Analyzer” (CIA 2.5, Nagy
és mtsai., 2001) nevi célszoftverrel tortént. A szoftver segitségével meghataroztuk a képek
intenzitds hisztogramjit. A képek entrépidjat egy automatikus algoritmus dltal meghatarozott
szint felett vizsgaltuk, ez azt jelenti, hogy nem hasznaltuk a hatteret, mivel az szdmunkra fontos
informdciét nem tartalmazott. Ezutdn Kkeriilet-teriilet meghatirozas tortént a képek kromatin
tartalmu teriiletein. A keriiletet elosztottuk a teriilettel minden egyes sejtmagndl. A kapott
értékbdl megéllapithatd, hogy egységnyi mennyiségli DNS mennyire fragmentéltan helyezkedik

el a magban.

3.15. Adatok feldolgozasa
A kisérleti adatok hdrom mérés édtlag és szords értékeit tartalmazzdk. Az adatokat Student
t probaval értékeltiik. A szignifikancia szintnek a p=0.01, vagy ennél kisebb értéket vettiik. Az

eredményeket kozépérték + standard devidcidban fejeztiik ki.
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4. Eredmények

4.1. Hepatocellularis carcinoma (He/De)

4.1.1. A He/De jelzésii mdjcarcinoma sejtek F344 patkdnyok vesetokja ald iiltetve szolid

tumor formdjdban novekedésnek indulnak

Els6 kisérleteinkben a folyékony nitrogénbdl, illetve a sejttenyészetekbdl szarmazé
daganatos sejteket F344 him patkdnyok vesetokja ald {iiltettiik, majd 7 nap elteltével az
allatokat elaltattuk és felboncoltuk. Makroszképosan (6. dbra / a) megfigyelve az eltavolitott
vesét, jol lathato a vildgos szinii, er@sen vaszkularizalt tumor. A daganat névekedése lassabb,
azonban infiltrativ és az angiogenezis hamar elkezdddik (mér hamar kis erek lathaték a
vildgos szinii tumor feliiletén). A tumor a vese méretének tobbszorosére is megndhet, a vese
nagy része azonban még ebben az dllapotban is jol felismerhetd. A daganatot hordozé ép
veserész megnagyobbodott.

Fénymikroszképpal vizsgdlva megéllapithatd (H&E festés alapjdn), hogy a
hepatocelluldris carcinoma sejtek alakja és mérete sokféle, de alapvetéen kis (10-15 um
atmérdjil), er6sen bazofil sejtek. Koztiik a kapcsolat laza, minimalis mennyiségli kotdszoveti

elem lathato (6. abra / b).

"

RSN,

6. dbra. A kontroll és 7. napon eltdvolitott daganatos vesék makroszkopos (a) és mikroszkopos

(b) képe.
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4.1.2. A He/De jelzésii mdjcarcinoma szolid tumorok sejtjeibdl sejtvonal alakithato ki,
amely tenyészetbol kozvetleniil, vagy Kelvindtorban torténd tdrolds utdn ismét

visszaiiltetheto a vesetok ald

A szolid tumorbdl enzimes emésztéssel kinyert sejtek 3 x 10° sejtszamban keriiltek a
sejttenyésztd edénybe. A sejtszdm 24 o6ra elteltével tobb, mint kétszeresére ndtt. Az adherens
sejtek morfoldgidja (7. dbra), daganat — és metastasis képzd jellemzdi a 100. passzdlds utan
sem valtoztak. Ugyanezeket az eredményeket kaptam a Kelvindtorban torténd 3. illetve 9
hénapos tarolds utén is.

A modszerek fejezetben ismertetett mdédon létrehozott primer sejtkultirdk, majd a
késObbiekben sejtvonalak ilyen médon lehetdvé tették kisérleteinkben az allatok szamanak
redukadlédsat, hiszen mostantdl nincs sziikség a daganatok fenntartdsa érdekében a tumorok
sorozatos dllatbol — éllatba torténd transzplanticidjara. A sejtek — meghatdarozott szdmban
(amire eddig nem volt lehetdség, hiszen a daganatok csak szolid forméban 1éteztek) vesetok
ala iltethet6k Gelaspon korongon. A masik eredmény €s elOny, hogy az eddig szolid tumort

alkoté sejtek egyedileg is vizsgalhatdk in vitro.
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7. abra. He/De sejttenyészet mikroszkopos képe.

Jelzés: 5 um.
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4.1.3. A He/De sejtek kromatin kondenzdcios folyamatai jelentésen kiilonboznek mind a
nyugvo (G0/G1) madjsejtek, mind a regenerdlodo mdj nagyrészt a sejtciklus S fazisaban levo

sejtjeinek kondenzdcios folyamataitol

Kisérleteinkben nyugvé (a sejtciklus Gy fazisaban levd), regenerdlédd és tumoros
F344 patkdny mdjsejteket (He/De) haszndltunk. Azt vizsgéltuk, hogy van-e eltérés a nyugvo
(Go/G1) majsejtek, a regenerdlodé médj nagyrészt a sejtciklus S fazisaban levo sejtjei, illetve
az agressziven novekvd tumor sejtek kromatin kondenzacios folyamatai kozott. A kérdésre

valaszolva, kromatin formékat izoldltunk az el6bb emlitett sejttipusokbdl.

4.1.3.1. Kromatinformdk a nyugvo hepatocytdikban

A fluoreszcens mikroszképpal végzett kromatinstruktirdk vizsgalata feltarta, a
nyugvo, Gy fazisban levo sejtek magjaiban taldlhaté kromatinstruktirdk szerkezetét.
Bar a reverzibilis permeabilizdlds megengedi a nukledris struktirdk felnyildsat a sejtciklus
barmely fazisdban, a fibrézus (rostos) kromatin ,fatyol” ,ragaddssdga” kovetkeztében, a
nyugvo sejtek magjai megorizték a lekerekitett formdjukat még akkor is, ha a magi membrin
szétesett. A nyugvo hepatocytdk kromatin dllomdnya jelentdsen dekondenzalt dllapotban van
jelen a sejtben (8. dbra). A fixalt magok kromatinja homaélyos, ,,fatyolszeri” szerkezetként
jelenik meg (8. dbra. a — d). A kromatin “fatyol” széteso, laza foszldnyokk4 alakul (8. 4bra. e
—h). A maganyag szintén megodrizte a gdmbolyl, lekerekitett form4jat. (8. dbra. a - h) vagy

megnyult, szupertekercselt szerkezetiivé alakult (8. dbra. k, 1, m, p, q).
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8. dbra. Dekondenzdlt kromatinszerkezetek nyugvo hepatocytik magjaiban.

Jelzés: 5 um.

A tipikus szupertekercselt struktdra hat kromatin csoportbdl, ,.fiirtbdl” tevddik 6ssze (8. dbra.
n, o). A szupertekercselt hurkok kromatinfonatb6l allnak (8. abra. q), amely nagyitva,
részletesen lathat6 a 9. dbran, ahol a kromatin folyamatos szupertekercselt szerkezetiiként
lathaté megkiilonboztethetd kromoszémak nélkiil. A kromatin gerincét (9. dbra. a) pontozott
fehér vonallal atrajzoltuk, hogy megjelenitsiik a folyamatos interfazisos kromatin struktira két

végét (9. dbra. b).

9. abra. Felcsavarodott kromatin nyugvo hepatocytdakban. Jelzés: 5 um.
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4.1.3.2. Kromatinformdk a regenerdlodo hepatocytdkban

A regenerdlod6 mdjbol szdrmazd hepatocytdk gyorsan novekvd sejtpopuldciét
reprezentdlnak. Ezekben a sejtekben, amelyek nagy része a sejtciklus S fazisaban van, a
kromatin kondenzéicié szdmos intermedierje fellelhetd. Ez a sejtpopuldcié tovabbi
bizonyitékokat szolgaltat a folytonos, Osszefiiggd kromatindllomdny jelenlétére. A 10. dbra. a
kromatinkondenzicié intermedierjeinek teljes spektrumdt mutatja be. Megtaldlhaté a
dekondenzélt ,,fatyolszerti” kromatin (10. dbra. a, b), a polarizalt kondenzéacié a kromatin
fatyolban (10. dbra. c, d, e), ami szupertekercselt kromatin szalagga alakul (10. dbra. f — m). A

szupertekercselés kromatin testek kialakuldsdhoz vezet (10. dbra. h, j, k, 1, m).

10. dbra. Atmeneti kromatin formdk a zdrt ,, , fatyol’szerii” szerkezettél a nyitott
»szalagszerii” szerkezetig regenerdlodo mdjsejtekben két héttel hepatectomia utdn.

Jelzés: 5 um.
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A tovéabbi szupertekercselés sordn a fibrézus, ,,rostos” kromatin struktirdk (10. dbra. n, o, p,
q) vastag szalagos, gyongysorszerl szerkezetté alakulnak (10. dbra. r - y). Néhdny esetben a

kromoszémak korai forméi is megkiilonboztethetdek (10. dbra. u, v, z).

4.1.3.3. Kromatinformdk a hepatocelluldris carcinoma sejtekben

A legjellemzObb kromatin szerkezetek, amelyek a hepatocelluldris carcinoma sejtek
magjaban fellelhetdek voltak a szupertekercselt szalagok és a fibrézus struktardk (11. dbra.).
Ezen sejtek magjaiban is megtaldlhatéak voltak a dekondenzalt formdk, igy az elmosddott
kromatin ,,fatyol” (11. dbra. a — h). Egy madsik jellemz6 forma az erdsen szupertekercselt
szerkezet kiilonb6z6 formdja, ami megfigyelhetd a kromatin kondenzacié teljes folyamatan

ezekben a sejtekben (11. dbra. b — q)

11. dbra. Szupertekercselt kromatin formdk hepatocelluldris tumor sejtekben. Jelzés: 5 um.

A harmadik és talan legfontosabb kiilonbség a nyugvé €s regenerdl6dé madjsejtek kromatin

allomanyahoz képest az apoptotikus testek megjelenése (12. dbra).
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12. dbra. Apoptotikus vdltozdsok hepatocelluldris tumor sejtekben. Jelzés: 5 um.
4.1.3.4. Kromatin képek fluoreszcens intenzitds-hisztogram elemzése

Az intenzitds hisztogramok elemzése soran kideriilt, hogy a maximalis fluoreszcens
intenzitdsi értékek a hepatocelluldris tumor sejtek magjaiban voltak a legmagasabbak. Ezt
kovették a regenerdl6do €s nyugvo hepatocytdk (13. dbra.). A kromatin formak keriilet/teriilet
ardnya egyfajta indikdtorként haszndlhat6, ami tiikrozi a magi struktirdk entrépidjanak
sokféleségét. Ez az ardny, a tumoros sejtekhez képest alacsonyabb volt és kozel azonos a
regenerdl6do és nyugvo hepatocytakban (13. dbra. a, b). A keriilet/teriilet arany kozel kétszer
magasabb volt a tumoros (13. dbra. c, d, e) és majd O6tszor magasabb az apoptotikus sejtekben
(13. abra. f).

Fluoreszcens fény intenzitas

a 8.abrac! d  1.abrah|
0,0148 | I 0,0250 |
| ]

b S.abrap] 5 [Je  11.abragq
00100 | © 0,0263

| o

T

=
c 11.abrad o f 12. abra a|

0,0208 | 01137

13. dbra. Kromatin szerkezetekrol késziilt fluoreszcens fotok szamitogépes analizise. A szdmok
a megfelelo dbrdk kromatin struktirdinak keriilet/teriilet ardnyait mutatja. a és b panel:
nyugvo hepatocytdk (8 dbra c, p képei); c, d és e panel: tumoros sejtek (11. dbra d, h, g

képei); f panel: apoptotikus sejtek (12. dbra a képe).

41



4.1.4. A He/De jelzésii sejtek 15, 30 és 60 perc miilva jelentésen tobb "> FDG-t vesznek fel,

mint a kontrollnak haszndlt fibroblast sejtek
4.1.4.1. In vitro " FDG akkumuldciés mérések

In vitro kisérleteink sordn a kontrollként haszndlt, frissen izoldlt F344 patkany
fibroblast sejtek BEDG felvételét hasonlitottuk 6ssze a szintén F344 patkanybdl szarmazd,
100 passzalason dtesett hepatocelluldris carcinoma (He/De) sejtvonal gliik6z-analég

felvételével. A vizsgélatok sordan 15, 30 és 60 perces felvételeket néztiink (14. dbra).

Sejtek 15 perc 30 perc 60 perc
Eontroll {fibroblast) 0,254£0,01 1,384+£0,03 2414014
HeDe 367006 542£0,21 9862064
12
——Kontroll
2, 10 1= HeDe
2
£
=
- 8 +4
E
£ 6
e
L=
B
=
F 24
0 :
0 10 20 30 40 50 60 70
Id6 min]

14. dbra. Kontroll (fibroblast) és He/De sejtek 'SFDG felvételének kinetikdja.

Az 14. dbra azt mutatja be, hogy az inkubalé oldatban 16v6 "*FDG aktivitds hany szdzalékat
veszi fel 1 milli6 sejt. Az eredmények alapjan a malignus He/De sejtek minden mért
idépontban koriilbeliill hdromszor annyi 'SFDG-t vesznek fel, mint a kontroll sejtek. A
kiilonbség minden idépontban szignifikans (p<0.01).

5 uM cytochalasin B - specifikus gliik6z transzporter (GLUT) blokkol6 - jelenlétében 60

perces felvételeket néztiink mindkét sejttipuson. Az eredmények alapjan mind a fibroblast,
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mind pedig a He/De sejtek kozel 11-szer kevesebb 'FDG-t vettek fel cytochalasin B
jelenlétében (1. tablazat).

“FDG
Sejtek felvétel (%)
Fibroblast 2.01 +£0.16
Fibroblast + SuM cytochalasin B 0.17 £0.01
He/De 6.96 £ 0.34
He/De + 5uM cytochalasin B 0.66 +0.05

L. tdbldzat. Kontroll (fibroblast) és He/De sejiek '*FDG felvétele (ID [%]) cytochalasin B

Jjelenlétében, 60 perces inkubdldst kovetoen.

4.1.4.2. He/De sejtek megoszldsa a sejtciklus fdzisaiban

Annak megallapitasdra, hogy a vizsgélt sejtek (fibroblast, He/De) a sejtciklus melyik
fazisaban vannak, dromlési citometrids méréseket végeztiink etanolban fixalt, propidium-
jodiddal jelolt mintdkkal. Ennek azért van jelentosége, mert ismert, hogy a sejtek gliik6z
analég ("*FDG) felvétele jelentésen eltér attdl fiiggden, hogy a sejt a sejtciklus melyik
fazisdban tart. A II. tdbldzat mutatja, hogy az exponencidlisan novekvd (log fazisu)
sejttenyészetek (fibroblast, He/De) sejtjeinek igen nagy szdzaléka (~ 60-64 %) az S fazisban,
koriilbeliil 20-22% a G1 fazisban és 16-19% a G2 fazisban volt. Megéllapithatd, hogy a
vizsgélatainkhoz (immunocitokémia, '*FDG felvétel) hasznélt sejtek proliferdcids aktivitdsa

kozel azonos volt, tehat a kapott eredmények 6sszevethetdek.

Sejtciklus  Fibroblast He/De

% %
S 63,7+2 60,3 +£2
Gl 20,1 £2 212+3
G2 16,2+ 1 185+1

I1. tabldzat. Fibroblast és He/De sejtek szdzalékos megoszldsa a sejtciklus kiilonbozé

fazisaiban relativ DNS tartalom alapjdn.
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4.1.5. Immunfluoreszcens és Western blot analizissel egyardnt kimutathato, hogy a He/De
jelzésii sejtekben a GLUT-1 és GLUT-3 gliikoz transzporter fehérjék mennyisége és eloszldsa

Jjelentdsen kiilonbozik a kontrollnak haszndlt fibroblast sejtektol

4.1.5.1. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdasa fibroblast és He/De

sejtekben immunfluoreszcens technikdval

A transzporterek megjelenitésére immunfluoreszcens technikat alkalmaztunk mind a
sejttenyészetek, mind pedig a tumorok esetén.

A sejteken végzett mérések eredményeit elemezve, azonnal szembe tint a
fibroblastokban a magas F-actin mennyisége (FITC jelolés, zold). A fibroblastokban a GLUT-
1 transzporterek expresszidja alacsonyabb volt, mint a tumoros (He/De) sejtekben. A GLUT-3
transzporterek mennyiségét tekintve szintén a kontroll (fibroblast) sejtekben alacsonyabb a
jelintenzitds (15. abra). A malignus He/De sejtek igen nagy mennyiségben expresszaltak
mindkét gliikkéz transzportert. A GLUT-1 és GLUT-3 transzporterek nem csak a membranban
lokalizaltak, hanem ennél a sejtvonalndl is diffizan fellelhetéek a citoplazmdban (15. dbra).
Ezek az eredmények is jol korreldlnak a tumorsejtek magas '"*FDG felvételével és a Western

blot analizissel.

Fibroblast HeDe

GLUT1

GLUT3

15. dbra. GLUT-1 és GLUT-3 gliikoz transzporterek lokalizdcidja fibroblast és He/De
sejtekben. Sejtmagok: kék (DAPI), citoszkeleton: zold (phalloidin-FITC), GLUT

transzporterek: piros (Texas red). Jelzés: 50 um.
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4.1.5.2. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa fibroblast és He/De

sejtekben Western blot analizissel

A '®FDG felvétel sordn kapott eredmények korrelaltak a Western blot eredményekkel
(16. 4bra), amely mddszerrel a vizsgalt sejtek (teljes sejtlizditumok) GLUT-1 és GLUT-3
transzportereinek mennyiségét hatdroztuk meg. A Western blot eredményekbdl kitlinik, hogy
mind a GLUT-1, mind pedig a GLUT-3 mennyisége a kontrollnak hasznalt fibroblastokban a
legalacsonyabb. A vdrakozdsnak megfelelden a tumorsejtek magas GLUT szintet mutatnak,
legaldbbis a kontrollhoz képest. Ezek az eredmények jol illeszkednek a sejtek '*F-FDG

felvételéhez.

Fibroblast HeDe

GLUT 1
5SS kDa

GLUT 3
50 kDa

16. dbra. GLUT transzporterek mennyisége kontroll (fibroblast) és He/De sejtekben.

4.1.5.3. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa tumorokban

immunfluoreszcens technikdval

A gliikéz transzportereket érintd vizsgdlatokat elvégeztiik F344 patkdnybdl szdrmazé
hepatocelluldris carcinoma tumorokon is. A kisérleti dllatok vesetokja ald 10° He/De sejtet
tiltettiink, majd 14 nap mulva végeztiik a kisérleteket a keletkezett tumorbdl késziilt szovettani
metszeteken.

A 17. abran megfigyelhetd, hogy mind a gliik6z transzporter fehérjék, mind pedig a
hepatocelluldris carcinomdkra jellemzd TGF-B1 fehérje szignifikdnsan nagyobb mennyiségben
van jelen a tumorbdl késziilt metszeteken, mint a kontrollokon. A kapott eredmények hasonldak a

He/De sejtes in vitro eredményekhez, hiszen a GLUT-1 transzporter mennyisége a tumorban is
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magasabb, mint a GLUT-3. Ezt a Western blot adatok is aldtdmasztjdk. Megfigyelhetd a
daganatos vesében a distalis €s proximalis tubulusok szerkezetének szétesése, illetve a tumor

okozta bevérzések. Ez utdbbit jelzik a GLUT-1 pozitiv vorosvértestek megjelenése.

Kontroll vese HeDe tumoros vese

GLUT 1

GLUT 3

TGF-/1

17. dbra. GLUT-1, GLUT-3 és TGF-p1 fehérjék jelenléte kontroll és He/De tumoros patkdny
vesén. Sejtmagok: kék (DAPI), GLUT transzporterek, illetve TGF-f1: piros (Texas red).
Jelzés: 50 um.
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4.1.5.4. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa tumorokban Western

blot analizissel

A kisérleti 4llatok vesetokja ald 10° He/De sejtet iiltettiink, majd 14 nap milva a
keletkezett tumort kioperaltuk, tumorlizatumot készitettiink és Western blot analizissel
vizsgaltuk a gliikéz transzporter fehérjék mennyiségét. A patkdny hepatocelluldris carcinomén
végzett analizis eredménye a GLUT transzportereket illetden, rendkiviili hasonldsagot
mutatott a sejtes eredményekhez. A GLUT transzporterek koziil a tumorban is az 1-es tipusu
mennyisége volt nagyobb. A GLUT-3 mennyisége - a He/De sejtvonal sejtjeihez hasonléan —
alacsony. A tumorb6l nagy mennyiségben mutattuk ki a TGF-f1 fehérjét, ami a

hepatocelluldris carcinoma egyik jellemzd markere (18. dbra).

~ GLUT1 55kDa

B GLUT3 50 kDa

- TGFR1 44kDa

18. dbra. GLUT transzporterek mennyisége He/De tumorban.
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4.1.6. A He/De jelzésii mdjcarcinoma sejtek F344 patkdnyok vesetokja ald iiltetve dttéteket

adnak a parathymicalis nyirokcsomokba

Kisérleteink sordn véletleniil ismertiik fel, hogy a patkdnyok melliiregében taldlhaté
parathymicalis nyirokcsomoban éttét képzdodik (19. dbra. b). A tumor a nyirokcsomot teljesen
infiltrdlja, a szervben haemorrhagidk és zsirsejtek jelennek meg, végiil a teljes szerv
tumorossd vdlik. A tumorsejtek nagyon hasonldéak a primer tumorban l4tottakhoz; jellemzd
rdjuk a méretbeli és formabeli gazdagsdg, a sejtmaghoz képest kis citoplazma (a nagyméretii,
nagy citoplazmdjui sejtek itt is megtaldlhatok), az intenziv bazofilia, a rendellenes formdji
magok €s a sok mitotikus sejt. Elérehaladott dllapotban a nyirokcsoméban szétszorva, vagy
bevérzésszerlien Osszetomoriilve vorosvértestek jelennek meg, illetve itt is eléfordul a

zsirsejtek megjelenése.

19. dbra. Parathymicalis nyirokcsomo.

a — thymus, b — metastatikus parathymicalis nyirokcsomo, ¢ — kontroll parathymicalis
nyirokcsomo, d — He/De sejteket tartalmazo parathymicalis nyirokcsomo

Jelzés: 350 um, H&E.
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A parathymicalis nyirokcsom6 daganatos érintettségét immunhisztokémiai (GLUT-1, GLUT-3,
TGF-B1) vizsgdlatokkal is bizonyitottuk. A metastasis vizsgdlata soran is azt tapasztaltuk, hogy a
kontrollhoz képest, akdrcsak a primer tumorban, mindharom fehérje expresszidja kifejezettebb.
Megfigyelhetdek itt is a bevérzések, illetve a gliikkdz transzporterek — kiilonosen a GLUT-1 —

nagy mennyisége (20. dbra).

HeDe tumoros
Kontroll parathymicalis parathymicalis nyirokesomo
nyirokesomo (metastasis)
—
o
)
-
&
ag]
o
=)
-
&
v—
n
=y
&)
2t

20. abra. GLUT-1, GLUT-3 és TGF-p1 fehérjék jelenléte kontroll és He/De tumoros patkdny
parathymicalis nyirokcsomon. Sejtmagok: kék (DAPI), GLUT transzporterek, illetve TGF-f1:
piros (Texas red). Jelzés: 50 um.
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4.1.7. Tus alkalmazdsdval bizonyithato, hogy a vesetok nyirokerei és a parathymicalis

nyirokcsomok kozott osszekottetés van

Kisérleteinkben 8 db F344 patkdny b.o. vesetokja ald olyan Gelaspon ® korongot
iiltettiink, amelyet el6zdleg 10 ul tussal itattunk at. A beiiltetést kovetd 3, 6, 24 és 48 6rdban
2-2 allatot elaltattunk, és mind a vesébdl, mind a parathymicalis mirigyekbdl szdvettani
metszeteket készitettiink. A nyirokcsomok elszinezddése 24 6ra mulva volt a legkifejezettebb,
és a mikroszképos képen szdmos tusszemcse volt felismerhetd (21. 4bra). Egy madsik
felvételen egy efferens nyirokér l4that6, amely tusszemcséket tartalmaz (22. dbra). A
kisérletek azt bizonyitjdk, hogy a vesetok és a parathymicalis mirigy nyirokerei kozott

Osszekottetés van.

21. abra. a) kontroll parathymicalis nyirokcsomo (a jelzés hossza 350um); b) kontroll

parathymicalis nyirokcsomoé nagyobb nagyitdson (a jelzés hossza 50um); ¢) tussal kezelt
patkdny parathymicalis nyirokcsomadja (a jelzés hossza 350um); d) tussal kezelt patkdny

parathymicalis nyirokcsomdja nagyobb nagyitdasban (Jelzés: 50 um).
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22. dbra. Parathymicalis nyirokcsomo (PTNYCS) efferens nyirokere (nyillal jelolve)

tusszemcséket tartalmaz.

A makroszképos képen szabad szemmel is jol latszik a vesetokbdl a parathymicalis

nyirokcsomdba érkezett tus (23. dbra).

30

23. dbra: A bal oldali képen a kontroll parathymicalis nyirokcsoma, a jobb oldali képen pedig
a tussal kezelt patkdny parathymicalis nyirokcsomdja a beiiltetés utdn 24 ordval

(Jelzés: 0.5 cm).
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A szepardlt veséken is jol latszik a beiiltetett tust tartalmazé korong (24. dbra). Mindkét vesét

a beiiltetéstol szamitott 24 oraval tavolitottuk el.

24. abra: A bal oldali képen a kontroll vesét ldthatjuk, a bal oldalin pedig azt amelyik

vesetokja ald tussal dtitatott Gelaspon® korongot helyeztiink. (Jelzés: 0,5 cm).

4.1.8. Autoradiogrdfias és szerv-eloszldsos vizsgdlatok egyardnt azt erdsitették meg, hogy a
parathymicalis nyirokcsomok a vesetok alatt novekedo He/De jelzésii tumorok ,,sentinel”

nyirokcsomaoi
4.1.8.1. Teljes test autoradiogrdfids vizsgdlatok

He/De sejtek metasztatikus potencidljat vizsgéltuk teljes test autoradiografia és
»phosphorimage” analizis segitségével. Kovetkez0 kisérletsorozatunkban 6 db F344 him
patkdny vesetokja ald 10° He/De sejtet transzplantaltunk, majd 14 nap mdlva Nembutal altatés
kozben a bal oldali vena femoralisba 15.0 MBq aktivitasu BEDG tartalmu fiziol6gias
konyhasé-oldatot fecskendeztiink. Egy 6ra mulva az allatokat tulaltattuk, majd a mdédszertani
részben ismertetett modon teljes-test autoradiografidt és ,,phosphorimage” analizist
végeztiink. A szervek koziil kitlint a tumor, illetve a parathymicalis nyirokcsomoék aktivitdsa

(25. ébra).
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25. dbra: 14 napos He/De tumoros F344 patkdny metszete és szerveinek "*FDG felvétele
teljes test autoradiogrdfids képen. a, atvildgito szkennerrel késziilt anatomiai kép, b)
autoradiogrdfids kép az eloz6 metszetrol, c) anatomiai és autoradiogrdfids képek
osszevetésként egymdsra helyezve, d) kontroll (T- He/De tumor, V-vese, NT-necrotizdlt tumor,

PTN- parathymicalis nyirokcsomo).

Még inkabb Kkitlintek a kiilonbségek a ,,phosphorimage” analizis elvégzése utdn: a
harantcsikolt izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds ugyanis tumorokban 14.23+2.6, a
parathymicalis mirigyben 10.82+2, mig a vérben 2.35+0.2, a mijban 1.57+0.4 volt az

egységet jelentd izommal szemben (26. dbra).

53



Izom Tumor PTNYCS Thymus  Veér Maj Vese
Kontroll 1,0040,5 n/a 529407 4,88404 2,8340.3 256402 53304
He/De  1,0040,7 16,23+26 10,82+2 4,16H0,8 2,3540,2 1,57804 536107
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O Kontroll
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Izom Tumor PTNYCS Thymus Vér Maj Vese

26. dbra: Relativ intenzitds megoszldsa "8EDG intravénds addsa utdn He/De tumoros F344

patkdnyok autoradiogrdfids képén. Az értékeket az egységet jelento izomra normalizdltuk.

A kisérlet-sorozatbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vesetok alatt ndvekvo

daganatok jelentds mértékii metastasist adnak a parathymicalis nyirokcsomodkba.

4.1.8.2. Szerv-eloszlds vizsgdlatok

Ezt a megallapitast erdsitik meg azok a kisérleteink is, amelyeket 6 him F344
patkdnyon végeztiink. 10° He/De sejt subcapsularis transzplanticiéja utdn 14 nappal az
allatokat Nembutallal elaltattuk, majd — az el6z6 kisérletsorozatokkal megegyezden — 15.0
MBq aktivitasu BEDG tartalmi fiziol6gids konyhaso6oldatot fecskendeztiink be i.v.. Egy o6ra
mulva az aortdbdl vért vettiink, majd eltdvolitottuk a daganat, a m4j, a vese, a timusz, a m.
rectus abdominalis 3-3 darabkdjat, illetve a parathymicalis mirigyet, aktivitdsukat
gammaszamlaloval lemértiik, és a DAR értékeket kiszamitottuk. Mint az a 27. abrabol
kitlinik, He/De esetében a tumor, illetve a parathymicalis mirigy DAR értéke kiemelkedd, ez

utobbi kozel hdaromszorosa a megfeleld kontrollnak. A vesék magasabb aktivitdsa nem
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meglepd, hiszen a '*FDG ezen keresztiil valasztédik ki. A parathymicalis mirigy kivételével
nincs szignifikdns eltérés a kontroll és He/De tumoros szervek DAR értékei kozott. Ez a
kisérlet is alatdmasztja eddigi eredményeinket, a parathymicalis mirigyeknek a metastasis-

képzbddésben jatszott szerepérol.

18
- Komtroll HeDe
_ O Kontroll Ver 0,63£0,06 0,58 0,06
16 T . HE/DE lzom 0,63£0,08 053008
Tumer {HeDej 0 1348 £ 2,38
1_'_ . Parat.ny.cs. 3,97+£0,22  846+0591
Thymus 25+047 227+015
Maj D69 £007 0622005
12 T+ Vese 1844006  174+0,07
e 10 T
-
A g
6 -
4 -
2 -
0 : A .—
Ver Tzom Tumor Paratny.cs. Thymus My Vese
(He/T}e)

27. @bra. Radioaktivitds DAR-ban kifejezett szervi megoszldsa 8FDG intravénds beaddsa

utdn He/De tumoros F344 patkdnyokban.
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4.1.9. A nyirokcsomok transzplantdcidjaval, illetve sorozatos veseirtdsokkal kimutathato,
hogy a He/De metastasisok 10° primaer daganatsejt beiiltetése esetén a 6. naptdl jelennek

meg
4.1.9.1. Nyirokcsomo transzplantdciok

A tovabbiakban azt vizsgdltuk, mennyi id6 mulva jelennek meg az attétek? A
kisérletek elsd részében 6 db F344 him patkdny vesetokja ald 10° He/De sejtet implantaltunk,
majd a beiiltetést kovetd 1., 3. €s 6. napon 2-2 patkanyt elaltattunk, parathymicalis mirigyeiket
eltavolitottuk, és azokat ujabb 2-2 (0sszesen 6 db) érintetlen him patkdny vesetokja ald
tltettiik (28/a. abra). Feltételeztiik, hogy amennyiben a nyirokcsomdkban 4ttét van, két hét
alatt a vesetok alatt daganat nd. Azt taldltuk, hogy az 1 és 3 napos nyirokcsomok felszivodtak,
mig a 6 napos nyirokcsomok beiiltetése utan 14 nappal a daganatok tomege 1.5, illetve 2.0 g
volt. Ezekbél a kisérletekbél azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy 10° sejtet tartalmazé primaer

tumorokbdl a 3. és a 6. nap kozott indul meg a metastatis képzddés (I11. tablazat).

Tumorsejtek belltetése Parathymicalis nyirokcsomo Parathymicalis nyirokcsomo azonnali 14 nappal a
vesetok ala eltavolitasa vesetok al3 Ultetése bediltetés utan

28/a. dbra. Metastasis megjenését célzo vizsgdlatok sémdja He/De tumoros patkdnyokban

Pirossal jelolve a daganatot hordozo dllat
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A tumor beiiltetése €s a | He/De tumor
nyirokcsomok kivétele tomege (g)
kozott eltelt napok szama

1 i

1 i

3 _

3 i

6 1.5

6 2.0

I11. tdablazat. A vesetok ald iiltetett parathymicalis mirigyek tomege a beiiltetést koveto

14. napon.

4.1.9.2. Nephrectomids vizsgdlatok

Kovetkezd kisérletsorozatunkban eldz6 kisérleteinket igy mdédositottuk, hogy az 1., 3.
és 6. napon nem a parathymicalis mirigyeket, hanem az implantdlt tumorsejteket hordozé b.o.
vesét tavolitottuk el (28/b. dbra). A nephectomia utdn 13, 11, illetve 8 napot vartunk (igy
minden esetben 14 napot), majd a parathymicalis mirigyeket eltavolitottuk, és azokat
érintetlen him patkdnyok vesetokja ald iiltettiik, majd djabb 14 napig vartunk. Mint az el6z6
kisérletben, itt is feltételeztiik, hogy amennyiben a nyirokcsomdkban &ttét van, két hét alatt a
vesetok alatt daganat nd. Az eredmények megegyeztek az eldz6 kisérletsorozat
eredményeivel. Azok a parathymicalis mirigyek, amelyeket a nephrectomia utdn 13, illetve 11
nap utan transzplantdltunk érintetlen him patkdnyok vesetokja ald, felszivodtak, bizonyitva,
hogy 1, illetve 3 nap utdn még a He/De sejtek nem képeztek attétet. Ezzel szemben azok a
nyirokcsomok, amelyeket a nephrectomia utdn 8 nappal tavolitottunk el, jelentds mértékben
tartalmaztak daganatsejteket. Ezekbdl a kisérletekbdl ugyancsak azt a kovetkeztetést vontuk
le, hogy a 10° sejtet tartalmazé primaer tumorokbdl a 3. és a 6. nap kozott indul meg a

metastasis-képzddés (IV. tablazat).
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Tumorsejtek belltetése Daganatos vese Parathymicalis nyirokcsomo 14 nappal a
vesetok ala eltavolitasa vesetok ala liltetése beiltetés utan

13 nap mulva
D E——

8 nap mulva
—

11 nap mulva %
e ———

28/b. dbra. Metastasis megjenését célzo vizsgdlatok sémdja He/De tumoros patkdnyokban

Pirossal jelolve a daganatot hordozo dllat.

A nephrectomia és a He/De tumor
nyirokcsomo atiiltetése tomege (g)
kozott eltelt napok szama
13 -
13 -
11 -
11 -
8 6.1
8 7.5

IV. tabldzat. A vesetok ald iiltetett parathymicalis mirigyek tomege a beiiltetést koveto

14. napon.
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4.2. Mesoblastos nephroma (Ne/De)

4.2.1. Ne/De jelzésii mesoblastos nephroma sejtek F344 patkdnyok vesetokja ald iiltetve

szolid tumor formdjdaban novekedésnek indulnak

Tovébbi kisérleteinkben a folyékony N, - bdl, illetve a sejttenyészetekbdl szdrmazo
daganatos sejteket F344 ndstény patkdnyok vesetokja ala iltettiik, majd 7 nap elteltével az
allatokat tdlaltattuk és felboncoltuk. Makroszkdposan (29. dbra. a) megfigyelve a kivett és
zsirszovettdl megtisztitott vesét, illetve a metszlapot a kovetkezOket lathattuk: a tumor
gyorsan no, infiltrativ, az angiogenezis hamar elkezdddik (mér hamar kis erek lathatok a
vilagos szinli tumor feliiletén). A tumor a vese méretének tobbszordsére is megndhet, a vese
nagy része azonban még ebben az dllapotban is jol felismerhetd, a vesének koriilbeliil csak a
felét sziiri be a tumor. A daganatot hordoz6 ép veserész megnagyobbodott, a kiesett funkcid
potlaséra.

Fénymikroszképpal vizsgdlva megdllapithatd (H&E festés alapjan), hogy a
tumorsejtek kicsik (8-12um), alakjuk és méretiik véltozatos (pleomorfia) (29. 4bra. b),
jellemzd a citoplazmdhoz képest nagy mag, a bazofilia. A tumor dlloménya alapvetden laza,
kevés kotoszovetet tartalmaz. A tumor eldszor a vesetok alatt, a vese felszinén no (a kisebb
nyomds irdnydba), a novekedés eldrehaladtaval azonban helyenként (altaldban a vese-tumor

hatdrvonal k6zepénél) elkezdddik a veseszovet infiltracidja.

29. abra. A kontroll és 7. napon eltdavolitott daganatos vesék makroszkopos (a) és

mikroszkopos (b) képe.
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4.2.2. A Ne/De jelzésii szolid tumorok sejtjeibdl sejtvonal alakithato ki, amely tenyészetbol

kozvetleniil, vagy Kelvindtorban torténd tdrolds utdn ismét visszaiiltethetd a vesetok ald

A szolid tumorbdl a mddszerek fejezetben ismertetett enzimes emésztéssel kinyert
sejtek 3 x 10° sejtszamban keriiltek a sejttenyésztd edénybe. A sejtszdm 24 6ra elteltével kb. a
két és félszeresére nott, a kulturdk 100%-os konfluencidt mutattak. A kontakt gétlds jelei nem
ismerhetdk fel. A sejteknél rendkiviil gyors novekedési iitemet tapasztaltunk. A morfoldgia

(30. abra), daganat — és metastasis képz0 jellemzdok a 100. passzalds utdn sem valtoztak.

30. abra. Ne/De sejttenyészet mikroszkopos képe.

Jelzés: 5 um.

4.2.3. A Ne/De jelzésii sejtek 15, 30 és 60 perc miilva jelentésen tibb *FDG-t vesznek fel,

mint a kontrollnak haszndlt fibroblast sejtek

4.2.3.1. In vitro "SFDG akkumuldciés mérések

In vitro kisérleteink sordn, ahogyan a hepatocellularis carcinoma esetén is, frissen
izoldlt F344 patkdny fibroblast sejteket hasznaltunk kontrollként. A kontroll sejtek '*FDG
felvételét hasonlitottuk Ossze a szintén F344 patkanybdl szarmazd, 100 passzdldson 4tesett
mesoblastos nephroma (Ne/De) sejtvonal gliikdz-analég felvételével. A vizsgalatok soran 15,

30 és 60 perces felvételeket néztiink (31. dbra).
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Sejtek 15 perc 30 perc 60 perc
Eontroll (fibroblast) 0.55+0,01 1,38+£0,03 241+0,14
HeDe 3554023 4,04£022 651046

_ =~ K ontroll
" T|-=NeDe

tn
L

L
L

[

% PFDG felvétel / millio sejt
L

0 ; t t ; ;
0 10 20 30 40 S0 &0 70
Ido [min]

31. dbra. Kontroll (fibroblast) és Ne/De sejtek "*FDG felvételének kinetikdja.

Az édbra azt mutatja be, hogy az inkubdl6 oldatban 1évo BEDG aktivitds hany szdzalékat veszi
fel 10° sejt. Az eredmények alapjan a Ne/De sejtek '"FDG felvétele minden mért id3pontban
tobb mint kétszerese volt a kontroll sejtekhez viszonyitva. A kiillonbség minden id6pontban
szignifikédns (p<0.01).

5 uM cytochalasin B jelenlétében 60 perces felvételeket néztiink mindkét sejttipuson.
Az eredmények alapjan mind a fibroblast, mind pedig a Ne/De sejtek kozel 11-szer kevesebb

"EDG-t vettek fel cytochalasin B jelenlétében (V. tablazat).

“FDG
Sejtek felvétel (%)
Fibroblast 2.01 £0.16
Fibroblast + SuM cytochalasin B 0.17 £0.01
Ne/De 5.96 £0.30
Ne/De + S5uM cytochalasin B 0.51£0.05

V. tdbldzat. Kontroll (fibroblast) és Ne/De sejtek '*FDG felvétele (ID [%]) cytochalasin B

jelenlétében, 60 perces inkubdldst kovetoen.
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4.2.3.2. Ne/De sejtek megoszldsa a sejtciklus fdazisaiban

Aromlési citometrids méréseinkhez etanolban fixalt, propidium-jodiddal jelslt Ne/De
és fibroblast sejteket hasznaltunk. Megéllapitottuk, hogy a vizsgalt sejtek (fibroblast, Ne/De)
a sejtciklus melyik fazisdban vannak, hiszen a sejtek '*FDG felvétele nagyban fiigg a
sejtciklusban elfoglalt helyiikt6l. Eredményeink alapjan (VI. tdbldzat) a vizsgalt
sejttenyészetek (fibroblast, Ne/De) sejtjeinek igen nagy szdzaléka (~ 62-64 %) az S fazisban,
koriilbeliil 20-22% a G1 fazisban és 16-18% a G2 fazisban volt. A sejtek proliferacios

aktivitdsa hasonlé volt, tehat a kapott eredmények 6sszevethetdek.

Sejtciklus  Fibroblast Ne/De

% %
S 63,7+2 62,1 +1
Gl 20,1 £2 2202
G2 162+1 17,5+2

VI. tablazat. Fibroblast és Ne/De sejtek szdzalékos megoszldsa a sejtciklus kiilonbozo

fazisaiban relativ DNS tartalom alapjdn.

4.2.4. Immunfluoreszcens és Western blot analizissel egyardnt kimutathato, hogy a Ne/De
jelzésii sejtekben a GLUT-1 és GLUT-3 gliikoz transzporter fehérjék mennyisége és eloszldsa

Jjelentdsen kiilonbozik a kontrollnak haszndlt fibroblast sejtektol

4.2.4.1. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa fibroblast és Ne/De

sejtekben immunfluoreszcens technikdval

A mesoblastos nephroma (Ne/De) sejtek gliik6z-transzportereinek megjelenitésére
immunfluoreszcens technikét alkalmaztunk.

A fibroblastok és a tumoros (Ne/De) sejtek GLUT-1 expresszidja kozott nem
tapasztaltunk jelentds eltérést. A fibroblastok esetén a transzporterek a lamellopodiumok
membrénjaban lokalizaltak, kevés diffiz jel figyelheté meg a citoplazmaban. A mesoblastos
nephroma sejtek a kontrollhoz képest jelentds GLUT-3 expressziot mutatnak. A GLUT-1 és

GLUT-3 transzporterek nem csak a membrdnban lokalizaltak, hanem ennél a sejtvonalnal is
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diffizan fellelhetéek a citoplazmédban (32. dbra). Ezek az eredmények is jol korreldlnak a

tumorsejtek magas BEDG felvételével és a Western blot analizissel.

Fibroblast NeDe

GLUT1

GLUT3

32. abra. GLUT-1 és GLUT-3 gliikoz transzporterek lokalizdcioja fibroblast és Ne/De
sejtekben. Sejtmagok: kék (DAPI), citoszkeleton: zold (phalloidin-FITC), GLUT

transzporterek: piros (Texas red). Jelzés: 50 um.

4.2.4.2. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa fibroblast és Ne/De

sejtekben Western blot analizissel

A "FDG felvétel soran kapott eredmények korrelaltak a Western blot eredményekkel
(33. abra), amely modszerrel a vizsgélt sejtek (teljes sejtlizitumok) GLUT-1 és GLUT-3
transzportereinek mennyiségét hataroztuk meg. A Western blot eredményekbdl kitlinik, hogy
a GLUT-1 transzporterek mennyiségét illetéen nincs szignifikdns kiillonbség a kontroll és
daganatos sejtek kozott. A GLUT-3 transzporterek mennyisége ezzel szemben joval
magasabb mind a kontrollhoz, mind pedig a GLUT-1 szinthez képest a daganatos Ne/De

sejtekben.
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Fibroblast NeDe

GLUT 1
55 kDa

GLUT 3
S0 kDa

33. dbra. GLUT transzporterek mennyisége kontroll (fibroblast) és Ne/De sejtekben

4.24.3. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa tumorokban

immunfluoreszcens technikdval

A gliikéz-transzportereket érintd vizsgdlatokat elvégeztiik F344 patkdnybdl szarmazé
mesoblastos nephroma tumoron is. 10° Ne/De sejt vesetok ald iiltetése utdn 14 nappal
keletkezett tumorbdl késziilt szovettani metszeteken végeztiik a kisérleteket.

A 34. dbran megfigyelhetd, hogy mindkét transzporter fehérje nagyobb mennyiségben van
jelen a tumorbdl késziilt metszeteken, mint a kontrollon. A kapott eredmények hasonléak a
Ne/De sejtek Western blot analiziséhez, hiszen a GLUT-3 transzporter mennyisége a tumorban is
magasabb, mint a GLUT-1. Megfigyelhetéek a daganat miatt szétes6 tubulusok, illetve a GLUT-
1 pozitiv vorosvértestek éltal jelzett bevérzések.

A vesén keletkezd primer tumor a mellkasi parathymicalis nyirokcsomoéba ad attétet. A
metastasis vizsgdlata sordn is azt tapasztaltuk, hogy a kontrollhoz képest mindkét transzporter
fehérje expresszidja kifejezettebb, kiilondsen az 3-as tipusi transzporteré (35. d&bra).

Megfigyelhetdek itt is a bevérzések, illetve a normdl széveti dllomany fellazulasa.
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Kontroll vese NeDe tumoros vese

GLUT 1

GLUT 3

34. abra. GLUT-1 és GLUT-3 fehérjék jelenléte kontroll és Ne/De tumoros patkdny vesén.
Sejtmagok: kék (DAPI), GLUT transzporterek: piros (Texas red). Jelzés: 50 um.

NeDe tumoros
Kontroll parathymicalis parathymicalis nyirokesomo
nyirokcsomo (metastasis)

GLUT 1

GLUT 3

35. abra. GLUT-1 és GLUT-3 fehérjék jelenléte kontroll és Ne/De tumoros patkdny
parathymicalis nyirokcsomon. Sejtmagok: kék (DAPI), GLUT transzporterek: piros (Texas red).
Jelzés: 50 um.
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4.2.4.4. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa tumorokban Western

blot analizissel

A kisérleti 4llatok vesetokja ald 10° Ne/De sejtet iiltettiink, majd 14 nap milva a
keletkezett tumort kioperaltuk, tumorlizatumot készitettiink és Western blot analizissel
vizsgéltuk a gliikoz transzporter fehérjék mennyiségét. A Ne/De tumorlizaitumon végzett
vizsgalatok eredménye aldtdmasztotta az immunfluoreszcens kisérleteket, miszerint a gliik6z-

transzporterek koziil a GLUT-3 expresszidja magasabb (36. dbra).

GLUT1 55 kDa

. GLUT3 50 kDa

36. abra. GLUT transzporterek mennyisége Ne/De tumorban.

4.2.5. A Ne/De jelzésii mesoblastos nephroma sejtek F344 patkdnyok vesetokja ald iiltetve

dttéteket adnak a parathymicalis nyirokcsomokba

A Ne/De esetében is a patkdnyok melliiregében taldlhaté parathymicalis
nyirokcsomoéban képzddik attét (37. abra). A tumor a szervet teljesen infiltrdlja, a szervben
haemorrhagidk és zsirsejtek jelennek meg, végiil a teljes szerv tumorossa valik. Elérehaladott
allapotban a nyirokcsomoban szétszorva, vagy bevérzésszerien Osszetomoriilve

vorosvértestek talalhatok (37. abra. b).
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37. d@bra. Parathymicalis nyirokcsomo.

a — Ne/De sejtekkel infiltrdlt nyirokcsomo, b — haemorrhagids, metatstatikus nyirokcsomo. H&E

festés.

4.2.6. Autoradiogrdfids és szerv-eloszldsos vizsgdlatok egyardnt azt erdsitették meg, hogy a
parathymicalis nyirokcsomok a vesetok alatt novekedd Ne/De jelzésii tumorok ,,sentinel”

nyirokcsomai
4.2.6.1. Teljes test autoradiogrdfids vizsgdlatok

A hepatocelluléris carcinomédhoz hasonléan a Ne/De sejtek metasztatikus potencidljit
is teljes test autoradiogrifia és ,phosphorimage” analizis segitségével vizsgaltuk.
Kisérletiinkben 6 db F344 ndstény patkdny vesetokja ald 10° Ne/De sejtet transzplantéltunk,
majd 14 nap milva Nembutal altatds kozben a bal oldali vena femoralisba 15.0 MBq
aktivitasi '"*FDG tartalmu fiziolégids konyhasé-oldatot fecskendeztiink. Egy 6ra milva az
allatokat tdlaltattuk, majd a médszertani részben ismertetett modon teljes-test autoradiografiat
és ,,phosphorimage” analizist végeztiink. Az autoradiografias kisérletek szerint a legnagyobb
aktivitast a tumor mutatta, illetve a kontrollhoz képest a metastasist tartalamz6 parathymicalis

nyirokcsomok aktivitdsa emelkedett (38. dbra).

67



38. d@bra. 14 napos Ne/De tumoros F344 patkdny metszete és szerveinek BEDG felvétele teljes
test autoradiogrdfids képen. a) szkennerrel késziilt anatomiai kép, b) autoradiogrdfids kép az
el6z0 metszetrol, ¢) anatomiai és autoradiogrdfids képek osszevetésként egymdsra helyezve.

(T-élo Ne/De tumor, V-vese, NT-nekrotizdlt tumor, PTN- parathymicalis nyirokcsomo).

A mesoblastos nephroma esetén is elvégeztiik a ,,phosphorimage” analizist. A harédntcsikolt
izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds értékek rendkiviil hasonléak voltak a
hepatocelluldris carcinoma esetén mért értékekhez. A képek pixeleinek informadcidit
szdmszerlsitve a tumor és a parathymicalis nyirokcsomok aktivitdsa kiemelkedd a tobbi
szervhez viszonyitva (39. dbra). A kisérlet-sorozatbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a vesetok alatt novekvO daganatok jelentds mértékii metastasist adnak a parathymicalis

nyirokcsomodkba.
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Izom Tumor PTNYCS Thymus  Vér Maj Vese
Kontroll 1,00+0,5 nfa 529407 4,88+0,4 28340,3 2,56+0,2 5,33+0,4
Ne/De  1,00+0,7 20,78+2,8 13,61+0,3 5,294+0,3 2,7940,1 3,06+0,4 5,15+0,6
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39. abra. Relativ intenzitds megoszldsa "8FDG intravénds addsa utdn Ne/De tumoros F344

patkdanyok autoradiogrdfids képén. Az értékeket az egységet jelento izomra normalizadltuk.

4.2.6.2. Szerv-eloszldsos vizsgdlatok

Metastasis modelliinket erdsitik meg a ndstény F344 patkanyokon végzett kisérleteink
is. 10° Ne/De sejt subcapsularis transzplanticiéja utdn 14 nappal az dllatokba 15.0 MBq
aktivitdsi "*FDG tartalmu fiziol6gids konyhasé-oldatot fecskendeztiink be i.v.. Beadds utan
egy 6ra miulva az aortdbdl vért vettiink, majd eltavolitottuk a daganat, a méj, a vese, a timusz,
a m. rectus abdominalis 3-3 darabkdjat, illetve a parathymicalis mirigyet. Az eltavolitott
szervek aktivitdsat gammaszamlaléval mértiik, és a DAR értékeket kiszamitottuk. Mint az a
40. abrabol kitlinik, a Ne/De esetében is a tumor, illetve a metastasis (parathymicalis
nyirokcsomd) DAR értéke kiemelkedd. Ez a kisérlet is aldtdmasztja eddigi eredményeinket, a

parathymicalis mirigyeknek a metastasis-képzddésben jatszott szerepérol.
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(Ne/De)

40. dbra. Radioaktivitds DAR-ban kifejezett szervi megoszldsa "* FDG intravénds addsa utdn

Ne/De tumoros F344 patkdnyokban.

4.2.7. A nyirokcsomok transzplantdcidjdval, illetve sorozatos veseirtdsokkal kimutathato,
hogy a Ne/De metastasisok 10° primer daganatsejt beiiltetése esetén a 6. naptol jelennek

meg
4.2.7.1. Nyirokcsomo transzplantdciok

Annak kideritésére, hogy mennyi id0 mulva jelennek meg az attétek, a He/De
tumorndl mar ismertetett kisérletet 6 db F344 ndstény patkdnyban is megismételtiik, azzal a
kiilonbséggel, hogy a vese tokja ala 10° Ne/De sejtet iltettiink. Azt taldltuk, hogy a
transzplantdlt 1 és 3 napos nyirokcsomok felszivodtak, mig a 6 napos nyirokcsomék
beiiltetése utdn 14 nappal a daganatok tomege 0,5, illetve 0,9 g volt. Ezekbdl a kisérletekbol
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy 10° sejtet tartalmazo primaer tumorokbdl a 3. és a 6. nap
kozott indul meg a metastatis képzodés, és ugy tlnik, a lassabban novekvd He/De-nek

nagyobb a metastaticus potencidlja, mint a gyorsabban nové Ne/De-nek (VII. tablazat).
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A tumor beiiltetése €s a | Ne/De tumor
nyirokcsomok kivétele tomege (g)
kozott eltelt napok szama

1 i

1 i

3 _

3 i

6 0.5

6 0.9

VIL. tabldzat. A vesetok ald iiltetett parathymicalis mirigyek tomege a beiiltetést koveté 14.

napon.

4.2.7.2. Nephrectomids vizsgdlatok

Kovetkezd kisérletsorozatunkban — a hepatocelluldris carcinomdnél mar leirt médon -
az 1., 3. és 6. napon nem a parathymicalis mirigyeket, hanem a tumorsejteket hordozé b.o.
vesét tavolitottuk el. A nephectomia utdn, a mesoblastos nephroma esetén is 13, 11, illetve 8
napot vartunk, majd a parathymicalis mirigyeket eltavolitottuk, és azokat érintetlen ndéstény
F344 patkdnyok vesetokja ald iiltettik, majd djabb 14 napig véartunk. Az eredmények
megegyeztek az eldzd kisérletsorozat eredményeivel. A nephrectomia utdn 13, illetve 11
nappal érintetlen ndstény patkdnyok vesetokja ald transzplantdlt parathymicalis mirigyek
felszivodtak, bizonyitva, hogy 1, illetve 3 nap utdn a Ne/De sejtek nem képeztek attétet. Ezzel
szemben a nephrectomia utdn & nappal eltdvolitott nyirokcsomok daganatsejteket
tartalmaztak, de a He/De és a Ne/De kozott kiilonbséget észleltiink. Ezek az eredmények
bizonyitjak, hogy a 10° sejtet tartalmazé primer tumorokbél a 3. és a 6. nap kozott indul meg
a metastasis-képzddés, €s gy tiinik, a lassabban novekvé He/De-nek nagyobb a metastasis-

képzd potencidja, mint a gyorsabban novo Ne/De-nek. (VIII. tdblazat).
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A nephrectomia és a Ne/De tumor
nyirokcsomo atiiltetése tomege (g)
kozott eltelt napok szama

13 -

13 -
11 -
11 -
8 2.3
8 3.7

VIII. tablazat. A vesetok ald iiltetett parathymicalis mirigyek tomege a beiiltetést koveto 14.

napon.
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4.3. Myelomonoblastos leukaemia (My1/De)

4.3.1. A My1/De jelzésii myeloblastos sejtek LE patkdnyok vesetokja ald iiltetve szolid tumor
(myelomonoblastos sarcoma) formdjiban novekedésnek indulnak, amely végiil

leukaemidhoz vezet

A vesetok ald iltetett myelomonoblastos sejtek (Myl/De) 2 hét elteltével a vese
jelentds részét infiltraljak (41. dbra. a,b). A hypercelluldris myelosarcoma basophil festddésii
blast sejteket tartalmaz (41. dbra. c). A diffiz infiltrdciés mintdzatot ad6 blast sejtek nagy

méretliek, seymagjuk kerek vagy enyhén behuzott, citoplazmajuk keskeny.

41. dabra. 14. napon eltdvolitott daganatos (myelomonoblastos sarcoma) vesék makroszkopos

(a, b) és mikroszkopos (c) képe.

A Myl/De sejtek vesetok ald torténd transzplantacidja utdn két héttel a leukaemids
Long-Evans patkdnyok periférids vérkenetében a fehérvérsejtek szdma a normdl 6 G/L helyett
60-80 G/L volt. A fehérvérsejtek 50-70%-a blast (42. dbra). A nagyszadmu blast sejtek jol
lathatéak a 42. dbra b részén, valamint megfigyelhetd a polikromdzia jelensége éretlen

vorosvértestekkel egyiitt.
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42. dabra. Kontroll (a) és leukaemids (b) Long-Evans patkdnyok periférids vérkenete.
Rozsaszinii nyil: granulocyta, kék nyil: lymphocita, fekete nyil: osztodo blast sejt.

Giemsa festés. Jelzés: 10 um.

Makroszképosan megfigyelhetd volt a kontrollhoz képest megnagyobbodott,
vildgosabb szinli mdj (43. dbra a), ugyancsak megnagyobbodott 1ép (43. dbra. b) és
parathymicalis nyirokcsomé (43. dbra. c¢). Mind a m4ajbdl és 1épbdl készitett szovettani
metszetek (44. dbra), mind pedig a csontveld, 1€p és parathymicalis nyirokcsomé kenetek

mikroszképos vizsgdlatai megerdsitették e szervek leukaemids érintettségét (45. dbra).

Kontroll My1/De

C) : =

1 cm

43. abra. Myl1/De sejtek subcapsularis transzplantdcioja utdn 14 nappal eltdavolitott kontroll
és myelomonoblastos leukaemids szervek LE patkdnybdl. a — mdj, b — lép, ¢ — parathymicalis

nyirokcsomo.
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44. abra. My1/De sejtekkel infiltrdlt mdj (a) és lép (b) mikroszkopos képe. H& E festés.

My1/De

Csontveld

Parat.ny.cs.

45. abra. My1/De sejtek subcapsularis transzplantdcidja utdn 14 nappal LE patkdnybol
eltdvolitott kontroll és myelomonoblastos leukaemids szervek kenetei. (Giemsa festés).

(Parat.ny.cs.: Parathymicalis nyirokcsomo/)
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4.3.2. A leukaemids patkdnyok csontveld sejtjei tenyészthetoek, tenyészetbol kozvetleniil,

vagy Kelvindtorban torténd tdrolds utdn ismét visszaiiltethetoek a vesetok ald

A leukaemids Long-Evans patkdnyok csontveld szuszpenzi6jabol (46. dbra. a) induld
Myl1/De sejttenyészetek koriilbeliil 2 - 2,5 hénapig fenntarthatéak in vitro standard
sejttenyésztési koriilmények kozott. Ennek oka, hogy a 100% blast sejtet tartalmazo
tenyészetek 50-60 nap elteltével tovabb mir nem oszt6dé (humédn plasma-sejtekre
emlékeztetd) macrophagokkd differencidlédnak (46. dbra. c), majd a sejttenyészet elpusztul.
Mieldtt megkezdddne a sejtek makrofagokka torténd dtalakuldsa, a myelomonoblastos sejtek
igen intenziven osztddnak (46. dbra. b). Megfigyeléseink szerint a sejtszdm 1,5 — 2 naponta a
dupldjdra emelkedik. A sejttenyészetekbdl, transzplanticids kisérletekre koriilbeliil a 45.

napig hasznalhatdk fel.

46. dabra. Felnott (Myl/De) Long-Evans patkdny csontvelobdl indulo myelomonoblastos
leukaemia sejttenyészetek. a): Myl/De 1. nap, b): Myl/De blast sejtek mitotikus alakokkal, 14.
nap, c): Myl/De 50. nap. Nyilak: macrophagok. d) My1/De 60. nap. Macrophagok.

Giemsa festés. Jelzés: 15 um.
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4.3.3. A My1/De jelzésii myelomonoblastos sejtek 15, 30 és 60 perc miilva jelentdsen tobb

BEDG-t vesznek fel, mint a kontroll, illetve a leukaemids patkdnyok csontveld sejtjei
4.3.3.1. In vitro "* FDG akkumuldciés mérések

In vitro "FDG akkumuldciés méréseinknél kontroll és leukemids Long-Evans
patkdnyok frissen izoldlt csontveld szuszpenzigjat hasonlitottuk Ossze 20 passzdldson atesett
Myl/De leukemids (myelomonoblast) sejttenyészettel. Vizsgdlatainkhoz felhasznalt
leukaemids patkdnyok periférids vérkenetében a fehérvérsejtek szama 60-80 G/L volt, amely
50-70%-4t blast sejtek tették ki. A vizsgdlatok sordn 15, 30 és 60 perces felvételeket néztiink
(47. ébra).

15 min 30 min 60 min

Kontroll csontvelo 0,10+0,10 0,24+0,12 0,49 +0,16

My1/De csontvelo 0.30+0,10 0,60+020 120+0,19

My1/De sejtek 085+037 188 +033 339+088

5
—— Kontroll csontveld
= —#— My1/De csontveld
2 4 T .
2 —4— My1/De sejtek
B,
=
]
=
& 2+
X
&
=14
0 __———'—'__———'i
0 15 30 45 60
Id6 [min]

47. abra. Kontroll és leukaemids csontvelo szuszpenzio, illetve Myl/De sejtek BEDG

felvételének kinetikdja.

A 47. dbra azt mutatja be, hogy az inkubalé oldatban 1év6 '*FDG aktivitds hdny szézalékat

veszi fel 1 milli6 sejt. A Myl/De sejtek radioaktivan jelzett gliikoz analdg felvétele minden
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mért idépontban jelentds kiilonbségeket mutatott a csontveld szuszpenzidkhoz képest. Ez a
kiilonbség minden idépontban szignifikdns (p<0.01). Az eredmények oka lehet, hogy amig a
Myl1/De sejttenyészet 100% daganatos (blast) sejtekbdl allt, addig a csontveld szuszpenzidk
egy rendkiviil heterogén sejtpopuldcidbdl allnak eltérd gliikdz-igénnyel.

5 uM gliik6z transzporter blokkold cytochalasin B jelenlétében 60 perces felvételeket
néztiink a My1/De leukaemids sejttenyészeten. Eredményeink alapjdn a leukemids sejtek 10-

szer kevesebb 'FDG-t vettek fel cytochalasin B jelenlétében (IX. tablazat).

18
. FDG
Sejtek felvétel (%)
Myl/De 3.39+£0.51
My1/De + 5uM cytochalasin B 0.35+0.12

IX. tdbldzat. Myl/De sejtek '*FDG felvétele (ID [%]) cytochalasin B jelenlétében, 60 perces

inkubdldst kovetoen.

4.3.3.2. Myl/De és csontvelo sejtek megoszldsa a sejtciklus fdzisaiban

Aramlisi citometrids méréseink sordn megéllapitottuk, hogy a vizsgalt sejtek (kontroll
és leukaemids csontveld szuszpenzidk, My1/De sejtek) a sejtciklus melyik fazisdban vannak.
Eredményeink alapjan (X. tdbldzat) a vizsgalt sejtpopuldciok nagy szdzalékban (~ 59-61 %)
az S fazisban, koriilbeliil 20-24% a G1 fazisban és 17-19% a G2 fazisban volt. A sejtek
proliferaciés aktivitdsa kozel azonos volt a mérések idején, tehdt a kapott eredmények

Osszevethetoek.

Sejtciklus  Kontroll Leukemias Myl/De

csontveld % Csontveld % %0
S 60,7 £2 61,3+2 59,8 +1
G2 23,11 20,1 £1 240+ 1
G2 172 +2 192+1 182+2

X. tablazat. Kontroll és leukaemids csontvel6 szuszpenziok és Myl/De sejtek

szdzalékos megoszldsa a sejtciklus kiilonbozo fdazisaiban relativ DNS tartalom alapjdn.
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4.3.4. A My1/De jelzésii myeloblastos sejtek LE patkdnyok vesetokja ald iiltetve dttéteket adnak

a parathymicalis nyirokcsomokba

A vesetok ald iltetett myelomonoblastos sejtek e modell esetében is a patkdnyok
melliiregében taldlhaté parathymicalis nyirokcsoméba adnak attétet (48. dbra. a). A blast
sejtek a szervet teljesen infiltraljdk, a szerv - makroszkdposan vizsgédlva — voroses szinezetll
(48. abra. b). A tumorsejtek (blastok) megegyeznek a vesében latottakkal. Jellemzd rajuk a
nagy méret (kb. 10-12 um), keskeny citoplazma kerek vagy enyhén behtizott sejtmaggal. A

magkromatin laza szerkezet{i, benne 1-2 nukledlusz azonosithaté (48. dbra. c).

b

48. abra. Vesetok ald iiltetett Myl/De sejtek megjelenése a parathymicalis nyirokcsomoban.
a — mellkas iiregében elhelyezkedo metastatikus parathymicalis nyirokcsomo , b — metastatikus
parathymicalis nyirokcsomo (PTNYCS) (T — thymus), ¢ — blast sejtekkel (fekete nyilak) infiltrdlt

parathymicalis nyirokcsomo (Giemsa festés).
4.3.5. Autoradiogrdfids és szerv-eloszldsos vizsgdlatok egyardnt azt erdsitették meg, hogy a
parathymicalis nyirokcsomok a vesetok alatt novekedd Myl/De jelzésii tumorok ,,sentinel”
nyirokcsomaoi

4.3.5.1. Teljes test autoradiogrdfids vizsgdlatok

Az epitelidlis eredetli mdjcarcinomdhoz (He/De) és a mesenchymadlis eredetii

mesoblastos nephromédhoz (Ne/De) hasonléan a My1/De sejtek metasztatikus potencidljét is
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teljes test autoradiografia és ,,phosphorimage” analizis segitségével vizsgdltuk azzal a
kiilonbséggel, hogy Long-Evans patkanyok vesetokja ald 10° My1/De sejtet transzplantédltunk.
14 nappal a transzplantici6 utdn a vena femoralisba 15.0 MBq aktivitisi '"FDG tartalmu
fiziol6gids konyhasé-oldatot fecskendeztiink. Egy 6ra mulva az éllatokat tdlaltattuk, majd
teljes-test autoradiografiat és ,,phosphorimage” analizist végeztiink. Az autoradiografids
kisérletek szerint a legnagyobb aktivitast a vesetok alatt kialakult myeloid sarcoma mutatta,
illetve a kontrollhoz képest a metastasist tartalamzé parathymicalis nyirokcsomodk (49. dbra),

illetve a mdj, a 1ép és a mesenterialis nyirokcsomok aktivitdsa volt kiemelkedd (50. dbra).

49. dabra. 14 napos Myl/De tumoros Long-Evans patkdny metszete és szerveinek BEDG
felvétele teljes test autoradiogrdfids képen. a) szkennerrel késziilt anatomiai kép, b)
autoradiogrdfids kép az eloz0 metszetrol, c) anatomiai és autoradiogrdfids képek
osszevetéskent egymdsra helyezve. (T-My1/De tumor /myeloid sarcoma/, V-vese, M-mdj, PTN-

parathymicalis nyirokcsomo).
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50. dbra. 14 napos Myl/De tumoros Long-Evans patkdny metszete és szerveinek "’ FDG
felvétele teljes test autoradiogrdfids képen. a) szkennerrel késziilt anatomiai kép, b)
autoradiogrdfids kép az elo6z0 metszetrol, c) anatomiai és autoradiogrdfids képek
osszevetésként egymdsra helyezve. (CsV-csontvelo, L-1ép, M-mdj, BH-"*FDG beadqds helye- v.

femoralis).

Elvégezve a ,,phosphorimage” analizist, a képek pixeleinek informécidit szdmszerisitve,
meghatdroztuk a szervek hardntcsikolt izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds értékeit.
Magas volt a leukemids érintettségli szervek (mdj, 1ép) aktivitdsa. A csontvel§ aktivitdsa a
vartndl alacsonyabb értéket mutat. A legnagyobb aktivitist a myeloid sarcomédndl (tumor)
tapasztaltuk. A nyirokcsomoék koziil egyediill a parathymicalis nyirokcsomodk aktivitdsa

kiemelkedd (51. abra).

81



30
[ 1 Kontroll Kontroll  My1iDe
Teom 1002062 100052
B Myl1/De Tumor  n/a 21,4742,89
25 T PINYCS 529407 13494258
Mg 256402  19,974247
Lép 399405  14,13+158
" Csontveld 2514032  3,20+0,59
= 20 T Vese 5334042 5264075
= Ver 1962027  2,85039
=
&
—
g 15 +
b
="
e
=
=
e 10 1
S -
0 Jimm, , , , ,F\—-, ,FF-_
Izom Tumor PTINYCS Maj Lép Csontveld Vese Vér

51. dbra. Relativ intenzitds megoszldsa "*FDG intravénds addsa utdin Myl/De tumoros Long-
Evans patkdnyok autoradiogrdfids képén. Az értékeket az egységet jelento izomra

normalizdltuk.

A kisérlet-sorozatbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vesetok alatt novekvo

daganatok els6ként a parathymicalis nyirokcsomdkba adnak (jelentds) mértékii metastasist.
4.3.5.2. Szerv-eloszldsos vizsgdlatok

Ezt a megéllapitdst erSsitik tovabbi kisérleteink is, amelyekben 10° Myl/De sejt
subcapsularis transzplanticigja utdn két héttel az allatokba 15.0 MBq aktivitasu BEDG
tartalmu fiziol6gids konyhaso-oldatot fecskendeztiink be i.v.. Beadas utan egy 6ra milva az
aortabol vért vettiink, majd eltavolitottuk a daganat, a m4j, a vese, a Iép, a csontveld, a timusz,
a m. rectus abdominalis 3-3 darabkdjat, illetve a parathymicalis mirigyet. Az eltavolitott
szervek aktivitdsat gammaszamlaléval lemértiik, és a DAR értékeket kiszamitottuk (52. dbra).
A szervek koziil a legnagyobb aktivitdsa a primer tumornak, a méjnak, a parathymicalis
mirigynek, illetve a 1épnek volt. A tobbi kontroll és leukemids szerv aktivitdsa kdzott nem

volt szignifikans kiilonbség. Feltind a leukemids patkdny thymusanak kontrollhoz képest
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alacsonyabb aktivitdsa. Ennek oka, hogy a Myl/De tumoros éllatban a thymus atrophizél a
daganat okozta stressz miatt. Ez a kisérlet is aldtdmasztja eddigi eredményeinket, a

parathymicalis mirigyeknek a metastasis-képzddésben jatszott szerepérol.

9
Kontroll Myvl/De
8 + O Kontroll Ver 08008  056£007
T Tzom 0.53+£008 048+0,01
B Myl/De Tumor (Myl/De) 0 744 £ 0,87
7+ PTLN 172£065  425+061
Mg 0.89£007 5524108
6 1+ Lép 199£005 371+£026
Thymus 246+£025 1294002
Vese 234036 2434013
e ST Csontveld 053£0.10 0524005
o
~ 44
3 i
T
2+ | T
| |
0 |- : l l- : : : : : : : l l-
Vér Izom

Tumor Parat.ny.cs. DMaj Lép Thymus Vese Csontveld
(My1/De)

52. dbra. Radioaktivitds DAR-ban kifejezett szervi megoszldsa '*FDG intravénds beaddsa

utdn Myl/De tumoros Long-Evans patkdnyokban.

83



5. Megbeszélés

Kisérleteink sordn az aldbbi 1j eredményekhez jutottunk:

1. A kémiai tton eldidézett hepatocarcinoma, mesoblastos nephroma és myelomonoblastos
leukaemia torzsek folyékony nitrogénben, vagy Kelvindtorban tarolva még harom év milva is
alkalmasak arra, hogy Fischer-344, illetve Long-Evans beltenyésztett patkdnyok b.o.
vesetokja ald iiltetve novekedésnek induljanak és két hét elteltével tobb grammos daganatta
fejlodjenek.

2. Ezzel parhuzamosan kimutattuk azt is, hogy mind a hepatocarcinoma, mind a mesoblastos
nephroma sejtek in vitro tenyészthetdk, és a tenyészetekbdl olyan sejtvonalak alakithatok ki,
amelyek lefagyasztott dallapotban wugyancsak fenntarthatok és patkanyokba sikerrel
reimplantalhaték. A myelomonoblastos leukaemia sejtek in vitro ugyancsak jol szaporodnak,
passzdlhatok és reimplantdlhatok, azonban a 20-ik in vitro passzdzs utdn macrophiagokka
differencidlédnak.

3. Az elso két pontban ismertetett eredmények jol haszndlhatdk a preklinikai kemoprevencids
vizsgalatok sordn. A kisérleteket megroviditd, gyorsan nové tumortorzsek adottak, és nincs
sziikség a tumorsejtek in vivo fenntartdsara. Ezzel nemcsak a tumortorzsek, vagy vonalak
stabilitdsa biztositott, de jelentds mennyiségli kisérleti allat takarithaté meg.

4. Bebizonyitottuk, hogy a klinikai diagnosztikdban alkalmazott EDG radiofarmakon
modszerek kémiai uton létrehozott daganatokat hordozd patkdnyban is alkalmazhatdk, és
segitségiikkel a kemoprevencios probalkozdsok hatdsa rovid id6 alatt ellendrizhetd.

5. Uj megfigyelés, hogy a vesetok al4 iiltetett 10° hepatocarcinoma és mesoblastos nephroma
sejtek mar 6 nap milva megjelennek a parathymicalis nyirokcsomdkban, és ezzel lehetdvé
valt egy gyors és biztos modell kidolgozédsa a metastasis képzddésének, illetve megeldzésének
tanulmanyozdsara.

6. Végiil bebizonyitottuk, hogy amig a nyugvé mdjsejtekben dekondenzdlt fityolszerii
kromatin, a regenerdl6d6 sejtek sejtmagvaiban pedig valtozatos szerkezetli kromatin
struktirdk figyelhetok meg, addig a daganatos sejtek kromatinjara a nagyfoku

szupertekercseltség jellemzo.

A tovéibbiakban a fenti eredményekhez - a felsorolds sorrendjében - tovdbbi megjegyzéseket
szeretnék flizni.
A dimetilnitrozaminnal indukélt primer hepatocelluldris carcinoma és mesoblastos

nephroma daganatokbdl sikeriilt sejtvonalakat 1étrehozni, azokat in vitro vizsgdlni, illetve
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kisérleti dllatokba reimplantdlni. Hasonlé eredményeket kaptunk a dimetilbenz-antracénnel
Long-Evans patkdnyokban létrehozott myelomonoblastos sejtekkel is. Az igy létrehozott
sejtvonalak folyékony nitrogénben tartva in vivo szaporodoképességiiket még 2 év utdn is
megtartjdk. A sejttenyészetek haszndlata a vildgon mindeniitt elterjedt. Azok a technikdk,
amelyek segitségével képesek vagyunk sejteket fenntartani a testen kiviil, latvanyos
fejlodésen mentek keresztiil a 20. szdzadban. Az els6 daganatos sejtvonal, a HeLa (Gey és
mtsai., 1952) publikdldsa 6ta eltelt kdzel 60 évben tobb szdz tumoros sejtvonal jelent meg.
Ezek a sejtvonalak kivalé eszkozként szolgdlnak a kiilonb6z6 biokémiai és molekuldris
bioldgiai kutatdsokhoz, amelyek hozzdjarulnak a normadl és daganatos sejtek fiziologidjanak
megértéséhez.

A kutatdsok sordn gyakran felmeriilt a kérdés, hogy a kisérletek soran mar 1étezo, jol
karakterizalt sejtvonalakat haszndljunk, vagy hozzunk létre dj sejtvonalat? Amennyiben
vizsgalatainkat jOl leirt, ismert sejtvonalon akarjuk elvégezni, akkor szamos sejtbank (ATCC,
DSMZ) 4ll rendelkezésiinkre. A maér 1étezé sejtvonalak haszndlatdnak egyik nagy eldnye,
hogy szinte azonnal elérhetdek, jOl karakterizaltak, illetve a folyamatosan megjelend
publikécidk révén tjabb és tjabb informécidkat kapunk az adott modellrdl. Azonban szdmos
helyzetben a sejtvonalak nem hozzaférhetdek, €s sziikség van 14j modellek 1étrehozasara. Ez
kiilondsen a kisérleti allatok kiilonboz6 daganataira érvényes. Uj modellek létrehozédsa sok
idébe és nagy erdfeszitésbe keriil, hiszen az Uj sejtvonalakat karakterizalni kell, azonban
szamos szitudcioban - mindezek ellenére - sziikséges. El6fordulhat, hogy nincs, vagy csak
nagyon kevés olyan, mar létezd sejtvonal van, amely az dltalunk vizsgélt tumor tipusnak
megfelel. Kiilonleges tulajdonsdgokkal (példaul egy ujfajta szerrel szemben kialakul6
rezisztencia), rendelkez6 sejtvonalak nem mindig hozzaférhetoek. Végezetiil lehetnek eddig
ismeretlen, Uj tulajdonsdgai egy ujonnan alapitott sejtvonalnak, ami ellensilyozza a
karakterizalas nehézségeit.

A szolid tumorokbdl torténd primer kultiurdk 1étrehozdsdnak szdmos modja ismeretes.
A legegyszeribb modszer az tgynevezett szovet-szelet technika, melynek sordan a
szervezetbdl szdrmazé tumor ,fragmentumbdl” (explant), in vitro koriilmények kozott
képesek a sejtek migrdlni, majd novekedni. Célravezetobb eljards a tumor (fragmentum)
mechanikai daraboldsa vagy enzimatikus (tripszin, kollagendz, hialuroniddz, stb.) emésztése,
amely sordn kiilonallo sejtekbdl 4ll6, ugynevezett ,single cell” kultirat, vagy kisebb
sejtcsoportokat kapunk. Egyszertibb a helyzet, ha primer kultirit nem szolid tumorbdl, hanem
példanak okaért peritonedlis ascites-bol, csontvel6bdl, vagy pleurdlis folydékbdl inditunk,

hiszen a sejtek eleve szuszpenzioban vannak, illetve minimélis mechanikai behatdssal
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kinyerhetok. Barmilyen izoldldsi technikat is alkalmazunk, az annak eredményeként 1étrejovo,
indul6 sejtpopulacié ugyanolyan heterogén, mint az a tumor, amibdl szarmazik. Az induld
sejtpopulécié egyes sejttipusai nehezen vagy egydltaldn nem tapadnak a feliilethez, illetve
lassabban osztédnak, mint mds tipusok, ezért az id0 eldrehaladtival a primer kultdra
Osszetétele megvaltozik, hiszen a gyorsan nové sejtek ,tdlnovik” a nem, vagy lassan
proliferdlédo sejteket. A heterogenitds csokkenésének vannak elonyei €s hétranyai is. Elony,
ha a szelekcidval létrehozott homogén sejtpopuldcié tisztdn a vizsgdlni kivant sejteket
tartalmazza. Ez egyben hatrany is, hiszen hidnyzik az in vivo-ra jellemzd heterogenitas,
diverzitds, igy a kiilonboz0 sejtféleségek kozotti interakcié sem modellezhetd.

A primer kultirdbdl 1étrejovo sejtvonal fontos tulajdonsdga, hogy képes az ismétlodo
vizsgalatokhoz egy folyamatosan megujulé populéciét biztositani. A sejtvonal modelleknek
titkkrozniiik kell annak a tumornak a tulajdonségait, amelybdl eredetileg szarmaznak. Példaul,
ha immundeficiens egérbe iiltetjiik a sejteket, akkor a keletkezdé tumor histopathologiai
jellemzdinek (genotipus, fenotipus, génexpresszid, drog szenzitivitds) meg kell egyeznie az
eredeti tumoréval (Masters, 2000). Ezért fontosnak tartottuk, hogy a daganatbdl nyert sejtek
és a daganatbdl létrehozott sejtvonalak tumorképzd és metastatikus potencidljat mindharom
altalunk vizsgélt tumor féleségnél (He/De, Ne/De, Myl1/De) ellendrizziik. Ennek veszélyére
Hayflick és Moorhead hivtdk fel a figyelmet, akik az 1960-as évek elejérdl szarmazo
tanulmdnyikban lefrtdk, hogy a diploid humén fibroblastok nem tarthat6ak fenn korlatlan
ideig (Hayflick és mtsai., 1961). Ez a megallapitis — néhdny, féleg embriondlis eredet
kivételtdl eltekintve (pl.: egér 3T3-L1 fibroblast) - a legtobb nem daganatos éllati és humén
sejtvonalakra is igaz, hiszen ezek egyik f6 jellemvondsa az eloregedés (Mather és mitsai.,
1998). Ismert, hogy a legtobb daganatos sejtvonal immortalizalt. Annak érdekében, hogy a
sejtvonal folyamatos legyen, a kezdeti kultdrat alacsony sejtszammal kell inditani, vagy a
sejteknek transzformécion (kémiai tton vagy virus daltal) kell dtesniiik. Leggyakrabban
génmuticiok és/vagy delécidok eredményezik a sejtvonal immortalizdcidjat, ilyenek példaul a
pS3-at érintd mutdciok (Pereira-Smith és mtsai., 1988; Sasaki és mitsai., 1994). A mdr
létrehozott sejtvonalat karakterizalni kell és meggy6zddni arr6l, hogy kontamindci6tol
mentes. Ahogy a létrejott sejtvonal egyre tobb passzdldson megy keresztiil, bizonyos
tulajdonsagait elveszitheti, mindazonéltal a gyorsan névekvd szubklonok megjelenése altal
nagyobb homogenitdst mutathat. Modell rendszerként a sejtvonalaknak szdmos elOnyiik van a
primer kultirdkhoz képest. A sejtvonalak legnagyobb elOnye, hogy a kisérletek egy jol
karakterizalt rendszerrel barmikor megismételhetok. A folyamatos fenntartdssal egy

viszonylag homogén sejtpopulacié jelenik meg, ellentétben a primer kultdraval, amely sokféle
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stroma és tumor infiltrdlé sejtet (pl.. lymphocyta) tartalmazhat, amelyek megnehezithetik az
adatok értelmezését.

A létrejott, immortalizdlt sejtvonalak fenntartasara, tenyésztési koriilményeire utald
irodalmak, konyvek szdma szinte végtelen. Az esetek tobbségében a daganatos sejtvonalak
standard sejttenyésztési koriilmények kozott (5-10% CO,, 37 °C, klasszikus tdpfolyadék és
szérum) minden gond nélkiil fenntarthatok. Kivételt képeznek tobbek kozott a leukaemids
sejtvonalak (pl.: B — és — T sejtvonalak), amelyek hypoxids koriilmények kozott (5% O,)
jobban szaporodnak (Smith és mtsai., 1989), illetve tapfolyadékukat gyakran mds anyagokkal
(interleukinok, inzulin, L-leucin-metil-€szter, stb.) is ki kell egésziteni. Ilyen koriilmények
kozott is a megkettdzodési idejiik 2-4 hét. Annak ellenére, hogy a malignus hematopoetikus
sejtek proliferdcidja in vivo fliggetlen a normdl szabdlyozdsi mechanizmusoktdl, in vitro,
onmagukban csak rovid ideig tarthatok fenn, hiszen hidnyoznak a proliferdciéjukhoz
sziikséges hematopoetikus novekedési faktorok.

A laboratériumunkban 1étrehozott sejtvonalakat mind in vitro, mind pedig in vivo
vizsgélatokra egyardnt felhaszndltuk. Az in vivo vizsgilatokhoz a daganatos sejteket a
kisérleti allatba juttattuk. A daganatos sejtek — akar primer kultirdbol, akar mar karakterizalt
sejtvonalbdl szarmaznak — kisérleti allatba juttatdsdnak szdmos modja ismeretes (subcutan,
intradermalis, intramuscularis, intravénds, intraartérids €és intracardidlis vagy specifikus
szervekbe, szovetekbe). A sejtek keringésbe juttatisdnak szdmos elonye ismert. El0szor is a
sejtek direkt keringésbe juttatdsa jelentdsen csokkenti a kisérlet iddtartamat, hiszen a primer
tumor kifejlodését nem kell megvarni, azonban ez a mddszer a metastasis kialakuldsanak tobb
1épését kikeriili, szignifikdnsan csokkentve a statisztikai variabilitdst, illetve a sejtek
befecskendezése sordn a vérbe keriild0 nagyszamu tumor sejt Odnmagaban nem jelenti
sziikségképpen azt, hogy makroszképikus metastasis fog kifejlodni (Tarin és mtsai., 1984). A
daganatos sejtek befecskendezésének masik igen elterjedt modja a subcutan ,,beiiltetés”, mivel
konnyen kivitelezhetd és a tumor novekedése jOl lathatd. Azonban a leggyorsabban novekedd
tumorok innen nem adnak metastasist (Liotta, 1986). Mi az in vivo tumor vizsgalatainkhoz
szingénikus szovet-, illetve sejt heterotopikus transzplanticiét alkalmaztunk és egy dj
metastatikus tumor modellt hoztunk létre a tumor darabkdk ill.sejtek vesetok ala iiltetésével.

A daganatos sejtek in vivo tumor formal6 képességét, illetve metasztatikus potencidljat
azonban szdmos in vitro tényezd befolydsolja. Ilyen a viabilitds, hiszen az in vivo
vizsgalatokra szant sejtek legaldbb 90%-a €16 kell, hogy legyen a befecskendezés
pillanatdban. Megfigyelték (Welch, 1997), hogy egyes daganatos sejtek, amelyek

sejtkultirdban adherensek, kisérleti dllatba juttatva eltéré metastatikus potencidllal birnak
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attol fliggden, hogy beadds eldtt milyen mddszerrel (tripszin, tripszin-EDTA, EDTA, illetve 4
°C, 25 °C és ezek kombindciéi) sziintették meg a tapadédsukat a sejttenyészté edényhez.

A mésik fontos in vitro tényezd a sejttenyészetek konfluencidja. Welch és mtsai. (1994)
leirtdk, hogy a 13762NF patkidny adenocarcinoma sejtek eltéré szamu metastasist hoznak 1étre
a tiidokben intravénds beadds utdn attél fiiggden, hogy a felhaszndlt sejtek milyen
konfluencidji tenyészetbdl szarmaztak. Azt tapasztaltdk, hogy minél konfluensebb a
tenyészet, a beldle szarmazo sejtek anndl tobb metastasist hoznak 1étre a kisérleti allatban. A
szerzok a B16 melanoma sejtek vizsgdlatakor is ugyanilyen eredményt kaptak.

Annak érdekében, hogy noveljik a daganatos sejtek tumorformdlé képességét és
metastatikus potencidljat, a rdkos sejteket nem Onmagukban, hanem mads tipusu sejtekkel
(normdl fibroblastokkal (Camps és mitsai., 1990; Picard és mitsai., 1986), szingenikus
embriondlis sejtekkel (Fidler, 1973)), illetve Matrigel-el (Fridman és mtsai.,1990; Mehta és
mtsai.,1993) egyiitt juttatjdk a kisérleti dllatba. A fenti médszerek eredményeként keletkezd
tumorok vaszkularizaltabbak, és kisebb teriileten nekrotizalnak.

In vitro és in vivo vizsgalataink sordn bebizonyosodott, hogy a daganatos sejtek
szignifikdnsan tobb '*FDG-t vesznek fel, mint a kontroll sejtek, szovetek, aminek egyik oka a
GLUT-1 és GLUT-3 transzporterek fokozott kifejezddése volt. A daganatos sejtek
anyagcseréje — igy a szénhidrat-metabolizmusa — jelentOsen eltér a normadl sejtek anyagcsere
jellemz6itdl. Ezen alapszik az éltalunk hasznalt eloszlasi vizsgélat is.

A 2-["*Flfluoro-2-dezoxi-D-gliikéz-t ("*FDG) el8szor Gallagher és mtsai (1978)
haszndltdk ragcsalok gliik6z anyagcseréjének vizsgalatandl. Két évvel késobb, 1980-ban
kezdték vizsgdlni a malignus elvaltozdsok emelkedett gliikoz felvételét kisérleti allatokon
ezzel a modszerrel. Majd 1982-ben jelentek meg az els6 humdn vonatkozasi vizsgdlati
eredmények, amelyekben agy és mdjtumorok emelkedett '*FDG felvételét irtak le (Patronas
és mtsai., 1982).

A mai napig a leggyakrabban hasznalt PET radiofarmakon mind az in vivo, mind az in
vitro tumordiagnosztikdban a ['*F] izotoppal jelolt dezoxi-gliik6z. Ennek oka, hogy a
kiilonb6zo tumor sejtek in vivo és in vitro egyarant, magas szénhidrat metabolizmusuk miatt
sok ""F-FDG-t vesznek fel (Mueckler, 1994, Murakami és mtsai., 1992; Lengyel és mtsai.,
2002), ugyanis az analdgot a sejtek transzportrendszerei nem tudjdk megkiilonboztetni a
gliik6ztol. A tumor sejtekben a nagymértékli gliikkdz és BEDG felvétel kapcsolatban van a
citoszolban 1évo gliikkdz transzporter mRNS megnovekedett szintjével, igy a transzporterek
fokozott expresszidjaval is. A gliikoz felvételének két f6 mechanizmusa ismert a tumoros

sejtekben. Az egyik csoport képviseldéi az ugynevezett natrium/gliik6z kotranszporterek
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(SGLTI1, SGLT2), amelyek a koncentracié gradiens ellen dolgoznak féként a vese
szOveteiben, a masik csoportba a passziv transzporttal miikod6 facilitativ transzporterek
tartoznak. Szdmos facilitativ gliik6z transzporter molekula ismert (GLUT-1-7), amelyek
mindegyike kiilonboz6 szovethez kapcsolddik (Mueckler, 1994).

Legkifejezettebb a GLUT-1 és GLUT-3 transzporterek megndvekedett aktivitdsa a
tumoros szovetekben (pl. primer mellrdk, a nyak és fej kiilonb6z6 daganatai, stb.) a normal
szovetekhez viszonyitva, ezért feltehetéen ezek tehetSk feleldssé a fokozott gliikéz és '*FDG
felvételért a malignus daganatokban (Murakami és mtsai., 1992; Mellanen és mtsai., 1994). A
cytochalasin B-vel, mint gliikéz transzporter blokkoldval végzett vizsgdlatok azonban
rdmutattak arra, hogy nem minden tumor mutatja a GLUT transzporterek overexpresszidjat.
Immunhisztokémiai vizsgalatok kideritették azt is, hogy ezen transzporterek koziil a GLUT-1
(over)expresszidja szignifikdnsan magasabb a tumorokban, kiilonosen a szegényesen
vaszkularizdlt (hipoxids) teriileteken (Brown és mtsai., 1995). Az "*F-FDG felvétel és a
GLUT-1 expresszidjanak mértéke Osszefiigg a tumor méretének novekedésével (Clavo és
mtsai., 1995). Leirtak, hogy a tumorok '"*F-FDG felvétele emelkedett a nekrotikus teriilet
mellett 1évé sejtekben, aminek oka, hogy a hipoxia serkenti a GLUT-1 transzporterek
membréanban torténd megjelenését (Rastogi és mtsai., 2007; Wahl, 1996). Gu J. 2006-ban
leirta a colorectalis tumorokndl, hogy szintén a hipoxia miatt a tumor kdzepe mutat erdsebb
GLUT-1 expresszi6t, ami miatt e teriiletek "*F-FDG felvétele magasabb.

Kihaszndlva a tumorsejtek membranjdban taldlhaté transzporterek emelkedett
mennyiségét a kozelmultban indultak azok az in vitro kisérletek, amelyekben monoklonélis
antitest ,,terdpiaként” a transzporter ellen termeltetett antitesttel mitkodésképtelenné teszik azt,
igy a daganatos sejt apoptdzissal elpusztul (Rastogi és mtsai., 2007)

Szamos enzimatikus elvaltozdst leirtak mar a humdn tumorokban, sejtekben
osszehasonlitva a normdl sejtekkel, szovetekkel. Igy példdul ismert, hogy szdmos daganatban
jelentdsen emelkedettek a gliik6z foszforildciés mechanizmusok, illetve csokkent mértékll a
gliik6z-6-foszfat defoszforilacidja (Fukunaga és mtsai., 1993). A glikolizis els6 enzime a
hexokindz, ami a gliikézt gliik6z-6-foszfattd alakitja. Az '*FDG a sejtben belép a glikolizisbe,
de a glukokindznak nem, csak a kisebb Ky értékii hexokindznak szubsztritja, ami BEDG-6-
P-ot képez beldle (Renner és mtsai., 1972). Ezzel magyardzhaté az a klinikai megfigyelés,
hogy hiperglikémia esetén a glukokindz bekapcsoléddsakor csokken a tumorok 'FDG
felvétele. Az a tény, hogy a hexokindz aktivitds a human daganatos szovetekben jelentdsen
magasabb, mint a homol6g normél szovetekben, aldtimasztja azt az éltalanos elképzelést,

hogy a malignus tumorok fokozott enzimaktivitist mutatnak a glikolitikus ttvonalat
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szabdlyoz6 enzimek esetében (Bustamante és mtsai., 1981; Wahl, 1996). Leirtdk, hogy a
normadl és benignus m4j szovetek BEDG akkumul4cidja szignifikdnsan alacsonyabb mértékii,
mint a malignus daganatokban, aminek oka a magas gliikoz-6-foszfataz szint (Gallagher és
mtsai., 1978). Weber és mtsai. (1955, 1963) kisérleteikkel bizonyitottdk, hogy a madjban
lejatsz6d6 glikoneogenezis alacsony mértékii a karcinogenezis sordn €s majdnem teljesen
hidnyzik a hepatocelluldris carcinomdkban. Ezek a tulajdonsidgok eredményezik a PET
felvételeken az "*FDG emelkedett akkumuldciéjat a hepatocellularis carcinomdkban és a
metastatikus majtumorokban (Okazumi és mtsai., 1992; Nagata és mtsai., 1990), illetve in
vitro kisérletekben a HepG2 hepatocellularis carcinoma sejtvonalon (Ong és mtsai., 2008).

A gliik6zbdl hexokindz 4ltal 1étrehozott gliik6z-6-foszfiatot a glikolizis tovédbbi
enzimei, elsoként a gliik6z-6-foszfat izomerdz, tovabb metabolizdljdk. A gliikk6z-6-foszfat
izomerdz enzimnek, konzervativ struktirdja és geometridja miatt, a 'FDG-6-foszfat nem
szubsztratja, ezért a glikolizis tovabbi lépéseiben mar nem vesz részt, és a sejtekben
felhalmozddik. Emellett a gliikkdz-6-foszfatdz, amely képes volna visszaalakitani a keletkezett
BEDG-6-P-ot a-D-gliikk6zz4, a hepatocytdktdl eltekintve, igen alacsony koncentracidban
vannak jelen a sejtben (Gallagher és mtsai., 1978). A ""FDG-6-P a sejtekben csapddba esik
(trapping mechanizmus), ezdltal koncentraci6ja megnovekszik (Pauwels és mtsai., 1998). A
BEDG szoveti eloszldsdnak ismeretében kiilonbozd fiziologids folyamatok (pl. neurondlis
aktivitds, szivizommiikodés) és patologids elvdltozdsok (pl. gyulladdsok, tumorok)
karakterizalhat6k a gliikéz felhasznalds mértékén keresztiil. A ['°F] izotép 109 perces felezési
ideje lehetévé teszi az '*FDG alkalmazdsdt hosszi, akdr tobb 6rds vizsgdlatokban is. A
szokdsosan alkalmazott dozis 0,15 mCi (5,55 MBq)/kg testtomeg. Ez a nyomjelzd anyag a
gliik6ztol eltéréen a vizelettel {iriil, igy az wurogenitdlis rendszer vizsgdlatdra csak
korlatozottan, illetve megfeleld eldkészitést (diuretikum, hdlyagkatéter) kovetden alkalmas
(Lengyel és mtsai., 2002). In vitro a technika a tumoros sejtek gliikézfelvétel-intenzitdsanak
mérésében, kiillonbozo sejtfajtak gliikoz metabolizmusanak Osszehasonlitdsdban alkalmazhat6
(Ong és mtsai., 2008). In vivo a klinikai gyakorlatban elterjedten haszndlt PET (Positron
Emission Tomography) vizsgdlatok mellett a teljes test autoradiogriafia is kiemelkedd
fontossdgu eljards. In vitro és in vivo '"*FDG szerveloszlési kisérleteink bizonyitottdk ennek a
PET radiofarmakonnak a ddsuldsat a tumorban és a parathymicalis nyirokcsomdékban.

Kisérleteinkben bebizonyitottuk azt is, hogy a patkdnyok vesetokja ald implantélt
epitelidlis, illetve mesodermidlis eredetli daganatsejtek, valamint a myelomonoblastos
leukaemia sejtek attéteket adnak a parathymicalis nyirokcsomékba. Ezt azzal igazoltuk, hogy:

1. a vesetok ala iiltetett tusszemcsék 24 6ran beliill megjelennek a nyirokcsomoékban, 2. teljes-
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test autoradiografids, illetve szerv-eloszldsos vizsgdlatokban a 'SFDG mind a vesetok alatt
novekedd tumorokban, mind a parathymicalis mirigyekben jelent6sen felddsul, 3. a primer
daganatok, illetve a metastasist hordozé parathymicalis nyirokcsomdk a BEDG transzportjat
végzé GLUT-1 és GLUT-3 transzportereket tiltermelik, bar kiillonb6zé mértékben, 4. hat nap
elteltével a baloldali als6 nyirokcsomé a vesetok ald iiltetve ugy viselkedik, mintha szolid
tumor lenne. Felmeriil a kérdés, hogy juthatnak a levdlé tumorsejtek a vesetok aldl a
parathymicalis nyirokcsomdkba? A kérdés azért is érdekes, mert az dltalunk létrehozott
metastasis modell egy ,,skip” vagy kikeriild metastasis modell, hiszen a vesetok kozelében
levo regiondlis nyirokcsomdékban nem detektalhato attét a daganatos sejtek vesetok ala torténd
beiiltetését kovetd 10-12 napban. A ,,skip metastasis” jelens€égét mar masok is megfigyelték
osteosarcoma (Zwaga és mtsai., 2008), tiido (Nakazawa és mtsai., 2008) és emésztOrendszeri
(Lee és mtsai., 2009) daganatok esetében.

Tumorok vesetok ald torténd implanticidjaval elsdsorban Bogden és mitsai.
foglalkoztak (1979), akik a médszert kemoterdpids készitmények gyors tesztelésére kivantik
felhaszndlni. A moddszert patkdnyokban fejlesztettiik tovabb isogén tumorok ndvekedési
dinamikdjdnak kovetésére (Uzvolgyi és mitsai., 1990). A kisérletek végzése kozben vettiik
észre a parathymicalis mirigyek elvaltozdsait, majd szovettani vizsgalatokkal tumorsejtek
jelenlétét (Paragh és mtsai., 2005).

Erdekes, hogy a ragcsaldk parathymicalis nyirokcsomdira viszonylag kevés figyelmet
forditottak, annak ellenére, hogy jelenlétilket mar az 1960-as években leirtdk (Bonney és
mtsai., 1967; Miller, 1963). Blau és Gaugas 1968-ban tust fecskendeztek be intravéndsan, és
ennek segitségével megdallapitottdk, hogy ezek a nyirokcsomdk egérben a timusz tokjin beliil,
mig patkdnyban a timusz tokjan kiviil, annak felszinén helyezkednek el, kiilon kotdszovetes
tokkal és zsirszovettel koriilvéve. A fordulat akkor kovetkezett be, amikor Steer és Foot
(1987) megfigyelték, hogy a patkdnyok heveny gastroenterisekor a hasiiregi exsudatum sejtjei
a parathymicalis mirigyekben lelhetok fel. Ez rdirdnyitotta a figyelmet azokra a régebbi
kisérletekre, amelyeket részben festékkel, részben rontgen-kontraszt anyagokkal végeztek, és
amelyek megéllapitottdk, hogy a hasiiregbdl érkezé nyirokutak atfurjdk a diafragmat, és
harom tton haladnak tovabb. Ezek koziil az egyik retrosternalisan az a. mammariak mellett
halad, és a fels6 mediastinalis nyirokcsomoékat érinti (Manville és mtsai., 1932; Zhdanov,
1952; Olin és mtsai., 1964). Tilney részletesen feltérképezte a patkdnyok nyirokrendszerét, és
megallapitotta, hogy a parathymicalis nyirokcsomokhoz a hasiiregbdl, a mdjbol, a
pericardiumbdl és a timuszbol érkezik nyirok, €s a mediastinalis nyiroktorzs felé tart. (Tilney,

1971). A felsorolt adatok alapjdn valdsziniisithetd, hogy a vesetok alatt novekedd tumorok
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metastatizalé sejtjei elobb a diafragma nyirokereibe jutnak, majd féleg a parasternalis
nyirokereken keresztiil érintik a parathymicalis nyirokcsomodkat. Feltételezziik, hogy a
vesetok és a parathymicalis nyirokcsomdk olyan komplexust alkotnak, amilyet a
tuberculotikus fert6zés esetén a goc €s a mediastindlis nyirokcsomok kozott Ranke
feltételezett (Ranke-f. komplexus), és amely annak idején sokat segitett a fert6zés
pathomechanizmusdnak megértésében. Ennek analdgidjara igyekeztiink kidolgozni egy
viszonylag izolalt rendszert a metastasis-képzddés tanulmdnyozasdra, ezzel is bOvitve a
rendelkezésre all6 modszerek korét. Az altalunk létrehozott limfogén metastasis modell azért
is jelentds, mert az elmilt 100 évben foként a hematogén attétképzés pato- és molekuldris
mechanizmusét kutattdk €s csak djabban kezdett kialakulni a limfogén attétképzés elmélete,
amely molekuléaris szinten még kevésbé ismert (Kopper, Timér. 2007).

Tisztdban vagyunk szdmos ellenvetéssel. A vesetok alatt ndovekedd tumor szamos
attétet ad a mesenteridlis nyirokcsomok felé is, a leszakadt daganatsejtek az érpalyan keresztiil
is elérhetik a parathymicalis nyirokcsomodkat (erre utal Blau és Gaugas kisérlete, 1968), és
vitatott, de nem kizart, hogy a vesetok és a veseparenchyma nyirokcapilldrisai kozt
anastomosis van, ami némiképp megvaltoztatja a metastasisok lokalizacidjat (Rusznyak és
mtsai., 1980). Mindezek ellenére a komplexust a kisérletes analizis szempontjabdl olyan
izoldlt rendszernek tekinthetjiikk, amelyben j6l tanulmanyozhaté egyetlen nyirokcsomé
angiogenesise €s daganatos transzformdcidja. Meghatdrozhatok tovdbba az Osszefiiggések az
elsddleges daganatok sejtszdma és a metastasisok megjelenési ideje kozott, valamint egyes
ragcsald-daganatok metastatikus potencidlja, a vesetok ald iiltetett nyirokcsomok viszonylagos
nagy tomege pedig lehetdséget ad az elsddleges, masodlagos és tovabb; tumorok kémiai
analizisére, és 1igy a kiilonbségek tanulmanyozdsira. Végill a modszer alkalmas az
attétképzodés kémiai prevencidjanak kisérletes vizsgélatara.

Vizsgédlataink sordn kimutattuk, hogy a kémiailag indukdlt daganatok és a
metastasisok magas TGF-B expressziot mutatnak, amely ismert, tumorsejtek dltal termelt
immunszuppressziv faktor. Ez érthetd, hiszen egyrészt a limfogén attétképzés sordn fellépd
immunoldgiai folyamatok erds immunrezisztencidra torténd szelekciot varnak el a daganatos
sejtektdl (Kopper, Timar., 2007), mdasrészt a kémiai karcinogének 4altal indukalt allati
daganatokban gyakrabban taldlhatok mutélt cellularis fehérjék, mint a spontdn kialakuld
humén daganatokban, a mutdlt fehérjéket pedig az immunrendszer hatékonyan képes
felismerni. Ismert az is, hogy a kémiai karcinogének eleve immunszuppressziv hatasuak, igy
az immunkompetens gazdaszervezetben keletkezd daganat kikeriil az immunoldgiai

feliigyelet (,,immune surveillance”) aldl (Kumar és mtsai., 2009).
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A Debreceni Egyetem Mikrobidlis Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszékén Prof.
Dr. Banfalvi Gaspar €s a vezetése alatt 4116 munkacsoport jelentds elérehaladast ért el a sejtek
kromatinstruktdrdjanak és a kromatinkondenzaciés folyamatainak kutatdsdban. A
munkacsoport sok éves tapasztalatat, illetve az altaluk kifejlesztett médszereket felhasznélva
vizsgdltuk a  kémiailag indukdlt hepatocelluldaris carcinoma (He/De)  sejtek
kromatinkondenz4cids folyamatait.

Bebizonyitottuk, hogy a hepatocarcinoma kromatin kondenzaciés folyamatai és
kromatinstruktdrdja jelentdsen kiilonbozik mind a nyugvé, mind a regenerdl6d6é mdj sejtjeinek
kromatinstruktirdjatél. Normal, regenerdléodé és daganatos madjsejtek kromatin struktirait
Osszehasonlitva a nyugvé mdjsejtekben dekondenzélt fityolszerli kromatin, a regenerdl6do
sejtek sejtmagjaiban véltozatos szerkezetli kromatin struktdrdk figyelhetOk meg. A daganatos
sejtek kromatinjara a nagyfoku szupertekercseltség jellemzo.

A tumoros sejtekben tapasztalhaté megemelkedett novekedési iitem kozvetleniil
Osszefiigg a topoizomerdzok magasabb aktivitdsdval, amely a sejtciklus rovidiiléséhez vezet.
A rovidebb sejtciklus miatt nagyobb eséllyel alakulnak ki mutaciék, amelyek a sejt haldldhoz
vezethetnek. A hepatocelluldris carcinoma sejteknél megfigyelt apopt6zis masik oka lehet a
tumoros sejtek novekedésének gatlasa (pl. elégtelen vaszkularizacio).

A részleges hepatektomia utdn a visszamaradé majszovet regeneralodik, a sejtosztodas
nagyrészt a majkapu periportdlis zondjdban torténik. El0szor a hepatocytdk proliferdlédnak,
melyeket az epevezeték sejtjeinek regenerdlédasa kovet. A DNS szintézis els0 maximumat a
24. majd tovabbi maximumokat a 36. €s a 48. 6rdban ér el hepatocytdkban (Michalopoulos és
mtsai., 1997). Kiilonboz6 novekedési faktorok, citokinek (hepatocyta novekedési faktor,
fibroblaszt novekedési faktor, tumor nekrézis faktor-a, IL-6, insulin,) befolydsolhatjdk a
megmaradt m4j regeneralddasat, differencidlodasat. Megfigyelték, hogy jelentdés mennyiségii
SCF (Stem Cell Factor) taldlhaté az egészséges madjszovetben. Sériilés vagy részleges
hepatektomia sordn ez a mennyiség a sériillés mértékének nodvekedésével csokken.
Regenerdlodaskor a SCF mennyisége a proliferalod6 hepatocytdk mennyiségének
novekedésével ardnyosan emelkedik (Simpson és mtsai., 2003). Elmondhatjuk, hogy a
nyugvé hepatocytdkhoz viszonyitva mind a regeneral6dé, mind a hepatocelluldris carcinoma
sejtek metabolikus aktivitisa megnd. A regenerdl6dd sejteknél inkdabb a makromolekuldk
bioszintézisének (megemelkedett DNS, RNS és fehérjeszintézis) folyamatai keriilnek
eldtérbe, mig a daganatos sejteknél a katabolizmus is jelentds szerepet kap. Regenerdl6do
sejtekben a DNS szintézis aktivdlédasdval emelkedett topoizomerdz I enzim aktivitast és

s 22

szintet varnank. Az eukaryota DNS szupertekercselddéséért a DNS topoizomeraz I enzim a
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felelds. Ezzel szemben Tournier €s tarsai nem tapasztaltak jelentds valtozast a topoizomeraz |
aktivitdsdban és szintjében (Tournier és mtsai., 1992). A fluoreszcensen festett regenerdl6do
mijsejteken mi  sem lattunk erdteljes szupertekercselodést, ami a topoizomerdz
megemelkedett miikodésére utalna. A kromatin kondenzalés jellegzetes strukturai figyelhetok
meg. A topoizomeraz I egyrészt megvédi a sejteket a DNS kéarosoddstol, masrészt illegitim
rekombindci6hoz vezethet, novelve a genom instabilitdsat. Ezért a topoizomerdz I szintje
sejten beliil viszonylag alacsony és dlland6. Ez a helyzet a legtobb nem transzformalt sejttel,
ahol a topoizomerdz I enzim szdma elérheti a sejtenkénti egymilliét. Ezzel szemben tumoros
sejteknél a topoizomeraz I fehérje szintje és aktivitdsa akar két nagysdgrenddel is magasabb
lehet (Bronstein és mtsai., 1996). Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a
megemelkedett topoizomerdz szint miatt jelentés mértékil topoldgiai valtozdsok mehetnek
végbe a kromatin szerkezetekben. Ezeket a vdltozdsokat tumoros sejtek kromatin
szerkezetének erdteljes szupertekercselddésében figyeltiik meg. Eredményeinket aldtimasztja
az is, hogy a tumorellenes terdpidban sikeresen alkalmaztidk a topoizomeraz I enzim gétloit

(kamptotecin és szdrmazékai).

94



6. Osszefoglalas

Kisérletes eredményeink alapjdn a célkitlizéseinkben megfogalmazottaknak eleget
tettiink. A kisérletek sordn a primer hepatocelluldris carcinoma (He/De) €s a mesoblastos
nephroma (Ne/De) sejttenyészetbOl sejtvonalat inditottunk. A 1étrehozott sejtvonalak
fagyasztva tarolhatdk, illetve reimplantalhatéak kisérleti 4dllatokba. A Myl/De jelzésii
myelomonoblastos sejtek, ha korlatozott ideig is, de sejttenyészetben 50-60 napig
fenntarthatéak €s szintén reimplantdlhatéak. A kémiai karcinogenezissel nyert sejtvonalak
lehetové teszik a gydgyszeres kezelés eldzetes in vitro kiprobédldsat, majd az eredmények
alapjan annak éllatkisérletes ellendrzését, mely a késobbi humdn terdpia alapjait veti meg.

Patkdny hepatocarcinoma (He/De), mesoblastos nephroma (Ne/De), illetve
myelomonblastos leukaemia (My1/De) sejtek patkdnyok vesetokja ald iiltetve attéteket adnak
a parathymicalis nyirokcsomékba. Tus alkalmazdsdval bebizonyitottuk, hogy a vesetok
nyirokerei €és a parathymicalis nyirokcsomok kozott Osszekottetés van. Szovettani, GLUT
transzporterekkel végzett immuncitokémiai, immunhisztokémiai, BEDG-vel végzett
autoradiographids és szerv-eloszldsos vizsgalatok ugyancsak azt bizonyitottdk, hogy a
parathymicalis nyirokcsomdk a vesetok alatt novekedd tumorok ,,sentinel” nyirokcsoméi. A
nyirokcsomok transzplanticidjdval kimutattuk, hogy a metastasisok 10° daganatsejt jelenléte
esetén a 3-6.-ik napon mutathatok ki, €s a metastasis-képzd potencidl fiiggetlen a primer
tumorok novekedési sebességétdl. A  vesetok-prathymicalis nyirokcsomé komplex
alkalmasnak tlinik az attétképzdodés izoldlt vizsgalatara in vivo, illeteve a secunder tumorok
tulajdonsagainak alaposabb vizsgalatara.

A kémiailag indukalt hepatocarcinoma sejtek kromatin kondenzécids folyamatai és
kromatinstruktdrdja jelentdsen kiillonbozik mind a nyugvé, mind a regenerdlédé mdj sejtjeinek
kromatinstruktirdjatél. Normadl, regenerdlédé és daganatos madjsejtek kromatin struktirait
Osszehasonlitva a nyugvé mdjsejtekben dekondenzélt fityolszerli kromatin, a regenerdl6do
sejtek sejtmagjaiban véltozatos szerkezetli kromatin struktdrdk figyelhetOk meg. A daganatos

sejtek kromatinjdra a nagyfoku szupertekercseltség jellemzo.
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7. Summary

We have established new cell lines from N-nitrosodimethylamine induced
hepatocellular carcinoma (He/De) and mesoblastic nephroma (Ne/De). The hepatocarcinoma
(HeDe) and nephroblastoma (NeDe) cell lines and the tumors have been characterized with
respect to their expression of GLUT-1 and GLUT-3 glucose transporters. We have examined
the relationship between BEDG uptake and the expression of facilitative glucose transporters
(GLUT-1 and GLUT-3). The higher "*FDG uptake of tumor cells correlated with the GLUT-1
or GLUT-3 expression. Tumor cell lines expressed higher relative levels of GLUT transporters
than the control cells. Significant differences were observed among the expressions of the
tumors and the tumor cell lines.

Our experiments have shown that chemically induced hepatocellular carcinoma
(He/De), mesoblastic nephroma (Ne/De) and myelomonocytic leukemia (Myl1/De) tumor
cells implanted under the capsule of the kidney generate metastases in the parathymic lymph
nodes. This was proved by the subcapsular implantation of clooidal ink particles,
histopathology, immunohistchemistry, whole-body autoradiography and tissue distribution
experiments of '°FDG uptake. We regard the renal capsule—parathymic lymph node complex
as an isolated system which provides an experimental approach to study angiogenesis and the
potential role of parathymic lymph nodes in malignant transformation. Our system contributes
to the understanding of: (a) the metastatic potential of rodent tumors; (b) the connection
between the number of primary tumor cells and the temporal aspects of metastatic
development. Finally our method is suitable for the experimental demonstration of chemical
prevention of metastases formation.

We have found that the basic differences of potential diagnostic importance among
chromatin structures of resting (Go), regenerating and hepatocellular tumor cells: 1. Nuclei of
resting cells contain decondensed chromatin referred to as chromatin veil. Most of the open
nuclei maintained their round shape or were only slightly elongated. 2. Nuclei of regenerating
cells opened up easily and showed a vide variety of chromatin structures, typical to
logaritmically growing cells with most of the cells being in S phase. 3. Supercoiling was
evident from the early stage of chromatin condensation referred to as veil-like chromatin in
nuclei of hepatoma cells. The tendency of intensive supercoiling in nuclei of tumor cells could

be traced throughout the cell cycle.
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