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Streszczenie: W artykule oméwiono wybrane metody stuzace do badari zdolnosci komérek nowotworo-
wych do tworzenia przerzutéw. Dokonano przegladu najwazniejszych metod badania tego zjawiska
zar6wno in vivo, jak i in vitro. Oméwiono wykorzystanie metod videomikrodskopii do bezposrednie;j
obserwacji tworzenia przerzutéw in vivo oraz najwazniejszych z metod in vitro: 2- i 3- wymiarowe
konfrontacje populacji komérek nowotworowych i prawidiowych, metody przechodzenia przez pokryte
biatkami blony podstawnej filtry w komorach Boydena, hodowle organotypowe, metody badania
aktywnos$ci ruchowej komérck nowotworowych w kokulturach z komérkami prawidtowymi oraz
3-wymiarowych Zelach kolagenowych. W pracy przedstawiono podstawowe zatozenia wymienionych
metod oraz oméwiono ich ograniczenia.

(Postepy Biologii Komdrki 2001 ; supl. 16: 81-95)
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Summary: The paper reviews some qualitative and quantitative experimental assays for the analysis of
tumour cell invasion. The current state of development of in vivo videomicroscopy, which permits direct
observation of steps in formation of metastasis is discussed. Various invasion assays in vitro are also
reviewed. The 2- and 3-dimensional confrontation models for cancer invasion, transmigration in
two-compartment assays, organotypic cultures, and cell motility assays in dense cultures and 3-dimen-
sional collagen gel lattices arc compared. The limitations and advantages of the presented methods are
considered.
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I. WSTEP

Jedna z najbardziej niebezpiecznych cech choréb nowotworowych jest zdolnos¢
komérek nowotworowych do tworzenia przerzutéw. O ile nowotwory tagodne, ftj.
nie dajgce przerzutow, sa stosunkowo tatwe w leczeniu, to nowotwory ztosliwe
bardzo czesto sg powodem zgonu pacjenta. Z tego wzgledu istnieje koniecznos¢
poznania mechanizméw rzadzacych procesem tworzenia przerzutow przez komarki
nowotworowe. Badania te sg jednak stosunkowo skomplikowane ze wzgledu na
ztozonos¢ i wieloetapowos$¢ procesu tworzenia przerzutdbw przez nowotwory.

Obecnie wyrdzniane sg juz zasadnicze etapy calego procesu wytwarzania prze-
rzutow (rys. 1) [8, 12, 31]. W pierwszym etapie rozwijajacy sie nowotwdr nie
nacieka jeszcze sasiednich tkanek i jest w fazie przedinwazyjnej. Aby taki guz

RYSUNEK 1. Etapy tworzenia przerzutéw przez komorki nowotworowe: (A) guz w fazie przedinwa-
zyjnej; (B) indukcja tworzenia wiasnych naczyn krwionosnych guza; (C) pierwszy etap tworzenia
przerzutow - nabycie umiejetnosci przechodzenia przez btone podstawng; (D) etap dostawania sie
komérek nowotworowych do naczyn krwionosnych; (Ej bierne przenoszenie komdérek nowotworowych
przez krew do odlegtych czesci organizmu; (F) homo- i heterotypowe interakcje z innymi komérkami
znajdujacymi sie w uktadzie krwionosnym; (G) ekstrawasacja - wyjscie komorek nowotworowych poza
naczynie krwionosne; (H) wytworzenie guzéw wtérnych (wg [12] zmodyfikowane)
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mogt urosnac¢ do wigkszych rozmiaréw, konieczna jest indukcja tworzenia wiasnych
naczyn krwiono$nych guza. Proces tworzenia przerzutdw rozpoczyna sie od zdobycia
przez komérki nowotworowe umiejetnosci przechodzenia przez btony podstawne.
Do przekroczenia tej bariery konieczny jest zanik naturalnie wystgpujacych potaczen
pomigdzy komoérkami nabtonkowymi oraz podjgcie aktywnej migracji przez komorki
rakowe wraz z jednoczesna produkcja enzymoéw proteolitycznych. Nast¢gpnie mi-
grujace komorki dostaja si¢ do napotkanych naczyn krwionosnych albo do nowo
tworzonych naczyn w obrgbie guza. W tym drugim przypadku jest to utatwione,
poniewaz $ciany tych naczyn maja niekompletna blon¢ podstawna i charakteryzuja
si¢ wystepowaniem przerw pomigdzy komérkami endotelialnymi. Sadzi sie, ze w
zwiazku z tym nie stanowia one istotnej bariery dla proceséw przenikania komérek
do naczyn krwiono$nych. Badanie krwi zylnej powracajacej z dobrze rozwinigtych
guzdw wskazuje, ze kazdego dnia duza liczba komérek nowotworowych moze
przedostawac si¢ do uktadu krwiono$nego. Nastepnie komorki sa biernie przenoszone
przez krew do odlegtych cz¢sci organizmu. W kolejnych etapach inwazji komdrki
nowotworowe przyczepiaja si¢ do §cian naczyr krwiono$nych w wyniku specyficznej
adhezji lub tez na skutek mechanicznego zatrzymania stosunkowo duzych komérek
rakowych w obrebie najmniejszych naczyn krwiono$nych. W miejscu zatrzymania,
komoérki nowotworowe tworza $ciste kontakty ze §cianami naczynia i wychodza
poza jego obreb dzigki poruszaniu si¢ migdzy komdrkami endotelialnymi. Nastgpnie
komorki nowotworowe aktywnie migracja do wybranych miejsc, gdzie zaczynaja
proliferowac i tworzy¢ guzy wtérne. Stosunkowo duza ztozono$¢ omawianego pro-
cesu zaowocowala szeregiem réznego rodzaju metod biologicznych pozwalajacych
na badanie tego zjawiska.

IIl. EKSPERYMENTALNE MODELE BADANIA
TWORZENIA PRZERZUTOW IN VIVO

Popularnym uktadem do badan aktywno$ci metastatycznej nowotworéw in vivo
s4 modele mysie, w ktérych okreslona liczba komérek nowotworowych (zwykle
kilkaset tysigcy do kilku milionéw) jest wstrzykiwana do zyty ogonowe;j, §ledziony
lub podskdmie, a nastgpnie po okreslonym czasie okresla si¢ ilos¢ i wielkosé prze-
rzutdw powstatych w réznych organach ciata zwierzgcia (rys. 2) [28, 37]. Inna
metoda jest badanie lokalnej inwazyjnosci przez miejscowe wstrzykiwanie komérek
nowotworowych bezposrednio do badanego organu i histologiczne okreslenie stopnia
inwazyjnoSci [32]. Dzigki zastosowaniu takich metod mozna stwierdzié, czy badane
komérki nowotworowe sa zdolne do tworzenia przerzutéw oraz okreslic miejsce
ich lokalizacji. Mozna réwniez bada¢ wplyw réznego rodzaju §rodkéw terapeu-
tycznych na wydajno$¢ procesu tworzenia przerzutéw. Najwigksza zaleta takiej
metody jest stosunkowo wierne odtworzenie catej zlozonosci uktadu. Gtéwnym
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RYSUNEK 2. Schemat postgpowania w badaniach aktywnosci metastatycznej nowotworéw in vivo.
Okreslona liczba komdrek nowotworowych jest wstrzykiwana do zyty ogonowe;j (A), §ledziony (B) lub
podskérnie (C), a nastgpnie po okreslonym czasie okresla si¢ ilo$¢ 1 wielko$¢ przerzutéw (na schemacie
czarne kropki) powstatych w réznych organach ciata zwierzgcia (wg [37] zmodyfikowane)

za$ ograniczeniem jest okre$lanie jedynie poczatkowego i koficowego etapu catego
procesu, tj. liczby komérek wstrzykiwanych i liczby powstatych guzéw. Etapy po-
§rednie procesu tworzenia przerzutéw nie sa obserwowane bezposrednio, dlatego
wnioski dotyczace czasu i miejsca dziatania poszczegdlnych czynnikéw wptywa-
jacych na wynik koricowy oparte sa jedynie na przypuszczeniach.

Préba ominiecia wspomnianych ograniczen byto wprowadzenie do badain me-
chanizméw tworzenia przerzutéw videomikroskopii in vivo [8, 9, 27, 28]. Celem
wprowadzenia tej techniki byto umozliwienie badania w drodze bezposredniej ob-
serwacji poszczegdlnych etapéw procesu tworzenia przerzutéw i scharakteryzowanie
losu komérek rakowych od poczatkowego zatrzymania w ukiadzie mikronaczy-
niowym az do formowania unaczynnionych guzéw. Aby tego rodzaju obserwacje
byty mozliwe, konieczne byto opracowanie ukladu optycznego, ktéry zapewniat
spetnienie kilku warunkéw [28]:

(1) umozliwiat identyfikacje¢ wstrzyknietych komérek nowotworowych w obrgbie
badanego organu;

(2) pozwalat na ich wizualizacjg z wystarczajacym kontrastem i rozdzielczo$cia w
celu okreslenia ich lokalizacji w sposéb nieszkodliwy dla otaczajacych struktur;

(3) stwarzat mozliwo$¢ chirurgicznego eksponowania nie poddanych sekcji organéw

‘(watroba, ptuco, migsnie itd.) do takiej gtgbokosci, do jakiej komérki nowotworo-

we moga si¢ dostaé dzigki niezaburzonemu, normalnemu przeptywowi krwi;
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(4) wykorzystany w badaniach system optyczny musi mie¢ gtebokos¢ pola widzenia
wystarczajgco ptytka, aby zapobiega¢ optycznemu rozwarstwieniu organu i zapo-
biega¢ naktadaniu sie obrazéw ze struktur lezacych ponad i pod obserwowang
ptaszczyzng;

(5) konieczne jest utrzymanie nieruchomego pola widzenia zywego preparatu, w
ktérym wystepuje ciggty ruch powodowany oddychaniem i biciem serca badanego
zwierzecia;

(6) konieczne jest wihasciwe oswietlenie do zapewnienia wysokiej rozdzielczosci
obrazéw video;

(7) dla celéw statystycznych mozliwe musi by¢ okreslenie liczby komorek, ktore
dotarty do badanego obszaru oraz kontrolowanie stopnia ich przezywalnosci.
Podstawowy sprzet uzywany w tego typu badaniach zblizony jest swojg budowg

do ukladéw uzywanych do analizy obrazéw mikroskopowych w biologii komérki

[29, 30]. Doktadnie konstrukcje sprzetu stosowanego w videomikroskopii in vivo

opisuje w swojej pracy MacDonald i wsp. [28]. W skiad takiego ukladu wchodzi

fluorescencyjny mikroskop odwrécony z oSwietleniem epi i stolikiem wystarczajgco
duzym, aby zmiesci¢ zwierze doswiadczalne (rys. 3). USpione zwierzejest poddawane
zabiegowi chirurgicznemu odstaniajgcemu badany organ: watrobe, ptuco, sledzione
lub miesien. Nastepnie zwierze jest umieszczane na platformie posiadajacej okienko
zrobione ze szkietka nakrywkowego, tak aby organ mogt by¢ widoczny od spodu.
W ten sposGb powierzchnia tkanki spoczywajacej na okienku pozostaje w
ptaszczyznie ostrosci, nawet jesli géma powierzchnia podnosi sie i opada w zwigzku
zoddychaniem i biciem serca zwierzecia. Transiluminacja tkanki jest przeprowadzana
za pomocg skosnie ustawianego Swiattowodu. Rejestracja obrazu nastepuje przy
uzyciu kamery i magnetowidu. Komorki nowotworowe sg wczesniej znakowane
fluorescencyjnie i identyfiko-
wane za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej z oswietle-
niem epi. Komorki wstrzyki-
wane bezposrednio do
krwiobiegu mogg by¢ Kiero-
wane do okreslonych orga-
now, a nastepnie mozliwa jest
obserwacja takich procesow,
jak: zatrzymywanie komorek
nowotworowych w naczy-
niach i ich aktywne opuszcze-
nie, czyli ekstrwasacja oraz
przemieszczanie sie komérek
w obrebie kolonizowanego

RYSUNEK 3. Schemat uktadu do videomikroskopii in vivo - organu.

opis w tekscie (wg [29] zmodyfikowane)
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Trudno omawiac tutaj doktadnie wszystkie wyniki otrzymane przy uzyciu tej
metody, jednak warto zwrdcié uwage na pewne ogdlne obserwacje poczynione
przez autoréw, nie zawsze zgodne z powszechnie przyjetymi pogladami (8, 9, 27,
28].W badanym przez siebie okresie czasu stwierdzili, ze ogromna wigkszoS¢ wstrzy-
kiwanych komérek nowotworowych przezywa w ukladzie krwiono$nym. Przezy-
walno$¢ w ciagu doby wynosita 80-90%. Na podstawie badar in vitro dotychczas
sadzono, ze wigkszo$¢ komdrek nowotworowych jest niszczona przez cis$nienie
hemodynamiczne w uktadzie krazenia; po zatrzymaniu w naczyniach witosowatych
komoérki miaty ulegaé¢ deformacji i nacigganiu btony komérkowej az do momentu
Jjej peknigcia [42, 43]. Dzigki videomikroskopii stwierdzono réwniez, ze wigkszosé
komérek jest zatrzymywana na zasadzie mechanicznej, w pierwszym napotkanym
uktadzie naczyn wlosowatych i tam opuszcza naczynia. Wczesniejsze badania in
vitro [38] oraz znany fakt, ze okreslone typy nowotworéw daja preferencyjne prze-
rzuty do okreslonych organéw zdajg si¢ nie potwierdzaé tych obserwacji, nalezy
jednak zwrdci¢ uwage, ze zatrzymanie komérek nowotworowych w okreslonym
organie nie przesadza jeszcze o rozwinigciu si¢ w tym miejscu przerzutu. Zasto-
sowanie videomikroskopii pozwolito réwniez stwierdzi¢, ze praktycznie wszystkie
zatrzymane w naczyniach wiosowatych komérki nowotworowe aktywnie opuszczaja
naczyniakrwionos$ne, lecz jedynie znikoma liczba komérek wychodzacych znaczynia
Jjest w stanie podjac proliferacjg i wytworzyé mikroprzerzuty. Obserwacja ta sugeruje,
ze wlasnie ten etap tworzenia przerzutéw moze mieé¢ kluczowe znaczenie dla po-
wstawania guzéw wtdmych, potwierdzajac pochodzaca jeszcze z korica XIX wieku
koncepcje seed and soil podkreslajaca istotne znaczenie Srodowiska wytwarzanego
przez poszczegdlne tkanki dla podjgcia przez metastatyczna komérke nowotworowa
wzrostu w nowym miejscu [36].

Omawiane badania przeprowadzono na wielu réznych liniach komérkowych i
réznych zwierzgtach doswiadczalnych (8, 9, 27, 28]. Oczywiscie otwarte pozostaje
pYtanie, na ile wiernie taki uktad do§wiadczalny odwzorowuje tworzenie przerzutéw
w naturze. Jednak wydaje sig, ze wnioski wynikajace z analizy wynikéw takich
doswiadczen, czgsto odbiegajace od powszechnie przyjetych opinii, zastuguja na
uwage.

III. MODELE BADANIA INWAZYJNOSCI
KOMOREK NOWOTWOROWYCH IN VITRO

Zastosowanie nawet najbardziej skomplikowanych metod in vivo nie daje mo-
zliwosci szczeg6towych badan mechanizméw rzadzacych poszczeg6lnymi etapami
tworzenia przerzutéw. W tym celu opracowano szereg modeli in vitro pozwalajacych
na badanie poszczegdlnych etapéw przerzutowania w kontrolowanych i powta-
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rzalnych warunkach do§wiadczalnych. W zaleznos$ci od potrzeb stosowane metody

ktada nacisk na rézne aspekty procesu tworzenia przerzutu:

(1) wzrost nowotworu w okreslonym mikrosredowisku tworzonym przez poszczegol-
ne tkanki;

(2) oddziatywanie pomigdzy inwazyjnymi komérkami nowotworu a prawidtowymi
komérkami gospodarza oraz wzajemne oddziatywania pomigdzy komdérkami
nowotworowymi w czasie inwazji;

(3) oddzialtywanie komérek nowotworowych ze sktadnikami macierzy zewnatrzko-
morkowe;j.

Ciekawym przyktadem potaczenia metod in vivo z metodami in vitro jest metoda
zaproponowana przez R. Hoffmana i wsp. [10] (oparta na uktadach do§wiadczalnych
opracowanych wczesniej przez Leightona [24, 25]), pozwalajaca na dtugotrwale
badanie wzrostu guzéw wtérnych (indukowanych u myszy w do$wiadczeniach in
vivo) w organotypowych hodowlach in vitro. W metodzie tej transfekowane GFP
(ang. green fluorescent protein) ludzkie komorki raka ptuca wstrzykiwano do zyty
ogonowej bezwlosych myszy i po 7 dniach obserwowano powstawanie przerzutéw
w obregbie ptuc. Nastgpnie kawatki pluca z powstalymi przerzutami przenoszono
do hodowli organotypowej prowadzonej w zelu kolagenowym. W tak prowadzone;j
hodowli mozna byto nastgpnie obserwowac wzrost komdrek nowotworowych przez
dtugi okres w kontrolowanych warunkach. Metoda ta pozwalata réwniez na bez-
posrednie umieszczenie komdrek nowotworowych w obrgbie réznych tkanek i ba-
danie wzrostu kolonii komdrek rakowych w obrgbie badanego organu in vitro.

Sposréd stosowanych metod badania inwazyjno$ci komérek nowotworowych
in vitro stosunkowo czgsto stosowane s3 testy oparte na obserwacji zachowania
sickomoérek podczas konfrontacji populacji potencjalnych komérek metatstatycznych
z prawidtowymi komérkami lub tkankami [2, 11, 32, 39]. Metody tego typu mozemy
podzieli¢ na modele konfrontacji w uktadach tréjwymiarowych i dwuwymiarowych.
W przypadku modeli tréjwymiarowych komdrki nowotworowe hodowane in vitro
inkubuje si¢ w odpowiednich warunkach, aby otrzymaé wielokomérkowe sferoidy
[rys. 4]. Réwnoczesnie otrzymuje si¢ fragmenty zdrowej tkanki, np. fragmenty
serca kurczaka. Nastepnie doprowadza si¢ do adhezji tych dwéch wielokomérkowych
fragmentéw, inkubuje si¢ je przez okreslony czas (kilku do kilkunastu dni), utrwala,
zatapia w parafinie, tnie na kilkumikrometrowe skrawki i barwi histologicznie lub
przy uzyciu specyficznych przeciwciat {7, 39]. W wyniku zastosowania takiej pro-
cedury powstaje preparat, na ktérym widzimy fragment prawidtowej tkanki, w
obrebie ktdrej mozna zidentyfikowaé inwazyjne komérki nowotworowe. Tréjwy-
miarowe metody konfrontacji bardziej przypominaja sytuacje obserwowana w naturze
niz metody dwuwymiarowe, jednak ich analiza opiera si¢ na takich samych zasadach
jak w przypadku guzéw naturalnych — mianowicie przy zastosowaniu metod hi-
stologicznych lub mikroskopii elektronowe;j. Z tego wzgledu podobnie jak wigkszos¢
metod in vivo jest to metoda posrednia, w ktdrej obserwujemy jedynie sytuacjg
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RYSUNEK 4. Schemat postgpowania przy badaniu inwazyjnosci komérek nowotworowych metody
tréjwymiarowej konfrontacji komérek metatstatycznych z komdrkami lub tkankami prawidiowymi. Opis
poszczegdblnych etapéw w tekscie (wg [6] zmodyfikowane)

na poczatku i na koncu eksperymentu. Ponadto w wigkszosci przypadkéw metoda
ta jest traktowana jako jakosciowa, a nie ilo§ciowa [32]

Bezposrednia obserwacja dokonujacych inwazji komérek nowotworowych mo-
zliwa jest dzigki zastosowaniu metod konfrontacji dwdéch populacji komérek w
uktadzie dwuwymiarowym [2, 11]. W tym przypadku fragmenty tkanki prawidtowe]
1 nowotworowej umieszcza si¢ w naczyniu hodowlanym w niewielkiej od siebie
odlegtosci. Migrujace z agregatu komérki nowotworowe napotykaja na swojej drodze
fragment tkanki prawidtowej i w zaleznosci od stopnia inwazyjnosci z rézna wy-
dajnoscia przedostaja si¢ pomigdzy komérkami prawidtowymi na obszar zajmowany
przez zdrowaq tkanke.

Modyfikacje takiego sposobu badania stopnia inwazyjnosci komérek nowotwo-
rowych stosujemy w naszych wtasnych badaniach prowadzonych w Zaktadzie Bio-
logii Komérki IBM UJ. W badaniach tych koncentrujemy si¢ na obserwacji zmian
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aktywnosci ruchowej komérek nowotworowych w wyniku kontaktu z komérkami
prawidtowymi. Zastosowanie takiej metody pozwala na dlugoczasowe obserwacje
dowolnych komérek nowotworowych poruszajacych si¢ po powierzchni lub w sa-
siedztwie dowolnych komérek prawidtowych. Na rysunku 5 przedstawiono wyniki
badan wplywu bezposredniego kontaktu komérek migsaka XC z prawidtowymi
fibroblastami skéry [23]. W wyniku kontaktu z komérkami prawidlowymi $rednie
przemieszczenie migrujacych komérek XC w trakcie 8 godzinnego do§wiadczenia
wzrosto z 11 pm w kontroli bez kontaktéw z innymi komdrkami do 88 um dla
komérek migrujacych po warstwie fibroblastéw. Wzrostowi temu nie towarzyszyt
wzrost predkosci ruchu, a byt on jedynie wynikiem polaryzacji ruchu zwiazanej
ze zjawiskiem naprowadzania kontaktowego. Podobna reakcje zaobserwowaliSmy
réwniez w przypadku komdrek raka prostaty oraz w mniejszym stopniu komérek
czerniaka.

Poniewaz w pierwszych etapach inwazji komdrki nowotworowe poruszaja sie
zwykle pozostajac w kontakcie z sasiednimi komdrkami nowotworowymi, podobne
podejscie metodyczne zastosowali§my w badaniach wptywu na ich aktywno$¢ ru-
chowg homotypowych oddzialywan pomigdzy komérkami (rys. 6). Dotychczas do-
minujacym pogladem bylo, ze o ile w przypadku komérek prawidtowych zwigkszanie
ilosci kontaktéw pomigdzy komérkami np. w wyniku wzrostu gesto$ci hodowli
prowadzi do zahamowania ich ruchu (tzw. kontaktowe zahamowanie migracji),
to w przypadku komdrek nowotworowych zjawisko to nie wystgpuje lub jest w
jakim$ stopniu ograniczone [1, 3, 17, 18].W naszych badaniach wykazaliSmy ilo-
Sciowo dla 4 linii komérek nowotworowych istnienie zjawiska odwrotnego od za-
hamowania kontaktowego migracji, tj. wzrostu predkosci ruchu i $redniego
przemieszczenia migrujacych komérek nowotworowych pod wptywem wzajemnych
kolizji (rys. 6). Przedstawione wykresy prezentuja przyktadowe trajektorie komérek
nowotworowych poruszajacych si¢ bez tworzenia wzajemnych kontaktéw lub w
geste) hodowli oraz zalezno$¢ predkosci ruchu od gestosci hodowli dla komérek
prawidiowych i nowotworowych.

Troche inne podejscie do badania inwazyjno$ci komérek nowotworowych w
podobnym uktadzie doswiadczalnym zaproponowat Verschueren i wsp. [40, 41].
Opracowana przez jego zesp6t metoda polegata na zastosowaniu réznych rodzajéw
mikroskopii optycznej do oceny liczby komérek nowotworowych zdolnych do prze-
chodzenia poprzez warstwe¢ komorek prawidtowych. Komérki nowotworowe nie-
zdolne do przechodzenia na druga strong¢ warstwy komdrek prawidtowych
pozostawaty okragie z charakterystycznym jasnym hallo widocznym w mikroskopii
kontrastowo-fazowej. Natomiast komérki zdolne do przemieszczenia si¢ na druga
strong rozplaszczaty si¢ na podlozu wyrazZnie rézniac si¢ od komdrek bgdacych
na powierzchni prawidtowych fibroblastow. Ewentualne watpliwosci, czy komérki
rozptaszczyty si¢ na powierzchni szkla czy na powierzchni fibroblastéw mozna
rozstrzygna¢ obserwujac réwnolegle badane komdrki przy uzyciu interferencyjnej
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C 300 D on

RYSUNEK 5. Wplyw heterotypowych oddziatywan komérka-komérka na aktywno$¢ ruchowa komérek
nowotworowych. Rysunek przedstawia wyniki badafh migracji komoérek migsaka szczura XC po powie-
rzchni zahamowanych kontaktowo prawidtowych fibroblastow. W wyniku kontaktu z komoérkami pra-
widlowymi Srednie przemieszczenie migrujgcych komorek XC w trakcie 8 godzinnego doswiadczenia
wzrosto z 11 pm w kontroli bez kontaktéw z innymi komoérkami do 88 pm dla komérek migrujacych po
warstwie fibroblastow. Wzrostowi temu nie towarzyszyt wzrost predkosci ruchu, a byt on jedynie
wynikiem polaryzacji ruchu zwigzanej ze zjawiskiem naprowadzania kontaktowego. Komorki XC
wykazywaty tendencje do poruszania sie wzdtuz dtugiej osi komorek prawidtowych. (A) Komorki XC
migrujace bez kontaktu z komoérkami prawidtowymi, skala 100 pm; (B) komorki XC migrujace po
powierzchni fibroblastow, strzatki wskazujg potozenie komorek nowotworowych. (C) Trajektorie ruchu
50 komérek XC w kontroli i w warunkach kontaktu z fibroblastami (D). Wykresy te przedstawiaja szlaki
poruszajacych sie komorek sprowadzone do jednego punktu wyjsciowego znajdujacego sie w poczatku
uktadu wspotrzednych. Kierunek osi 0X odpowiada utozeniu dtugiej osi fibroblastow

mikroskopii odbiciowej, w ktorej obszary komdrki mocno przyczepione do szkietka
dajg charakterystyczne zaciemnienie obrazu.

Opraécz bezposredniego oddziatywania z réznymi komérkami, komorki inwazyjne
maja do pokonania na swojej drodze jeszcze inne bariery takie jak btona podstawna
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RYSUNEK 6. Wptyw homotypowych oddziatywan komérka-komorka na aktywno$é ruchowa komaérek
nowotworowych na przyktadzie komdrek czerniaka B16. W wyniku bezposrednich kontaktow homoty-
powych $rednie przemieszczenie migrujacych komoérek B16 w trakcie 7 godzinnego doswiadczenia
wzrosto z 21,742, pm w kontroli bez kontaktéw z innymi komdrkami do 87,7+6,7 pm w warunkach
kontaktu z komdrkami sasiednimi. Wzrostowi temu towarzyszyt wzrost predkosci ruchu (odpowiednio
28,2+0,7 pm/godz. i 44,8+0,9 pm/godz.). Efekt ten nie byt wywolywany aktywnoscig czynnikdw
wydzielanych przez komorki do pozywki. (A) Komorki B16 migrujace bez kontaktu z komoérkami
sasiednimi, skala 50 pm; (B) komérki B16 migrujace w gestej hodowli w warunkach fizycznego kontaktu
z komérkami sasiednimi. Trajektorie ruchu 50 komdrek B16 w migrujacych bez kontaktu z komérkami
sasiednimi (C) i w warunkach umozliwiajacych taki kontakt (D). (E,F) Poréwnanie wptywu gestosci
hodowli na aktywnos$¢ ruchowg nowotworowych komérek czerniaka B16 (E) i prawidtowych fibrobla-
stow skory ludzkiej (F). Na wykresach Srednig predkosé ruchu komérek oznacza linia ciggta, a $rednie
przemieszczenie linia przerywana
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oraz inne niekomérkowe elementy wcho-
dzace w sktad tkanki tacznej. Niewatpliwie
ze wzgledu na prostot¢ jednym z najpo-
pularniejszych testéw badajacych ten
aspekt tworzenia przerzutdw jest metoda
oparta na zastosowaniu komér Boydena,
w ktérych standardowa bton¢ z porami o
okreslonej srednicy rozdzielajacy dwaprze-
<ecsssessess dziaty komory zastepuje analogiczna btona
pokryta matrigelem (rys. 7) [6, 20,21, 22,
34). Matrigel jest ekstraktem z migsaka my-
szy bogatym w skiadniki btony podstawne;)
takie, jak: laminina, kolagen IV i proteo-
RYSUNEK 7. Schemat modyfikacji komory glikany. Powleczony takim ekstraktem filtr
Boyd‘enu uiyyvanej‘w badaniach aktywnosci  johrse nasladuje budowe btony podstaw-
metastatycznej komorek nowotworowych. (1,2) . . . .
rozdzielone blony z porami o okreslonej sredni-  N€J. Podobna technike, opierajaca si¢ o wy-
cy dwa przedzialy komory; (3) budane komérki:  korzystanie komér Boydena, mozna réw-
(4) blona porowata pokryta matrigclem niez zastosowaé badajac przemieszczanie

si¢ komodrek przez naturalne btony biolo-

giczne takie, jak np. btona owodniowa [19]
lub cienkie skrawki zywej tkanki [35]. We wszystkich wymienionych przypadkach
badane komérki wysiewa si¢ na jedng strone filtra 1 po pewnym czasie liczy sig,
ile komorek przedostato si¢ przez pory w filtrze na drugg strong (rys. 7). Zwigkszona
liczba komoérek przechodzacych przez filtr §wiadczy o wigkszej aktywnosci meta-
statycznej. Koricowy wynik jest jednak wypadkowa aktywnosci migracyjnej ko-
moérek, ich zdolnosci do przeciskania si¢ przez waskie pory btony oraz zdolnosci
do aktywnego trawienia pozakomdrkowej macierzy biatkowej.

Znacznie wigcej informacji na temat zjawisk zachodzacych w czasie poruszania
si¢ komodrki w macierzy zewnatrzkomérkowej dostarczaja metody bezposredniej
obserwacji komorek. P. Friedl wraz ze wspétpracownikami opracowat metodg po-
zwalajaca na precyzyjna charakterystyke poruszania si¢ komérki w tréjwymiarowym
zelu kolagenowym. Dzigki kombinacji metod videomikroskopii oraz mikroskopii
konfokalnej mozliwe jest nie tylko wyznaczanie doktadnych szlakéw migracji ko-
morek i ich precyzyjny pomiar ilo$ciowy, ale réwniez opis wzajemnego oddzia-
tywania komorek z biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej i rozktadu okreslonych
biatek receptorowych na powierzchni komérki [13, 14, 15, 16, 33].

Istotnym elementem procesu tworzenia przerzutdw jest zdolno$¢ komaérek meta-
statycznych do adhezji do okreslonych komoérek i struktur tkankowych (8, 12, 26,
31]. Istnieje wiele dowodéw na istnienie wybiodrczej adhezji komdrek nowotwo-
rowych do $rédbtonka pochodzacego z okres$lonych tkanek [4, 5]. W badaniach
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tych stosuje si¢ takie same metody jak we wszystkich innych badaniach adhezji
komérek. Z tego wzgledu metody te nie beda tutaj szerzej omawiane.

IV. PODSUMOWANIE

Trwajace od wielu lat intensywne badania mechanizméw tworzenia przerzutéw
zaowocowaty opracowaniem wielu réznych metod badawczych. Stosowane obecnie
techniki pozwalaja na badania mechanizméw tworzenia przerzutéw zaréwno w
uktadach in vivo, jak i in vitro. R6znorodno$¢ stosowanych metod pozwala na
szczegStowe badania kolejnych etapéw catego procesu w kontrolowanych warunkach
doswiadczalnych. Poszczegdlne rodzaje metod ktada nacisk na rézne aspekty two-
rzenia przerzutéw. Pozwala to na badania mechanizméw kontrolujacych kolejne
etapy tworzenia przerzutéw i stwarza nadziej¢ na petniejsze zrozumienie calego
procesu, konieczne do opracowania skuteczniejszych metod leczenia choréb no-
wotworowych.
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