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1. Bevezetés

A biologiai rendszerekben a struktura és a funkcid szerves egységet alkot. A szovetek,
szervek strukturajanak meghatarozasaban dontd szerepe van az extracellularis matrixnak,
ezen belill is a bazalis membrannak, mely kompartmentekre osztja fel a szoveteket, szerveket
¢s a parenchimalis sejtek differencialt allapotanak fenntartasaért is felelés. Ugyan a
morfologiai vizsgald eszk6zok haszndlata onmagaban is hozzéjarulhat a biologiai folyamatok
jobb megértéséhez, a morfologiai vizsgalatok 1ényege, hogy az egyes molekularis elemeket
képes hozzarendelni a strukturdlis elemekhez. A fizioldgids és patoldgias folyamatok
megismeréséhez elengedhetetlen a strukturalis elemek és a hozzajuk rendelt molekuldk
valtozasanak nyomon kovetése. A molekularis bioldgiai mddszerek eldretdrésével azonban a
morfologiai vizsgalatok érdemteleniil a hattérbe szorultak. Kiterjedt morfoldgiai vizsgalatok
hianyaban azonban a talzott altalanositdsok csapddjaba eshetiink, mely a nagy raforditassal
kidolgozott molekuldris terdpidk hatékonysagat jelentdsen csokkentheti. Ennek a
szemléletnek a példai az angiogenezis kutatds témakorébdl azok a nézetek, melyek szerint az
érképzodés domindlé formaja minden szovetben, szervben a bimbdzo (,sprouting”)
angiogenezis, illetve hogy a daganat ereinek struktirdja alapvetden kiilonbozik a normal erek
strukturdjatol. Ezek az egyszerisitések 0Osszefliggésben Ilehetnek az anti-angiogenezis
terapidk nem megfeleld hatékonysagéval. Mint az alabbiakban majd lathatjuk, a kép sokkal
arnyaltabb, igazan hatékony terapiak kidolgozasahoz elkeriilhetetlen lesz az egyes célszervek
¢s az azokban novekvd kiilonbozd daganatokban lezajlé folyamatok részletes morfologiai
vizsgélata.

Az aldbbiakban két eltérd teriileten (majregenerdcid és daganatos attétképzes) tett
megfigyeléseink alapjan szeretnénk ramutatni a morfologiai vizsgalatok fontossagara.

A maj kitlind regeneracios képessége régota jol ismert. A klasszikus és alaposan
tanulmanyozott, patkdnyokon kialakitott modellben a maj 2/3-4nak eltavolitdsa utin a
majtomeg 7-10 nap alatt teljesen regeneralodik. A regenerdcid a megmaradt lebenyek
sejtjeinek, dontéen a hepatocitak a kompenzatorikus hiperplazidja révén valdsul meg, tehat
az eltavolitott lebenyek nem nének vissza.

Az elmult két évtizedben a majregeneracio alternativ, ,.tartalék” mechanizmusaira
deriilt fény. Ha a m4jsejtek proliferacidja gatolt, akkor 1) méjsejtek az dssejtek aktivalasaval
¢s az ugynevezett ovalis sejtek kozbeiktatasaval keletkeznek. Az utdbbi években a kutatés
homlokterébe keriilt a hemopoetikus Ossejtek segitségével lezajlo szovetregeneracid. Bar
szamos kozlemény igazolni latszik, hogy a hemopoetikus Ossejtek transzdifferencialédhatnak
kozvetleniil, vagy ovalis sejtek kozbeiktatdsdval majsejtekké, a folyamat hatdsfoka nagyon
alacsonynak bizonyult. Magét a transzdifferenciacid folyamatat is tobb szerzé kétségbe
vonja, hiszen kimutattdk, hogy a legtobb esetben csak sejtfliziorol van sz6. A hemopoetikus
Ossejtek segitségével lezajlo regeneracio jelentdsége azért is megkérddjelezhetd, mivel mint
fentebb lathattuk, maga a m4j is tobb regeneracidos mechanizmussal rendelkezik, melyek a
korlilményektol fliggden aktivalddnak.

A fentiek alapjan lathatd6 hogy a méj dssejtjeinek lokalizacidja és fenotipusa nem
ismert, tehat ezeknek a meghatarozasa nagyon fontos lenne ezen sejtpopulacio késdbbi
terapias hasznosithatdsadga szempontjabol.

A malignus tumorok legjellemzobb tulajdonsidga, hogy ndvekedésiik soran tavoli
attéteket képeznek. Legtobb esetben ez vezet a kiilonb6zd malignus betegségben szenvedd
beteg haldldhoz. A metasztazisképzés folyamatat tobb, egymastol tobbé-kevésbé
elkiilonithetd, de egyenként igen bonyolult 1épésre oszthatjuk.

1/ Tumor novekedés, tumorsejt leszakadas, szovetinvazio
2/ Angiogenezis
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3/ Intravazaciod

4/ Kolesonhatas a vér alakos elemeivel és oldott alkotorészeivel

5/ Mechanikus vagy specifikus elakadas/kitapadas a célszerv érrendszerében.
6/ Extravazacid

A metasztazisképzés folyamata tobbszor is ismétlddhet, igy masodlagos illetve
harmadlagos metasztazisok is kialakulhatnak. Ezért, bar a tumorok klinikai felismerésekor
mar legtobbszér mikrometasztasisok vannak jelen, ezen 1épések nagyobb részének gatlasa
megakadalyozhatja Gjabb metasztazisok kialakuldsat.

A masodlagos ¢és harmadlagos metasztazisok kialakuldsa nagyrészt tgynevezett
generalizacids helyeken keresztiil torténik, melyek féleg nyirokcsomok, maj és tiido lehetnek.
A generalizacidos helyeket altaldban az anatomiai viszonyok hatdrozzdk meg, mely
legtobbszor a vénas illetve nyirokelfolyasnak felel meg. Tumorsejtek azonban atjuthatnak a
szervek kapillarishalézatan anélkiil, hogy ott elakadnanak és attéteket hoznanak létre. A két
folyamat eredményeképpen johet létre a metasztdzisok bizonyos tumorokra jellemzd
szerveloszlasa, melynek kialakulasat két egymasnak ellentmondd, bar egymast nem kizard
elmélet probdlja magyardzni. Az egyik a "mechanikus" elmélet, mely szerint a primer
tumorbdl elszabadult tumorsejtek az elsé elért szerv kapillarishalozatdban hoznak Iétre
attéteket, mig a "mag-talaj" tedria szerint a tumorsejtek és a célszerv specifikus tulajdonsagai
hatarozzak meg a metasztazisok kialakulasat és ez fliggetlen az anatomiai viszonyoktol.
Mindkét hipotézist szamos human ¢€s allati tumor vizsgalatabol szarmazo adat tAmasztja ala.

A tumor indukalt angiogenezis kettds szerepet jatszik a tumorok progresszidjaban. Az
ujonnan képzddott erek egyrészt tipanyaggal latjdk el a tumort, mdasrészt novelik a
hematogén uton képzddott metasztazisok kialakuldsanak valdszinliségét. Az utobbi évek
kutatdsi eredményei bizonyitottdk a limfangiogenezis 1étét is, valamint az Gjabban elérhetd
specifikus nyirokér markerek segitségével Osszefliggést talaltak a nyirokérdenzitds és a
tumorok metasztatizalo képessége kozott. Az Gjonnan képzddott erek nagyon vonzo terapias
célpontot kinalnak, hiszen az erek genetikailag stabil sejtekbdl épiilnek fel, szemben a
tumorokkal (bar Ujabb eredmények a proliferdlo endotélsejtek genetikai instabilitdsara
utalnak), azonban a szdmos prébalkozas ellenére az anti-angiogén terapiak nem valtottak be a
hozzéjuk flizott reményeket.
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2. Célkitiizések

Vizsgalataink két nagy kérdéskort oOlelnek fel, a majregeneraciot illetve a
metasztazisképzést. A legfontosabb megvalaszoland6 kérdéseket az aldbbiakban foglalhatjuk
0ssze.

1. M4jregeneracio

Milyen a patkany illetve human m4j interlobularis epeuthalozatanak szerkezete és
immunfenotipusa?

Hogyan zajlik le a m4j szerkezetének helyreéllitasa méjregeneraciod soran?

Hol helyezkedhetnek el a méjregeneracidban résztvevd Ossejtek?

2. Metasztazisképzés

2a. Tumor indukalt angiogenezis

Milyen alapveté angiogenezis formak figyelheték meg primer tumorok
kdrnyezetében?

Van-e eltérés az angiogenezis folyamatdban kiillonb6zd szervekben, szdvetekben?

Befolyasolja-e az angiogenezis folyamatat a tumorok differenciacios foka, a célszerv
(bazalis membran) szerkezete?

Hogyan jatszodik le a kisérletes majmetasztazisok arterializalodéasa?

2b. Tumorsejt motilitds és szervpreferencia

Hogyan valtoznak a tumorsejtek mozgédsa soran a sejtadhézids helyek és azok
komponenseinek eloszlasa?

Befolyassal van-e a célszerv kapillarisainak szerkezete az extravazacid folyamatara
illetve a szervpreferenciara?



dc_301 11
3. Anyag és mddszer.
3.1. Allatkisérletek

A mij epeutrendszerét normal kiillonbozdé kort patkany illetve human madjakon
vizsgaltuk.
vizsgaltuk.

Az ovalis sejtek szerepét a majregeneracidoban egy, a Solt-Farber- féle karcinogenezis
modell (patkany) modositott valtozatdban vizsgaltuk, mely 2 hetes acetilaminofluorén (AAF)
kezelésbol és a kezelés kdzepén elvégzett parcialis hepatektomiabol all.

Az angiogenezis és metasztazis vizsgalatokhoz kiilonb6zé human in vitro, valamint
egér in vivo fenntartott tumorvonalakat hasznaltunk.

Primer tumorokban lezajlé angiogenezist a tumorsejtek (B16 melanoma, C38 kolon
karcinéma illetve HT25 human kolon karcindma) intrakutan vagy szubkutan oltasat kovetéen
vizsgaltuk.

Agy metasztazisokban lezajlo angiogenezist a tumorsejtek karotiszba (3LL-HH
karcindbma, B16, A2058, WMO983 melanémak, 293 veserak), vagy direkt az agyszdvetbe
torténd oltasat kdvetden vizsgaltuk (ZR-75-1 emlérak, HT25 kolon karcindma, H1650 tiido
adenokarcinoma, HT1080 fibroszarkéma).

Mijmetasztazisok vaszkularizacidjat a tumorsejtek 1épbe (C38 kolon karcindoma,)
torténd oltdsat kovetden vizsgaltuk. Az arterializacidé folyamatit korrdzios készitmények
segitségével vizsgaltuk (A2058 melanoma, Lewis Lung karcinéma, C38 kolon karcinéma).

crer

oltottunk farokvéndba, sziv bal kamraba, és Iépbe.
3.2. Morfologiai modszerek

Megfigyeléseink dontd tobbsége fagyasztott metszeteken illetve sejtkultirakon
elvégzett, immunfluoreszcens vizsgalatokon alapul. A mintdk analizisét legtobbszor
konfokalis mikroszkoppal végeztik el, mely lehetdséget adott a detektalt jelek
haromdimenzids rekonstrukcidjara is. A kapott eredményeket normadl illetve immun-
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal egészitettik ki. 3D rekonstrukcidt félvékony
sorozatmetszetek felhasznalasaval is végeztiink. A korr6zids készitményeket sztereo- illetve
szkenning elektronmikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

Vinkulin eloszlasat a sejtmigracido soran ¢l6 sejtekben GFP-vinkulin konstrukcid
transzfekciojat kovetden vizsgaltuk.

Az ovalis sejtek sorsanak kovetését retrovirus jeldléssel végeztiik el.
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4. Eredmények és megbeszélés
4.1. Majregeneracio
4.1.1. A mdj epeutrendszerének szerkezete és immunfenotipusa (LII).

A Hering csatorndk, az epeutrendszer legtdvolabbi szakaszai, melyek Osszekdottetést

biztositanak az epeutak és a hepatocitdk alkotta epekanalikusok kozott. Elnevezésiiket
leir6jukrol kaptak, aki eldszor figyelt meg olyan rovid, 2-3 sejtsor hossziisdgu duktulusokat a
majban, melyek alkotasaban epeuthamsejtek ¢€s hepatocitdk egyarant részt vesznek.
Egyértelmii azonositasuk csak elektronmikroszkopos vizsgalattal lehetséges.
Patkanymajban ezek a strukturdk a ,,limiting plate”-en kiviil periportalisan helyezkednek el,
tehat sosem hatolnak be a parenchimaba. Vizsgélataink kimutattak, hogy ezek a strukturdk a
CK19+/CK7- immunfenotipust hordozzak. Ugyanakkor a nagyobb interlobuléris epeutak
CK19+/CK7+ fenotipustiak. CK19+/CK7- immunfenotipusu epeutak azonban nem taldlhatok
human majakban, ebben az esetben minden epeut CK19 illetve CK7 pozitiv. A CK7 negativ
epeutak sajatos entitasat igazolja, hogy mig a CK7 pozitiv epeutak mérete a m4j hilusa felé
fokozatosan novekszik, addig a CK7 negativaké allandonak adodott, majbeli helyzetiiktdl
fiiggetlentil. A CK7 negativ epeutak tobb szdz mikrométer hossz kanyarulatos strukturak,
melyek tobb helyen kapcsolodhatnak a madjsejtekhez. Bar a Hering kanalisok szorosabb
struktura az epeutrendszernek egy morfologiai és funkcionalis egységét alkotja (I).

Ep, human majakban is jellemeztiik az epeutrendszer legdisztalisabb szakaszat (IT). A
CK7 immunreakcié alkalmas volt az epeutak €s a hepatocitak egyértelmu elkiilonitésére. A
CK7-tel jelolt metszetek konfokdlis mikroszkoppal torténd vizsgalata, illetve
sorozatmetszetekb6l szamitogép segitségével végzett 3D rekonstrukcios vizsgalatok
segitségével megallapitottuk, hogy az ¢ép emberi majakban az epeutak a periportalis
kotdszovetbdl kilépve latszolag beterjednek a majparenchimaba. Az infiltracié azonban csak
latszolagos, mert az emberi majban is kezdetleges formaban jelen vannak a néhany mas
allatfajban fellelheto jol fejlett interlobuléris vaszkularis (kotdszovetes) szeptumok, amelynek
mentén az epeutak tejednek, azaz intraparenhimadlisak, de mégsem lépnek be a lebenykék
allomanyaba. Az epeutak kozelében NG2 pozitiv struktarak is megfigyelhetok voltak, amely
arterioldk jelenlétére utal. A tradiciondlis, eredetileg leirt Hering csatornak csak ezen epeutak
termindlis szegmentumanak felelnek meg. Ezeknek a hosszu duktulusoknak az egységes, és
nagyobb epeutaktol eltéré (EMA-/CD56+/CD133+) immunfenotipusa arra utal, hogy sajatos
funkcionalis egységet alkotnak. Kiilonboz6 életkort human és patkany majakbol szdrmazo
mintdk vizsgalatdval megallapitottuk, hogy ez az elrendezddés ¢és immunfenotipus az
ujsziilottek majaban még nem alakul ki, hanem posztnatalisan jon 1étre.

Osszefoglalva tehat alapvetd kiilonbség van a patkany és a humén maj szerkezetében.
Mig patkany méjban az epeutak a ,,limiting plate”-en végzddnek, huméan méjban az epeutak a
lebenyke paladstja mentén futnak. Ez a kiilonbség hatassal van az arterids rendszer
szerkezetére is. Miutan az artérids rendszer a majban féleg az epeutak vérellatasaért felelds, a
human méjban a szertedgazo €s a parenchimaba is beterjedd eputrendszert egy ugyanolyan
felépitési artérids rendszer is koveti, mely végiil a szinuszoidokba 6mlik. Ezzel szemben
patkdny méjban az epeutak nem hagyjdk el a portalis teret, ezért az artérids rendszer
elvezetése foleg a portalis rendszerrel alkotott anasztomozisokon keresztiil valosul meg.
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4.1.2 Majregeneracio hepatektomiat kovetoen (111).

A majszovet legaltalanosabban elfogadott morfologiai alapegysége a lebenyke

(lobulus). Az egyes mdjlebenyek regenerativ novekedése elvileg haromféleképpen torténhet
meg: a/ a mjlebenykék méretének novekedése, b/ ) majlebenykék képzddése c/ a két
folyamat kombinéalodéasa révén. Meglepd modon napjainkig sem volt tisztdzva, hogy a fenti
harom lehet6ség koziil melyik torténik meg a majregeneracio soran. Ennek magyarazata, hogy
a m4j lebenykéinek mérete meglehetdsen nehezen vizsgalhat6. A majlebenykék egy bonyolult
hierarchikus rendszert alkotva épitik fel a majszdvetet. Ezen a hierarchian beliil a lebenykék
mérete valtozik a hilustol valo tavolsag alapjan, tovabba a kiilonbozd lebenykék tengelye sem
parhuzamos. Ebbdl adodik, hogy hagyoményos szdvettani metszeteken a lebenykék méretérol
szinte semmi felvilagositds nem nyerhetd. Munkacsoportunk kidolgozott egy 0j moédszert
mely lehetévé teszi a madjlebenykék méretének objektiv vizsgdlatat. Azokat a korabbi
megfigyeléseket hasznaltuk ki, hogy a/ a majtok alatti lebenykék az emlitett hierarchidban
azonos helyet foglalnak el b/ tengelyiikk, mely lényegében azonos a centralis vénak
legperiféridsabb agaval, merdleges a m4j felszinére. Ezért ha a hepatikus véndkon keresztiil
fluoreszcens miigyantaval retrograd modon feltoltjiik a centralis véndk agrendszerét és rajtuk
keresztiil a szinuszoidokat, a m4j felszinén megbizhatdan kirajzoldodnak a lebenykék hatarai.
A méj felszinér6l készitett felvételeken a lebenykék tetszOleges paraméterei objektiven
meghatarozhatok. Modszeriink természetesen csak a felszini lebenykék méretérdl nyujt
egyértelmii felvildgositast, de az emlitett hierarchikus elrendez6dés miatt ez legalabbis
tendenciajaban tiikkrozi a mélyben zajlo folyamatokat is.
A fenti modszert alkalmazva 6sszehasonlitottuk a méj posztnatalis, fiziol6gids novekedését a
sebészi parcidlis hepatektomiat kovetd regeneracidoval. Megallapitottuk, hogy az
egyedfejlodés sziiletést kovetd fazisaban a mdj tomegének gyarapodasahoz 1 lebenykék
képzddése és a lebenykék fokozatos novekedése is hozzajarul, ez utobbi folyamatban pedig
szerepe van a hepatocitdk megnagyobbodasanak is. A regenerativ ndvekedés soran viszont
kizarolag a mar meglévd lebenykék mérete novekszik, j lebenykék nem képzddnek és a
hepatocitdk sem képesek tovabbi megnagyobbodasra. A regeneracié eredményeként
megnagyobbodott lebenykék viszont bonyolultabb szerkezetlieck. Ez tlikr6zddik az egy
centralis vénat koriilvevo portalis vénadgak szdmanak megnovekedésében, tovabba abban,
hogy kiilonb6z6 zondlis megoszlast mutaté enzimek (pl. CYP450IIE1, glutamin szintetaz) a
szokasos koncentrikus elrendez6dés helyett karéjozott mintazatot mutatnak. Feltételezésiink
szerint ezen utobbi szerkezeti valtozasok oka, hogy az ideélis porto-centralis tavolsag ne
novekedjen jelentdés mértékben a lebenykék megnagyobbodasa kovetkeztében.

4.1.3. Mdjregenerdcio a mdj ossejtjeinek részvételével (I, IV-VII).

Az Ossejtek részvételével lezajldo majregeneracidt az ugynevezett AAF/Ph modellben
vizsgéltuk, melynek lényege, hogy AAF kezelés hatasara a hepatocitdk osztodasa gatolt,
aminek kovetkeztében a parciadlis hepatektomiaval kivaltott proliferacids stimulus hatasara
Ossejtek aktivalodasaval zajlik le a regeneracid. Proliferdld ovalis/progenitor sejtek - az
Ossejtek leszarmazottjai - szaporodnak fel a majban és késébb méjsejtekké differencidlodnak.
Az 6ssejtek lokalizacioja a majban, fenotipus markeriik nem 1évén, pontosan nem ismert. A
legtobb adat arra utal, hogy az Ossejtek az epeutak és a hepatocitak kozott elhelyezkedd
specialis képletek, a fentebb jellemzett Hering csatorndk sejtjei kozott talalhatok. Mas
elképzelések szerint az epeltrendszer Osszes sejtje rendelkezik &ssejt tulajdonsaggal.
Novikoff €s mtsai. szerint szintén a terminalis epeutakban talalhatd, de a bazalis membranhoz
nem kitapadt primitiv sejtek lennének a mdj dssejtjei. Ezekkel szemben olyan elképzelések



dc_301 11

is napvilagot lattak, hogy az ovalis sejtek a periportalis térben elhelyezkedd nem jellemezett
sejtek, illetve csontveldbdl szarmazo dssejtek leszarmazottjai lennének.

A kovetkezokben az Ossejtek lokalizacidjanak meghatdrozasara vonatkozd
vizsgalatainkat ismertetjliik. Azt mar korabban tapasztaltdk, hogy bar az ovalis sejtek portélis
térbol torténd kivandorlasa csak a hepatektomiat kovetden kezdddik meg, a sejtproliferacio a
portalis térben mar két AAF kezelést kovetden megindul. A proliferdld sejtek pontos
lokalizacidja azonban nem volt ismert. Vizsgdlatainkban immun-elektronmikroszkopia
segitségével allapitottuk meg a brémdezoxiuridint (BrdU) inkorpordld sejtek pontos
elhelyezkedését. Osszehasonlitasképpen epetitlekotésen atesett allatok mdjat is vizsgaltuk,
mivel ebben az esetben a lezajld epeut proliferdcid nem jar ovalis sejtek megjelenésével,
tehat Ossejt aktivacioval sem. Megallapitottuk, hogy két AAF kezelést kdovetéen a
legnagyobb aranyban a Hering kanalisok sejtjei proliferaltak szemben az epett lekotéssel,
ahol a nagyobb epeutak sejtjei voltak tobbségben a proliferald sejtek kozott (IV). Ez a
megfigyelés azt tamasztotta ala, hogy az Ossejtek a Hering kandlisok sejtjei kozott
helyezkednek el. A Hering kanalisok azonban a definici6 szerint, minddssze a majsejtekhez
kapcsolodo és bazalis membran altal félkor alakban koriilvett néhdny sejtbdl allo strukturdk,
sziikséges. A fentebb ismertetett (CK19+/CK7-) epetit kompartment azonban, mely megfelel
a legkisebb termindlis epeutaknak és magaban foglalja a Hering kanalisokat is, elegend6
Ossejtet tartalmazhat a m4j regeneralasdhoz. Ezen epeutak sejtjei is nagyobb proliferacios
aktivitast mutattak két AAF dozist kdvetden, mint a nagyobb CK7+ epeutak (I).
Véleményiink szerint ezek tartalmazzdk a legnagyobb valdszinliséggel a maj Ossejtjeit.
Sajnos ez a fenotipus nem volt stabil, tehat nem hasznéalhaté az Ossejtek leszarmazottjainak
kovetésére, hiszen a proliferald ovalis sejtek expresszaljak a CK 7-et.

Mint fentebb emlitettiik, ovalis sejtek megjelenésére a parenchimaban, melyek
bizonyitottan a periportalisan proliferald sejtek leszarmazottai csak az AAF kezelés kdzepén
elvégzett hepatektomiat kovetden keriil sor. Bar azt mar korabban kimutattak, hogy az ovalis
sejtek a mdj epeutrendszerével folytonossagot mutatd, elektronmikroszkopos vizsgalatok
alapjan nem folytonos bazalis membrannal koriilvett csérendszert alkotnak, ezen struktarak
pontos viszonya a portalis térhez illetve maj parenchimajahoz ismeretlen volt. Mi konfokalis
mikroszkép segitségével vizsgaltuk az ovalis sejtek és a bazalis membran viszonyat a
parcialis hepatektomiat kdvetden azon idOponttdl kezdve, amikor az ovalis sejtek mar attorték
a ,limiting plate”-et. Megfigyeltiikk, hogy a néhany sejt hosszusagi csovek koriil a bazalis
membran ugyanolyan ,,U” formaban helyezkedik el, mint a Hering kanalisok kortil, amely azt
mutatja, hogy az ovalis sejt csovek a Hering kanalisok meghosszabbitdsai. A csdvek az id6
elérehaladtaval egyre hosszabbak ¢és kanyargdsabbak lettek, de végiik mindig hepatocitdkhoz
kapcsolodott, igy Osszekottetésben maradt majsejtek kozotti elemi epeut rendszerrel (IV). Ez
a tény nagy jelentdséggel bir, hiszen azt mutatja, hogy az epeelvezetés és igy a szerv
funkcioja a regeneracid soran végig biztositott. Ez kiegésziil azzal a megfigyeléssel is, hogy
az ovalis sejt-csovek a szinuszoidok kozott helyezkedtek el arra utalva, hogy novekedésiik
soran a karosodott hepatocita lemez helyét foglaljak el, ezzel a szerv vérkeringésének
zavartalansaga is biztositott. Soha nem figyeltiink meg bazalis membran nélkiili CK19-et
expresszalo, a kotdészovetben vagy a Disse térben elhelyezkedd sejteket, mely azt jelzi, hogy
az ovalis sejtek altal alkotott csovek novekedése szabalyozottan a sejtek polarizalt allapotat
megtartva torténik. Ezt a tényt szem el6tt tartva hasonloképpen nem tartjuk elképzelhetdnek,
hogy a m4j dssejtjei az epeut rendszeren kiviil helyezkedjenek el a portalis térben, melyet
alatamaszt az a megfigyelésiink, hogy nem talaltunk citokeratin illetve AFP pozitiv sejteket a
bazalis membranon kiviil, sem pusztan az AAF kezelést kdvetden sem az ovalis sejt csovek
novekedése soran. Ezzel Osszhangban nem figyeltiink meg bazélis membranon atmigrald
sejteket sem. Taldltunk ugyan a Novikoff altal leirt bazalis sejtekhez hasonld primitiv
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hemopoetikus sejtekre emlékeztetd sejteket a novekvd ovalis sejt csovekben, de osztddod
alakokat nem talaltunk kozottiik. Ilyen sejtek nem voltak jelen a Hering kandlisokban illetve
a kis epeutakban a két AAF kezelést kovetden sem (IV). Hemopoetikus sejtekhez hasonlod
sejtek jelenléte az ovalis sejt csovekben felveti annak lehetdségét, hogy ezek a sejtek
csontveldi eredetlick és ovalis sejtekké transzdifferencialédnak, mint ahogy azt Petersen ¢€s
munkatérsai leirtdk. Ezt a nagyon vonzo lehetdséget alatamasztja az is, hogy az ovalis sejtek
hemopoetikus dssejtek fenotipus jegyeit viselik (c-kit, CD34). Hemopoetikus sejtek ovalis
sejtekké torténd transzdifferencialédasat azonban tobben kétségbe vonjak. Az ovalis sejtek
csontveldi eredetét sajat eredményeink is cafoljak (V), hiszen kimutattuk, hogy a csontveldi
Ossejtek markereként ismert Thy-1 molekulat nem az ovalis sejtek - mint ahogy azt Petersen
¢s munkatarsai leirtdk -, hanem a bazélis membranon kiviil elhelyezked6 SMA pozitiv
miofibroblaszt populacié expresszdlja, mig a dezmin pozitiv aktivalt ,stellate” sejtek
elenyész6 mértékben mutattak Thy-1 pozitivitast. Kollagenaz perfuziot kovetden izolalt ovalis
sejtekbdl illetve szdvettani metszetekbdl mikrodisszekalt ovalis sejtekbdl izolalt RNS-ben
valos idejiit RT-PCR modszerrel nem volt kimutathat6é a Thy-1 mRNS, ami viszont jelen volt a
miofibroblasztokat is tartalmaz6 frakciobol izolalt RNS-ben, igazolva, hogy a Thy-1 molekula
RNS szinten sem termelddik az ovalis sejtekben.

Osszefoglalva tehat vizsgalataink eredményeit azt mondhatjuk, hogy a méj éssejtek a
Hering kanalisokat is magukba foglalo terminalis epeutakban helyezkednek el és hasonléan
mas szervek Ossejtjeihez (bél, bdr, agy), a bazalis membranon nyugszanak. Utddsejtjeik
(ovalis sejtek) polarizalt sejtek melyek duktusokat alkotnak és migraciojuk illetve
szaporodasuk soran folytonos bazalis membrant épitenek fel.

Az 0Ossejtek részvételével megvalosuld majregeneracio utolso 1épése az ovalis sejtek
az alédbbiakban.

Korabbi vizsgalatokbol kideriilt, hogy az altalunk hasznalt modellben az ovalis sejtek

.....

------

majsejt irdnyu differenciaciot eredményezett. Alaposabban megvizsgalva ezt a jelenséget két
kiilonboz6 tipust differenciaciot figyeltiink meg az AAF dozisatol fiiggden (VI). Kis dozist
hepatektomiat kovetden. Ezzel szemben differencialédé sejtek csak késdbb (11-13. nap a
hepatektomiat kovetden) jelentek meg a majban fokuszokat alkotva és az ovalis sejtek nagy
tobbsége nem alakult 4t majsejtekké nagy dozist kezelést kovetden Az ovalis sejtek
az eredmény kis hapatocitdk megjelenése volt. A kis dozis esetében a kis hepatocitak
elrendez6dése megegyezett az ovalis sejtek elrendezddésével, vagyis duktusokat alkottak,
melyek a portélis terek koriil sugar irdnyban helyezkedtek el. Nagy dozis esetében a kis
hepatocitak fokuszokba rendezddtek, de ezen beliil ebben az esetben is duktusokat formaltak.
Mindkét esetben a kis hepatocitdk altal formalt duktusok Gsszekottetésben maradtak a maj
epeut rendszerével. A differencialodas legmarkansabb jele a bazalis membran eltiinése volt
az ovalis sejt-csovek koriil, amellyel teljesen parhuzamosan tortént a HNF-4o-nak, a
(VI). Kozvetlen 0sszefiiggés azonban valosziniileg nincs a bazalis membran lebomlasa és a
HNF-4a megjelenése kdzott, hiszen a bazalis membran lebomlasanak elmaradasa és a HNF-
40 megjelenése a nagydozisi kezelés soran gyakran megfigyelt intesztindlis metaplazidhoz
vezet. A kis dozisu differencidlodas esetében lehetett a legjobban megfigyelni a duktulusok
disztalis részén ultrastukturdlisan a bazéalis membran fragmentalodasat, illetve teljes
lebomlasat, valamint a majsejtekre jellemzd sejtorganellumok megjelenését. A bazalis
membran eltlinésével parhuzamosan az a6 integrin alegység expresszidja is csokkent, amely
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fehérje a kizarolagosan laminint kot6 integrinek alegysége ¢és jelen van a m3j
epeutrendszerének minden szegmensében. Ezzel szemben a duktularis strukturdkat alkoto kis
hepatocitdk bazélis ¢és laterdlis részén megjelenik a ol integrin amely elsdsorban
kollagéneket kot és a normal hepatocitdk jellemzd adhéziés molekuldja (VI). A bazilis
membran lebomlasa nem jar egyiitt a duktularis szerkezet azonnali felbomlasaval és egyeldre
nem tudjuk, hogy a normal méjsejt gerenddk hogyan alakulnak ki. Annyi azonban bizonyos,
hogy a bazalis membran lebomlasat kovetéen rogton megkezdddik az elemi epeutak
kialakuldsa a kis majsejtek kozott, amit az igen sajatos csillagszerii elrendezddést mutatd
CD26 expresszio jelez. A differencidlodds soran képzOddd elemi epeutak kozvetlen
kapcsolatban maradnak az elvezetd nagyobb epeutak lumenével, melyet az epeutrendszer
fluoreszcens lektinnel valo retrograd feltdltésével sikeriilt igazolnunk.

Osszefoglalva a normdl és az Ossejtek segitségével torténd majregeneraciora
vonatkozo6 vizsgalatainkat azt mondhatjuk, hogy a regeneracidé a m4j eredeti szerkezetének
felhasznalasaval zajlik le, ) szoveti struktardk nem keletkeznek.

Az ugynevezett primer hepatocyta mitogének eldzetes majkarosodas nélkiil is jelentds
hepatocita hiperplaziat képesek eldidézni. Ha a nagydoézisi AAF/Ph protokollal kezelt
allatokat primer mitogénekkel kezeliink, (trijodtironin (T3) vagy o6lomnitrat) a majsejtek
proliferacidja elmarad. Ehelyett az ovalis sejtek mitotikus aktivitdsanak fokozodésat lehetett
megfigyelni, melyet nagyon gyorsan, a kezelést kovetd 48 oran beliil az ovalis sejtek jelentds
részének hepatocita irany( differencidlodasa kovetett (VII). A differencialodas folyamata
teljesen megegyezett a fentebb leirt alacsony doézisu differencidlodas folyamataval. A
hormonkezelt allatok szérumdaban a bilirubin szint szignifikans csokkenését, illetve a mdj
szintetikus funkcigjat tiikr6z0 protrombin szint emelkedését is meg lehetett figyelni, jelezve,
hogy a differencidloddsnak szervezet szintjén is észlelhetd majfunkcié javulds volt a
kovetkezménye. Annak igazoldsdra, hogy a majban hirtelen megjelend ,kis” hepatocitdk
valdban az ovalis sejtekbdl szarmaznak, az ovalis sejteket a hormonkezelés el6tt retrovirussal
,jeloltik meg”, mely jelzés késobb a kis hepatocitakban volt fellelhetd.

Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a méj dssejtek részvételével zajlo regeneracidja
felgyorsithatd. Ez a megfigyelés elvi hattériil szolgalhat a klinikai gyakorlatban példaul
fulminans majelégtelenségben a regeneracio felgyorsitasara iranyuld probalkozasokhoz.

4.2. Tumor indukalt angiogenezis

Az elsé angiogenezis modellt Folkman és mtsai. dolgoztdk ki a 70-es évek végén.
Megéllapitottak, hogy a tumorok angiogenezis fiiggdek, azaz nem képesek ndvekedni egy
bizonyos (1-2 mm) méreten tul, a tadpanyagellatast biztositd uj erek képzddése nélkiil.
Vizsgélataikban féleg az Gjonnan, bimbozassal (,,sprouting”) képz0dott erekre koncentraltak,
tumorokba belendve hozzdk létre a novekedéshez sziikséges tdpanyagellatist biztositd
érhaldzatot. A tumorsejt invazid és az angiogenezis kozotti hasonlosag abban all, hogy az
angiogenezis elsé 1épésében is a bazalis membran degradacidja kovetkezik be, melyet a
polarizaciojukat vesztett endotélsejteknek a kotdszovetbe torténd migracidja kdvet. Az Uj
erek lumenének kialakulasara ez a modell semmilyen magyardzatot nem tudott adni. Ezzel
szemben mi koradbban egy ettdl eltéré angiogenezis modellt irtunk le, mely szerint az
endotélsejtek megtartjak polarizalt allapotukat (a sejtkapcsold strukturdk nem bomlanak fel
lokalis degradéacidja utdn az endotélsejtek egymadssal parhuzamosan migralnak, igy az
endotélsejtek kozott azonnal egy résszerii lumen keletkezik, amely folytonos az eredeti ér
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lumenével. Az éretlen kapillaris novekedése soran folyamatosan torténik a bazalis membran
szintézise €s depozicidja. (VIIL, IX).

A malignus tumorok vérellatasaért tobb, egymastol eltéré mechanizmus is felelds
lehet. Ezek koziil a talan legjelentdsebbnek tarthaté érbimbodzas (sprouting) fentebb
ismertetett két angiogenezis modellje azonban csak azon, féként primer tumorok (melandéma,
emld, vastagbélrak) kiindulasi helyeként szerepld szovetek esetében érvényes, melyek nagy
aranyu kotészoveti kollagént tartalmaznak, ami teret biztosit j kapillarisok ndvekedéséhez.
Az érdenzitas ndvekedését a fenti tumorok estében egy masik mechanizmus, az igynevezett
,intusszuszceptiv’ angiogenezis is biztosithatja, mely valojaban a venuldk osztddasat jelenti,
lefolyasanak mechanizmusa azonban vitatott.

4.2.1.Angiogenezis primer tumorokban
4.2.1.1. Melanomak vaszkularizacioja (X).

Mint fentebb emlitettiik a melanomak vaszkularizacioja esetében a bimbo6zd
angiogenezis jatszhatja a f6 szerepet. Human melanémak esetében a vaszkularizaltsag és a
prognodzis kozott osszefliggést keresd tanulmanyokban mar kordbban leirtdk, hogy a tumor
sz€1én az érdenzitas mindig sokkal magasabb, mint a tumorok belsejében. Sajat vizsgalataink
hasonlé eredményt hoztak kiegészitve azzal a fontos megfigyeléssel, hogy a vastagabb
tumorok belsejében az erek keriilete szignifikdns emelkedést mutatott a peritumoralis
szovethez képest. Erdekes médon a metasztazisok kialakulasa és a tlélés az intratumoralis
érdenzitassal mutatott szoros O0sszefliggést. A human melandémakban megfigyelt éreloszlés
1étrejttének részletesebb vizsgalatara, egy a humén viszonyokat hiien visszaado egér modellt
alakitottunk ki, mely sordn a tumorsejteket intrakutdn (ortotopikusan) oltottuk. Az egér
melandma novekedése sordn is kialakult a tumor alapjdn a humén tumorokban megfigyelt
denz érhalozat, melynek stirlisége a tumor belseje felé csokkent. Az egyes régiok
érdenzitdsanak idébeni valtozasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a tumor periféridjan az
érdenzitas sokkal gyorsabban ndvekszik, mint a peritumoralis régidban, azt jelezve, hogy a
novekvo tumor a bor eredetileg is meglévo ereit az Gjonnan képzddott kapillarisokkal egytitt
inkorpordlja. Ezt a kovetkeztetést aldtdmasztotta a tumor-stroma hataron levd érhalozat
szerkezetének haromdimenzios analizise is, ami kimutatta, hogy mind a huméan mind az egér
melanomak esetében a kapillarishalézat a daganat felszinével parhuzamos lefutasq, siirtin
egymas mellett elhelyezkedd kapillarisok kotegeibol épiil fel. A tény, hogy a daganatok
érstruktirdjanak vizsgdlatakor radidlis lefutast, a tumor centruma felé mutatd kapillarisokat
nem észleltlink, mar dnmagaban bizonyitja, hogy a melanomak elsdsorban a peritumoralis
kapillarisfonat bekebelezésével tesznek szert a vérellatasukat biztosito érhaldzatra.

Az érdenzitasnak a tumor belseje felé megfigyelt csokkenése elsGsorban annak a
kovetkezménye, hogy a tumor a ndvekedése soran ,,felhigitja” az inkorporalt érhaldzatot. Az
az endotél proliferacio kisebb mint peritumoralisan, ami szintén aldtdmasztja az érdenzités
ebben a régioban megfigyelt csokkenését. Az érdenzitds csokkenésének egy mdsik nagyon
fontos oka lehet, hogy a tumorban megsziinik az erek bimbdzésa, ennek kovetkeztében az
alacsony szintli endotél proliferacié az erek méretének novekedését eredményezi. Az erek
bimbozasa megsziinésének egyik oka, hogy a tumorban (melanémak) nem &ll rendelkezésre
megfeleld extracellularis matrix (kollagén I) a kapillarisok ndvekedéséhez, illetve a tumorba
kertiilt erek bazalis membran szerkezetének megvaltozasa sem teszi lehetdvé a bimbozast. Ez
utobbi lehetdségre utalnak azok a megfigyeléseink melyek szerint a tumor belsejében levo
erek tumorsejtek altali folyamatos invéazidja zajlik, ami az erek koriili koncentrikusan
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elhelyezked6 bazalis membran rétegek kialakulasahoz vezet, feltehetden meggatolva ezzel a
bimbozast. A bazalis membran invédzidja azonban szerepet jatszhat az erek keriiletének
megfigyelt novekedésében.

Altaldnosan elfogadott nézet, hogy az tjonnan képzddott kapillarisok érési
folyamatanak fontos eleme a pericitdk megjelenése az erek koriil. Pericita boritas nélkiil az
ujonnan képzddott kapillarisok regresszidja figyelheté meg VEGF illetve PDGF megvonasat
kovetden. Megfigyeléseink szerint intrakutan novekvé melandomak esetében mind a
peritumoralis mind az intratumoralis erek pericita boritasa komplett volt. Ez azt jelenti, hogy
a borben lezajlo angiogenezis soran, szemben a szubkutdn tumorok esetében megfigyelt
angiogenezissel, a pericitdk rogton megjelennek a bimbdzo kapillariskezdemények kortil, igy
érett kapillarisok keriilnek inkorporaciora. Bar az altalanosan elfogadott, hogy a tumorokban
talalhatd erek szerkezete nagymértékben eltér a normdl erekétdl, amit a tumorinvaziot
elosegitd tényezdnek tartanak, eredményeink alapjan azonban melanémak esetében ez a
jelenség nem lehet az intratumordlis érdenzitds és metasztazisképzés kozotti 0sszefliggés oka.

4.2.1.2 Az intusszuszceptiv angiogenezis egy uj mechanizmusa (XI)

Megfigyeléseink szerint egerekben novo szubkutan oltott kolonrdkok esetében az
angiogenezis f6 formdja az intusszuszceptiv angiogenezis (€rosztdodds), mig a sprouting
(bimbo6z6) tipus alig fordul el6. Ezen daganatok vaszkularizacidjanak vizsgalata soran
érdekes jelenséget figyeltiink meg. Venuldk lumenében tigynevezett oszlopok (,,pillar’’) voltak
jelen, amelyek erre az angiogenezis tipusra jellemz6 strukturdk (27). Eltéréen azonban az
elfogadott pillar szerkezettdl, kezdeti stddiumban ezek az oszlopok nem tartalmaztak
kotdszoveti sejteket illetve pericitakat, hanem kizardlag egy kollagén kotegbdl alltak, melyet
endotélsejtek boritottak. Az intusszuszceptiv angiogenezis elfogadott mechanizmusa szerint a
pillar képzdédés elsé 1épése az érlumen szemkozti falainak benyomddasa, mely az
endotélsejtek érintkezéséhez, illetve késdbb a sejtkapcsold strukturdk reorganizéciojahoz
vezet. Arra azonban nincs kielégitdé magyarazat, hogy mi szolgaltatja az er6t ehhez a
folyamathoz. Az elfogadott magyardzat erre a jelenségre, hogy perivaszkularis sejtek
nyomjak be az erek falat, ami erésen megkérddjelezhetd, hiszen sejtek csak elenyészd
mértékben képesek nyomoerd kifejtésére. Ezzel szemben tobb szdzszor akkora huzoderdt
képesek kifejteni. Megfigyeléseink szerint azokon a teriileteken ahol intenziv intusszuszceptiv
angiogenezis zajlott, mindig megfigyelhetd volt az Gigynevezett ,,bridging” is, vagyis endotél
hidak voltak jelen az érlumenben. Elképzelésiink szerint ezek az endotél hidak képesek a
kotdszoveti kollagén kotegeket az érlumenen athuzni. Ezt aldtdmasztja, hogy az oszlopokban
talalhaté kollagén kotegek mérete szinte teljesen megegyezik a kotdszovetben talalhato
kotegek méretével. Ezenkiviil szdmos vinkulint tartalmazé adhézids pont taldlhatéd a kollagén
kotegek mentén, valamint az oszlopot felépitd endotélsejtek nagy mennyiségben tartalmaznak
mikrofilamentumokat, mely struktirdk 6sszehtzé erd kifejtésére utalnak. Megfigyelhetk
voltak olyan kollagén kotegek is, melyek nem teljesen értek végig az oszlopon, egy résziik
viszont a kdtdszovetben helyezkedett el, ami szintén arra utal, hogy a kotegek a kotdszovetbol
keriilnek az oszlop belsejébe, nem ott szintetizdlodnak. Ultrastrukturalis vizsgalatok nem
mutattak ki bazalis membrant az endotélsejtek ¢és a kollagén koteg kozott, az endotélsejtek
kozvetleniil tapadtak a kollagén rostokhoz. Az adhézids helyek szerkezete kiilonlegesen
érdekes volt, mivel az egyes kollagén rostok mentén szabdlyosan szamos elektrondenz
adhéziés pont (~50nm) helyezkedett el, melyeket mikrofilamentumok kotottek Gssze. Az
oszlopok érése soran kotdszoveti sejtek és pericitdk migralnak be az oszlopokba, amit Uj
kollagén tartalmu matrix depozicidja, ezaltal az oszlop méretének novekedése kovet, mely
folyamat végiil az ér osztdédasahoz vezet.
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4.2.2. Angiogenezis metasztazisokban
4.2.2.1. Glomeruloid testek kialakulasa kisérletes agymetasztazisokban (XII)

A glomeruloid testek kapillarisokbdl felépiilo, jellegzetes érstruktirak, amelyek
nevilkket a vese glomerulusaihoz vald latszolagos hasonldsdguk alapjan kaptak.
Leggyakrabban a kdzponti idegrendszer primer daganataiban és metasztazisaiban figyelhetok
meg. Eldfordulnak azonban més szdvetek tumoraiban is (tiid6-, prosztata-, emldrdk,
melandéma), jelenlétiiket pedig Osszefliggésbe hoztak a rossz prognozissal. Kialakuldsuk
pontos mechanizmusa nem ismert, de az erek dilatacidja, majd az ezt kdvetd endotél
proliferacid, valamint hidképzddés, az intusszuszceptiv angiogenezishez hasonld folyamatra
enged kovetkeztetni.

Mi a glomeruloid testek kialakuldasanak egy tovabbi, nagyon egyszerii formajat irtuk
le agymetasztazisokban (XII). Erdekes, hogy a szamos felhasznalt kiilonbozé eredetii huméan
¢s ragesald tumor (tiidorak, melandma, veserak) megegyez6 struktiraju glomeruloid testeket
hozott 1étre. Vizsgalataink kimutattdk, hogy a tumorsejtek az extravazacidt kovetden az
agykapillarisok bazalis membranjahoz tapadtak €s azon kiteriiltek. Mar egyes sejtek estében
is megfigyelhetd volt az a jelenség, hogy a tumorsejtek altal befedett kapillaris szegmenseken
eldszor egy, majd tobb egyszer(i csavarulat keletkezett. A tumorsejtek szaporodasuk kdzben
nem tavolodtak el a kapillarisoktdl, hanem annak mentén terjedtek, illetve tobb rétegben
helyezkedtek el a kapillarisok koriil. A mikrometasztazisok novekedése sordn, a
kapillarisokon képzdédott hurkok egyre bonyolultabbak lettek és végiil kaotikus, a tumorsejt
fészkek belsejében elhelyezkedd érgombolyagok alakultak ki. A folyamat magyarazata lehet,
hogy a kapillarisok bazalis membranjdhoz a6 integrin segitségével tapadd és azon Kkiteriilt
tumorsejtek aktin citoszkeletonja a kapillarishurkok kialakulasahoz vezetd huzoéerdt fejt ki.
Ezt alatdmasztja az a megfigyelésiink, hogy a szomszédos tumorsejt fészkek kozott levo
kapillaris szakaszok sokszor elvékonyodtak, s6t néhany esetben el is szakadtak. A
folyamatban nagy szerepet jatszhat, hogy az agyszovetben nincs kotdszoveti tipusu
extracellularis matrix, igy az agyszovet mechanikai stabilitdsa kicsi, lehetévé téve a
kapillarisok elmozdulésat. Tovabbi érdekessége a folyamatnak, hogy az endotélsejtek
proliferaciés indexe nem emelkedik, jelezve, hogy sem bimb6zd sem egyéb mas endotél
proliferacidt igényld angiogén folyamat nem zajlik (erre az erek morfologidja sem utalt), az
érdenzitas novekedése a tumorban kizardlag az agyszovet meglévd érhalozatanak
atrendezdédésével jott 1étre.

4.2.2.2. Angiogenezis vizsgalata kisérletes agymetasztazisokban (XIII)

A fentickben ismertettiink a glomeruloid testek egy Ilehetséges keletkezési
mechanizmusat, amihez a tumorsejteket az allatok karotiszéba oltottuk. A mddszer hatranya,
hogy nagyszamt mikrometasztazist eredményez, ami gyorsan az allatok pusztuldsdhoz vezet.
Ezért egy masik kisérletsorozatban a tumorsejteket kdzvetleniil az agyszdvetbe oltottuk, hogy
a tumorok elérjék az angiogenezis megindulasdhoz sziikséges méretet (,,angiogenic switch”,
1-2 mm atmérd). Morfometriai vizsgalatok azt mutattdk, hogy angiogenezis nem zajlik a
peritumordlis teriileteken. Ezzel 0sszhangban angiogenezis egyszerli sebzést kovetden sem
volt megfigyelhetd az agyszovetben. A tumorok csupan a meglévd erek bekebelezése altal
tettek szert sajat érrendszerre. Ezek a megfigyelések szoges ellentétben allnak az elfogadott
nézettel, miszerint agytumorokban és metasztazisokban valamint érelzarodast kovetden
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intenziv angiogenezis tapasztalhatdo a sériilés hatarteriiletén. Mindegyik tumor esetében az
érdenzitas alacsonyabb, emellett az ératmérd, illetve az ereket alkotod sejtek proliferacidja
magasabb volt intratumoralisan, mint peritumoralisan. Ez a mar fentebb emlitett jelenségre
utal miszerint a tumorok novekedésiik kovetkeztében az inkorporalt érhalozatot folyamatosan
,kihigitjak”. Negativ Osszefiiggést talaltunk a bekebelezett erek szama, valamint az ereket
alkoto sejtek proliferacidja kozott, aminek hatterében az allhat, hogy az alacsony érdenzitdsu
tumorokban az egyes erek feliiletének nagyfokti novelésével jon 1étre a tumor novekedéséhez
sziikséges érfeliilet. A differencidltabb tumorokban, melyek Un. ,,pushing” tipust névekedési
mintazatot mutattak, alacsonyabb volt az érdenzitds, magasabb az erek sejtjeinek
proliferacidja, szemben az invaziv ndvekedési mintdzati tumorokkal. A tumor differenciacios
foka tehat hatassal van a vaszkularizacid6 mintdzatra, azaz nyilvanvalé hogy a kompakt
szerkezetli (differencialt) tumorok inkorporacios képessége alacsonyabb, mint a lazabb
szerkezetli differencidlatlanabb tumoroké. A bekebelezett erek amellett, hogy a tumorsejtek
eltavolitottdk roluk az asztrocitdkat, megtartottdk normadl struktirajukat. Az ér bazilis
tumor szélén a parenchimaban mintegy ,,0sz6” izolalt sejtek az erek bazalis membranjaval
valé kolcsonhatast kovetéen mirigyszerli struktirdkba szervezddtek apikalis felsziniikon
claudin 3-t és EMA-t expresszaltak, mig bazalis felszinliikon laminin5-6t tartalmazo
extracellularis matrixot szekretaltak, ami az agykapilldrisok bazalis membranjanak
felszin¢hez kotodott.

Az intusszuszceptiv angiogenezishez rendkiviil hasonlé folyamat volt megfigyelhet a
fibroszarkoma sejtvonal agymetasztazisaiban. A tumorsejtek érfalhoz tapadasa ismeretlen
modon az érlumen kettéosztasat eredményezte, és az igy kialakult Girdket tumorsejtek toltotték
meg. Az érhaldzat ilyen formaban torténd atrendezddése azonban nem tekinthetd igazi
angiogenezisnek, mivel a folyamat a tumorsejtek aktivitasatol fiigg. Erdekes modon sem a
sejtvonalak fehérje szinti VEGF expresszidja, sem az intratumoralis VEGF mRNS szintje

crer
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strukturdjanak stabilizaciojaval. Ezek az adatok arra utalnak, hogy kisérletes koriilmények
kozott az agymetasztazisok novekedéséhez nem sziikséges bimbdzo (sprouting) angiogenezis.

4.2.2.3. Mdjmetasztazisok vaszkularizacioja (IX, XIV)

A m4j a metasztazisképzés egyik leggyakoribb célszerve. Kordbban harom kiilonb6z6
kolorektalis karcindma metasztazis tipust irtak le: ,replacement”, ,,pushing” ¢és
,desmoplastic”. Az elsé metasztazis tipusnal a tumor ndvekedése sordn a m4j szinuszoidalis
szerkezete tobbé-kevésbé megtartott, de a majsejtek helyét tumorsejtek foglaljak el. A
masodik és harmadik tipusu metasztizis novekedése sordn a mdj szerkezete torzul, a
tumorsejtek komprimaljak a majszdvetet, illetve nagy mennyiségli kotoszovet halmozodik fel
a metasztazisok periféridjan.

A ,,pushing” tipusu metasztazisok vaszkularizacidjara egy 01j mechanizmust irtunk le
a C38 egér kolonrdk tumorvonal esetében (XIV). A madjszinuszoidokba bejuttatott
tumorsejtek kezdetben avaszkuléris szolid fészkeket képeztek, melyek felszinén simaizom
aktint kifejezd sejtek jelentek meg. Ezzel parhuzamosan a méjsejtek eltlintek a tumor
folyamat egy forditott intusszuszceptiv angiogenezisnek is tekinthetd.

A tumor szferoidoknak csak a felszini 100 pm-es rétegében voltak él6 tumorsejtek.
Az egyre novekvd méreti centralis nekrozis feltehetden megakadalyozta, hogy a tumor
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tovabbra is gomb formaban novekedjék, amely végiil azt eredményezte, hogy a tumorban
jellegzetes szerkezetli invaginaciok keletkeztek. Az invagindciokat kiviilrl a tumor bazalis
membranja hatarolta, ennek kozvetlen kozelében a simaizom aktint expresszald sejtekbe
agyazott fuzionalt szinuszoidok helyezkedtek el, legbeliil pedig majsejtek voltak taldlhatok.
Erdekes, hogy ezen méjsejtek kozott szinuszoidok nem voltak megfigyelheték, ami tovabb
erdsiti annak lehetdségét, hogy a madjsejtek kimigraltak a szinuszoidok kozil és az
invaginaciok kozepén torlodtak fel. Az invaginacioknak a tumor centruma felé esd részén
azonban mar csak ritkan voltak majsejtek megfigyelhetdk, itt a kapillarisok centrélis poziciot
foglaltak el. Az invaginaciok mélyiilésével parhuzamosan feltehetden a tumor altal kifejtett
nyomas is nott, féleg az invaginaciok alapjara, ami végiil ahhoz vezetett, hogy az
invaginaciok belsé része részlegesen elvalt a kornyezéd majszovettdl. A folyamat végiil
kotészovetes oszlopok kialakuldsadhoz vezetett a tumorszovetben. Ezen oszlopokban,
melyeket a tumor bazdlis membranja hatarol, simaizom aktint kifejez6 sejtek, nagy
mennyiségll Ujonnan szintetizalt kdtdszoveti kollagén, valamint egy centralisan elhelyezkedd
kapillaris talalhaté. A képz6dott oszlopok azonban tengelyiranyban 0Osszekottetésben
maradtak a m4j szinuszoidalis rendszerével, vérkeringés fennmaradédsara utal. Ez a jelenség
azt is sejteti, hogy a metasztazisok vérellatasa szinuszoidalis, tehat foleg vénas eredetil.

Hasonléan a kordbban Lewis lung karcindma esetében leirtakhoz (IX), a C38
kolonrdk esetében sem figyeltiink meg a tumorok kozvetlen kozelében elhelyezkedd
szinuszoidokban emelkedett endotél proliferaciot, ami kizérja, hogy érbimbozas folyna ebben
a régioban. Tekintve azonban a m4j szinte maximalis vaszkularizaltsdgat megfeleld tér sem
all rendelkezésre az ilyen tipusii angiogenezishez. Erdekes azonban, hogy mindkét tumor
esetében megindult az endotélsejtek proliferacidja az inkorporacidt kovetden, bar a kialakult
érszerkezet teljesen eltérd volt. A kolon karcindméban taldlhat6 oszlopokban felhalmozddott
kotdszovet mar elég teret biztositott a ,,sprouting” tipust angiogenezis beindulasahoz is.

Vizsgalataink arra utalnak, hogy a tumor differencidcios foka hatdssal lehet a
majmetasztazisok vaszkularizaciojara.. Alacsonyan differencialt tumorok ,,replacement”
tipusti novekedést mutatnak. Erre jo példa a Lewis lung karcindma altalunk kordbban leirt
szinuszoidalis tipusti metasztazisainak vaszkularizacidja, melynek sordn a tumorsejtek a
szinuszoidalis bazalis membranok mentén, a Disse térben migralnak ¢és levalasztjdk az
endotélsejteket sajat bazalis membranjukrdl, aminek kovetkeztében kanyarulatos érrendszer
alakul ki a metasztazisokban (IX). Differencialtabb tumorok ,,pushing” tipusu novekedést
mutatnak. Az érhalozat kialakulasaban mindkét tipusu novekedés soran nagy szerepet jatszik
a modosult (fuzionalt) majszinuszoidok inkorporacidja, mely a primer melanomék ¢és az
agymetasztazisok esetében megfigyelt jelenségekkel egyiitt arra utal, hogy a gazdaszdvet
meglévd ereinek inkorporacidja, fiiggetleniil a gazdaszovettdl, alapvetd szerepet jatszik a
tumorok vaszkularizaciojaban.

Véleménylink szerint a kolon karcinoma esetében lezajlo vaszkularizacié egy
altalanos érvényl, minden a majban novekvo differencialt tumorra alkalmazhaté modell
lehet.

4.2.2.4. Majmetasztazisok vérellatasanak vizsgalata (XV, XVI)

A méjmetasztazisok kezelésének napjainkban is elfogadott modszerei (intra-arterialis
kemoterapia, embolizacid) azon az elven alapulnak, hogy vérellatasuk artérids eredetii. Olyan
kozlemények is napvilagot lattak azonban, melyek a portalis véna szerepét hangsulyozzak a
majmetasztazisok vérellatdsaban. Korabban leirtuk a vaszkularizacid egy lehetséges
folyamatéat Lewis lung karcindéma esetében (IX) ami a fentebb ismertetett ,,pushing” tipust
metasztazisok vaszkularizacidja soran tett megfigyeléseinkkel egyiitt azt mutatta, hogy a
metasztazisokban talalhatdé erek kozvetlen kapcsolatban vannak a szinuszoidokkal. Ez a
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jelenség azt sugallja, hogy a metasztazisok vérellatasa szinuszoidalis eredetli tehat a tumorok
donté tobbségiikben kevert vért kapnak. Ezen megfigyelések lehetséges hatdsat a
majmetasztazisok kezelésére egy levélben Osszegeztiik, hangstlyozva a portalis rendszer
szerepét a kemoterdpias szerek majmetasztazisokba torténd eljuttatasaban, mely kozlésére sor
is kertilt, de a leirtak nagyobb visszhangot nem kaptak (XV).

Hérom tumorvonal esetében végeztiik el a mdjmetasztazisok vérellatasanak vizsgélatat
(XVI). (Lewis lung karcinoma, C38 kolon karcinoma, A2058 humén melanéma). Miutan a
harom tumor kiilonb6z6 novekedési mintazatot mutatott, kisérleteink soran arra is valaszt
kaptunk, hogy a tumor invazivitasa milyen médon befolyasolja a metasztazisok vérellatasat.
Normdl egér méj mikrovaszkulaturdjanak vizsgdlata megmutatta, hogy nagyszdmu
anasztomozis talalhatd az artérids és a vénas rendszer kozott, valamint hogy az artérias
rendszernek minden lebenykéhez éltaldban egy csatlakozdpontja van, mely a lebenyke aljan
helyezkedik el. Ezek a csatlakozopontok megtalalhatok mind a nagy portalis dgak mentén,
mind a periférian elhelyezkedd lebenykék esetében. A korr6zids készitményeken az
artériakbol a szinuszoidokba 6mlé vér piramis forméju strukturak alakjadban jelenik meg,
melyeknek csticsa a centrdlis véna felé mutat. Hasonlo struktirdkat irtak le kordbban a
portalis rendszer feltoltése soran, amelyeket mikrocirkulacids alegységeknek neveztek el
(HMS, Hepatic Microcirculatory Subunit). Ennek alapjan, a megfigyelt struktarakat arterialis
mikrocirkulacids alegységnek neveztik el (aHMS). A majmetasztazisokat vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy a metasztdzisok novekedésiik soran 1) erek képzddése helyett a
inkorporacidja sordn alakul ki a tumorok érhaldzata, fiiggetleniil attol, hogy a tumor milyen
novekedési mintdzatot mutat. A folyamat soran az arterialis HMS-ek szinuszoidjainak fizidja
is bekovetkezik, ami végiil az artérids rendszert hatarold strukturdk destrukciojahoz és a
metasztazisok arterializalodasdhoz vezet. A metasztazisok elméletileg tehat egy lebenykének
megfeleld méret elérése utan mar arterializdlodnak. Adataink szerint azonban a metasztazisok
95%-a csak a 2mm-es méret elérése utan arterializalodik, de ebben eltérések mutatkoznak a
tumorok ndvekedési mintdzatanak és a novekedési sebességének megfeleléen. Differencidlt
¢s/vagy lassan novekvo tumorok késébb arterializalodnak, de 2,5mm-es méret felett minden
metasztdzis elsddlegesen artérids ellatdsu. Az artérias ellatas kialakuldsa egyiitt jar a tumorba
vezetd artériak kitdgulasaval. Erdekes, hogy az 1800um alatti metasztizisok 85-95%-at
egyetlen artéria latja el és ezek az artéridk nagyrészt a metasztazis centrumaban helyezkednek
el. Ennek a jelenségnek a hatterében feltehetden az 4ll, hogy a ndvekvd tumorok nem
képesek, szemben a portdlis és centrdlis rendszer agaival, a nagynyomasu artéridlis adgakat
komprimalni illetve a tumor periféridjara szoritani. A metasztazis tagult véredényrendszere,
amelyben feltehetden az arteridlis nyomashoz kozeli nyomas uralkodik (prekapillaris
zardizom szinuszoid fzi6 sordn torténd destrukcidja) tulajdonképpen egy sontot képez az
artérias €s vénas (centralis) rendszer kozott.

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy kordbbi nézetiinket feliilvizsgéalni sziikséges,
mert annak ellenére, hogy a mdj szinuszoidalis rendszere €és a tumor vaszkulaturdja kozott
kozvetlen kapcsolat van, a metasztazisok nem portalis (szinuszoidalis) ellatastiak. A
szinuszoidok fuzidjuk kovetkeztében csak a metasztazis véredényrendszerének kialakitasaban
jatszanak szerepet az arterialis HMS-ek invazidja elengedhetetleniil mar nagyon koran a
metasztdzisok arterializacidjdhoz vezet. A metasztdzis centruméban elhelyezkedd artéria
kovetkeztében a vér feltehetden a metasztazisbol kifelé¢ a centralis véndk felé dramlik. Az
intra-arterialis kemoterapidk 1étjogosultsaga tehat megkérddjelezhetetlen.

Osszefoglalva tumor indukalt angiogenezis tanulmanyozdsa soran  tett
megfigyeléseinket, azt mondhatjuk, hogy hatasos anti-angiogenezis vagy anti-vaszkularis
terapiak csak akkor lesznek kialakithatok, ha minden fontos célszerv esetében sikeriil
feltérképezni az alapvetd erezddési tipusokat.
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4.3. Metasztazisképzés
4.3.1. Sejtmigracio (XVII)

A tumorsejtek motilitasi képessége alapvetd szerepet jatszik a metasztazisok
kialakuldsdban. A tumorsejteknek jelentds tavolsdgot kell lekiizdeniilk, mig a primer
tumorbol eljutnak az elsé vér- vagy nyirokérig, ahol aztan 4t kell hatolniuk az érfalon
(intravazécio). A célszervbe eljutva a kitapadéas utdn ujabb migracid, a kapillaris falon valo
athatolds torténik meg (extravazacid), végill a tumorsejt megtelepszik a célszerv
kotdszovetében.

A sejtek kitapadasa az extracellularis matrixhoz féképpen integrinek segitségével
torténik. In vitro ezeket a kitapaddsi helyeket fokalis adhézidknak nevezik, melyek az
integrinek erdteljes aggregacioja kovetkeztében jonnek létre. A membran citoplazma feldli
oldalan talalhatok a fokalis adhézidk azon komponensei (valamint szamos mas
szignaltranszdukcios elem), melyek az integrinek ¢és az aktin citoszkeleton kozotti
érvényes modell szerint a sejtekben keletkezd eré parhuzamos a mozgas iranyaval. Ez a
modell azonban szdmos jelenséget nem tud magyarazni. 1. Tekintve a mozg6 sejtek in vitro
altalanosan megfigyelt legyezé formajat, nem vildgos, hogy mi lesz a sorsa azon nagyszamu
adhézionak, melyek a vezetd lamella élén keletkeznek, és mint ismeretes staciondriusak
maradnak a szubsztrathoz képest, mikdzben a sejt elhalad felettiik, hiszen a mozgé sejtek
hats6 részén altalaban csak néhany adhézio taldlhato. 2. A sejtek kontraktilitisat aktin
kotegek biztositjak, melyek polarizaltan a fokalis adhézidkban végzddnek. A migracid soran
tehat a sejtnek teljesesen at kellene rendezni a citoszkeletonjat ahhoz, hogy a sejt elején
keletkezett adhéziokhoz tapadd aktin kotegek ellentétes iranyultsdggal tapadjanak
ugyanezekhez az adhéziokhoz, amikor a sejt mar elhaladt felettiik. 3. A mozgd sejtekben
gyakran figyelhetok meg aktin kotegek, melyek a sejt teljes hosszat athidaljak. Az
adhézidknak a sejt hatuljan torténd megsziinésekor a vezetd élen taldlhatd adhézid is
sziikségszertien megsziinik, hiszen az adhézidk 1étének feltétele, hogy a hozzajuk tapado
aktin kotegek fesziiltség alatt legyenek. Ez a jelenség jelentdsen csdkkentené a vezetd
lamella stabilitasat.
dolgoztak ki. Ebben az esetben érdekes modon a legnagyobb erék a migracid irdnyara
merdlegesek, de a mérések szerint a sejt mozgasaért kisebb kozel sugériranyt erdk feleldsek.
Ezek a sejtek a mozgasuk soran félkor alakot vesznek fel melyet hosszabb idejii migracio
sordn is fenn tudnak tartani. A mozgésukra kidolgozott kinematikai modell szerint (Graded
Radial Extension, GRE modell), ahhoz hogy a sejtek a mozgas soran félkor alakjukat
megtarthassdk, minden, a félkoron talalhaté pontnak az érintére merdleges iranyban kell
elmozdulnia. Mivel ez az elmozdulas a sejt cstucsatdl az atméro felé haladva a szubsztrathoz
képest egyre kisebb, a vezetd ¢l minden pontja egy gorbe vonalat ir le, mig a sejthez
viszonyitva a pontok a sejt csticsatol a sejt egyenlitéje felé mozognak.

Humén fibroszarkdéma sejtek mozgasat vizsgalva bazalis membran matrix (Matrigél)
felszinén egy érdekes jelenségre figyeltiink fel (XVII). Meglepd modon a kiteriilést kovetden
a tumorsejtek a hal epidermisz sejtekhez hasonldan mozogtak. Mozgé sejtek fokalis adhézioit
tanulmanyozva azt figyeltilk meg, hogy adhézidk csak a vezetd élen, egy-két sorban, félkor
alakban, az sejt peremére merdlegesen helyezkedtek el. Ezek az adhézidk tartalmaztak
minden, a fokalis adhézidkra jellemz6 komponenst, (vinkulin, talin, FAK, a6 integrin), ami
nem tdmasztja ald az adhéziok korabban feltételezett érési folyamatat a sejtmigracioé soran.

GFP-vinkulint  kifejez6 human fibroszarkoma sejtek  fluoreszcens video
mikroszkdpiaval torténd vizsgélata azt mutatta, hogy az adhéziok a sejtmigracié soran a GRE
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belseje felé kezdenek csiiszni a szubsztrat felszinén, végiil eltlinnek a sejtben. Ezzel szemben
az adhéziok a vezetd ¢€len diszkrét pontok formajaban keletkeztek néhany mikrométerre a
mar meglévé adhézidsor eldtt. A mozgd sejtek aktin citoszkeletonjat vizsgalva azt figyeltiik
meg, hogy a nagyobb aktin kotegek a mozgasiranyra merdlegesek, de enyhén ivelt formajuak
voltak. (homort oldaluk mutatott a mozgas irdnyaba). Miutan az aktin kotegek a sejt szélén
elhelyezked6 fokalis adhézidokhoz tapadnak, és azokon keresztiil fejtenek ki erét a
szubsztratra, a megfigyelt ivek 0sszehtizddasa nagyon hatékonyan képes elére mozgatni a
sejttestet, amihez hozzéjarul az is, hogy adhéziok nem voltak megfigyelhetdk a sejttest alatt.
A mozgas sordn az aktin kotegek ivelt formdja a sejtmag tehetetlenségébdl eredd ellenerd
kovetkeztében alakulhat ki. A modelliink szerint a sejt csicsan mindig Gjabb adhézidk és
aktin kotegek képzddnek, mely utobbiak folyamatosan nének, ahogy a sejt elére halad. Az
aktin kotegek elrendezddése arra utal, hogy a szubsztratra kifejtett erd kozelitdleg sugar
iranyd, és ezen erdk ereddje felelds a sejt mozgdsaért. Modellliink egyszeriien képes
magyarazni a fibroblasztok mozgasara kidolgozott modell altal felvetett problémakat. 1. Az
adhéziok a vezetd élen allanddan Gjraképzdédve, GRE modell altal megadott utat kdvetve
jutnak el a sejt két széléig. 2. Az aktin kotegek irdnyultsdganak hirtelen nagymértékii
megvaltozasara nincs szilikség, hiszen az adhéziok folyamatosan jraképzddnek a vezetd élen
mikdzben orientaciojuk feltehetden az aktin ivek altal kifejtett egyre novekvo erd hatasara
folyamatosan valtozik (0-90 fok). 3. Az adhézidk egyszerre bomlanak le egy-egy aktin kiteg
végén (melyek mar elérték a sejt egyenlitdi vonalat), melynek kdvetkeztében az egész aktin
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kotegének stabilitasara.

4.3.2. Extravazdacio és szervpreferencia (XVIII, XIX)

A szervpreferencia problémdjanak vizsgalatira mar a 80-as évek elejétdl kezdve
probaltak olyan sejt- és tumorvonalakat kialakitani melyek szervpreferencidt, illetve magas
metasztatizdlo képességet mutattak. Ezek segitségével szdmos tényezdt (sejtadhézidt,
migraciot illetve proliferaciot befolydsold faktorok) sikeriilt ugyan azonositani, de csak
n¢hdny olyan fehérjét illetve gént sikeriilt izolalni, melyek szerepet jatszanak a
szervpreferencia kialakuldsdban. A teriileten végzett kutatdsoknak ujabb lendiiletet adhat
Ruoslahti és munkacsoportjanak kutatési stratégidja, melyben fag konyvtarakban expresszalt
peptidek kiilonb6z6é szervek endotélsejtjeihez vald kitapadasat vizsgaljak in vivo. Ennek a
modszernek a segitségével sikeriilt izolalni egy emldraksejtek felszinén taldlhato proteint, a
metadherint, mely felelés a tiidometasztazisok kialakulasaért. Sajnos az endotélsejtek
felszinén talalhat6 ligandjat még nem sikertilt izolalni. Egyéb, a tiid6- és csontmetasztazisok
kialakulasat meghatarozo6 receptor-ligand parokat is azonositottak mar, melyek koziil a tiid6
endotélsejtjeinek felszinén taldlhaté CD26-nak (a molekula enzimatikus aktivitasatol
fiiggetlentil koti a tumorsejtek felszinén talalhato fibronektint), CLCA-1-nek (klor csatorna
fehérje, mely a tumor sejtek felszinén talalhaté a4 integrint koti) illetve a CXCR4 kemokin
receptor ligandjanak a SDF-1-nek a szerepét sikeriilt bizonyitani a metasztazisképzés
folyamatéban.
limfocitdkhoz hasonldan, tekintet nélkiil a célszerv endotélsejtjeinek szerkezetére egy
Iépésben hatolnak at az endotélsejteken és a bazalis membranon. A helyzet azonban ennél
sokkal Osszetettebb, hiszen mar a neutrofil leukocitak is ettol eltér6 modon extravazalnak. A
tumorsejtek esetében a helyzet pedig még arnyaltabb, hiszen az irodalomban talalhaté adatok
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emlitetten kiviil a tumorsejtek a kotdszovetbe vald kijutdsanak még legalabb haromféle mddja
ismeretes. Ezek a kovetkezdk: 1/ a tumorsejtek intravaszkularis szaporodéasa, amely folyamat
végiil az ér destrukcidjahoz vezet, 2/ az endotélsejtek retrakciojat kovetden a tumorsejttel
érintkezd bazalis membran szamos tumorsejt nyalvany altal térténd fragmentacidja, amely
szintén a kapillaris destrukcidjahoz vezet, 3/ a tumorsejtek endotelizacidja (endotélsejtekkel
torténd befedése) és az azt kovetd athatolas a bazalis membranon.

soran kimutattuk, hogy kiilonb6zd szervekben (m4j, tiidé, mellékvese, vese, agy) a
tumorsejtek extravazacioja eltéré modon (szervspecifikusan) zajlik le (XVIII). A tumorsejtek
endotelizacidja torténik meg tiiddben, majban és részben vesében, mig a tumorsejtek
egyszerre hatolnak at az endotéliumon ¢€s a bazéalis membranon a mellékvesében és az agyban.
Az endotelizacidé folyamatanak kezdeti 1épésében az endotélsejtek az apikalis felsziniikrdl
nyulvanyokat bocsatanak ki, melyek a tumorsejtek felszinéhez tapadnak. Ezt kdvetden a
nyulvanyok novekedése valamint az endotélsejtek retrakcidja kovetkezik be, mely folyamat a
tumorsejtek endotélsejtekkel torténd teljes befedéséhez vezet. Ekkor azonban mar az
endotélsejtek bazdlis felszine érintkezik a tumorsejtekkel, jelezve, hogy a nyullvany
novekedése sordn a tumorsejtekkel kapcsolatban levd plazmamembran polaritdsvaltasa
torténik meg (apikalis-bazalis). Az endotelizaci6 fentebb ismertetett folyamata arra utal, hogy
az endotélsejtek sokkal aktivabb szerepet jatszanak az extravazaci6 folyamatdban, mint
korabban gondoltuk.

Az LLT-HH tumorsejtek endotelizacigjat kovetden a tiidében a bazdlis membran
lokalis degradacigja kovetkezett be. A tumorsejtek a keletkezett 1-2 pm-os kis résen keresztiil
a kotészovetbe migraltak. A m4j szinuszoidjaiban nem taldlhatd jol strukturdlt bazalis
membran, egyes komponensek amorf forméaban vannak jelen a majsejtek mikrovillusai kozott
(Disse tér). Itt nem is figyeltiik meg a tiidé, a mellékvese és az agy esetében eléfordulod
jellemzd morfoldgiaji a bazdlis membran kis résén atmigrald tumorsejteket. Ehelyett itt a
tumorsejtek az endotelizacio utan alakvaltoztatas nélkiil mintegy belesiillyedtek a majsejtekbe
(XVIID).

Korabban kimutattuk az intézetiinkben izolalt magas metasztatizald képességti Lewis
lung tumorvonal ugynevezett ,latens” mdjpreferencidjat. A kifejezés arra utal, hogy a
szerpreferencia csak az arteridlis rendszerbe torténd oltast kovetden nyilvanult meg. A
metasztdzisok latszolag ebben az esetben is a mechanikus elméletnek megfeleléen az elsd
elért szerv(ek)ben képzddnek, azonban kiilondsen a majban, de a mellékvesékben is, a
l6kettérfogati ardnyokat messze meghalad6 gyakorisaggal alakultak ki metasztdzisok. Ezzel
szemben, a tumorvonal agy, de izom, bél, bér esetében is negativ preferenciat mutatott. Mint
fentebb emlitettiik a metasztazisképzés hatékonysaga nagyon alacsony, amelynek f6 oka a
tumorsejtek mechanikus és immunoldgiai hatasokra bekdvetkezd pusztulasa lehet, igy dontd
jelentdséggel birhat, hogy a tumorsejtek mennyi id6t toltenek el ellenséges kornyezetben az
extravazaciot megeldzoen. Vizsgalataink azt mutattak, hogy az extravazacio a leghamarabb a
majban és a mellékvesékben zajlik le (6 6ra) mely szervekre pozitiv preferencia mutatkozik,
mig a leghosszabb id6t a kapillarisokban a tumorsejtek az agyban toltik, mely szervre a
tumorvonal negativ preferenciat mutat. Miutan az extravazicid moddja (endotelizacid vs.
direkt athatolas az endotélsejteken és a bazalis membranon) és a szervpreferencia kozott nem
volt Osszefiiggés azt mondhatjuk, hogy a szervpreferencia kialakuldsdban az extravazacid
sebessége lehet az egyik meghatarozé tényezo (XVIII).

A szervpreferencia lehetséges okait vizsgalva, ellentétben szdmos mas kordbbi
vizsgalattal, nem talaltunk Osszefiiggést a tumorvonal szervkolonizacios képessége és a
kiilonb6z6é szervekbdl szdrmazd kemotaktikus faktorok altal kivaltott migracié kozott.
Hasonloképpen nem volt 0sszefliggés a tumorvonal fagyasztott metszetekhez vald adhézios
képessége és a majpreferencia kozott. Megfigyeltiik azonban, hogy a tumorsejtek a kiiléndsen
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majbol szarmazd fagyasztott metszetek esetében elOszeretettel tapadtak az erekhez. A
metszetek részletes elektronmikroszkdpos vizsgalat kimutatta, hogy a tumorsejtek a portélis
venulak és szinuszoidok bazalis membranjahoz tapadtak (XIX). Ez a jelenség felvetette annak
lehetdségét, hogy az erek bazalis membranja szerepet jatszhat a szervpreferencia
kialakulasdban. Ennek részletesebb vizsgalatara kiillonb6z¢é bazalis membran komponensek
elleni antitestekkel (perlekan, laminin, fibronektin) kezeltiink egereket intravénasan, majd a
sziv bal kamrdjaba oltottuk a madjpreferenciadt mutatd6 LLT-HH tumorsejt vonalat. Azt
tapasztaltuk, hogy bar mindharom antitest csokkentette a vese, illetve a laminin és fibronektin
elleni antitestek a tiido kolonizéaciojat is, a majmetasztazisok kialakuldsat csak a perlekan
elleni antitest volt képes jelentdsen gatolni. Tovabb vizsgélva a kérdést megallapitottuk, hogy
az egerek majabol izolalt nagy molekulasulyu proteoglikan frakcio nem fejt ki kemotaktikus
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bocsatanak a Disse térbe, ahol nagy mennyiségli perlekan talalhato (XVIII). Ezt nem koveti
ugyan a tumorsejtek migracioja, de a jelenség szerepet jatszhat a tumorsejtek specifikus
kitapaddsaban vagy specifikus novekedési szigndlok kozvetitésében.
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5. Uj eredmények.

1. A patkany m4j epeut rendszerének egy 1j, CK7-/CK19+ kompartmentjét irtuk le,
mely magaba foglalja a Hering kandlisokat is, és a legnagyobb valosziniiséggel tartalmazza a
maj Ossejtjeit. Human majban ezek a strukturdk CK7 pozitivak, benyllnak a vaszkularis
szeptumba, ahol arteriolak kisérik dket. Fenotipusuk: EMA-, CD56+, CD133+.

2. Az ovalis sejtek altal képzett struktirdk a Hering kanalisok meghosszabbitasdnak
tekinthetok. Az ovalis sejtek proliferaciojuk és migraciojuk soran folyamatosan bazalis
membrant szintetizalnak és megtartjak polarizalt allapotukat. Az éltaluk alkotott csérendszert
funkcionalis kapcsolatot biztosit a hepatocitdk és az epeut rendszer portalis térben
elhelyezkedd elemei kozott.

3. Az ovalis sejtek nem fejezik ki a Thy-1 (CD90) hemopoetikus dssejt markert, tehat
megjelenésiikben transzdifferenciacido nem jatszik szerepet. Thy-1-t a m4j miofibroblasztjai
expresszaljak.

4. Az ovalis sejtek majsejtekké torténd differencidlodasa két, hisztologiailag jelentdsen
eltér6 mdédon mehet végbe, a sejtszintli események - melyek legfontosabb jellemzdje a bazalis
membran eltlinése illetve a HNF4, madjsejtspecifikus transzkripcids faktor megjelenése-
azonban megegyeznek a két folyamat soran. Az ovalis sejtek differencialédasa primer
hepatocita mitogén kezeléssel eldsegithetd.

5. Kimutattuk, hogy a human és kisérletes melanomék beerezddése a tumor felszinén
képzodott kapillarishalozat bekebelezésével megy végbe, ami a Kkapillarisdenzitas
csOkkenéséhez és az erek méretének novekedéséhez vezet a tumor centrum irdnydban. Humén
melanomak esetében az intratumoralis érdenzitas bir prognosztikus jelentdséggel.

6. Az intusszuszceptiv angiogenezis egy Uj formajat irtuk le, melynek soran a ,,pillar”
képzddés elso 1épése endotélsejt hidak kialakuldsa az ér lumenében majd kotdszoveti kollagén
kotegek transzportja az érlumenen keresztiil az endotélsejtek segitségével.

7. A glomeruloid test képzodés egy uj formdjat irtuk le agyi mikrometasztazisok
esetében. A folyamat sordn érdenzitds ndvekedés a tumorban jelentdsebb endotélsejt
proliferacié nélkill, az agy meglévd kapillarisrendszerének a tumorsejtek altal eldidézett
atrendezdédésével megy végbe.

8. Kimutattuk, hogy kisérletes agymetasztazisok kornyezetében nem zajlik
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hozzak létre.

9. A vaszkularizacido egy 0j formdjat irtuk le jol differencidlt kisérletes kolonrak
majmetasztazisainak esetében. A folyamat Iényege a tumor felszinén keletkezd fuzionalt
szinuszoidok inkorporacioja.

10. Kimutattuk, hogy a kisérletes majmetasztazisok artérids vérellatasra tesznek szert
2mm-es tumor méret felett. Az arterializalédas folyamata a majlebenykék arterialis
mikrocirkulacidos alegységét felépitd szinuszoidok fuzidjanak ¢és az ezt kovetd
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11. A sejtmozgas egy 1j mechanizmusat irtuk le in vitro. A sejt folyamatos mozgésat a
vezetd ¢len folytonosan meglijulo, de a mozgas soran iv formaban halad6 adhézids pontokhoz
kapcsolodo konkav aktin kotegek biztositjak.

12. Kimutattuk, hogy az extravazacié folyamata szervfiiggd lehet. Az extravazacid
sebessége, nem modja fiigg Ossze a szervpreferenciaval.

13. Kimutattuk, hogy a Lewis lung karcinoma majpreferencidja mogott legnagyobb

valosziniiséggel a tumorsejtek szinuszoidok heparanszulfat proteoglikanjdhoz torténd
specifikus adhézidja all.
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