Opponensi vélemény

Dr. Paku Sandor "A majregeneracio és a daganatos attétképzes tanulmanyozasa
morfologiai vizsgalomodszerekkel” cimi MTA akadémiai doktori disszertacidjarol

Dr. Paku Sandor a Semmelweis Egyetem |. Szamu Patologiai és Kisérletes
Rakkutato Intézetében dolgozik, ahol évtizedek ota magas szinti és sokréti
daganatkutatas folyik. A Jelolt két eltérd terulettel foglalkozik, a majregeneracio és a
daganatos attétképzés témajaval. A majregeneracidé nemcsak a sulyos majkarosodas
gyégyitasa szempontjabol fontos, hanem az éssejtek vonalan elméletileg kapcsolhaté a
daganatképzédéshez is. Az angiogenezis és metasztazis képzddés pedig igen fontos és
aktualis téma a daganatkutatasban. A majregeneracié és a daganatkutatds nemcsak
elméleti sikon mutat 6sszefuggést. Az alkalmazott finom funkcionalis morfoldgiai
moddszerek  hasonléak a  kicsiny epitelidlis és  endotelidlis csdvecskék
tanulmanyozasaban, kulonos tekintettel a bazalis membranokra. A Jeldlt a
legdisztalisabb epeutakat és a kapillaris és szubkapillaris ereket tanulmanyozza.

Formailag:

A disszertacié tomor szerkezetl, az irodalommal egyutt 55 oldal terjedelmd. A
finomabb részletek a disszertacioval bekotétt 19 angol nyelvl kézleményben lelheték
fel. A kozlemények 6sszesitett impakt faktora 64 felett van. Osszesen 53 kdzleményt
idéz.

A bevezetés vilagos, megfelelé terjedelmi. A célkitiizések konkrét kérdéseket
tartalmaznak, tomor megfogalmazasban. Az anyag és moddszer fejezetben a
majregeneracid €s a metasztazis képzddés részben alkalmazott modszereket nem
valasztja kilén, hanem Aallatkisérletek és morfolégiai modszerek csoportositasban
sorolja fel 6ket. Az eredmények és megbeszélés a mellékelt kdzlemények sorrendjében,
azoknak megfeleld tagoltsagban 3 fejezetben és 3, 6 ill. 2 alfejezetben vannak
targyalva.

Tartalmilag a Jeldlt a kovetkezd uj eredményekrél szamol be:

— Alapvet6 kilénbség van a patkany és human maj szerkezetében. A patkany disztalis
epeutjai CK7 negativak, a nagyobb epeutak CK7 pozitivak. A disztalis epeutakhoz
tartoznak a Hering csatornak. Emberben ezek CK7 pozitivak és ez alkalmas az epeut-
ham és a hepatocitak elkulonitésére.

— Hepatektomiat kdvetd regeneracioban uj majlobulusok nem keletkeznek, csak a mar
meglévd lebenykék mérete ndvekszik. Ha a majsejtek osztdédasat 2-acetaminofluorennel
(AAF) gatoljuk, a regeneracio 8ssejtek, ovalis sejtek felszaporodasaval indul el, melyek
késbbb bazalis membranjukat elvesztve majsejtekké differencialédnak. Az ovalis sejtek
sorsanak kovetéseét retrovirus jeloléssel végezték el. Az ovalis sejtek nem expresszaljak
a THY-1 (CD 90) hemopoetikus &ssejt markert, ebbdl is arra kdvetkeztetnek, hogy nincs
sz6 hemopoetikus 8ssejt transzdifferencialédasardl. A majsejt regeneracié a maj eredeti
szerkezeti elemeinek felhasznalasaval torténik.

— Malignus tumorok vérellatasaban tobbféle mechanizmus szerepelhet. Az alternativ
vaszkularizacios mechanizmusok koézul jelentds foku kotészoveti stromaval bird
tumoroknal az ér-bimbodzas jellemzd. Jeldlt felhivja a figyelmet egy olyan sajatossagra,



mely a korabbi Folkmann modellnél nincs emlitve. Nevezetesen arra, hogy a bimbo6zas
kezdetén, a fokalis kapillaris bazalmembran degradacié utan, a migralé endotelsejtek
megtartjak polarizalt allapotukat. A sejtkapcsold strukturak nem bomlanak fel. Az
endothel sejtek egymassal parhuzamosan migralnak, koztik egy résszer(i lumen van,
mely folytonos az eredeti érlumennel. Az éretlen kapillaris ndvekedésével folyamatosan
képzbdik a bazalis membran.

— Human melanémakban megfigyelték, hogy a tulélés az intratumoralis érdenzitassal
mutatott szoros 0sszefiggést. A human melanomakban medfigyelt éreloszlas
vizsgalatara kialakitottak egy human viszonyokat hien visszaadd egérmodellt, melyben
a tumorsejteket intrakutan oltottak. Ebben a modellben a tumor centruma felé iranyulo,
radialis lefutasu kapillarisokat nem talaltak. Azt lattak, hogy a ndvekvé tumor a bér
eredetileg meglévé ereit az ujdonképzett kapillarisokkal egyutt bekebelezi, inkorporalja.
A tumorban megsziinik az erek bimbozasa.

— Egerekbe szubkutan oltott colon rakok esetében nincs bimbdz6 angiogenesis. Ezzel
szemben egy kuldnds intosusceptiv angiogenesis format ir le, melynek soran kollagén
rostkdtegek endothel sejtek segitségével valé athuzasat tapasztalta az érlumenen
keresztul.

— Agyi metasztazisokban szamos kiulonb6z8d eredetl tumor megegyez6 szerkezetl
glomeruloid testeket hoz létre. A glomeruloid testek - jelentésebb endothel proliferacio
nélkldl - az agy meglévd kapillaris rendszerének a tumor sejtek altali atrendez6désével
jéonnek létre.

— A kozvetlenll agyszovetbe oltott tumorok peritumoralis tertletein nem zajlik
angiogenezis, a tumorok a meglévé erek bekebelezésére szoritkoznak.

— A pushing tipusu majmetasztazisok vaszkularizaciojanal egy Uj mehanizmust ir le
C38 egeér colonrak esetében. A folyamat Iényege a tumor felszinén keletkezd fuzionalt
sinusoidok bekebelezése a tumorba. A metasztazisok vérellatasa sinusoidalis, tehat
vénas eredetl. Kiemeli ebben a folyamatban a simaizom aktint expresszald, intersticialis
kollagént szintetizal6 sejtek felszaporodasat, melyeket myofibroblasztoknak vagy aktivalt
Ito sejteknek tekint. Ezeket a sejteket a jeldlt potencialis terapias célpontnak tartja.

— Bar korabbi vizsgalataiban azt talalta, hogy a Lewis tuddkarcindma pushing tipusu
majmetasztazisai vérellatasukat a sinusoidok fuzidjaval alakitjak ki, a 2 mm-t meghaladé
méret felett a sinusrendszer és az artérias rendszer kozott shunt-ok kialakulasat
figyelttk meg, melyek altal a metasztazisok arteridlis ellatasuak lesznek. Ez a
sajatossag az intra-arterialis kemoterapiak létjogosultsagat tamogatja.

— A tumorsejtek mobilitasi képessége alapvetd szerepet jatszik a metasztazisok
kialakulasaban, k(ilénds tekintettel az intravazacio és extravazacio folyamatara. A Jelolt
a bazalis membranok felszine mentén toérténé migraciot tanulmanyozta HT1080 human
fibroszarkoma sejteken, matrigel felszinen egy konfokalis mikroszkoprendszerrel és
immunfluoreszcenciaval. EI6 sejteken a vinculin eloszlasat GFP- vinculin constructio
transzfekcidjat kovetdéen vizsgaltak. Az un. graded radial extersion modellnek megfelelé
migracio egy Uj mechanizmusat irtak le. A sejtmembranon Iév6 fokalis adhéziok elbre és
oldalra haladnak, folyamatos megujulas mellett. Az adhéziékhoz kapcsolodo ivelt aktin
kotegek biztositjak a sejt mozgasat.

— A Lewis tuddtumor extravazaciojat kulonb6zd szervekben szervspecifikusan
eltérének talaltak ultrastrukturalis vizsgalatokkal. Tuddben és majban endothelizacios
mechanizmust tapasztaltak, mig a tumor egyszerre halad at az endotheliumon és
bazalis membranon mellékvesében és agyban. Az tapasztalta, hogy a tumor szerv-
preferenciajanak kialakulasaban nem az extravazacido médja, hanem annak sebessége



donté.

— A majmetasztatizalast preferaldo tudbékarcinoma sejtek affinitast mutatnak a
szinuszoidalis bazalis membranokhoz. Kulonféle anti-bazalmembran antitestekkel valo
el6kezelés utan csak az antiheparan szulfat proteoglikan- ellenes antitestek gatoltak a
tumorsejt kolonizaciét. Az antiheparan szulfat proteoglikan antitestekkel végzett
immunfluoreszcencia a szinuszok és vérerek bazalis membranjat jeldlte meg.

A disszertaciéval kapcsolatban a kovetkezd kérdések mertlnek fel:

1. A Jelolt az EMA-/CD56+/CD133+ immunfenotipust is leirja patkany
epeductulusaiban, de ezt human vonatkozasban direkt médon nem targyalja. Annyit
mond, hogy kulonb6z6 életkoru patkany és human majmintak vizsgalataval
megallapitottak, hogy ez az immun fenotipus az ujszulottek majaban még nem alakult ki,
hanem posztnatalisan megy végbe. Kérdés, hogy az eredetileg haemopoeticus 6ssejt
markernek leirt CD133 jelen van-e az emberi maj disztalis epeutjaiban? Mivel CD133
pozitiv sejteket human hepatocellularis és kolangiocellularis karcinomakban tébb szerzé
kimutatott, j6 lenne tudni, hogy van-e egy lokalis progenitorsejt forras az emberi
majban?

2. Ismert, hogy kapillaris bimbdzasban a vascularis endothelialis ndvekedési faktor
jatssza a legfontosabb szerepet. Viszont a kapillaris bimbdzas tumorok belsejében nem
igazan mikodik. A Jeldlt b6ér melanoma belsejében a bimb6zas megsziinését a
megfelelé extracellularis matrix hianyaval magyarazza, és kiemeli a I. tipusu kollagén
hianyat. Mennyire lehet ezt a specialis kollagén tipust kiemelni? Mas kollagén tipus is
megfelel6 kdrnyezet a kapillaris-bimbézashoz?

3. Milyen kollagén tipus szerepel az inverz bimbézasnak is nevezhet intususceptiv
angiogenesis Jelolt altal leirt formajaban, egérben szubkutan oltott colon rak esetében?

4, Milyen tipusu kollagént termelnek a simaizom aktint expresszalé sejtek majba
juttatott kolorektalis karcinoma sejtek pushing tipusu metasztazisaiban?
5. Lehetnek-e antivaszkularis terapia célpontjai az endothel sejteken kivil mas

extracellularis matrix-termeld sejtek?
Osszefoglalo értékelés:

A Jeldlt fontos témakkal foglalkozik, és igényes moddszerekkel szamos Uj
megfigyelést tesz. Magam részérél elfogadom a Jeldlt altal ujnak tartott eredményeket.
A Jeldlt magas foku tudomanyos kutatasi szinvonalat a témaban megjelent dolgozatok
szama és magas Osszesitett impakt faktora bizonyitja.

A disszertaciot vitara alkalmasnak tartom, és azt a bizottsagnak elfogadasra, az MTA
doktori cim megadasara javaslom.

Debrecen, 2013. junius 10.

Dr. Nemes Zoltan
az MTA doktora



