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Aktudlis és gyakorlati szempontbdl is jelent6s téma, magas impakt faktort rangos nemzetkdzi
folyoiratok altal is elismert uj adatok alapjan logikusan felépitett és szerkesztett kit(ind
dolgozat, ami mind tartalmi és formai szempontbol megfelel az MTA doktori értekezéssel
szemben tamasztott kovetelményeknek.

Egy altalanos megjegyzés: A munka értékes eleme, hogy a struktira és a funkcié egységének
szeml€letét végig kovetkezetesen alkalmazza, ramutat a morfoldgiai vizsgélatok fontossagéra,
tovabba, hogy az é&llatkisérletes vizsgalatok eredményei alapjan a human patolégias
folyamatok jobb megértését teszi lehet6vé.

A dolgozatban a szerz6 két fo kérdéskort, a majregeneraciot és a rosszindulati daganatok
metasztazisképzését vizsgalja.

A modszerek korszerliek, a kisérletek megtervezése és kivitelezése mintaszerli, a
dokumentécié, az immunfluorszcens, a konfokalis, az immunelektronmikroszkdépos és a

szkenning elektronmikroszkopos felvételek mindsége kiting. Az eredmények értékelése
mértektarto.

Majregeneracio

Ebben a fejezetben a szerzé harom f6 kérdésre kereste a valaszt, amelyekre az alabbi
megallapitasok adnak valaszt.

A mdj epeutrendszerének szerkezetét és immunfenotipusat vizsgalta patkanyban és sebészeti
mitét soran tumormetasztazis miatt eltdvolitott maj rezekatum ép részében. Megallapitotta,
hogy mig patkdny majban az epeutak a ,limiting plate”-en végzédnek, humén méjban az
epeutak a lebenyke palastja mentén futnak.

Humén méjban a szertedgaz6 és a parenchiméba is beterjedd epetitrendszert egy ugyanolyan
felépitésii arterids rendszer koveti, amely végiil a szinuszoidokba 6mlik. Ezzel szemben
patkany méjban az epeutak nem hagyjdk el a portalis teret, ezért az arterids rendszer
elvezetése a portalis rendszerrel alkotott anasztomézisokon keresztiil valdsul meg.

Munkacsoport tagjaként a méjlebenykék méretének objektiv vizsgilatira kidolgozott Uj
modszer segitségével kimutatta, hogy a posztnatilis fiziologias névekedést 1j lebenykék
képzoddése, azok fokozatos nivekedése, a hepatocitik megnagyobbodédsa jellemzi. Ezzel
szemben a méjrezekciot kdvetéen megfigyelt regenerativ névekedés soran kizardlag a mar
meglévd lebenykék mérete ndvekszik, 0j lebenykék nem képzddnek és a hepatocitak sem
kepesek tovabbi megnagyobbodasra. A megnagyobbodott lebenykék bonyolultabb



szerkezetliek, amit a centralis vénat koriilvevé portalis vénadgak szamanak névekedése és
zonalis megoszldst mutaté enzimek (pl. CYP450IIEl, glutamin szintetdz) a szokéasos
koncentrikus elrendezddése helyett karéjozott mintazat mutat.

Bgy szellemes modszerrel, a Solt-Faber altal leirt médszer médositott valtozataval (AAF/Ph)
vizsgdlta az Ossejtek aktivaloddsaval zajlé regeneraciot. 2-acetaminofluoren (AAF) kezelés
hatdséra a hepatocitak osztédasa gatolt, aminek kovetkeztében a részleges hepatektémiaval
kivaltott proliferacios stimulus hatdsara az ssejtek aktivalodasaval zajlik a regeneracio.

A proliferalé ovalis/progenitor sejtek az Ossejtek leszarmazottai és ezek differencialodnak
késébb majsejtekké. Paku Sandor immunelektronmikroszképos vizsgalatokkal kimutatta az
Ossejtek lokalizaciojat, s megallapitotta, hogy az ovalis sejtek altal képzett struktirdk a Hering
csatornadk meghosszabbitasanak tekinthetdk, s hogy az ovélis sejtek proliferaciojuk és
migracidjuk  soran folyamatosan bazalis membrant szintetizdlnak és megtartjak
polarizaciojukat. Az dltaluk alkotott csérendszer funkciondlis kapesolatot biztosit a majsejtek
€s az epeutrendszer portalis térben elhelyezkedd elemei kozott.

Kimutatta, hogy az ovalis sejteknek a majsejtekké differencidlédasa fiigg az AAF alkalmazott
dozisatol. Kiilonbséget talalt az igynevezett primer hepatocita mitogének hatisaban a nagy
dozisu és kis dozisi protokoll szerint. A kis dézisu modellben trijédtironinnal (T3) kezelt
allatokban a méjfunkcio javulasat, a szérum bilirubin csokkenését, a prothrombin szint
emelkedését bizonyitotta. A hormonkezelés elétt retrovirussal tértént ,megjelsléssel”
bizonyitotta, hogy a kis hepatocitdk valoban az ovilis sejtekbdl szarmaznak.

A klinikai gyakorlat szdméra fontos lehet az a mértéktarté megéllapitas, hogy az 6ssejtek
részvételével zajlo regeneracid felgyorsithatd, s ez elvi hattériil szolgalhat példaul fulminans
majelégtelenségben a regeneracid felgyorsitasara irdnyuld probalkozasokhoz.

Metasztazis képzés

Tumor indukalt angiogenezis

Régebbi felismerés, hogy a tumorok egy bizonyos méreten til nem tudnak ndvekedni
tapanyagellatast biztosité 0j erek képzddése nélkill. A szerzé munkatirsaival egy
angiogenezis modellt irt le, amely szerint az endotélsejtek megtartjak polarizalt allapotukat és
a bazdlis membran lokalis degradiciéja utdn egymaéssal parhuzamosan migralnak, s igy
azonnal egy résszerli lumen keletkezik, amely folytonos az eredeti ér lumenével. Az éretlen
kapilliris névekedése soran folyamatosan torténik a bazalis membran szintézise és
depozicioja.

Melanomik vaszkularizaciéja

Human in vitro és egér in vivo fenntartott tumorvonalakat vizsgalt. Mindkét modellben
kimutatta, hogy a melanémék beerezédése a tumor felszinén képzédstt kaplillarishalézat
bekebelezésével megy végbe, ami a kapillarisdenzitas cs6kkenéséhez és az erek méretének
novekedéséhez vezet a tumorkdzpont irAnyaban. Megallapitotta, hogy human melanémék
eseteében az intratumordlis érdenzitas bir prognosztikus jelentdséggel.

Az intusszuszceptiv angiogenezis 1j formajat irta le

egerekbe oltott, szubkutdn novekvo daganatokban. Megfigyelte azt is, hogy az angiogenezis
egy masik forméja, a sprouting (bimb6z0) tipus alig fordul elé. Arra kovetkeztetésre jutott,
hogy az intusszuszceptiv angiogenezis 11j formajéban a kollagén oszlopok (pillar) képzbdés
elsé 1épése az endotél sejt hidak kialakuldsa az ér lumenében, s ezt koveti az ér lumenen
keresztiil a kotészoveti kollagén kotegek importja.



Angiogenezis tumor metasztazisokban.

Agyi metasztazisok

A kisérleti allatok arteria carotisaba vagy direk az agyszovetbe bevitt kiilonb6z6 eredetii (tiido,
melanoma, vese és emlérak) és diferencialtsagii dagantattétekben vizsgalta az angiogenezist.
Az 1) megallapitasok koziil a kovetkezoket emelem ki.

A agyi mikrometasztazisok esetében a veseglomerulusokhoz hasonld kapillaris hurkok, az
ugynevezett glomeruloid testek kialakuldsanak igen egyszerii formajat irta le. Kimutatta, hogy
a folyamat soran az érdenzitas névekedése a tumorokban jelents endotélproliferacid nélkiil, a
meglévo kapillarisrendszer a tumorsejtek altal eldidézett atrendezddésével megy végbe. Mivel
az agyszovetben nincs ktdszoveti tipusth matrix, az agyszovet mechanikai stabilitasa kicsi, ez
lehetévé teszi a kapillarisok elmozduldsat. A alfa-6 integrinnek és a tumorsejtek aktin
citoszkeletonjanak lehet szerepe a kapillaris hurkok kialakulasdhoz sziikséges huzderd
biztositasahoz.

Maij metasztazisok

Jol differencialt kisérletes colon rak metasztizisok esetében a vaszkularizicionak egy Uj
formajat irta le. A folyamat lényege a tumor felszinén keletkezd fuziondlt sinuszoidok
inkorporacidja.

Paku Sandok kutatéi erényét j61 mutatja, hogy korabbi hibas nézetét, hangsilyozom, hogy a
véleményét és nem a tényeket, képes volt revidedlni. Egy levélben felvetette, hogy a
majmetasztazisok esetében a klinikusok altal alkalmazott intraarteridlis kemoembolizacid
helyett talan jobb volna a véna portae feldl adni a gydgyszert, mert a metasztazisok vérellatasa
szinuszoidalis, tehat vénas eredetii.

Késobb ezt a gondolatat feliilvizsgalta, mert kimutatta, hogy a méjattétek 2 mm nagysag felett
mar arterialis vérellatasra tesznek szert, aminek a mechanizmusat leirta.

Osszefoglalva a tumor 4ltal indukéalt angiogenesis tanulmanyozésira vonatkozd
megfigyeléseit, helyesen allapitja meg, hogy hatdsos anti-angiogenezis vagy antivaszkuléris
terapidk csak akkor lesznek elérheték, ha minden fontos célszerv esetében sikeriil
feltérképezni az alapvetd erezési tipusokat.

A munka befejez6, jelentés megallapitasokat tartalmazé részében a metasztazisképzés
témakorén beliil a tumorsejtmotilitas és a szervpreferencia kérdését vizsgalta.

Sejtmigracio

A daganatok terjedésének egyik fontos utja az attétképz6dés. A tumor sejtek a vér- vagy
nyirokidram segitségével nagy tavolsagra képesek eljutni, s mas szervekben megtapadva
tovabb burjanozni. A folyamat mechanizmusardl egyre tébb az ismeret, de még mindig
szamos kérdés nyitott.

Human fibroszarkoma sejtek mozgasat vizsgdlva 0j mechanizmust irt le. Kimutatta, hogy a
sejt folyamatos mozgasat a vezetd élen folytonosan megujuld, de a mozgas soran félkériv

formaban haladé adhézidés pontokhoz kapcsolodd konkav lerendezédésti aktin kotegek
biztositjak.

Extravazacio és szervpreferencia

A Lewis lung tumorvonal (LLT-HH) extravazaci6jat vizsgalva kimutatta, hogy a kiilonb5z6
szervekben (mdj, tiid6, mellékvese, vese, agy) a tumorsejtek extravazacidja eltéré modon
torténik. Mig a méjban, tiidoben és vesében a tumorsejtek endotelizacidja zajlik, a



mellékvesében és az agyban a daganatsejtek egyszerre hatolnak at az endotéliumon és a
bazalis membranon.

Régi klinikai megfigyelés, hogy bizonyos daganatok bizonyos szervekbe gyakrabban adnak
attétet. Allatkisérletben kimutatta, hogy a magas metasztatizalo képességli Lewis tiido
tumorvonal arterialis rendszerbe torténd oltasaval a majban és a mellékvesében a perctérfogati
arinyokat messze meghaladé gyakorisaggal képez attétet, és a pozitiv preferencia egyik
fontos tényezdje az extravazacio sebessége.

Elegins kisérletben kimutatta, hogy a bazalis membran komponensek elleni antitestekkel
(perlekan, laminin, fibronectin) tortént kezelés utan a sziv bal kamrdjdba oltott LLT-HH
sejtek attétképzod képességét csokkenteni lehetett, de a majmetasztazisok kialakulasat csak a
perlekan elleni antitest volt képes jelentésen gatolni.

Kérdések

Egy klinikusnak nehéz fogast taldlni egy impresszionaléan gondos, rangos nemzetkdzi
folyoiratok biraldi altal megitélt és elfogadott eredményeket bemutat6é, még a biralé szémara
is meggy6z6 morfologiai képekkel dokumentalt, logikusan felépitett, elegéns kisérletek
eredményeit sszefoglald dolgozatban.

Nem is probalok hajandl fogva el6huzott kifogasokat taldlni. Inkdbb tudomanyos
kivancsisagtol vezetett kérdéseket teszek fel.

1. Az emberi majban tumor vagy egyéb okbol végzett rezekciot kovetd regeneracio
mennyiben hasonlithat, és mennyiben tér el az Aallatkisérletes majrezekcid uténi
regeneraciotol?

2. A méjcirrhosis egyik jellemzdje a regeneracids gébok kialakulasa. Milyen szerepe lehet
ebben a Hering csatornaknak, illetve az ovalis sejteknek?

3. Van-e (lehet-€) kiilonbség a festéket termeld és a festéket nem termelé melanéma tumorok
vaszkularizaciojaban?

4. Lat-e lehet6séget arra, hogy az angiogenezist gatlé gyogyszerek klinikai hatékonysagat
fokozni lehessen a mellékhatasok fokozddasa nélkiil? Vizsgélatai alapjan melyik lehet az a
célmolekula vagy mechanizmus, amelynek befolyasolasaval jobb eredményt lehet elérni?

5. Van-e tudomasa olyan gyogyszerkutatasrél, amelynek révén a daganatok attétképzodését
lehetne gatolni?

Uj megallapitasok
A szerz6 szamos 1) megallapitasa koziil az alabbiakat emelem ki

1. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a patkany maj epeit rendszerének egy 1j, CK7-/CK19+
kompartmentjét irta le, amely magaban foglalja a Hering csatorndkat is, ¢és legnagyobb
valdszinliséggel tartalmazza a méj dssejtjeit.

1. 2-acetaminofluoren és részleges hepatectomia (AFF-PH) modellben konfokalis és
clektronmikroszkopos vizsgalatokkal kimutatta, hogy patkdnyban az ovélis sejteknek
majsejtekké torténd differencialodasa a fligg az AAF dozisatol.



3. Megallapitotta, hogy a human és kisérletes melanémak beerezddése a tumor felszinén
képzodott kapillarishalozat bekebelezésével megy végbe, s ami a tumor kozpontjanak
iranyaban Kkapillarisdenzitas csokkenéséhez és az erek méretének novekedéséhez vezet.
Human melanémak esetében az intratumoralis érdenzitds prognosztikai jelentéséggel bir.

4. Kimutatta, hogy kisérletes agymetasztazisok kdrnyezetében nem zajlik angiogenezis, a
tumorok érhalézatukat a mar meglévé erek inkorporacidjaval hozzak 1étre.

5. Megallapitotta, hogy a kisérletes majmetasztazisok 2 mm-es tumor méret felett arterialis

verellatasra tesznek szert, s az arterializalédas folyamata a szinuszoidok fiizidjanak és az ezt
kovetd inkorporacidjanak kovetkeztében alakul ki.

6. Kimutatta, hogy Lewis tidé karcindma majattétképzd preferencidja mogott legnagyobb
valoszinliséggel a tumorsejteknek a szinuszoidok heparanszulfat proteoglycanjahoz torténd
specifikus adhézidja all.

Osszefoglalva, Paku Sandor értekezése mindenben megfelel az MTA doktori palyazattal
szembeni kovetelményeknek.
A védés kitiizését és sikeres védés esetén az MTA doktora cim odaitélését javaslom.

Budapest, 2013.04.18.
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