Biralat

Paku Sandor: ,,A majregeneracio és a daganatos attétképzés tanulmanyozasa
morfolégiai vizsgaléo modszerekkel” c¢. MTA doktori palyazatarol.

Az utols6 évtized kutatdsaiban a molekularis biologiai modszerek kiterjedt
alkalmazasanak vagyunk tanui, nem szolva a genetikai ismeretek robbanasszerii
novekedésérél. Ez a medicinaban is a diagnosztikai és terapias lehetéségek boviilésésével
jart. Ugyanekkor, - amint arra a Palyazo is ramutat,- a morfologiai vizsgalatok hattérbe
szorultak, szerepilk kevésbé hangsulyozott, pedig a kiilonboz6 betegségekben zajlo
folyamatok természetének megismerésében, és az elkiilonitd korismézésben is, a morfologiai
hattér tisztazasa ma is meghatarozo. Ezért értékes az a masfél évtizedes kutatoi
munkassag, amely Paku Sandor MTA doktori palyazatanak alapjat képezi, s amely a
majregeneracid ¢és daganat attétképzOdeés terén a morfoldgiai vizsgalatok jelentdségét
illusztralja.

A doktori palyazat tézises osszefoglaloja 44 oldal szoveges részt ¢és 53 irodalmi
hivatkozast tartalmaz, ehhez csatlakozik az alapul szolgalo 19 angol nyelvii dolgozat
eredeti formajaban és terjedelmében. A kutatasi eredményeket a Szerz6 magas szinvonala
lektoralt nemzetkozi folyoiratokban kitiinden dokumentaltan publikalta, ezek  0ssz
impaktfaktora 64.235.

A palyazat szoveges része 7 fejezetre tagolodik, (bevezetés, célkitliizések, anyag ¢€s
moddszer, eredmények, 1) eredmények, sajat kozlemények és az irodalomjegyzek).

A mivel tézisszerii 6sszefoglalasrol van sz6, a megallapitasok irodalmi hivatkozasra
val6 utalast nem tartalmaznak, ezek csak a csatolt kozleményekben talalhatok meg.

A bevezetésben a Palyazod hangstlyozza a majregeneracid mechanizmusait illetéen  a
maj Ossejtekre vonatkozo ismeretek fontossagat, és targyalja a malignomak
metasztazisképzésével kapcsolatos elméletek, valamint a tumor indukalta angiogenesis
jelentéségét.

A célkitiizésekben a majregeneracioval Osszefliggésben az interlobularis epeuthalozat
jellemzése, a maj szerkezetének helyreallitasinak modja és az  6ssejtek lokalizaciojanak
kérdése, a metasztazisképzést illetden pedig a tumor indukalta angiogenezisformak, a
tumorsejtek motilitasa és a szervpreferencia vizsgalata szerepel.

Az anyag és modszer c.rész egy oldalon vazlatos felsorolast ad az in vivo és in vitro
kisérletekrdl, a regeneracioval, az ovalis sejtek szerepével, az angiogenezissel €s metasztazis-
képzéssel kapcsolatban. A morfologiai megfigyelések tobbsége immunfluorescens
vizsgalatokon alapul, konfokalis, elekron- és scanning elektronmikroszkopot is alkalmazott.
A metodikai részletek utan érdeklddé azokat a csatolt eredeti kozleményekben talalhatja
meg.

Az eredmények és megbeszelés fejezetben a mdjregeneracioval kapcsolatban mindenek
elétt az epeut rendszer szerkezetét és immunfenotipusat vizsgalta. Megallapitotta, hogy az
emberi mdjban az epeuti sejtek CK19/CK7 pozitivak, az epeutak nem 1épnek be a lebenykék
allomanyaba, viszont kozeliikben arteriolak jelenlétére utald strukturdk igazolhatok.

A majregeneracid tanulmanyozdsdhoz  uj moddszert dolgozott ki a madjlebenykék
méretének objektiv vizsgdlatira. Ezt alkalmazva igazolta, hogy a maj fiziologids
novekedése az egyedfejlodés sziiletést kovetd fazisaban 0j lebenykék képzddésével, azok
fokozatos novekedésével, a hepatocytdk  megnagyobbodasaval jar. Ezzel szemben, a
hepatektomia utani regeneracié soran 1j lebenykék nem képzddnek, hanem a meglévok



mérete novekszik. Ezek szerkezete bonyolultabb lesz, a centralis vénat koriilvevd portalis
agak szama megnd, és megvaltozik a zonalis megoszlast mutaté enzymek (pl P450 2E1,
glutamin szintetaz) mintazata.

Acetaminofluorén kezeléssel kombinalt parcialis hepatektomia allatmodellben kimutatta
a Hering csatornak sejtjeinek proliferalasat. lgazolta, hogy a regeneracidhoz sziikséges maj
Ossejtek a Hering csatornak sejtjei kozott, illetve a  legkisebb terminalis epeutakban
helyezkednek el. Az ovalis sejtek nem hemopoetikus Ossejt eredetiieck, csontveldi Gssejt
markert nem hordoznak, - ellenétben a myofibroblastokkal. A majregeneracid utolso
Iépésében az ovalis sejtek majsejtekké differencialodnak. A regeneracio a maj eredeti
szerkezetének felhasznalasaval zajlik, 0j szoveti strukturak nem keletkeznek. Primer
mitogenekkel kisérleti allatokban az ovalis sejtek mitotikus aktivitasa fokozhatd volt,
gyorsithato volt a hepatocyta irdnya differencialodas.

A tumor indukalta angiogenesist vizsgalta egerek melanomajaban, tovabba az
angiogenesis 1j mechanizmusat irta le egerekben nové szubkutan oltott colonrakok
esetében. Kisérletes agymetasztazisokban az érdenzitds novekedése a metasztazisban
kizarolag az agyszovet meglévd érhalozatdnak atrendezddésével jon létre. Tumorsejteket az
agyszovetbe oltva a tumorok csupan a meglévé erek bekebelezésével tettek szert sajat
érrendszerre.

A madjmetasztazisok vérellatisat tanulmanyozva azt igazolta, hogy a metasztazisokban
uj erek képzddése helyett a sinusoidok fuzidja, az artérids rendszert hatarold strukturak
destrukcidja, a metasztazisok arterializacidja kovetkezik be. A Szerz6 a hatékony anti-
angiogenesis,  anti-vascularis terapiak kialakitasahoz fontosnak tartja a kiilonb6z6
célszervekben az alapvetd erezddési tipusok tisztazasat.

A metasztdazisképzodéssel kapcsolatban — vizsgalta — sejtmigracio, a tumorsejteknek a
kotoszovetbe vald kijutasa  vagyis az extravazacio és a szervpreferencia  kérdését.
Megallapitotta, hogy az endothelsejtek kulcsszerepet jatszanak az extravazacid folyamataban.
A szervpreferencia ki alakulasaban az extravazacido sebessége az egyik meghatarozoé tényezo,
a masik a tumorsejteknek az erek bazalmembranjahoz val6 tapadasa. A bazalmembran egyi
komponense a perlekdn, ennek specifikus antitesstel torténé blokkolasa gatolta egérben a
Lewis lung tumor majmetasztazisanak kialakulasat.

Uj eredményeit 13 pontban sorolta fel, a legfontosabb a megallapitasok a kovetkezékben
foglalhatok dssze:

1. A patkany maj epeut rendszerének egy 0j CK7-/CK19+ kompartmentjét irta le, amely
nagy valosziniiséggel tartalmazza a mdj dssejtjeit. Human majban ezek a strukturdk CK7
pozitivak, EMA-, CD563, CD133+ fenotipustak, ¢és a vascularis szeptumban arteriolak
kisérik Oket.

2. Az ovdlis sejtek altal képzett strukturdk a Hering csatorndk  meghosszabitdsanak
tekinthet6k, bazalmembrant szintetizalnak, az altaluk alkotott cs6érendszer funkcionalis
kapcsolatot biztosit a hepatocytak és epeut rendszer elemei kozott.

3. Az ovalis sejtek nem expresszalnak hemopoetikus Ossejt markert. Majsejtekké
torténd differencialodasukban fontos a bazalmembran degradacidja és a majspecifikus
transcripcios  faktor megjelenése. Az ovalis sejtek differencialodasa primer hepatocyta
mitogén kezeléssel eldsegithetd.



4. Az angiogenesis 1) formajat irta le, amelyre jellemz6 az endothel hidak kialakulasa
az ér lumenében, majd kollagén kdtegek transzportja az érlumen keresztiil az endothelsejtek
segitségével.

5. Kisérletes agyi mikrometestasosokban igazolta, hogy  az érdenzitds novekedése
endothel sejt proliferacio nélkiil, a meglévé kapillaris rendszer atrendezédésével megy
végbe. A metasztazisok kornyezetében nem zajlik angiogenesis, a tumorok érhalozatukat
amar meglévo erek inkorporaciojaval hozzak létre.

6. Kisérletes colonrdk mdajmetasztazisaiban a vaszkularizacio 0j formajat irta le, amelynek
a lényege a tumor felszinén keletkez6 fuzionalt szinusoidok inkorporacioja. Ezek a
majmetasztazisok artérias vérellatasra tesznek szert 2 mm-es tumor méret felett.

7. Kimutatta, hogy a Lewis lung karcinoma majpreferencidja mogott valosziniileg a
tumorsejteknek  a szinusoidok heparan szulfat proteoglikdnjahoz torténd specifikus
adhézidja all.

Megjegyzés és kérdések

A majbetegségek végstadiumaban, cirrhozisban, vagy fulminans majelégtelenségben
(gyogyszer- v. gombamérgezésben, sulyos akut  hepatitisben) szenveddé  betegek
gyogyitasaval foglalkoz6  klinikus biraldo  szamara a Palyazd mdjregenerdcioval
kapcsolatos megallapitdsai a legizgalmasabbak. Mivel a majtranszplantaci6 - a donorok
hianya miatt - korlatozott lehetéség, régota keresik az alternativ megoldasokat. Kozottiik
szerepel a ,,bridging terapia”: ez segithet athidalni az id6t, amig pl. fulminans hepatitisben
a regeneracio megindul, vagy amig cirrhozisban a majtranszplantacio elérhetéveé valik.
Ezen a téren a maj Ossejt kutatasok rendkiviil aktualisak, igy a Szerzé kivald morfologiai
vizsgalatai igen el6remutatoak.

Kérdések:

1. Eredményei szerint a mdj dssejtek részvételével zajlo regeneracioja felgyorsithato.
Milyen probalkozasok torténtek ilyen céllal fulminans majelégtelenségben?

2. Csontveldi mononuklearis sejtekbdl endothelidlis progenitor sejtek izolalhatok kisérletes
koriilmények kozott, ezek hepatoprotektiv, antifibrotikus citokineket termelhetnek.

Kérdés: a betegek csontvelbjének colonia stimuldlo faktorokkal (G-CSF, HCF, FGF) torténé
mobilizacidja révén megnodvelhetd-e a periférias vérben és foleg a majban az endothelialis
és hepatocyta progenitor sejtek szama, olyan fokban, hogy az athidalé megoldast jelenthetne
fulminans elégtelenségben vagy terminalis cirrhosisban a transzplantacioig.

Adatokat kozoltek arrdl, hogy G-CSF kezeléssel mobilizalt CD133 autoldg csontveldsejtek infuzidja hasznos
volt transzplanticiora vard betegekben. Sulyos akut hepatitises betegek periférias vérében kimutattak, hogy
megnétt az endothelialis és hemopoetikus progenitor sejtek szama, majvénaban pedig magas HGF szintet
mértek - a regenerativ folyamatok jelzéseként.

3. A mdj csillagsejtek (hepatikus stellatum sejtek) &ssejt markeret expresszalhatnak, AFP-t,
GGT termelhetnek, in vitro HGF, FGF novekedési faktor expoziciora hepatocyta sejtekké
differrencialodtak. Ezek szerint, ha a csillagsejtek progenitor sejtek potenciajaval birnak,
szerepiik lehet a regeneracios folyamatban, alkalmazhatok-e esetleg &ssejt terapiara?



4. A kisérletes majmetasztazisban észlelt perlekdn elleni blokkold antitest metastasist gatlo
hatasanak analogiajara, bazalmembran-komponensek elleni monoklonalis antitestek, pl colon
carcinoma mdj metasztazisaban intrahepatikusan adva védo hatasuak lehetnek-e, esetleg
kiegészitve a maj metasztazis miitéti eltavolitasaval, ami bizonyos esetekben lehetséges.

5. Emberi vérbol lehetéség van-e izolalni olyan hepatikus-biliaris progenitor sejteket,
amelyeknek molekularis elvaltozasai, marker expressio valtozasai esetleg eldjelezhetnék a
fenyeget6 koros sejtproliferaciot, ezaltal prediktorai lehetnek pl. kronikus noxa talajan
kialakul6 daganatnak. Ilyen primer sclerotizalo cholangitisben (PSC) az epeutak gyulladasa:
a korfolyamat évente 1.5 %-ban, 10 év alatt 15%-ban vezet cholangiocellularis carcinomahoz.
Ezt ma szerologiai marker nem tudja eldrejelezni, beleértve a CA 19-9 antigent is,
amelynek szérum értéke sokaig normalis lehet, ha koros, legtobbszér mar késo.

Osszefoglalva

Paku Sandor MTA doktori palyazatanak témavalasztasa indokolt, tartalmi és formai
Kivitelezése példaszerii. Magas szintii morfologiai kutatas eredményeit tartalmazza, szamos
eredeti megfigyeléssel. A modszerek Korszeriiek, alkalmasak a feltett kérdések
megvalaszolasara. Az eredményekbdl levont kovetkeztetések megalapozottak. A szdveges
részhez csatolt dolgozatok lektoralt nemzetkozi folyoiratokban jelentek meg.

A munka sok ismerettel gazdagitotta tudasunkat a majregeneracio és a daganatos
attétképzés morfologiajarol. Az 1j adatok jelentdsen gyarapitottak a tudomanyszakot,
hozzajarultak a tudomany fejlédéséhez. Mindez indokotta teszi a Palyazo kérését az MTA

doktori cim elnyerésére.

Javaslom az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat, ¢€s sikeres védés esetén Paku Sandor
szdmara az MTA doktori cim odaitélését.
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