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I. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

I.1. A tumorindukalt angiogenezis jelentosége

Mar 1971-ben felvetették annak a lehetdségét, hogy a tumorndvekedés 1j
erek képzodését igényli. Ennek bizonyitékait Judah Folkman fogalmazta meg 1989-
ben. Megfigyelte, hogy a tumorok vaszkularizacio el6tt lassan novekednek, majd
az érhaldzat megjelenése utan mar exponencialis novekedést mutatnak, amibdl arra
kovetkeztetett, hogy a tumorok névekedése angiogenezis fiiggo, és felvetette, hogy
a tumor novekedésének gatlasa esetleg az angiogenezis gatlasan keresztiil is
elérhetd.

Mivel a kiilonbozé szovetek ¢€s szervek kotOszovetének — és
kapillarishalozatanak szerkezete eltérd, felmeriil, hogy masképp zajlik benniik a
tumorindukalt angiogenezis. A primer tumorok kialakulasanak helyén altalaban
nagy mennyiségli kotdszovet talalhatdo. Kotdszovetes kornyezetben az
angiogenezisnek két f6 formaja van, ezek az n. ,,sprouting”, vagy bimb6zo és az
intusszuszceptiv  angiogenezis. Mindkét folyamat alapvetéen endotélsejt
proliferacidval jaro érdenzitas novekedést jelent. A metasztazisképzés {6 szervei
(maj, agy, tiid6) azonban kevés kotészovetet, viszont nagy mennyiségii kapillarist
tartalmaznak.

Egyre tobb irodalmi adat utal arra, hogy neoangiogenezis helyett a meglévo
erek inkorporacidja fontos szerepet jatszhat a tumorok fejlédésében. Ez a folyamat
a szaknyelvben ,,vascular co-option” néven terjedt el. 1987-ben vetették fel
eldszor, hogy a tumor a meglévd erek bekebelezésével tesz szert vérellatasra. Ez a
nézet sokdig a hattérben maradt, késObb azonban egyre tobb kutatdcsoport
foglalkozott ezzel a lehetOséggel. Pezzella és mtsai. nem kissejtes tiidérakokbol
szarmazd human mintdk vizsgalataval kimutattdk, hogy a nagy slrliségi
kapillarishdlozattal rendelkezd tiidében a tumorok neovaszkularizacidé nélkiil is
novekedhetnek. Az angiogén tipusu fészkes, papillaris és diffuz novekedési formak
mellett elkiilonitettek egy feltehetden nem angiogén, mas néven alveolaris
novekedési format. A neovaszkularizacié nélkiili ndvekedés tehat a kotdszovet
hianya mellett a stirli kapillarishalézat miatt is kiilondsen igaz lehet a

metasztazisképzes fo szerveire.



1.2. A tumorszerkezet és az erez6dés dsszefiiggése

A szolid tumorokat tumorsejtek, extracellularis matrix és sejtes kotészoveti
elemek épitik fel. Ezeknek a komponenseknek az ardnya és térbeli eloszlésa adja a
tumorok szerkezetét. Vermeulen és mtsai. a tumorszerkezet vizsgalataval harom
novekedési mintazatot irtak le majmetasztazisokban. A ,, replacement” novekedési
tipusnal elmosodott tumor-majparenchima hatarvonal lathatd, és a méajszerkezet
enyhe kotOszovet felszaporodas mellett megtartott. Az un. ,,pushing” és
,,dezmoplasztikus” novekedést mutatd tumorokra a majszerkezet torzuldsa
jellemzd. A |, pushing” tipusban a tumor hatarvonala éles, koriilotte komprimalt
majparenchima lathatdo. A , dezmoplasztikus” novekedési tipusban széles
kotészovetes szaporulat véalasztja el a tumor szélét a majszovettol.

A tumorok szerkezetét, novekedési mintazatat befolyasolhatja a tumorsejtek
differencidcios foka is. A differencidlt tumorok a kiindulési szdvetre jellemzd
morfologiai képet mutatnak. A differencialatlan tumoroknal a kiindulasi szovet
morfologiai jellegek alapjan esetenként nem meghatdrozhat6. A tumorprogresszid
soran a sejtek fokozatosan dedifferencidlodhatnak, ennek egy gyakran
tanulmanyozott folyamata az epitelidlis-mezenchimalis transzdifferencidcio
(EMT), ami az embrionalis fejlédés soran is jol ismert folyamat. Ez a folyamat
leegyszertiisitve az epitelialis markerek elvesztésébdl és mezenchimalis markerek
megjelenésébdl all. Daganatok esetében az EMT folyamatat az invazios €s
metasztazisképzo képesség megemelkedésével hoztak kapcsolatba, igy a kutatasok
egyik kozponti témajava valt. Szabalyozasa még nem teljesen tisztazott, a benne
szerepet jatszo egyik legfontosabbnak vélt és legtobbet vizsgalt elem a szoros
sejtkapcsolod strukturak (,,tight junction ’-0k) felépiilésében részt vevo E-cadherin
transzmembran glikoprotein.

Az E-cadherin expresszidja befolyasolja a tumorsejtek kozotti kapcsolat
cadherin elvesztése és a daganat progresszioja kdzott szoros kapcsolat van.

Az E-cadherin fehérjének a tumorokban a fentebbieknek megfeleléen
invazid és metasztazis gatldo szerepet tulajdonitottak, elvesztését a tumorok

metasztazisképzd képességével is kapcsolatba hoztak, azonban a kérdés, hogy az



E-cadherin hogyan befolyasolja a tumorprogresszidt, még sok feltaratlan részletet

hagyott maga utan.



II. CELKITUZESEK

1. Agymetasztazisok vaszkularizaciés mechanizmusanak meghatarozasa ot

kiilonbozo szoveti eredetii tumorsejtvonal esetében.

2. A kiilonb6z6 tumorok ndvekedési mintazatanak hatasa az agymetasztazisok
vaszkularizaciojara.
3. Angiogenezis faktorok és receptoraik in vitro €s in vivo expresszidjanak

RNS és fehérje szintll analizise, illetve ezek Osszefliggésének vizsgalata az

agymetasztazisok vaszkularizacigjaval.

4. Az E-cadherin csendesités hatdsa az agymetasztazisok novekedési

mintazatara és vaszkularizaciojara.



III. ANYAGOK ES MODSZEREK

111.1. Allatkisérletek

A Kkisérletekhez a Semmelweis Egyetem, l.sz. Patologiai és Kisérleti
Rakkutato Intézet allathazi tenyészetébdl szarmazd, standard koriilmények kozott
tartott 8 hetes C57BI/6, ill. SCID him egereket hasznaltunk.

Egér C38 kolorektalis karcindma, humén HT25 kolorektalis karcinoma,
HT-1080 fibroszarkoma, H-1650 tiidé adenokarcinoma, valamint ZR-75-1 emld
karcindma sejtvonalakat hasznaltunk.

Agymetasztazisok létrehozdsdhoz - a megfeleld6 tumorméret elérése
érdekében - a tumorsejteket kdzvetleniill az egerek agyaba injektaltuk. Az agyba
torténd direkt oltds altal okozott torténések vizsgalatira a metasztazisok
létrehozasaval azonos moddon sebzést végeztiink, sejtek és szérum-mentes
tapfolyadék beoltasa nélkiil.

A kisérletek terminalasa 7-10 nappal a C38 és HT-1080, illetve 21-28
nappal a HT25, H-1650, valamint ZR-75-1 sejtek oltasat kovetden tortént meg. A
sebgyodgyulas folyamatanak vizsgalatahoz az 4llatokat a sebzést kovetd 2., 3., 4., 5.,

7.,9., 14. és 21. napon oltiik le.

111.2. A mintak feldolgozasa

Az éallatok ledlése (cervikalis diszlokacid) eldtt egy oraval 200mg/kg
BrdU-t (brom-dezoxi-uridin, Sigma-Aldrich, Kat. szam: B5002) adtunk
intraperitonealisan. A DNS-be beépiilt BrdU-t indirekt immunhisztokémiai
reakcioval tettilk lathatova. BrdU mellett laminin jeldlést alkalmaztunk, a
sejtmagok festésére DAPI-t (diamino-fenilindol) hasznaltunk. A metszeteket Nikon
TE300 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, 100x-os objektiv hasznalataval.
Intratumordlisan és peritumoralisan (a tumor szélétél szamitott 200um = egy
latotérnyi szélesség) az erek bazalis membranjat jelz6 laminin altal meghatarozott
terlileten beliil elhelyezkedé BrdU jeldlt €s jeloletlen sejtmagokat (endotélsejtek és
pericitak) szamoltuk le.

CD31 ¢és laminin jelolt metszetekrdl 10x-es objektivvel készitettiink

képeket, melyeken minden intratumoralis és peritumoralis (a tumor szélétdl



szamitott 200pum-en beliil) ér figyelembe vételével meghataroztuk az érdenzitést
(db/mm?), ératmérét (mm), valamint az erek eldgazasi pontjainak szamat. A
mérésekhez a Quick Photo Micro 2.2 szoftvert (Olympus) hasznaltuk.

A tumoros mintdk egy részét elektronmikroszkdpos vizsgalatok céljara
készitettiikk eld. Ezt kdvetden a mintakbol félvékony (0,5um, Reichert OmU2
Mikrotom, Ausztria), majd ultravékony (70-100nm, RMC MT-7 Ultramikrotém,
USA) metszeteket készitettiink. Az ultravékony metszetek vizsgélata Philips CM10
(Philips Research, Eindhoven, Netherlands) elektronmikroszkdppal tortént.

111.3. Molekularis biolégiai modszerek

Mind az 6t sejtbdl fehérjelizatumot készitettlink. A fehérjéket poliakrilamid-
gélelektroforézissel valasztottuk szét, PVDF-membranra blottoltuk, majd a VEGF-
A ¢és P-actin expressziojat vizsgaltuk. Az ECL-reagenssel torténd elShivast
kovetden a kapott jeleket rogzitettiik (Kodak IS4000MM Digital Imaging System)
majd a Kodak Molecular Imaging Software 4.0.3 segitségével denzitometraltuk a
képet. A program altal az egyes csikokhoz megadott intenzitasértékeket vettiik
figyelembe.

Az in vitro fenntartott sejtkultirdk mindegyikébdl Trizolos modszerrel
izolaltunk RNS-t, melynek mindségét és mennyiségét Nanodrop ND1000
spektrofotométerrel ellendriztilk. A tumorszdvetet tartalmazod egér agyakbol
készitett 15um-es fagyasztott metszetekbdl peritumordlis (a tumor szélétdl
szamitott 200um-en beliil esd teriilet), valamint intratumoralis teriileteket
mikrodisszekaltunk (PALM MicroBeam, Zeiss). RNS izolalast Ambion kit
segitségével végeztiink, a gyartd ajanlasa szerint (RNAqueous-Micro Kit, Ambion,
Kat.szam: AM1931). A cDNS szintézis¢hez a cDNA High Capacity Archive kit-et
(Applied Biosystems, Kat.szam: 4368813) hasznaltuk a gyart6 ajanlasa szerint. 1pg
RNS (lézer mikrodisszekcioval nyert mintak esetén a teljes izolalt RN'S mennyiség)
kvantitativ konverzidjat hajtottuk végre 100ul végtérfogatban.

A kvantitativ valos ideji (real-time) PCR vizsgalatokhoz az Applied
Biosystems TagMan Gene Expression Assay™ rendszerét hasznaltuk. A
kiértékeléshez a GAPDH haztartadsi gént valasztottuk referenciaként. Minden
mintat triplikdtumban futtattunk, 20ul reakciotérfogatban. A leggyakrabban



vizsgalt angiogén faktorok és receptoraik koziil mi a VEGF-A, PDGF-B, ANG-1,
VEGFR-2, PDGFR-B, TIE-2 expressziojat vizsgaltuk.

I11.4. E-cadherin csendesitése shRNS-el a HT25 sejtvonalban

Az E-cahderin csendesitéshez egy gyari shRNS-t koédold plazmidot
hasznaltunk (SureSilencing shRNA Plasmid for Human CDHI1, SA Biosciences,
Kat. szam: KHO0135N), melynek szekvencia adatait a gyart6 nem bocsatotta
redelkezésiinkre. A plazmid DNS-t  kémiai transzfekcioval  (PEI,
Polyethyleneimine, Sigma-Aldrich, Kat. szam: 764604) juttattuk be a HT25
sejtekbe. A transzfektalt sejtek szelekciojat a 2. napon kezdtikk meg a 0,75mg/ml
dozisu geneticinnel (100mg/ml-es térzsoldat).

A transzfekcid  sikerességének  ellendrzésére  immuncitokémiai
vizsgélatokat végeztink. A vad tipusu és az E-cadherin csendesitett sejteket
fed6lemezekre novesztettik, majd ezeken végeztik el az indirekt
immunhisztokémiai reakciot. Az emlitett sejtekbdl fehérje prepardtumokat
készitettiink, igy az immuncitokémiai vizsgalatok mellett Western-blottal is
ellendriztiik az E-cadherin expresszidjanak valtozasat.

Monoklonélis E-cadherin csendesitett HT25 sejtvonal 1étrehozéasa
érdekében a transzfektilt sejteket 96 lyuku tenyésztdéedénybe tettilk tgy, hogy
lyukanként 1 db sejt legyen. Az ennek megfeleld lyukakat megjeloltiik, végiil a
morfologiai jellemzok alapjan 3 klont valasztottunk ki tovabbi fenntartasra. A 3
klonbol immuncitokémiai reakcid alapjan a 3.-at valasztottuk ki a tovabbi kisérletek
elvégzésére.

Az immuncitokémia és Western-blot alapjan megfelelének mindsiilé E-
cadherin csendesitett HT25 klont felszaporitottuk, és beoltasukkal kisérletes
agymetasztazisokat hoztunk létre. Kontroll kisérletnek vad tipusu HT25 sejtekkel
is oltottunk.

A megfeleld immunhisztokémiai és morfoldgiai vizsgalatokat a vad tipusu
¢s az E-cadherin csendesitett sejtek tumorain is elvégeztiik. Vizsgalataink soran a
tumorok novekedési mintazatat (panCK-FITC), az intratumoralis érdenzitast
(CD31, laminin), ératmérdt (CD3 1, laminin), és az ereket alkoto sejtek proliferacios

ratajat (BrdU, laminin, DAPI) mértiik le.



111.5. Statisztikai analizis

A mérések statisztikai kiértékeléséhez kétmintds t-probat alkalmaztunk.
Szignifikancia szint: eredményeinket p<0,05 értékek esetén tartottuk

szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Kisérletes agymetasztazisok erezodésének vizsgalata morfolégiai

modszerekkel

Az agymetasztazisokat H&E festett metszetek atnézeti képei alapjan
soroltuk kiilonb6z6 novekedési mintazati osztalyokba. Kiilonb6z0 antigénekre
jelolt fluoreszcens metszeteken a tumor és az agyszovet struktirdinak viszonyat
allapitottuk meg. A vizsgalt tumorok koziil a két kolorektalis karcinoma, azaz a
C38, valamint a HT25 sejtvonal, illetve a HT-1080 fibroszarkoéma tumorai Gn.
., pushing” tipust névekedést mutattak. Ennek jellemzéje az éles tumor-parenchima
hatarvonal, és az egymassal szoros kapcsolatban novekvo tumorsejtek. A H-1650,
illetve a ZR-75-1 tumorok invazivabb novekedési mintazataak voltak. A H-1650
esetében koheziv sejtcsoportok tiiremkedtek az agy parenchimdjaba, igy ezt a
karéjozott novekedési mintazatot a ,, pushing” és az invaziv ndvekedés kozotti
atmeneti formanak tekintjiik. A ZR-75-1 tumorai esetében egyenként elszort, kerek
sejtek voltak lathatok a tumor sz€li részén.

Az asztrocitdkat a tumorsejtek mindegyik vizsgdlt tumortipusban
levalasztottdk az erek felszinérdl, igy intratumoralisan csak kevés GFAP pozitiv
sejt volt lathatd. Az invaziv ZR-75-1 emlbkarcindma tumorain beliil volt
megfigyelhetd a legtobb asztrocita.

A bazalis membrannal fedett dezmin pozitiv pericitik az erekhez
kapcsolodva maradtak. Az ereket a pericitakkal a felsziniikon kebelezték be a
tumorok, tehat ezek a sejtek megtartottak eredeti helyzetiiket a sajat, valamint az
endotélsejt bazalis membranja kozott.

A tumorsejtek a novekedés soran az agy parenchimajat elnyomték, az ereket
inkorporaltak, igy azok egyfajta szubsztratként szolgaltak a tumorsejtek szamara.
Ahogy a tumorsejtek az erek bazalis membranjaval kapcsolatba keriiltek, sajat
bazalis membrant szintetizaltak az ér bazalis membranjanak felszinére.

A peritumordlis teriileteken nem volt érdenzitdsbeli novekedés a kontroll
(tumormentes) allatokhoz képest. Mindegyik vizsgalt tumor esetében a
peritumoralis terliletekhez képest csokkent az intratumoralis érdenzitds. Az erek

tagulasa nem volt megfigyelhetd a peritumoralis részeken. Egyetlen kivétel a C38
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kolorektalis karcindma volt, ahol a tumor felszinével érintkezd erek mar
szamottevoen tagultak a peritumoralis értékekhez képest.

Az intratumoralis erek atméréi mindegyik tumorban szignifikdnsan
magasabbak voltak a kérnyez6 parenchimahoz képest, de szamottevd emelkedést
csak a két kolorektalis karcindma esetében mutatott. Ez a megfigyelés 6sszhangban
van azzal, hogy az intratumoralis ereket alkotd sejtek BrdU beépiilés alapjan
meghatarozott jelzési indexe csak a ,,pushing” tipusu novekedést mutatod
tumoroknal emelkedett szamottevoen. A jelzési index a C38 esetében a tumor
felszinével éppen érintkezo erekben is magasabb volt. A két invaziv tumorban (ZR-
75-1, H-1650) a jelzési indexek mérsékelten alacsony szinten maradtak. A
peritumoralis erek jelzési indexe elhanyagolhatéan alacsony volt minden

tumortipusnal.

IV.2. Molekularis biologiai médszereken alapulé vizsgalatok

A VEGF-A, PDGF-B ¢és ANG-1 relativ expresszigjat hataroztuk meg az 5
tumorsejtvonalban, valamint mikrodisszekalt intratumoralis teriileteken. Az mRNS
expresszio a sejtvonalak és a tumor minték kozott jol korrelalt. Erdekes modon a
C38 egér kolon karcinoma és a HT-1080 human fibroszarkoma sejtek mutattak a
legalacsonyabb intratumoralis angiogén faktor szintet, ugyanakkor ezekben volt a
legmagasabb a BrdU beépiilés alapjan mért jelzési index az erekben. A HT25
mikrodisszekalt intratumoralis mintaban volt a legmagasabb VEGF-A ¢s ANG-1
expresszio. A PDGF-B-t illetéen a ZR-75-1 intratumoralis mintdkban volt a
legmagasabb az mRNS expresszios szint.

Az angiogén faktor receptor expresszio vizsgalatanal a VEGFR-2, PDGFR-
B és a Tie-2 mRNS szintet hatdroztuk meg a mikrodisszekalt intra- €s peritumoralis
mintakban. A receptor expresszio minden esetben magasabb volt intratumoralisan.

A VEGF-A esetében fehérje expresszids szintet vizsgaltunk a tenyésztett
sejtek mintaibol Western-blottal. Az mRNS expressziotol eltéréen a fehérje
expresszio csak kis kiilonbségeket mutatott a sejtvonalak kozott.

Az intratumoralis angiogén faktor, illetve angiogén faktor receptor szintek,
valamint a sejtlizatumokban talalt VEGF-A fehérje expressziok nem korrelaltak az

intratumoralis erek proliferacids indexével.
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IV.3. A sebgydgyulas vizsgalata agyszovetben

Nem észleltiink érdenzitas ndvekedést a seben beliil vagy koriilotte egyik
vizsgalt idépontban sem. Az érdenzitasok szignifikansan alacsonyabbak voltak a 9.
napig, majd elérték a kontroll értéket, az ératmér6k nem valtoztak a kontroll agyban
mértekhez képest. Proliferald vaszkularis sejteket a 2. és 5. nap kozott talaltunk,
melynek maximuma a 3. napnal volt, de a jelzési index csak elhanyagolhato

emelkedést mutatott (3%).

IV.4. E-cadherin csendesitése shRNS-el a HT25 sejtvonalban

A transzfekcidt kdvetden az antibiotikumos szelekcion atesett sejteken az
E-cadherin csendesités eredményességét immuncitokémiai vizsgalatokkal
igazoltuk, monoklonalis tenyészetet hoztunk létre 96 lyuka plate-re Kkirakott
sejtekbdl induld tenyésztéssel. Osszesen 3 klon tovabbi fenntartasat és szaporitasat
végeztiik el. Mar fénymikroszkdopban lathatd volt a sejtek eltérd viselkedése. Mig a
vad tipusi HT25 sejtek koherens csoportokat alkotva néttek, az E-cadherin
csendesitett sejtek tenyészeteiben kerek, egymassal nem kapcsolodo, szétszortan
novo sejteket lathattunk. Az immuncitokémiai reakcié alatdmasztotta, hogy az E-
cadherin csendesités sikeres volt. Az immuncitokémiai reakcié alapjan tovabbi
kisérletekre a 3. klont valasztottuk ki. A tovabbiakban Western-blottal is igazoltuk,
hogy az E-cadherin fehérje nem mutathato ki a csendesitett sejtvonalban.

Az in vivo vizsgalatokhoz 1étrehozott kisérletes agymetasztazisok mintaibol
készitett metszeteken immunhisztokémiai jeloléseket végeztink. A panCK-FITC,
laminin kettds jeloléssel a tumorok novekedési mintazatat vizsgaltuk.
Eredményeink szerint a HT25 sejtvonal két variansa kozott novekedésbeli eltérés
volt megfigyelhetd. A vad tipusa HT25 sejtek tumorai a kordbban is latott Un.
,pushing” tipusi novekedés jellemz6it mutattdk. Eles tumor-parenchima
hatarvonal, illetve egymas szoros kozelségében novekvd sejtek alkotta tumor
alakult ki. Ezzel szemben az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban a sejtek
kozotti kapcsolat hidnya miatt a tumor fellazult, széli részét, egyesével
elhelyezkedd kerek sejtek jellemezték.

A morfometriai vizsgalatok sordn az intratumoralis érdenzitast és az

ératmérdét hataroztuk meg. Eredményeink azt mutattdk, hogy az E-cadherin
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csendesitett sejtek tumoraiban szignifikdnsan magasabb volt az érdenzitas és
alacsonyabb az ératméré az eredeti sejtvonal tumoraihoz képest (p<0,05).

Az intratumoralis ereket alkoto sejtek proliferacios rataja a vad tipusa HT25
tumoraiban mértekhez képest (6,27+£1,05%) szignifikdnsan (p<0,05) alacsonyabb
volt az E-cadherin csendesitett sejtek tumoraiban (3,32+0,79%).
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V. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kdvetkezdk:

1. A vizsgalt kisérletes agymetasztazisok kornyezetében nem figyelheté meg
bimbdz6 angiogenezis, a tumorok a meglévd erek bekebelezésével tettek

szert sajat vérellatasra.

2. A tumorszerkezet vizsgalata soran harom novekedési tipust kiilonitettiink

el: 1. ,,pushing”, 2. atmeneti (karéjozott) és 3. invaziv forma.

3. Az agymetasztazisok intratumordlis érdenzitdsa Osszefiiggést mutatott a
tumorok novekedési mintazataval. A kompakt szerkezetli differencialtabb
tumorok kevesebb eret inkorporaltak, mint a lazadbb szerkezeti
differencidlatlanabb tumorok. Az intratumoralis erek atméréje ¢és a
vaszkularis sejtek proliferacioja forditott aranyli 6sszefiiggést mutatott az

érdenzitassal.

4. Eredményeink szerint nincs korrelacid az erek proliferacios ratja és a
VEGF-A mRNS-, illetve fehérje-, valamint a PDGF-B, és ANG-1 mRNS
expressziok kozott. A PDGFR-B, TIE-2 és VEGFR-2 mRNS expresszioja
az intratumoralis terlileteken az 6sszes tumortipusban ndvekedett, mely arra
utal, hogy a vizsgalt faktorok nem az érképzdédésben, hanem inkébb az

intratumoralis erek stabilizacidjaban jatszanak szerepet.

5. A tumorok differencialtsagi foka szoros Osszefiiggésben van a kialakitott
novekedési mintdzattal. Ugyanazon sejtvonal E-cadherin csendesitéssel
kialakitott alacsonyabb differencialtsagi foku valtozatanak tumoraiban a
magasabb érdenzitds a vaszkuldris sejtek alacsonyabb proliferacios

ratajaval, és alacsonyabb ératmérdvel parosul.

15



V1. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

VI.1. Az értekezés témajaban megjelent kozlemények

1. Dezso K, Bugyik E, Papp V, Laszl6 V, Dome B, Tovari J, Timar J, Nagy P,
Paku S. (2009) Development of arterial blood supply in experimental liver
metastases. Am J Pathol, 175:835-43.

2. Paku S, Dezso K, Bugyik E, Tovari J, Timar J, Nagy P, Laszlo V, Klepetko
W, Déme B. (2011) A new mechanism for pillar formation during tumor-
induced intussusceptive angiogenesis: inverse sprouting. Am J Pathol,
179:1573-85.

3. Bugyik E, Dezso K, Reiniger L, Laszl6 V, Tévari J, Timar J, Nagy P,
Klepetko W, Dome B, Paku S. (2011) Lack of angiogenesis in experimental
brain metastases. J Neuropathol Exp Neurol, 70:979-91.

V1.2. Egyéb témaban megjelent kozlemények

1. Turanyi E, Dezso K, Bugyik E, Szuridn K, Paku S, Nagy P. (2010) The
primary mitogen (TCPOBOP)-induced hepatocyte proliferation is resistant
to transforming growth factor- -1 inhibition. Liver Int, 30:1505-10.

2. Bugyik E, Szende B. (2011) [Dr. Antal Genersich M. D. and the "Spis --
then and now"]. Orv Hetil, 152:236-7.

3. Bugyik E, Dezso K, Turanyi E, Szurian K, Paku S, Nagy P. (2012) 1,4-
Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene induces substantial hyperplasia in
fibrotic mouse liver. Int J Exp Pathol, 93:125-9.

4. Dezs6 K, Papp V, Bugyik E, Hegyesi H, Safrany G, Bodor C, Nagy P, Paku
S. (2012) Structural analysis of oval-cell-mediated liver regeneration in rats.
Hepatology, 56:1457-67.

5. Hajosi-Kalcakosz S, Dezs6 K, Bugyik E, Bodor C, Paku S, Pavai Z, Halész
J, Schlachter K, Schaff Z, Nagy P. (2012) Enhancer of zeste homologue 2
(EZH2) is a reliable immunohistochemical marker to differentiate

malignant and benign hepatic tumors. Diagn Pathol, 7:86.

16



6. Papp V, Rokusz A, Dezs6 K, Bugyik E, Szab6 V, Pavai Z, Paku S, Nagy P.
(2014) Expansion of hepatic stem cell compartment boosts liver

regeneration. Stem Cells Dev, 23:56-65.

17



VII. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki mindazoknak, akik segitségemre voltak PhD
munkam soran.

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Paku Sandornak, akihez
barmikor bizalommal fordulhattam, koszonom a gyakorlati, és elméleti munkéban
nyujtott segitségét, tamogatasat, utmutatd tanacsait.

Ko6szonom Prof. Dr. Matolcsy Andras igazgato urnak, hogy lehetové tette,
¢s tamogatta kutatdsaimat az L.sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben.
Koszonom a Semmelweis Egyetem Patologiai Doktori Iskola volt, és jelenlegi
vezetdjének, Prof. Dr. Kopper Laszlonak, és Prof. Dr. Kovalszky Ilonanak
Osztondijas éveim alatti nagylelk{i tdmogatasat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Nagy Péternek a szakmai tdmogatasért, a
majregeneracié témdjaban folyd szinvonalas kutatdsaiban valdo részvétel
lehetdségéért. Koszonet illeti Dr. Dezsd Katalint, aki témavezetdém mellett
szakmailag és bardtilag is mellettem allt, nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott
metodikai ismereteim boOvitésében, szakmai fejlodésemben. Szabd Vanesszanak
kdszondm, hogy bizalmat, baratsagot adott nekem a szakmai- és maganéletben, nap
mint nap élettel toltotte meg a labort, kitartoan vizsgalta velem az angiogenezis
rejtelmeit.

Ko6szondm az allathaz munkatarsainak, Sztodola Andrasnak, Borza
Alexandra Monikanak az allatkisérletek kivitelezésében nyujtott potolhatatlan
segitségiiket, odaado munkajukat.

Ko6szonom Csorba Gézané Marica lelkiismeretes munkajat, hogy mindig
segitett rajtam, legyen szo sejtekrdl, vagy barmi masrol.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem 1.sz. Patologiai ¢és Kisérleti
Rékkutatd Intézet munkakozosségének, kiilondsen a hematopatologiai labor,
valamint a molekuldris diagnosztikai labor valamennyi munkatarsanak, végtelen
segitOkészségiikért, mellyel sokszor megkonnyitették feladataim elvégzését,
eldsegitették munkadm eredményességét. Kiilon koszonet illeti Dr. Zalatnai Attilat,

amiért készséggel elvallalta a hazi opponensi feladatkort.

18



Koszonetemet fejezem ki munkacsoportunk nélkiilozhetetlen tagjainak, Dr.
Tovari Jozsefnek, és Dr. Dome Balazsnak, valamint munkatarsaiknak, akik
folyamatosan segitették munkam elérehaladasat.

Koszonom a Semmelweis Egyetem Il.sz. Belgydgyaszati Klinika,
Sejtanalitika Laboratorium munkatarsainak -kiilonds  tekintettel ~Kalmar
Alexandrara- segitségét, akik nélkiil nem tudtuk volna megvalodsitani a lézer
mikrodisszekcios vizsgalatokat.

Végezetiil halas koszonettel tartozom Csaladomnak, akik végtelen
tamogatasukkal, odaadasukkal lehet6vé tették, hogy az egyetem utan is nyugodt
koriilmények kozott folytassam tanulmanyaimat, és benyujthassam doktori

értekezésemet.

19



