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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAF — 2-acetaminofluorén

AFP — alfa-fetoprotein

BrdU — bromdeoxiuridin

cDNS — (copy) komplementer dezoxiribonukleinsav
CEA — carcino-embrionalis antigén

CK — citokeratin

CVv — centralis véna

Cy5 — cianinszarmazék

DAB — diaminobenzidin

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
Des — dezmin

DLK — delta like protein

DMBT — deleted in malignant brain tumors

DNS — dezoxiribonukleinsav

EMA — epitelialis membran antigén

EpCAM — epitelialis sejtfelszini molekula

ES — embrionalis &ssejt

FITC — flureszcein izotiocianat

GFAP — glial fibrillary acidic protein

HA — hepatikus artéria

HMS — hepatikus mikrovaszkularis alegység (subunit)
iPS — indukalt pluripotens &ssejt

Lyve-1 — lymphatic vessel endothelial receptor 1
MRNS — messenger ribonukleinsav

N — normalitas

NIH — National Institutes of Health

OV-6 — ovalis sejt marker

panCK — pancitokeratin

PBS — phosphate buffered saline



PFA

PHx

PV
QRT-PCR
RNS
SMA
Thy-1
TRITC
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— paraformaldehid

— parcidlis hepatektomia

— portalis véna

— quantitative real time polimerase chain reaction
— ribonukleinsav

— simaizom aktin

— thymus cell antigen-1

— tetrametil rodamin izotiocianat
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II. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

II.1. A maj mikroanatomiaja

A m4j latszolag az egyszeriibb szoveti felépitési szervek kozé tartozik,
minddssze harom alapvetd szerkezeti eleme van: (1) a portalis vénabol, majartériabol és
interlobularis epeutbdl allo portalis tridsz; (2) a centralis vagy hepatikus véna terminalis
agai (3) és a két érképlet kozott gerendakba rendezett hepatocitakbol allo parenchima.
Ennek ellenére maig sem sikeriilt egységesen elfogadott allaspontra jutni arrdl, hogy mi
tekinthetd a majszovet elemi funkcionalis/strukturalis egységének. A megallapodast az
is neheziti, hogy viszonylag jelentds eltérések vannak a leggyakrabban tanulméanyozott
fajok pl. human, patkany, egér majanak felépitésében is.

A majszovet legnyilvanvalobbnak tind ¢és maig is legtobbet emlegetett
alegysége a lebenyke vagy lobulus.

A Kklasszikus és a portalis lebenykét tobb mint szaz éve irtak le, szerkezeti és
metabolikus sajatsagok alapjan kiilonitették el. A klasszikus Kiernan — féle majlebenyke
(1.abra) alakja hatszogletii, a szdgletekben portalis terek, a lebenyke kdzepén pedig a
centralis véna taldlhatd. A portalis vagy Mall — féle lebenyke (1.4bra) kézponti eleme a

portalis véna, a szélein pedig a centralis véndk helyezkednek el (McCuskey 1994).
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I.Abra A maj mikroanatémiaja-a fontosabb morfofunkcionalis alegységek sémas abrazolasaval (PV —

portalis véna; CV — centralis véna; HA — hepatikus artéria; HMS — hepatikus mikrovaszkularis alegység)
Forras: McCuskey 1994.
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1954-ben Rappaport a maj mikrocirkulacidja alapjan javasolta az acinusnak,
mint hepatikus alegységnek az elfogaddsat. A nagyjabol rogbilabda alaku acinus
(1.abra) tengelyében talalhato erek (termindlis portalis véna és vélhetden a majartéria
agai) kortl a parenchima 3 zonaja kiilonithetd el, amiket viszonylag elektiven érintenek
kiilonb6z6 korfolymatok.

1979-ben Matsumoto ¢és munkatarsai két humén m4j angiografids ¢és
sorozatmetszetbdl tortént rekonstrukcios vizsgalataik alapjan azt allapitottak meg, hogy
a klasszikus lebenykék hatarzonajaban egy erekben igen gazdag, altaluk vaszkularis
szeptumnak nevezett képlet alakul ki (2.4bra). Ennek megfelelden a méjlebenyke zonai,
szOges ellentétben a Rappaport féle acinus zdnaival, kor alakban a centrélis véna koriil
helyezkednek el. A vaszkuldris szeptum biztositja a méjlebenyke nagyjabol egyenletes
vérellatasat, ez kiilondsen fontos, ugyanis a human majban nincsenek anasztomoézisok a
portalis véna és a majartéria agrendszere kozott. A vaszkularis szeptum tehat egy
kotdszovetmentes, ereket (portdlis véna agai) és epeutakat (Hering csatorna és
epeduktulus) magaba foglald virtudlis hatdrzona (Saxena és mtsai 1999, Teutsch és

mtsai 1999, Teutsch 2005).

RS

Vaszkularis
v szeptum

Z.Abra A mésodlagos vagy klasszikus lebenyke és a vaszkuléris szeptum sémés abrazoldsa (PV —

portalis véna; CV — centralis véna); Forras: Teutsch és mtsai 1999

A klasszikus lebenykét 6k szekunder lobulusnak (masodlagos lebenyke) nevezték, ami

6-8 tolcsér alaku ,,primer lobulusbol” vagy elsddleges lebenykébdl (1.abra) épiil fel. A
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tolcsér alapjat a két szomszédos termindlis portalis vénadg (portalis venula) kozotti
vaszkularis szeptum, cstcsat pedig a hozzajuk tartozé centralis vénadg alkotja.

Ekataksin és Wake foként sertés majakbol késziilt korrdzios készitményeken tett
pasztazo elektronmikroszkdpos megfigyeléseik nyoman, egy a Matsumoto-féle primer
lobulussal csaknem megegyezd szerkezeti egységet definidltak, mikrovaszkularis
alegység (HMS- hepatic microvascular subunit) néven (1.abra). A HMS egy portalis
venula és a hozza tartozo, altala ellatott szinuszoidokbdl épiil fel (Ekataksin és Wake
1991).

A HMS ¢s a teriiletéhez tartozd majsejtek valamint Hering csatorna egyiittesen
alkotjak a ,,choleohepaton”-t, ami talan a legaltalanosabban elfogadott morfoldgiai-
funkcionalis elemi egysége a majszdvetnek.

Lényeges szerkezetbeli kiillonbség, hogy patkdny- és egérmdjban nincs
vaszkularis szeptum, a masodlagos lebenyke szélén elhelyezkedd szinuszoidok specialis
elrendezddése biztositja a portalis véna altal szallitott vér egyenletes elosztasat a
lebenyke teriilén. Az artérids vér tovabbitasat a portalis rendszer és a mdjartéria agai

kozott 1étrejovo rengeteg anasztomozis (3.4bra) teszi lehetdveé (Teutsch és mtsai 1999).

3.Abra Ep,kontrol patkanymaj portalis és artérias érrendszere

A majartéria (HA) piros —, illetve a portalis vénaagak (PV) kék szin( migyantaval valo feltdltése utan
lathatova valik a peribiliaris kapillaris plexus (*) illetve a majartaria egy aga és a portalis véna kozotti
anasztomozis (nyil) is.
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11.1.1. Az epeutak és Hering csatornak felépitése, elhelyezkedése a
majban

A maijsejtek altal termelt epe Osszegyljtésérol, elvezetésérdl szintén Osszetett
csatornahalézat gondoskodik. A hepatocitdk az epét a két szembendlld hepatocita
membranjanak betliremkedésével alkotott epekapillarisba vagy epekanalikulusba
valasztjak ki szigortan polarizalt elrendez6désti transzport molekulaik segitségével. Az
epekanalikulusok az egész parenchimat behal6zé rendszert alkotnak, melyen keresztiil
az epe eléri a majlebenyke széli teriiletét. A parenchimdban termelt epe a portalis
tridszok tagjat képezd interlobuldris epeutakban gylilik 6ssze. Az epekanalikulusok és
az interlobularis epeutak kozotti 6sszekottetést mar kdzel sem egyértelmiien jellemzett
képletek, a leirojukrol elnevezett in. Hering csatornak vagy epeduktulusok biztositjak.

Ewald Hering 1867-ben (Hering 1867) berlini-kék festék majbeli kivalasztasat
tanulmanyozva figyelt meg kapcsolatot a kanalikulusok rendszere és az epeduktulusok
kozott. A tovabbi vizsgalatokat jelentdsen hatraltatta, hogy ezek a képletek nem voltak
egyértelmiien azonosithatéak hagyomanyos mikroszképos vizsgalatokkal. Bar a mult
szazad elsd felében sziiletett néhany rajuk vonatkoz6 tanulmany, ezek azonban sem a

leirasban, sem a terminologiaban nem voltak egységesek (Letulle 1915, McIndoe 1928,

Clara 1930, Elias 1949).

> | ’v“ 3 3 I‘c‘l..

4.Abra A periportalis térben elhelyezkedd Hering csatorna elektronmikroszkopos képe patkanymajban
A fekete kerettel jeldlt terilet részletesebb képe lathaté a masodik abran, ahol a sajat bazalis membrannal
rendelkezé (nyil), a Hering csatornat alkoté egyetlen epeut-hamsejt (*) a zarélemezke majsejtjehez (H)
csatlakozik.
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Szerkezetiikrél az elektronmikroszkopia elterjedését kovetden egyre tobbet tudtunk
meg. Altaldban rovid, néhany sejt hosszusagh képzédményként irtdk le 8ket a portalis
mezOk szélén. Alkotasukban kozosen vesznek részt hepatocitdk €s kolangiocitaszeri
sejtek (4.abra), kozottiik sejtkapcsold struktarak alakulnak ki. Korilottiik folyamatos
bazalis membran (U alaka) taldlhaté (Philips 1987), a sejtek mikrovillusai pedig a
lumenbe nytlnak, ami valamivel tdgasabb, mint a kanalikulusé.

A Hering csatornak tanulmanyozasa egészen a mult szazad végéig, a majra
vonatkoz6 szerkezeti és funkcionalis vizsgalatok legelhanyagoltabb teriiletei kozé
tartozott, mig fel nem meriilt annak a lehetdsége, hogy a Hering csatornakat alkotd
sejtek bizonyos koriilmények kozott majbeli Gssejtként képesek viselkedni (Theise és
mtsai 1999, Saxena és Theise 2004). Ez esetben ez az epeut-szakasz lenne a hepatikus
Ossejtek fenntartdsat és aktivizalodasat biztositd Ossejt ,,fészek” vagy kozismertebb
nevén ,niche”. Ezt kovetéen nagyobb figyelem fordult erre a teriiletre. Ezeket a
képleteket fénymikroszkopos szinten azonban valtozatlanul csak a pozicidjuk alapjan
lehetett felismerni és semmilyen jellegzetes markeriiket nem sikeriilt azonositani.
Jelolésiikre tobbnyire az ,.epeut specifikus” intermedier filamentumokat, a citokeratin 7-
et, vagy 19-et alkalmaztak, melyek valoban szépen megfestik ezeket a sziikk lumenti
vagy gyakran fénymikroszkdpos szinten lumennel nem rendelkezd képleteket, de a
nagyobb epeutaktol valo elkiilonitésiikre alkalmatlanok. Saxena és Theise (2004)
human majon végzett szovettani vizsgalattal citokeratin pozitiv epeutakat figyeltek meg
a majlebenykéken beliil, sorozatmetszeteken ezek folytonos kapcsolata kimutathatd volt
a periportalis térrel, igazolva a Hering csatornak beterjedését a majparenchimaba.

A Hering csatornak tehat az epekapillarisoktol egy teljes mértékben epeut hamsejtek
altal hatérolt csatorndba, az epeduktulusba vezetnek. Az epeduktulusok a portélis terek
sz€élétdl az interlobuldris epeutak felé tartanak. Ezek a képletek lefutasuk soran
elagazodhatnak, elnevezésiiket szerkezeti felépitésiik (teljesen vagy részlegesen hatarolt
epeut-hamsejtek altal) és elhelyezkedésiik hatdrozza meg. Az epeutak vérellatasat a
majartéria agai biztositjak, gazdag, gyakran tobb rétegli érhalozatot (peribiliaris
vaszkularis plexust) alkotva a nagyobb képletek koriil. A legkisebb epeutak artérias
vérellatasat illetéen megoszlanak a vélemények, peribiliaris vaszkularis plexus biztosan

nem talalhat6 koriilottiik (Saxena és mtsai 1999).

10
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I1.2. A szomatikus ossejtek jelentosége

Napjainkban az dssejtek vizsgélata az orvosbiologiai kutatdsok legdivatosabb
teriiletei kozé tartozik. Ha sikeriilne megtanulnunk megbizhatéan szabalyozni az
Ossejtek osztodasat és differencidlodasat, az szdmos orvosi probléma megoldasdhoz
jelentene kulcsot. Nincs ez masként a hepatologia teriiletén sem. Az dssejtektdl remélik
a megoldast a fulminans majelégtelenség kezelésére csakugy, mint szdmos 6roklodo
anyagcserebetegség génsebészeti modszerrel torténd gyogyitasahoz.

Meglep6 modon, az Ossejtkutatds Oriasi elterjedtsége ellenére maig sem
azonban teljes az egyetértés, hogy az dssejtek alapvetd tulajdonsdga az dSnmeguyitd (self
reproduction) képesség. Ez altalaban aszimmetrikus osztodas révén valosul meg. Az
egyik utodsejt potolja a felhasznalt dssejtet, mig a masik elindul a differencidlodas utjan
(Potten és Loeffler 1990).

A differencidlodési képességiik alapjan az dssejteknek tobb tipusa kiilonithetd el.
A legszélesebb differencialodasi potenciallal a megtermékenyitett petesejt rendelkezik,
ami totipotens, azaz valamennyi embriondlis és extraembriondlis sejt/szovetféleség
iranyaba képes differencialodni.

Az embriondlis 0&ssejtek (ES) — a blasztociszta (hoélyagesira) belsé rétegébol
szdrmaznak. Pluripotensek, beldliik a szervezetben taldlhatd Osszes sejttipus 1étrejohet
(Rossant 2007).

Differencialodasi spektrumukat tekintve az embrionalis Ossejtekhez hasonlo
képességekkel rendelkeznek az indukalt pluripotens 6ssejtek (iPS). Ezek szomatikus
sejtekbdl, transzkripcios faktorok jol meghatarozott csoportjanak a segitségével,
mesterségesen eldallitott Ossejtek. Létezésiik egyértelmili bizonyiték arra, hogy a
differencialt sejtek genetikai allomanya ujraprogramozhatd, és ezzel a kordbban
véglegesen lezartnak hitt differencidlodéasi képességek aktivizalhatoak. Ezzel
kapcsolatos gyakorlati jelentdségiik is. Ezzel a modszerrel elvileg akarkibdl
eldallithatéak a klinikai alkalmazéishoz sziikséges differencialodasi képességekkel
rendelkezd Ossejtek, kikiiszobolve a mas egyedbdl szarmazod embrionélis Ossejtek

alkalmazasa esetén felmeriild immunoldgiai problémakat. Az elsé indukalt pluripotens

11
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Ossejteket fibroblasztokbol allitottak eld, de azota ez mar egyéb sejttipusokbdl (pl.
hepatocita, gyomor nyalkahartya hamsejtjei) is sikeriilt (Hankowski és mtsai, 2011).

Az adult vagy szomatikus Ossejtekre a differencialodasi potencial jelentds
besziikiilése jellemzO. Ezek a sejtek mar meghatirozott szovetekben (csontveld,
epidermisz, Lieberkiithn kripta) talalhatéak és az illetd szovetek pusztuld sejtjeinek
mindenkori poétlasa, karosodasuk esetén pedig a regeneracio a feladatuk (Reyes és
Verfaillie 2001).

Az ezredfordul6 tajékanak egyik legnagyobb orvosbiologiai szenzéacidja volt a
szomatikus Ossejtek ,,plaszticitasanak™ felfedezése. Ez azt jelenti, hogy a kiilonb6z6
szOvetek szomatikus Ossejtjei spontan vagy bizonyos manipuldcid hatdsara egyéb
szovetféleségek sejtjeivé, olykor a kordbban atjarhatatlannak hitt csiralemez hatarokat is
atlépve, képesek transzdifferencidlodni (Forbes és mtsai 2002). A megfigyelt jelenségek
jelentds része késobb miiterméknek bizonyult, de az esetek egy részében tigy tlinik,
hogy a szomatikus 6ssejtek valoban rendelkeznek bizonyos plaszticitassal.

A méj kozismerten kivald regeneracios képességgel rendelkezik, tomege jelentds
részének elvesztését is képesek potolni a differencialt hepatocitak. Ebbdl kiindulva sokan
ugy gondoltdk, hogy a majnak ,nincsen sziiksége” Ossejtekre. Az utobbi két évtized
eredményei alapjan azonban ma mar altaldnosan elfogadott, hogy a maj is rendelkezik
sajat, szomatikus Ossejtekkel, melyek nem vesznek részt a mindennapi sejtveszteség

potlasaban, ezért gyakran nevezik dket fakultativ ssejtnek (Grisham 1980).
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11.2.1. A maj szomatikus ossejtjei

A m3aj Ossejtjeinek kutatisa egészen az 1930-as évekig nyulik vissza.
Patkanyokon végzett kémiai hepatokarcinogenezis kisérletekben Kinosita figyelt fel
eldszor egy Uj, ,,0ssejtszerti”, a majban talalhat6, differencialodasra képes sejtpopulécio
jelenlétére (Kinosita 1937). Késobb egérmajban is megfigyeltek ,,indifferens” epeut-
hamsejteket, szerepet tulajdonitva nekik a regeneracioban (Wilson és Leduc 1958).
Meérfoldkovet jelentett Farber megfigyelése, amely szerint kiillonbozd vegyiiletekkel
indukalt hepatokarcinogenezis modellekben kis, primitiv epitelidlis sejtek szaporodtak
fel a periportalis régioban. Ezek a sejtek fénymikroszkoppal 12-15 um nagyséaguak,
keskeny citoplazmaval rendelkeznek, jellegzetes formaju sejtmagjukrol pedig ovalis
sejteknek nevezték el dket (Farber 1956).

Kés6bb 3'-methyl-4-dimethylamino azobenzennel eléidézett karcinogenezis
folyamat soran elektronmikroszkoppal megfigyelték (Inaoka 1967, Ogawa és mtsai
1974) az ovalis sejtek majsejtté torténd atalakulasat. Megallapitottak, hogy ez az
atalakulds szdmos koztes sejtforman keresztiil valésul meg a sulyos és elhuzodo
majsejtkarosodas utan.

Watabe mar 1971-ben a szérumban atmenetileg megemelkedett alfa-fetoprotein
(AFP) szintet tapasztalt az ovalis sejtek proliferacioja soran (Watabe 1971), de ezen
sejtek  AFP pozitivitdsdit csupan kés6bb mutattdk ki immunfluoreszcens ¢és
autoradiografids modszerekkel (Dempo €s mtsai 1973, Uriel és mtsai 1973). Az AFP
egy ugynevezett onkofetalis marker, ami jelen van az embrionalis majban és a majrakok
egy részében, jelenléte az ovalis sejtekben ezekkel a sejtpopulaciokkal valod potencidlis
kapcsolat lehetdségére utal (Sell 1978).

Aztan az évek soran szamos egyéb karcinogenezis ¢és daganatképzédéssel nem
jaré kisérleti rendszerben tett megfigyelés igazolta, hogy a primitiv ovalis sejtek
képesek hepatocitakkd differencialodni (Evarts és mtsai 1987). Mara elegendd
bizonyiték all a rendelkezésiinkre ahhoz, hogy kijelenthessiik, az ovalis sejtek a
majossejtek leszdrmazottjai, €s azok amplifikacidos kompartmentjeként viselkednek.

A kovetkezd kérdés tehat, hogy honnan szarmaznak az ovalis sejtek, hol

talalhatoak az Ossejtek a majszovetben.
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Az ovalis sejtek alkotta csovek kivétel nélkiil, minden kisérleti rendszerben a
periportalis teriiletrdl indulnak ki, igy az Ossejtek eredetére vonatkozod kutatasok
tobbsége, ebben a régioban eclhelyezkedd képleteket jelolt meg. Egyesek szerint
valamennyi epeat-hamsejt képes 6ssejtként viselkedni, de legalabbis az epeutakban
talalhatéak ezek a nagyon primitiv sejtek (Kuwahara és mtsai, 2008). Masok szerint az
epeutak bazalis membranjan kiviil elhelyezkedd un ,,null sejtek” vagy akar a peribiliaris,
epeutak szomszédsagaban talalhatd majsejtek is lehetnek az 6ssejtek ( Sell 2001).

Az ezredforduld tajan merilt fel az a lehetdség, hogy egyéb szovetekhez
hasonléan a majsejtek potlasarol is a keringés utjdn a majba keriild
hemopoetikus/mezenchimalis vagy egyéb multipotens &ssejtek gondoskodnanak. Az
ilyen irdnyu vizsgalatok végiil arra a konszenzusra vezettek, hogy bar nem zéarhat6 ki a
mas szovetekbOl szarmazd Ossejtek részvétele a hepatocitak potlasaban, ennek
gyakorisadga igen csekély és valosziniileg nincsen gyakorlati jelentésége (Thorgeirsson
¢s Grisham 2006). A figyelem ismét a majbeli 6ssejtekre dsszpontosult. Funkcionalis
vizsgalatok nem zarjak ki annak lehetdségét, hogy a majban kiilonb6z6 sejtpopulaciok
is képesek Ossejtként viselkedni (Theise és Kuwahara 2007, Kuwahara és mtsai 2008),
de a Hering csatornakat felépitd sejtek szinte minden vizsgalatban szerepelnek a
potencidlis Ossejtek kozott. Bar egészen pontosan nem sikeriilt igazolni a Hering
csatornat felépitd sejtekben az dssejtekkel szemben tdmasztott elvi kritériumok meglétét
(6nmegijulas, aszimmetrikus osztodas), kiilonb6z6 funkcionalis vizsgélatok alapjan ma
altalanosan elfogadott nézet, hogy ezek a sejtek felelnek meg a m4j szomatikus
(szoveti/adult) 6ssejtjeinek. Differencialodési potencialjuk besziikiilt, de egyértelmiien
bizonyitott, hogy legaldbb két iranyba, hepatocitakkd és epeut hamsejtekké képesek
atalakulni. A maj Ossejtjeib6l szarmazd progenitor sejtek (patkanymajban az ovalis
sejtek, human méjakban az intermedier hepatobilidris sejtek) osztodasi aktivitdsa magas,
ezért szoktak Oket az Ossejtek amplifikacios kompartmentjének is hivni. Koros
differencialodasuk eredményeként a majban gyakran megfigyelhetok intesztinalis tipust
mirigyek is.

A legtobb egyéb tanulmanyozott dssejttdl eltéréen a majbeli dssejtek fakultativ
Ossejtek: nem vesznek részt a maj mindennapi megUjuldsdban, sét olykor a

regeneracioban sem.
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A maj ossejtrendszere csak akkor aktivalodik, ha a majsejtek olyan karosodast

szenvednek, hogy nem képesek hatékonyan részt venni a regeneracioban.
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11.2.1.1. Az ovalis sejtek aktivaciojanak fobb jellegzetességei —az AAF/PHx modell

Az egyik leggyakrabban alkalmazott és széles korben elfogadott, ovalis sejtek
%-os parcialis hepatektomiaval kombinalva (AAF/PHx) (Tatematsu és mtsai 1987). Az
AAF a hepatocitakban N-hidroxi-2-acetilaminofluorénné metabolizalodik, és a DNS-
hez kotddve megakadalyozza a majsejtek osztodasat, emiatt ezek képtelenek reagalni a
parcialis hepatektomia altal indukalt proliferativ stimulusra. fgy aktivalodnak a Hering
csatorndkat felépitd Ossejtek €s a maj az ovalis sejtek részvételével regeneralodik. A
parcialis hepatektomia utan BrdU beépiiléssel az els6 DNS-t szintetizald — o0sztddo
sejtek a Hering csatorndkban figyelhetéek meg (Paku és mtsai 2001). Két-harom nappal
a mitét utan az ovalis sejtek mar hagyomanyos, HE festett metszeteken is
felismerhetdek, csészerti képleteket hoznak létre, amelyek folytonos laminin pozitiv
alaphartyaval rendelkeznek. A periportalis tertiletrdl indulnak ki, fokozatosan terjednek
a mdjlebenyke belseje fel¢ (5.4bra), tulajdonképpen a Hering csatornak
meghosszabbitdsanak felfoghato képletek. Kialakuldsuk soran tehat az epe elvezetése az

epekanalikulusokbol az interlobularis epeutak felé folyamatosan biztositott.

5.Abra Patkanymaj pancitokeratin (zéld) laminin (piros) festése AAF/PHXx kisérlet soran, PHx utan 10
nappal. A periportdlis terekt8l a pancitokeratinnal élénken fest6dd, folytonos laminin pozitiv bazalis
membrannal rendelkez®, ovalis sejtek alkotta csdvek (nyilak) fokozatosan terjednek a majlebenyke belseje
felé. A majlebenykét alkoté hepatocitak szintén pancitokeratin pozitivak. PV — portalis véna; CV — centrélis
véna
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Az ovalis sejtek alkotta duktusok szoros kapcsolatban allnak egy kiilonleges
sejtpopulacioval, ezeket a sejteket szoktak alakjukrol ,,stellate” sejteknek is nevezni.
(Paku és mtsai 2001, Kiss és mtsai 2001, Thorgeirsson és Grisham 2002). Ep majban a
periszinuszoidalis Disse térben elhelyezkedd ,stellate” sejtek a regeneracid soran
felszaporodnak és az ovalis sejtek alkotta csdvek koriil fonatszeri haldzatot formalnak.
A stellate sejtek” pontos szerepér6l megoszlanak a vélemények, az azonban
bizonyosnak latszik, hogy szamos, a regenerdciohoz sziikséges novekedési faktort
termelnek (Evarts és mtsai 1990).

Az AAF/PHX kisérleti modell késobbi fazisaban az ovalis sejtek egy része vagy
hepatocitdva vagy epeut hamsejtt¢ differencidlodik, a tobbiek nagy valdszintiséggel
apoptézissal pusztulnak el, a kisérlet kezdetétdl szamitott 4-6 hét alatt pedig a ma3j

eredeti tomege és szerkezete csaknem tokéletesen regenerdlodik (Fausto és mtsai 2006).

11.2.1.2. Az ovalis sejtek markerei

Felnd6tt egészséges allatok méjaban az dssejteknek otthont adé Hering csatornak
bizonyossaggal csak elektronmikroszképpal — azonosithatéak.  Felimerésiiket,
vizsgalatukat jelentdsen megkonnyitené egy specifikus antigén jelenléte. A beldliik
szarmazo6 ovalis sejteket sokkal jobban jellemezték, és felmeriil az a lehetéség, hogy
valamelyik ovalis sejt marker alkalmas lehet az ép Hering csatorndk azonositdsara is.
Az ovalis sejtek az embrionalis és felndtt majsejtekre, az epetit hamsejtekre, csontveldi
dssejtekre €s neuroendokrin sejtekre jellemzd markerek széles skaldjat expresszaljak.
Immunfenotipusukat tekintve azonban bizonyos heterogenitas figyelheté meg kozottiik
(Jelnes 2007, Bisgaard ¢és mtsai 2002). Az ovalis sejteket legrészletesebben
patkanyokban jellemezték, a leggyakrabban alkalmazott markereket az 1.tablazat
foglalja Gssze. Az ovalis sejtek azonositdsara patkanyok méjaban legelterjedtebben
kolonbozd epeut hamsejtekre jellemzd markereket hasznalnak, mint példaul a
citokeratin 7 és 19 altipusok. Az igen széleskoriien hasznalt ovalis sejt marker, az OV-6
mikodése szintén citokeratin altipusok (14 és 19) felismerésén alapul (Dunsford és Sell,
1989). Hasonlo sejteket jeldlnek a sejtfelszini EpCAM molekulat felismerd antitestek
(Yovchev és mtsai 2007). Mindezeknek a markereknek k6zos hatranya, hogy az ovalis

sejteken kiviil az ép és ovalis sejt proliferacioval jaré mdjakban is valamennyi epeut
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hamsejttel reagalnak éppen ezért nem alkalmasak az ovalis sejtek és epeutak, valamint a

Hering csatornak és nagyobb epeutak elkiilonitésére.

1.Tablazat Az allatkisérletek soran altaldnosan hasznalt progenitor (ovalis) sejt

markerek (Dollé és mtsai 2010)

Epett hamsejtekkel kozos markerek

Citokeratin (CK) 19, CK14, CK7
OV-6 (CK14 és CK19 elleni antitest)
Izom piruvat kinaz (MPK),
Glutation-S transzferaz P (GST-P)
y-glutamil-transzpeptidaz (y-GT)

A6; OC(2, 3, 4, 5,10) egérben hasznalt marker
OV-1 (EpCAM); MUC-1(EMA)
c-met

CD133 (prominin-1); CD117 (ckit)
Connexin 43

CD24; CD26;

CD49f

Fetalis majsejtekkel kozos markerek

alfa-fetoprotein (AFP)

Izom piruvat kiniz (MPK)
Glutation-S transzferaz P (GST P)
Delta-like protein (DLK)
v-glutamil-transzpeptidaz (y-GT)
c-Met, Aldolase A és C

Feln6tt majsejtekkel kozos markerek

Albumin
al-antitripszin

CK8 és CK138
ABCG?2 és E-cadherin

Hemopoetikus sejtekkel kozoés markerek

CD90, Sca-1
c-kit
CXCR4
CD34

Flt-3

Neuroendokrin sejtekkel kozés markerek

CD90 (Thy-1)

Chromogranin A

PTHrP

CD56 és Neurotrophin receptor

Mas progenitor sejtekkel kozos markerek

TROP2 és a Connexin 32
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Patkanyban jelenleg két olyan fehérje ismert, ami felndtt majban az epeutak
hamsejtjeiben nincs jelen és csak az ovalis sejtekben termelddik. Az egyik az AFP, ami
patkanymajban a leginkabb elfogadott ovalis sejt marker. A kiilonb6zo kisérleti
modellekben leirt aktivalddott dssejtek AFP-t termelnek (Smith €s mtsai 1996, Evarts €s
mtsai 1989, Bisgaard és mtsai 1994). Az AFP mRNS-e az AAF/PHx kisérleti
rendszerben nagyon koran, mar néhany AAF kezelést kdvetden kimutathaté az
aktivalodott kis epeutakban, az ép majszdvetben azonban nem detektalhatd, tehat nem
alkalmas a Hering csatornak azonositasara (Bisgaard és mtsai 1996, Knight és mtsai
2000, Paku és mtsai 2004).

A masik, ovalis sejteken azonositott fehérje a ,,delta—like protein” (DLK)
(Tanimizu és mtsai 2004, Jensen és mtsai 2004). A DLK a Notch receptorok ligandjaul
szolgélo, delta fehérjékhez hasonld szerkezetli I-es tipust transzmembran molekula,
mely szamos szovetben expresszalodik, emellett mas szervek progenitor sejtjeinek
szabalyozasaban is részt vesz (pl. adipogenezis, hemopoezis, mellékvesekéreg zonalis
¢és mtsai 1998).

Az ovalis sejtek medialta regeneraciéo soran a DLK, az AFP-hez hasonldan,
heterogén megoszlast mutat az ovalis sejtekben. A két fehérje megoszlasaban tovabbi
hasonlatossag, hogy gyakrabban vannak jelen a portalis teriiletekt6l tavolabbi, periférias
ovalis sejtekben. A DLK fehérje azonban szintén nem mutathat6 ki az ép majszovetben,
tehat alkalmatlan a Hering csatorndk azonositdsidra (Tanimizu és mtsai 2003, 2004,

Jensen ¢és mtsai 2004).
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11.2.2. Intrahepatikus progenitor sejtek eléfordulasa human majakban

Az ovalis sejteket mar részletesen jellemezték ragcsalok majaban, amikor az
ezeknek megfeleld sejtek immunfenotipusa az emberi majban még teljesen ismeretlen
volt.

A duktularis reakciot human majakban Popper irta le el6szor 1957-ben (Popper
1957). Aztan Poulsen és Christoffersen 1969-ben, virus hepatitiszben (Poulsen és
Christoffersen 1969), kiilonds, a normalis epeut-hamsejtektdl némileg eltérd szerkezetli
epitelidlis sejtek periportalis proliferaciojat figyelte meg. Késobb szdmos
majelvaltozasban figyeltek meg hasonld szoveti reakciot: az extrahepatikus epevezeték
akut vagy kronikus elzarddasa, primer bilidris cirrdzis, kolesztazis, alkoholos
majbetegség, majnekrozis utani regeneracid, o-l-antitripszin hiany és Wilson-kor stb.
»epeut proliferdcioval”, duktuldris képletek megjelenésével jar, amit konszenzus
alapjan, Gjabban egységesen duktuldris reakcionak neveznek az emberi majszdvetben.

A duktuléris reakciot alkotd, epeduktulusokhoz hasonlé fenotipusu, de nem
feltétleniil duktulus eredeti elvaltozasok igen szines, heterogén csoportot alkotnak,
osztalyozasuk, osztdlyozhatésaguk napjainkban is megoldatlan (Turanyi és mtsai 2010,
Nagy és Schaff 2004, Sell 1998, Roskams és mtsai 2004).

Az ovalis sejtes proliferacioval teljesen megegyezd szoveti reakciot emberi
majban még nem sikerilt megfigyelni, éppen ezért az ,,ovalis sejt” vagy ,ovalis
sejtekhez hasonlo” kifejezés hasznalata humén m4dj esetében keriilendd, helyette az
intermedier hepatobiliaris sejt elnevezés ajanlott (Roskams és mtsai 2004). Azonban
szamos megfigyelés tamasztja ald, hogy példaul az tgynevezett atipusos duktularis
reakcié sejtjei, ha morfologiailag eltéréek is az ovalis sejtektdl, biologiailag azokkal
ekvivalensnek tekintheté (Sell 1998, Roskams és mtsai 2003, Kiss és mtsai 2001,
Roskams és Desmet 1998). Az atipusos duktularis reakcid szamos méajbetegségben
megfigyelhetd, legjellemzobb formdja a majnekrozist kdvetd regeneracid soran fordul
eld. Ez a tipusu duktuldris reakcio periportalisan elhelyezkedd, jol koriilhatarolhato,
szlk lumenli csovecskékbdl all. A duktusokban olykor eléfordulnak hepatocitdkra
emlékeztetd sejtek is, melyek mikdzben bizonyos majsejtekre jellemzdé markereket

kezdenek expresszalni, fokozatosan elveszitik az epeGt hamsejtekre jellemzo
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tulajdonsagaikat, a differenciacid koztes fazisat képviselve (Haque és mtsai 1996, Fiel
¢s mtsai 1997). A duktusok kapcsolata Hering csatorndkkal gyakran megfigyelhetd,
(Roskams és mtsai 2004, Falkowski és mtsai 2003) ami arra enged kovetkeztetni, hogy
a Hering csatornakat felépit6 sejtek human majakban is képesek Ossejtként viselkedni és
bizonyos koriilmények kozott potolni az elpusztult méjparenchimat.

A ragcsalok ovalis sejtjeihez hasonléan az intermedier hepatobiliaris sejtek is
expresszalnak majsejtekre, epeit hamsejtekre, neuroendokrin sejtekre és hemopoetikus
Ossejtekre jellemzO markereket, de azoktol eltéréen nem termelnek AFP-t (Roskams és
mtsai 2003, 2004) és DIk-1 sem mutathaté ki benniik (Jensen és mtsai 2004). A
duktularis reakciok regenerativ értékérdl kevés informacidval rendelkeziink. Jelezve a
majfunkciok helyreéllitasahoz sziikséges regeneracios folyamatok elégtelenségét, ez a
tipust szoveti reakcid legtobbszor boncoldskor vagy transzplanticid soran eltavolitott
majakban figyelhetd meg. Eppen ezért az dssejtek kozvetitésével zajlo regeneracio
hatékonysagardl és a majmuikodés helyreallasarol kevés kozlemény szamol be, de
néhéany jol dokumentalt esetben egyértelmilen megfigyelhetd volt a méj regeneracidja a
duktuléris reakcid segitségével, azaz, a hepatikus progenitor sejtekbdl (Fujita és mtsai
2000). Erdemes tehat ezzel a rendszerrel foglalkozni, mert hatékonysagénak

fokozésaval klinikailag is hasznosithato eredményekhez lehet esetleg jutni.
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11.2.3. Thy-1, mint ovalis sejt marker

A transzdifferenciacié tanulmanyozasa soran a kiilonb6zo csontveldi
Ossejtmarkerek  jelenlétét fokozott érdeklodéssel vizsgaltdk az  Ossejtmedidlt
majregeneracié kapcsan megjelend ovalis sejtek felszinén. Ezek egyike a Thy-1
(Thymus cell antigen-1 vagy CD 90), mely 110 aminosavbdl allo, a sejt felszinén
talalhato glikoprotein, a sejtmembranhoz foszfatidilinozitol altal kotédik. Pontos
funkcidja nem ismert, szerepet tulajdonitanak neki tobbek kozott a szignal
transzdukcioban, sejtadhézidban, sejtproliferacioban ¢és a T sejt aktivacidban,
befolyasolja a sebgyodgyulést és a fibrozist is.

Expresszidjat szamos sejttipuson leirtdk. Az irodalomban szamos cikket lehet
talalni Thy-1 pozitiv endotél sejtekrdl, de leirtak mar Thy-1 pozitiv fibroblasztokat és
dendritikus sejteket is. Ligandjat a legtobb sejttipus esetében még nem ismerik, az
endotél sejteken a Thy-1 receptor ligandja a melanoma sejtek avp3 integrinje, illetve a
leukocitakon jelen levé aXp2 és aMp2 integrin (Rege és Haghood 2006). Szolubilis
formaban vald eléforduldsa a szérumban, illetve az iziileti folyadékban jol ismert,
azonban a ,,vedlési” (shedding) folyamatar6l nem sokat tudunk (Bradley és mtsai 2009).
Szerepet van a neuronok érésében, ezen kiviil a Thy-1 széles korben hasznalt
mezenchimalis (Timper és mtsai 2006, Boiret és mtsai 2003) és nem utolsd sorban
hemopoetikus dssejt marker is.

Petersen ¢és munkatarsai 1998-ban irtak le, hogy a hemopoetikus sejteken
jelenlevd Thy-1 antigén kimutathaté az ovalis sejteken is, ezzel is alatdmasztva a
majossejtek csontveldi eredetét. Kisérleteikben az ép patkdnymdj Thy-1 negativnak
bizonyult, az ovalis sejtek azonban Thy-1 és CK19 pozitivak voltak (Petersen és mtsai
1998). A vizsgalt ép patkanymaj epett-hamsejtjei nem jelolodtek a Thy-1 ellen termelt
antitestekkel, rdadasul az Osszes eddig leirt ,,ovalis sejt markerrel” szemben a Thy-1
sejtfelszini antigén, ezért immunsavoval torténd jelolés utan lehetdség nyilik az
expresszaldo sejtek dramldsi citometrids moddszerrel torténd izoldldsara. Ezen
tulajdonsagok miatt a Thy-1 rovid id6 alatt nagyon népszerli és széleskoriien
alkalmazott ovalis sejt markerré valt. (Petersen és mtsai 1999, Oh és mtsai 2007).

Tobbek kozott leirtak majbol izolalt Thy-1 pozitiv sejtek hepatocita iranyu
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differencidlodésat, tovabba human és patkany fetdlis majban is kimutathato volt az
antigén (Fiegel és mtsai 2003).

Késébb azonban megjelentek olyan kozlemények is, melyek ellentmondasban
voltak a fentebb vazolt eredményekkel.
Hoppo ¢és munkacsoportja leirja, hogy in vitro, a progenitor sejtek érését egérmajbol
izolalt Thy-1 pozitiv mezenchimalis sejtek segitik. Kisérleteikben a Thy-1 pozitiv sejtek
dezmint, vimentint és alfa simaizom aktint is expresszaltak (Hoppo €és mtsai 2004).
Kamo ¢és munkatarsai szintén Thy-1 pozitiv mezenchimalis sejtekrdl szdmolnak be és a
progenitor sejtek érésében betdltott szerepiiket vizsgaltdk (Kamo és mtsai 2007).
Masson és munkatarsai 2006-ban Thy-1-et és CD45-6t expresszald sejteket izolaltak
fetalis majbol (Masson és mtsai 2006), ez pedig megkérddjelezi a Thy-1 pozitiv sejtek
epitelialis természetét.

Az ellentmondd eredmények az ovalis sejtek Thy-1 pozitivitdsardl tovabbi
vizsgalatokat tesznek sziikségessé a Thy-1 pozitiv sejtek pontosabb azonositasa

érdekében.
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III. CELKITUZESEK

A Hering csatorndk azonositasat megkdnnyitd, jellegzetes immunfenotipust sem

patkany, sem human méjban nem ismeriink, igy célul tiztik ki:

I. A m4j sajat Ossejtkompartmentjének legvaldszintibb forrasaul (,,stem cell niche”)

szolgélo Hering csatornék jellemzését ép human és patkany méjban
I.1.A Hering csatorndk mikroanatdmidja, megoszlasa a majszovetben;

1.2. A Hering csatornak immunfenotipusanak jellemzése;

Il. A Thy-1 antigén expresszidjanak vizsgalata nagy feloldoképességli morfologiai

modszerekkel majszovetben, a Thy-1 pozitiv sejtek pontos azonositasa:

I1.1 A Thy-1 expresszi6 vizsgalata ép human és patkany majban;

[1.2 A Thy-1 expresszio vizsgalata a regeneracio soran;

I1.2a. A Thy-1 expresszid vizsgalata ovalis sejtek részvételével zajld regeneracid soran

patkanymajban;

[1.2b. A Thy-1 expresszio6 vizsgalata regeneralodé human majban;
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Allatkisérletek

A Kkisérletekhez standard koriilmények kozott tartott F-344 torzsbol szarmazo
him patkanyokat hasznaltunk, melyek sulya a kisérlet kezdetekor 160 és 180 g kozott
volt. Az allatok a kisérlet soran sziikségletilknek megfelelden fogyasztottak ragcsalod
tapot (Charles River) és csapvizet. A sotét-vilagos ciklusok 12 éranként valtakoztak. A
tenyésztés €s a kisérletek sordn a Semmelweis Egyetem kisérleti allatok gondozasara

kidolgozott ajanlasait kovettiik.

IV.1.1. Allatkisérleti modellek — az AAF/PHx modell

Az allatokat négy egymast kovetd napon, gyomorszondan at 5 mg/kg doézisu 1
%-0s metil-cellulézban oldott 2-acetaminofluorénnel (AAF) kezeltik. Az 6todik napon
hagyomanyos 70 %-os parcidlis hepatektomiat hajtottunk végre (Higgins és Anderson
1931), amelyet tovabbi négy, naponkénti AAF kezelés kovetett. A parcidlis
hepatektomia utdn kiilonb6z6 idOpontokban ledlt (idOpontonként és kisérletenként
legalabb 3-3 4llat) allatok mdajat eltavolitas utan folyékony nitrogénen lehiitott

izopentanban fagyasztottuk, majd a mintékat felhasznalasig -70 °C taroltuk.

IV.1.2. Az 0szt6do sejtek jelolése BrdU (brémdeoxiuridin)-val

Az éllatokat BrdU (100 mg/kg, fiziologids sooldatban) intraperitonedlis adéasa
utan 1 oraval oltiik le. Ez 1d6 alatt a timidin-analog beépiilt az éppen S-fazisban 1évo
sejtek  Ujonnan szintetizdlod6 DNS-ébe. Anti-BrdU ellenanyaggal elvégzett
immunhisztokémiai reakcioval lathatdva tettiik az S fazisban levo sejteket.

Proliferaciés index szamitasa: pancitokeratin, BrdU és DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindol) festett sorozatmetszeteken azonositottuk a portalis tereket. A CK7

negativ ¢s CK7 pozitiv epeutak proliferacios indexét 2AAF kezelés utan hatdroztuk meg
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a kovetkezOképpen: 4 kiilonbozo allat majabol szarmazd sorozatmetszeteken 217-555
CK7 negativ és 170-396 CK7 pozitiv sejtet szamoltunk meg. A proliferacios indexet az

Osszsejtszam ¢és BrdU jelzett sejtek aranyabol hataroztuk meg.

IV.2. Human mintak

A feln6tt huméan majmintak balesetben elhunyt személyekbdl szarmaztak, a SE
Igazsagiigyi Orvostani Intézetébdl. A betegek fellelheté anamnézisében majbetegségre
utalo adat nem volt. A majakon végzett részletes szovettani vizsgalattal (PAS-, diasztaz
PAS-, pikrosziriusz-, berlini-kék-, orcein festések) koros szovettani elvaltozas,
kotdszovetszaporulat nem volt megfigyelheto.

A kora/ujsziilott majmintak a SE, 1. sz. Sziilészeti ¢s Nogyogyaszati Klinikajan sziiletett
¢s meghalt 0jsziilottekbdl szarmaztak.

Csak olyan elhunytak méjmintait hasznaltuk fel, akikben fejlédési rendellenesség
klinikai illetve patologiai vizsgalattal nem volt kimutathato.

Valamennyi felhasznalt minta (2.tablazat) esetében a boncolasra a halaltdl szamitott 24

oran belil kertilt sor.

2.Tablazat A vizsgalatainkhoz hasznalt ép human majmintak adatai

Kor Nem Esetszam
23. geszt.hét | Férfi/NG 3/4

39. geszt.hét | Férfi 1

3év Férfi/No 2/1

13év N6 1

20év Férfi 1

26év Férfi 1

A duktuléris proliferaciét tartalmazé méjmintak (3 éves kislany, 55 éves nd)
fulmindns majelégtelenség miatt majtranszplantacion atesett betegek eltavolitott
majabol szdrmaztak.

A mintdkat folyékony nitrogénen Ilehiitott izopentanban fagyasztottuk le, ¢és
felhasznalasig -70°C-on taroltuk.
A human mintdkon végzett kisérleteket a Semmelweis Egyetem Tudomanyos és

Kutatasetikai Bizottsaga 141/2005 szdmu hatarozataban engedélyezte.
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IV.3. Morfologiai vizsgalatok

IV.3.1. Immunhisztokémia

A 10-20 pm vastag fagyasztott metszeteket -20°C-os metanolban fixaltuk (10
perc), majd PBS-el (Phosphate Buffered Saline) torténé mosas (3x10 perc) utan 1 6ran
at, szobahdmérsékleten inkubaltuk oket a kiilonbozo elsddleges ellenanyagok megfeleld

higitasaival (3.tablazat).

3.Tablazat Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz hasznalt elsddleges ellenanyagok

Ellenanyag Faj Gyarto Katalégusszam Higitas
Brdu Egér monoklonalis | BD Pharmingen 347580 1:50
CD133 Egér monoklonalis | Miltenyi Biotec 120-000-967 1:50
CD45 Egér monoklonalis | BD Pharmingen 550566 1:100
CD56 Egér monoklonalis | BD Pharmingen 559043 1:50
Citokrém P450 Nyl poliklonalis MBL BV-3084-3 1:100
CK (pan)-FITC Egér monoklonalis | Dako F0859 1:20
CK19 Egér monoklonalis | Novocastra NCL-CK19 1:50
CK19 Egér monoklonalis | BioGenex MU246-UC 1:50
CK7 Egér monoklonalis | Biogenex MU 255-UC 1:50
CK7-FITC Egér monoklonalis | Dako F7232 1:50
Dezmin Nyul poliklonalis Neomarkers RB-9014 1:100
EMA Egér monoklonalis | Novocastra EMA-L-CE 1:50
GFAP Egér monoklonalis | BD Pharmingen 556330 1:100
Kollagen | Nyul poliklonalis Calbiochem 234167 1:50
Laminin Nyul poliklonalis Dako Z0097 1:200
Lyve-1 Nyul poliklonalis Reliatech 102-PAQ5 1:100
NG -2 Egér monoklonalis | R&D MAB2585 1:20
OV-6 Egér monoklonalis | R&D Systems MAB 2020 1:100
Simaizom aktin Egér monoklonalis | Dako M0851 1:100
Thy-1 Egér monoklonalis | BD Pharmingen 554895; 550402 1:100
Thy-1FITC Egér monoklonalis | BD Pharmingen 554897; 555595 1:50
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Ujabb mosas (PBS; 3x10 perc) utdn szobahémérsékleten torténd inkubalas (30
perc) kovetkezett a megfeleld fluorokrémmal konjugélt masodlagos antitestek (4.
tablazat; 5. tablazat) PBS-ben higitott oldataval.

Magfestéshez a metszeteket tovabbi mosasok utan TOTO®-3 (PBS-ben higitva,
1:500, Invitrogen; T3604) illetve DAPI (PBS-ben higitva, 1:50, Sigma Aldrich; 32670)
oldataval inkubaltuk szobahdmérsékleten 10 percig.

A kiilonb6zé monoklonalis  citokeratinok  Osszehasonlitdé — vizsgélatat
sorozatmetszeteken végeztik el, a BioVis3D nevli program segitségével a
sorazatmetszetekbdl 3 dimenzios képeket is készitettiink.

FITC (fluoreszcein izotiocianat) konjugalt pancitokeratin- és Thy-1 ellenanyag
alkalmazaséaval lehetdségilink volt két monoklondlis ellenanyag ugyanazon metszeten
torténd egyiittes vizsgalatara is. Az egyik monoklonalis ellenanyaggal elvégzett indirekt
immunhisztokémiai reakcid utdn a primér monoklondlis ellenanyag masodszori
alkalmazasaval blokkoltuk a fluoreszcens szekundért, ezek utan alkalmaztuk a

fluorokrommal konjugalt monoklonalis ellenanyagot.

4.Tablazat Az immunhisztokémiai reakcidOkhoz hasznalt szekundér
ellenanyagok

Ellenanyag Faj Gyarto Katalégusszam | Higitas
FITC konjugalt Szamar poliklonalis Jackson Immunoresearch | 715-095-150 1:200
711-095-152 '
L . . o 715-025-150 )
TRITC konjugalt | Szamar poliklonalis Jackson Immunoresearch 711-025-152 1:200
Cy5 konjugalt Szamar poliklonalis Jackson Immunoresearch | 711-175-152 1:200

5.Tablazat Az immunhisztokémiai reakcidokhoz hasznalt fluorokromok
tulajdonsagai

Fluorokrom | Excitacios max Detektalo sziirok
FITC 494 522/32
TRITC 554 580/32
Cy5 650 680/32
TOTO®-3 642 680/32
DAPI 359 455/30

A BrdU-festéshez a metszeteket fixalas és mosas utan 2N sosavval inkubaltuk
10 percen at, szobahémérsékleten (DNS denaturalas). PBS-ben torténd mosast kovetden

az immunreakcidt a fentiek szerint végeztiik el.
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A metszeteket Bio-Rad MRC1024 konfokalis mikroszkoppal (Bio-Rad,
Richmond CA) vizsgaltuk.
IV.3.1.1. Kolokalizacios vizsgalatok

A kolokalizacios vizsgalatokat a NIH Image J nevii programjaval végeztiik el. A
piros ¢és zold szineket kiilon felvéve, a program lehetdséget nyujt ezek teriiletének
meghatarozasara a kolokalizacios plugin pedig fehér szinnel jeloli azon pixeleket,
amelyek elemzéskor a két képbdl a program altal osszeillesztett harmadik képen fedik
egymast. Ismerve a piros (P%) és zold (Z%) szinek altal elfoglalt Osszteriiletet (ezt
100%nak tekintve) valamint a kolokalizaldo pixelek mennyiségét (KP%) konnyen

meghatarozhat6 a kolokalizacios index (KI).

KI= KP% x 100/(P%+Z%)-KP%

I1V.3.2 Elektronmikroszképos vizsgalatok

A kisérleti allatokat az érrendszer PBS-sel torténd atmosasa utan,
transzkardialisan 4% paraformaldehidet (PFA) és 1% glutaraldehidet tartalmaz6é PBS
oldattal perfundaltuk. A m4j eltavolitdsa utan 1-2 mm vastagsagi szeleteket készitettiink
¢és ezeket még 2-3 orat a perfundald oldatban fixaltuk majd 1 éjszakan at PBS oldatban
hagytuk. A ma4jszeleteket 1% ozmium-tetroxid oldattal utofixaltuk, majd a
szovetmintakat felszallo acetonsoron dehidraltuk. A SPURR miigyantaba (Sigma-
Aldrich, SPRLV) val6 beagyazas el6tt a szovetdarabokat még egy oran at inkubaltuk
aceton €s miigyanta keverékében. A félvékony metszeteket 1% toluidin kékkel festettiik
meg. Az ultravékony metszeteket RMC MT-7 ultramikrotommal készitettiik, majd

transzmisszios elektronmikroszkdp (Philips CM10) segitségével vizsgaltuk.

IV.3.2.1. Immunelektronmikroszkopia

A kisérleti allatokat a keringés PBS — el torténd dtmosésa utan, transzkardialisan
4%-0s PFA oldattal perfundaltuk. A ma4j eltavolitasa utan 2-3 ora fixalas kovetkezett
szintén 4 %-os PFA oldatban, majd a mdjdarabkdkat 1 éjszakan at PBS oldatban

hagytuk. Ezutan a mintdkat éjszakdn at tartd 15% illetve 30% szachar6z oldatban
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inkubaltuk. A mintakat a folosleges szachardz oldat letorlése utan folyékony nitrogénen
lehiitott izopentdnban fagyasztottuk le, és felhasznalasig -70°C —on téaroltuk.

Az 1% kollodionnal (TAAB Laboratory Equipments Ltd, C171) bevont targylemezekre
felvett 30 pm vastag fagyasztott metszeteket PBS-sel torténé mosas és 3%-0s tejporos
blokkolas utdn 2-4 o6rat inkubaltuk a megfeleld elsddleges antitest (Thy-1; BD
Pharmingen 554895) oldataban. Az inkubaciét kovetden a metszeteket 1:1000 higitasu,
specifikus peroxiddz-kapcsolt masodlagos antiszérummal (Jackson Immunoresearch
715-035-150) inkubaltuk (1 ora, szobahémérséklet). Ezt kdvetden az antitest reakciot
peroxidaz enzim reakcidval tettiik lathatova DAB tartalmu (Vector Laboratories SK-
4100) hivo oldat hasznalataval, ami barna szinli csapadékot eredményezett.

Az immunreakciot kovetéen a metszeteket ozmifikaltuk (2% ozmium-tetroxid oldat
PBS-ben, 1 6ra szobahOmérsékleten), majd felszallo alkoholsorban dehidraltuk ¢és
SPURR miigyantaba (Sigma, SPRLV) agyaztuk. A félvékony metszeteket 1% toluidin
kék oldattal festettilk meg. Az ultravékony metszeteket (RMC MT-7) transzmisszios

elektronmikroszkop (Philips CM10) segitségével vizsgaltuk.

IV.4. Génexpresszios vizsgalatok

IV 4. 1. Lézer mikrodisszekcio, RNS izolalas

A ribonukledzmentes targylemezre felvett, 10 pm vastag fagyasztott metszeteket
acetonban fixaltuk (-20°C, 2 perc), szobahOmérsékleten megszaritottuk, majd
ribonukledzmentes  hematoxilinnel =~ megfestettik. =~PALM  MicroBeam  lézer
mikrodisszektor segitségével 500-1000 sejtet gyljtottiink Ossze lizis pufferben. A
vizsgélatainkhoz hasznéalt minden majmintabol a totdl RNS izolalasat a gyartd
eldirasainak megfeleléen RNAqueous Micro Kittel (Ambion, AM 1931) végeztiik el.
Az RNS mintakat felhasznalasig -70 °C-on téaroltuk.

IV.4. 2. Reverz transzkripcio

A cDNS szintéziséhez a cDNA High Capacity Archive kitet (Applied Biosystems,
4368813) hasznaltuk a gyartd ajanlasa szerint. 1 pg RNS (1ézer mikrodisszekcioval
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nyert mintak esetén a teljes kiizolalt RNS mennyiség) kvantitativ konverziojat hajtottuk
végre 100 pl végtérfogatban (6. tablazat). A reakcio a PE 2400 Gene Amp PCR
késziilékben zajlott — 10 perces 25 °C-on torténd inkubaciot kovetéen — 120 percen

keresztiil, 37 °C-on. A cDNS mintakat tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

6.Tablazat A reverz transzkripcid reakcioelegy 0sszetétele

Komponens Bemérés
Random hexamer 10 pl

RNS templat 1000 ng
dNTP mix (100 mM) 4 ul

RT Puffer (10x) 10 pl
Reverz transzkriptaz( 50U/ ul) Sul
RN-4z mentes H,O 100 pl-ig

IV.4. 3. Valos ideji kvantitativ PCR

A tanulmanyozott markerek szoveti expresszidjat a vizsgadlni kivant sejtek
(ovalis sejtek alkotta csovek) mikrodisszekcidjat, RNS-izolalast és reverz transzkripciot
kovetden valos idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR) technikéval hataroztuk meg. A QRT-
PCR segitségével a polimeraz lancreakcido minden egyes ciklusdban meghatarozzuk az
addig keletkezett termék mennyiségét. Az Applied Biosystems TagMan Gene
Expression Assay'™ rendszerét hasznaltuk. A kiértékeléshez sziikség van egy belsd
standard génre, amihez a vizsgalt markereink expresszidjanak valtozasait viszonyitjuk.
Mi a GAPDH (Applied Biosystems 4352338E) haztartasi gént valasztottuk
referenciaként.

A TagMan® detektalas soran a forward és a reverse primer mellett egy harmadik
oligonukleotid, egy préba is taldlhaté a reakciodelegyben. Ennek szekvencidjat tgy
tervezik meg, hogy a PCR anellacios 1€pése soran a két primer k6z¢é tudjon kotdédni. A
proba 5’ végéhez egy fluoreszcens festékkel jelolt riporter molekula kapcsolodik, 3’
végéhez pedig egy un. quencher (kioltd) molekula. Az intakt proban a quencher
molekula fizikai kozelsége miatt kioltja a riporter festék fluoreszcenciajat. A polimeraz
lancreakcid sordn a polimerdz enzim az elongacid szakaszaban az 5° exonukledz

aktivitasanak koszonhet6en lebontja a DNS-szalon elé keriild probat. A quencher
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molekula igy eltavolodik a riporter molekulatol, aminek fluoreszcenciaja felszabadul a
gatlas aldl, detektalhatd lesz. Az egyes ciklusokban mért fluoreszcencia értéke aranyos a
keletkezett termék mennyiségével. Megrajzolhatd a reakcio kinetikai gorbéje, igy
meghatarozhatjuk a vizsgalt termék kiinduldsi mennyiségét.

A gorbék analizisénél el6szor meghataroztunk egy, a reakciok exponencialis
fazisaba esO fluoreszcencia kiiszobértéket. A program ezutan automatikusan tablazatba
foglalja azokat a ciklusszamokat, melyekben az adott reakciod eléri a kiiszobértéket. Ezeket a
ciklusszam értékeket nevezziik Cr értéknek. A kiilonb6z6 probakat ugyanahhoz a bels6
standardhoz (GAPDH) viszonyitva, ACt mddszerrel hatdroztuk meg a génexpresszids
szinteket.

Az éltalunk hasznalt TagMan Gene Expression Assay'" segitségével, az AFP
(Rn00560661_m1), az SMA (Rn01759928 gl) és a Thy-1 (Rn00562048_m1)
génexpressziojat vizsgaltuk. A reakcidelegy Osszetételét a 7. tablazat, a polimeraz

lancreakcio homérsékleti profiljat pedig a 8. tablazat mutatja.

7.Tablazat A valos idejii kvantitativ PCR reakcioelegy Osszetétele

Komponens Bemérés

TagMan® Master Mix (2x) | 10 ul

Assay (primer és proba; 20x) | 1 ul
c¢DNS templat 70 ng

Desztillalt viz 20 ul-ig

8.Tablazat A valos idejli kvantitativ PCR hdmérsékleti profilja

Lépés Hémérséklet Idé
Aktivéacio 50°C 2 perc
Kezdeti denaturacio 95 °C 10 perc
Denaturacid 95 °C 15 mperc )
Anellacié-Extenzid 60 °C 1 perc } 50 ciklus

IV.5. Statisztikai analizis

A kisérleti adatok elemzése kétmintas t-probaval tortént.

Szignifikancia szint: eredményeinket p<0,05 értékek esetén tartottuk szignifikdnsnak.
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V. EREDMENYEK

V.1. Az epeutak elrendezodése és immunfenotipusa ép
patkany és human majakban

V.1.1. Az epeutak elrendezdodése és citokeratin immunfenotipusa
patkanymajban
V.1.1.1. Az epeutak elrendezdodése és citokeratin immunfenotipusa ép felnott
patkany majaban

A citokeratinok (CK) az intermedier filamentumok legnépesebb csaladjat
alkotjak, dontéen hamsejtekben fejezddnek ki. A kiilonb6zé hadmsejttipusok nagyon
jellegzetes citokeratin profillal rendelkeznek, ami a sejtek fenotipusanak igen stabil
jellemzdje, tobbnyire még malignus transzformacié sordan sem valtozik meg. Ezért az
eltérd citokeratinokat expresszald sejtek megbizhatéan elkiilonithetéek egymastol a
rajuk jellegzetes citokeratin mintdzat immunhisztokémiai kimutatdsaval. Mig a
hepatocitak CK8/18-at expresszalnak, addig az epeutakban a CK8/18 mellett CK7/19 is
jelen van (Moll és mtsai, 1982). Az tigynevezett pancitokeratin (panCK) ellenanyag
(MNF116) a CK5/6/8/17 és a CK19-et egyarant felismeri. A kereskedelmi forgalomban
levd citokeratin ellenanyagok tobbsége monoklonalis, ezért 0Osszehasonlitd

immunhisztokémiai vizsgéalatuk csak sorozatmetszeteken lehetséges.

6. Abra Az abran ép patkanymajbdl szarmazé metszeten egy portalis tér lathatd; Az A (az A és A’
abran pancitokeratin (zéld) CK7 (piros) és laminin (kék)) és B abra (CK19 (z6ld) és laminin (piros))
egymast kovet6 metszeteken késziltek. Mig a pancitokeratin és a CK19 a portalis térben talalhatd 6sszes
epeutban pozitiv, addig a CK7 csupan a nagyobb epeutakban expresszalddik, a kis epeutak CK7
negativak. Az ,U” alaku bazalis membrannal rendelkez6 Hering csatornak (nyilak) szintén CK19+/CK7-
nak bizonyultak. Egység: 50um
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Kisérleteinkben a fentebb részletezett -citokeratin antitesteket altalaban
kombinaltuk laminin immunfestéssel, ami a bazalis membranok feltiintetésével segitette
a majszovetben val6 tajékozodast.

Ep patkanymajbol készitett fagyasztott metszeten a laminin pozitiv bazalis membrannal
hatarolt interlobuldris epeutak erds citoplazmatikus pozitivitdst mutattak mind a
pancitokeratin (6.4bra A), mind pedig a CK7 (6.4bra A’) és CK19 (6.4bra B) festéssel.
Részletesen elemezve az immunhisztokémiai reakciokat, a portalis mezok szélén olyan
kis epeutak voltak megfigyelhetdek, melyek bar festodtek CK19 antitesttel (6.abra B),
de CK7 (6.abra A’) expresszid nem volt benniik kimutathatd. Ezek kortil a kis epeutak
koriil is mindig megfigyelhetd volt bazalis membran, ami a Hering csatornakra
jellemzd, parenchima felé nyitott, ,,U” alaka (6.4bra A’) elrendezddést mutatott. Ez a
kiilonleges CK19+/CK7— citokeratin mintdzat tehat lehetévé teszi a Hering
csatorndknak a nagy epeutaktol valo elkiilonitését ép majszovetben.

Részletesen elemezve, sorozatmetszeteken végigkdvetve a CK7 negativ epeutak

lefutasat, 3 f6 duktulus-tipust sikertilt elkiiloniteni (7.4bra):

A. Egyszerl, elagazds nélkiili duktulus - egyetlen ponton kapcsolédik a
majlebenyke szélén, a lebenyke feliiletével parhuzamos, egy sorban
elhelyezked6 majsejtsorhoz, a hatarolo lemezkéhez (7.abra A és B);

B. Két vagy tobb elagazast tartalmazd duktulus, az elagazasok kiilon-kiilon
kapcsolodnak a hatarold lemezke méjsejtjeihez (7.4bra C és D);

C. A duktulus a hatarolé lemezke 2-4 majsejtj¢hez is kapcsolodik (7.abra E);

A héarom duktulus tipus el6fordulési ardnya a vizsgalt metszeteken nagyjabol azonos
volt , az epeduktulusok nem 1épték 4t a hatarol6 lemezke hepatocitasorat, a majlebenyke
belsejében nem talaltunk sem CK7, sem CKI19 pozitiv epeutakat. A kapcsolodasi
pontok kozotti duktulus-szakaszokat mindvégig laminin pozitiv bazéalis membran
hatarolta.

A CK19+/CK7- duktulusok CKI19+/CK7+ duktusba vezetnek, ilyenkor éles
immunfenotipus valtas figyelheté meg, az atmenet nem fokozatosan torténik (7.abra B;

8.4bra; 9.4bra).
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7. Abra A kiilénb6zd duktulusok és ezek kapcsolédasi tipusainak bemutatasa

A-B képeken pancitokeratin (z6ld) CK7 (piros) és laminin (kék) harmas immunhisztokémia

A. 0,4 um-ként 37 optikai szeletbdl készilt kép rovid epeduktulust (A tipusu duktulus) abrazol egyetlen
csatlakozasi ponttal (kis nyil) a hatarol6 lemezkéhez. B. Egyetlen optikai metszet képe, CK7 (piros) és
laminin (kék) festéssel. Jol lathatd, hogy a duktulus CK7 negativ (kis nyil), de a parenchimaval ellentétes
végén egy CK7 pozitiv duktusba (nagy nyil) vezet.

C-D. Pancitokeratin (z6ld) immunhisztokémiai reakcidja optikai (0,4 pm-ként 40 darab) szeletek
sorozatabdl Osszeillesztett képeken. C. Elagazé epeduktulus (B tipusu) képe figyelhetd meg, az egyes
elagazasokat nagy nyilhegyek jeldlik. JoI lathatéak az epekanalikulusok (kis nyilhegyek), amelyek a Hering
csatornaba (nyilak) vezetnek. D. A hatarold lemezke mentén elhelyezkedé C tipusu duktulus (kis
nyilhegyek) harom kilénb6z6 csatlakozasi ponttal rendelkezik (nagy nyilhegyek).

E. Pancitokeratin (z6ld) pozitiv C tipusu duktulus a hatarolé lemezkéhez harom kildnb6zé kapcsolodasi
ponton (nyil) csatlakozik. A kapcsolddasi pontok kézotti duktulus szakasz (nyilhegyek) mindkét oldalan
laminin pozitiv (kék) bazalis membran altal hatarolt. A kapcsoldédasi pontokon a duktulusnak csak a
portalis kotészovet felé néz6 oldala hatarolt bazalis membran altal.

Egység: 20um

F. A CK7 negativ duktulusok kapcsolodasi tipusainak sémas abrazolasa. Bal oldalon az A tipusu duktulus
lathatd egyetlen kapcsolddasi ponttal, kozépen egy elagazé B tipusu duktulus két csatlakozasi ponttal,
jobb oldalon pedig a C tipusu duktulus lathatd szelvényes csatlakozasi pontokkal.
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8.Abra Az abran szerepld 15 pm vastagsagu sorozatmetszeteken CK7 negativ duktulust (nyilak)
kovethetiink végig, valamint ennek CK7 pozitiv duktusba vald vezetését is lathatjuk. Az 1-8 metszeteken a
pancitokeratin (CK5/6/8/17/19; z6ld szin) illetve laminin (kék) festés-, a 1’-8" metszeteken a CK7 (piros) és
laminin (kék) immunhisztokémiai reakciét lathatjuk. A duktulus teljes lefutasa soran a periportalis térben
talalhatd, a hatarolo lemezkét nem |épi at. Kezdetben (1-2 kép) részlegesen hatarolt laminin pozitiv bazalis
membran altal (Hering csatorna), a tovabbi képeken egy ugyancsak CK7 negativ duktulusba (2 kép) vezet,
majd medfigyelhetjik ezek elagazddasat a portalis véna aga mellett (4-6 képek). A 7-es képen jdl lathato,
hogy a portalis véna aga alatt a duktulusok egyesiilnek, majd a tovabbiakban lefutdsukat megvaltoztatva
egy CK7 pozitiv duktusba vezetnek. PV-portalis véna, a méjartéria agat csillag jeldli. Egység: 100 um

9.Abra A 8.abran latott sorozatmetszetek 3D képe. A portdlis vénaag kék, a CK7— duktulus sarga, a
CK7+ epeduktus narancs, a majartéria aga piros szinnel jelzett.
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V.1.1.2 Az epeutak citokeratin immunfenotipusa kiilonb6z6 koru patkanyok ép
majaban

Ujsziilott patkany majaban a laminin pozitiv bazalis membran altal hatarolt
epeutak a portalis tér sz¢€lén taladlhatoak, és CK19/7 kettds pozitivitdst mutatnak, CK7
negativ epeutakat nem sikeriilt kimutatnunk (10.4bra A és B).
Az intrahepatikus epeutak fejlodése és elongacidja sziiletés utan is folytatddik, ennek a
folyamatnak részeként az epeutak szama is csokken (Roskams és Desmet 2008).
Patkdnyban az epeutak szamaban némi csokkenés mutatkozott a sziiletés utani 14.
napon, de CK expresszidjuk véltozatlan maradt (10.4bra C és D). A CK7 negativ
duktulusok sziiletéskor és a sziiletés utani 14. napon még nincsenek jelen, az ilyen
immunfenotipust epeutak posztnatdlisan a 28 napos ép patkdny majaban jelennek meg

(10. abra E és F).

A

IO.Abra Az 4bran egy ujszulétt (A-B), 14 napos (C-D) illetve 28 napos (E-F) patkany majabdl készilt
sorozatmetszetek CK7 (piros)/laminin (kék) (A,C,E) és CK19 (zdld)/laminin (piros) (B,D,F) festése lathato.
Az Ujszilott patkany majaban (A, B) valamit a 14 napos patkany majaban (C,D) talalhaté epeutak és
epeduktulusok egyarant CK19/7 kett6s pozitivnak bizonyultak. A 28 napos patkany majaban (E, F)
talalhaté duktulusok (nyilhegyek) csak CK19-et (F) expresszalnak, a CK7 (E) nem talalhaté meg bennik.
Egység: 50 ym
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V.1.1.3. Proliferalo epeut-hamsejtek citokeratin expresszidja

Patkanyban az AAF/PHx kisérlet soran aktivalodnak a majban talalhato éssejtek.
Ezek leszarmazottjai, az ovalis sejtek, sziik lumennel rendelkezd csoveket alkotva
fokozatosan terjednek a periportalis tértdl a majlebenyke belseje felé. Az ovalis sejtek
alkotta csdvek a Hering csatorna meghosszabitasaként felfoghato képletek. Onmagaban
ezek a proliferal6 struktirak azonban a periportélis térben maradnak. Az alkalmazott két
AAF kezelés nem valtoztatta meg az epeutak immunfenotipusat (11.abra), azaz
citokeratin expressziojuk valtozatlan maradt, azonban CK19+/CK7+ epeutakhoz képest
a CK19+/CK7— duktulusokban a kezelés hatasara haromszor nagyobb BrdU beépiilést
tudtunk kimutatni (9.tdblazat).

A

11.Abra Epeutak citokeratin expresszidja AAF kezelés utan. A sorozatmetszeteken CK7 (piros)/laminin
(kék) (A) és CK19 (zold)/laminin (piros) (B) festés lathatd. A duktulusok CK expresszidjat nem valtoztatta
meg az alkalmazott AAF kezelés. A CK19+/CK7- duktulusok a kezelés utan is CK7 negativak maradtak.
Egység: 50um

9.Tablazat CK7 negativ és CK7 pozitiv epeutak proliferacios indexe az AAF kezelés
utan

Osszsejtszam 1384 1050
Proliferacios index (%) 6,9+1,8 2,110,7*
*0< 0,05
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V.1.2. A Hering csatornak mikroanatomiija, immunfenotipusa és

megoszlasa human majszovetben

V.1.2.1 A Hering csatornak mikroanatéomiaja ép human majban

Vizsgalataink sordn az ép humdn majakban minden epeit CK19+/CK7+ kettds
pozitinak bizonyult, tehat a CKI19+/CK7- immunfenotipus human majban nem
alkalmazhat6 a Hering-csatornak azonositasara.

Ep human majmintakban a pancitokeratin, citokeratin-7, laminin expresszi6
immunhisztologiai vizsgalata sordn a periportalis terekben, ¢és latszolag a
majparenchimaban is bazalis membrannal hatdrolt epeutak voltak megfigyelhetdek.
Ezek az epeutak nem random moddon helyezkedtek el, hanem jol meghatarozott
poligonalis teriileteket, a tulajdonképpeni majlebenykék hatarait rajzoltak ki (12.abra
A), melyek kdzponti részén a centralis véna (12.4bra B), a szogleteikben pedig a portalis
terek helyezkedtek el.

Negyven darab CK7-tel megfestetett, egymast koveté metszet digitalis
Osszeillesztése egyértelmiien lathatova tette, hogy az epeutak a szomszédos portalis
terektdl indulva egy képzeletbeli porto-portalis vonal mentén (vaszkularis szeptum),
perilobuléarisan haladnak, a porto-portalis szakasz feléig terjednek be, szabadon hagyva
egy kozponti rést (12.4bra C). Az epeutak soha nem lépték at a zardlemezkét alkotod
majsejtek vonalat, mindig perilobularisan, a majlebenykék kozott haladtak. Itt szamos
helyen megfigyelhetd a duktusok csatlakozasa a zardlemezke hepatocitaihoz (12.abra
D), ekkor a Hering csatornakra jellemzd, nyitott, ,,U” alaku bazalis membran vette koriil
Oket (13.abra B). Ezeken a csatlakozasi pontokon kiviil az epeduktusok alkotasaban a
majsejtek nem vettek részt.

Mind a portalis térben, mind pedig a vaszkuléaris szeptumban elhelyezkedd
epeutakat immunhisztokémiai reakcidval jol lathatdo kevés I-es tipusi kollagént
tartalmazé matrix (13.4bra A) veszi koriil, mely azonban specialis szovettani festéssel
(pikrosziriusz) sem volt kimutathat6. Perilobularis lefutdsuk soran az epeutakat a
vaszkularis szeptumban erek kisérik (13.4bra B). A CD31 pozitiv vaszkularis képletek
koziil a kozvetleniil az epeutak mellett halado erek az NG2 artéria markerrel (13.4bra C)

is fest0dést mutattak.
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12.Abra 3 éves gyerekbdl szarmazo majminta immunhisztokémiai vizsgalata, konfokalis mikroszkoppal
A, B. CK7(piros), laminin(kék) és panCK(z6ld) harmas festés lathato, az A képen kulon lathatdo a CK7 és
laminin festés; megfigyelheté a laminin pozitiv bazalis membran altal hatarolt epeutak perilobularis
elrendezédése.

A B képen a harom kiilonbozd festés egylittes képe lathatd, itt az epeutak a CK7 és panCK kettés
pozitivitasuk miatt sarganak tlinnek. Jol lathatdak a lobulusok kézepén elhelyezkedd centralis vénak (*).

C. 40 darab CK7-el festett metszet Osszeillesztése utan az epeutak jol kirajzoljak a tulajdonképpeni
majlebenyke hatarait. Ezek az epeutak egymassal szemben a porto-portalis tengelyek mentén nagyjabadl
kozépvonalig haladnak szabadon hagyva azonban egy kdzponti rést (nyilak).

D. 42 darab optikai szelet dsszeillesztése utadn készilt kép, panCK(zodld) festéssel. A Hering csatornak
toébb ponton is kapcsolddnak a hepatocitakhoz (nyilhegyek), majd egy nagyobb epeduktulusba vezetnek,
ez pedig mar a hepatocitak altal hatarolt ,(res” térben halad, majd a portalis térben talalhaté interlobularis
epeutba (*) vezet.

Egység: A;B=500um, a C=100um és a D=50um
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13.Abra Ep human maj konfokalis mikroszképos vizsgélata 3 éves (A-B) illetve 13 éves korban (C)

A. CK7 (z6ld) és l-es tipusu kollagén (piros) festéssel jol lathatd, hogy a CK7 pozitiv epeutak mind a
portalis terekben, mind pedig perilobularisan kis mennyiségi kollagénben gazdag szeptumba agyazva
haladnak.

B. A vaszkularis szeptum szerkezete 13 éves korban. Lamininnel (kék) hatarolt CK7 (z0ld) epeutakat
CD31 (piros) pozitiv erek kisérik, a nyillal jelolt nagyobb ér, amelynek kézvetlen szomszédsagaban nem
talalhaté epeut, legnagyobb valdsziniiséggel a portalis véna egy terminalis aga. A kis, beillesztett képen
egy duktulus kapcsolédasa lathatd a zardlemezkéhez (a zardlemezke majsejtiei ezzel a festéssel nem
lathatdak); jol lathaté a nyitott, ,U” alakd laminin pozitiv bazalis membran (az U betl szarait nyilak jeldlik)
az epeduktus koril. A duktulust szorosan kiséré CD31 pozitiv (piros) erek itt is megfigyelhetéek.

C. A vaszkularis szeptum szerkezete 13 éves korban. Lamininnel (kék) hatarolt CK7 (z6ld) pozitiv epeutak
szorosan egyutt haladnak az NG2 (piros) pozitiv artériakkal, a nyillal jeldlt nagyobb atmérgji, NG2
pozitivitdst nem mutato, laminin pozitiv bazalis membrannal rendelkezd érképlet egy terminalis portalis
vénaagnak felelhet meg.

Egység: A=100um; B, C =50um
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V.1.2.2. Az epeutak valtozasa a korral

Az intrahepatikus epeutak a gesztacio 6-7. hetében megjelené kobhamsejtekbol
felépiild, az ugynevezett ,,ductal plate” — bol alakulnak ki. A ,,ductal plate” kezdetben
egy-, majd két sejtrétegbdl felépiild, a portalis véna agait hiivelyszeriien koriilvevé
anatomiai képlet. Az intrauterin fejlodés sordn a két sejtréteg kozott megjelend
tubularis, cs6szerl struktirdk mar a tulajdonképpeni primordialis intrahepatikus epeutak

(Van Eyken és mtsai 1988).

14.Abra Az epeutak elrendezédése a gesztacié 23. hetében levé magzat (A) és 26 éves felnétt (B)
majaban

A. Zart szerkezetl portdlis terek lathatdak, citokeratin7 (zéld) pozitiv epeutak szorosan a portalis térben
talalhaté laminin (piros) pozitiv bazélis membrannal rendelkezé erek koril helyezkednek el, a vaszkularis
szeptumnak még egyetlen eleme sem figyelheté meg.

B. A majlebenykéket 26 éves korban is citokeratin7 (zdld) pozitiv, laminin (piros) pozitiv bazalis
membrannal korilvett epeutak hataroljak, de a szeptum szerkezete ritkasabb, mint a fiatalabb koru (lasd
12.abra A) egyedekbdl szarmazé majmintak esetén. Egység: A, B=100um
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Az intrahepatikus epeutak haldzatanak végsé szerkezete csak a korai
felndttkorban alakul ki (Roskams és Desmet 2008), igy vizsgélatainkat kiilonb6z6 kora
egyedekbdl szarmaz6 majmintakra is kiterjesztettiik. A gesztacid 23. hetében a portalis
tereket még szorosan koriilveszik a ,ductal plate” — b6l szarmazod epeutak. A
vaszkuléris szeptum még nem alakult ki, a portélis terektdl tavolabb elhelyezkedd
epeutak nem figyelhetéek meg (14.4bra A). A vaszkularis szeptum kezdeménye kevés
Thy-1 pozitiv sejttel és citokeratin pozitiv epeutakkal mar a gesztacido 39. hetében
megjelenik (lasd V.2.2. fejezet; 21.abra), de szerkezete csak 3 éves korra valik teljessé
(13.4bra B). Az egyetlen 13 ¢éves kori egyed majmintdjanak elemzése soran a
vaszkularis szeptum szerkezete némi regresszidt mutat, és bar a szeptum alkotasaban a
fentebb részletezett epett és vaszkularis képletek is részt vesznek, ezek regresszioja,
vagyis a képletek kozotti tavolsdg novekedése megfigyelhetd a fiatal felndttek (20 és 26

éves) (14.abra B) esetében is.

V.1.2.3. A Hering csatornak immunfenotipusanak jellemzése

Human majakban a CK19+/CK7- immunfenotipus nem alkalmazhat6 a Hering-
csatorndk detektalasara.

Vizsgalataink soran szamos, kisérletekben gyakran alkalmazott progenitor sejt
marker (lasd 1.Tablazat — AFP, kromogranin, szinaptofizin, DMBT, DLK, CEA, CK20
¢s CK14) jelenlétét nem sikeriilt detektdlnunk az epeutakban, mdasok pedig nem
kiilonitették el a vaszkularis szeptumban talalhaté Kis epeutakat a portalis terekben

elhelyezked6 nagyobb interlobularis epeutaktol (CK7 — 15.abra; EpCAM, E-cadherin).

15.Abra Vaszkularis szeptum és a kdrnyezetében talalhaté majparenchima (A) PanCK (CK5/6/8/17/19;
z06ld szin) és (B) CK7 (piros) festése. Az abran lathatd, hogy PanCK-t expresszalé CK19 pozitiv epeut-
szakaszok minden szegmense CK7 pozitivitast is mutat. Egység: A;B=50um
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16.Abra Az epeutak immunfenotipusanak vizsgalata felnétt (A-C) és 3 éves korban (D-F)

Az A-B abran EMA (piros), CK7 (zbld) és laminin (kék) immunfestése lathaté. Mig a portalis térben
elhelyezked6 laminin pozitiv bazalis membrannal korllvett CK7 pozitiv epeutak esetében (nyilak) élénk
apikalis EMA pozitivitas figyelheté meg, addig a kis epeutak (nyilhegyek) EMA negativnak bizonyultak. Az
A. abran mindharom, a konfokalis mikroszkép altal felvett csatorna egyittes képe lathatd, de az
attekinthet6ség érdekében a B képen csak a piros és kék csatornakat abrazoljuk.

C. Apikalis CD133 (piros) pozitivitast mutatd kis epeutat (nyilhegy) lathatunk, a mellette elhelyezked®
nagyobb interlobularis epeut CK7 (z6ld)+/CD133— (nyil). A beillesztett kis képen a vaszkularis szeptumban
talalhaté CK7—el (z6ld) fest6dd epeduktulusok linearis, apikalis CD133 (piros) pozitivitasa lathato.

D. A portalis terekben a CD56 (piros), csupan az itt talalhaté képletek koril elhelyezked6 kis idegeket jeldli
(nyilhegyek), a laminin pozitiv (kék) bazalis membrannal hatarolt CK7 pozitiv (z6ld) epeut (nyil) CD56
negativ.

E. A vaszkularis szeptumban elhelyezkedd CK7 (z6ld) és laminin (kék) festéssel megjelenitett epeutak
CD56 (piros) pozitivak(nyilhegyek).

F. Jellegzetes ,U” alaku (kis nyilak) laminin pozitiv (piros) bazalis membrannal hatarolt CD56 (z46ld) pozitiv
epeut (nyilhegyek) kapcsolddik a zardlemezke hepatocita sorahoz, mely ezzel a festéssel nem lathatd. Az
epeut mellett laminin pozitiv bazalis membrannal rendelkezé érképlet (nagy nyil) figyelhetd meg.

Egység: A, B, C, D, E, F=50um
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A kis és nagyobb epeutak fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalata soran
csupan harom marker expresszidjaban mutatkozott kiilonbség: EMA, CDI133 és a
CD56.

Az EMA (epitelidlis membran antigén) jellegzetes linearis membran
lokalizacioji reakciot adott az interlobuldris epett-hamsejtek apikalis pdlusan, a
vaszkularis szeptumban talalhatdo epeutak azonban EMA negativnak bizonyultak
(16.4bra A ¢és B). Ettdl eltéréen a CD133 (transzmembran glikoprotein, hemopoetikus-
¢és daganatdssejt marker) és CD56 (neurdlis sejtadhézios molekula) foként a vaszkularis
szeptum kis epeutjaiban expresszalodtak (16.abra C). Mig harom éves korban minden
epeut CD133 pozitivitast mutatott, addig a fiatal felnéttek majaban csupéan a vaszkularis
szeptumban talalhatd epeutak bizonyultak CD133 pozitivnak. Hasonl6 eloszlast
mutatott az epeutak CDS56 expresszidja: csupan a kis, vaszkularis szeptumban

elhelyezked6 epeutak festédtek CD56—tal (16.abra D, E és F).

Az epeutak kiilonboz0 szakaszainak immunfenotipus szerinti megoszlasat, az epeutak, a

majartéria dgainak elrendezddését a majlebenyke koriil a 17. dbra szemlélteti:

I CD133,CDS6

Bl EMaA
P ok
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17.Abra A klasszikus majlebenyke és a
hozzatartoz6 epeutak, valamint a majartéria
againak sémas abrazolasa (az atlathatosag
kedvéért a portalis agak abrazolasatol
eltekintettiink). A kis epeutak (vildgoszodld) és
az Oket kisér6 artériak, a lebenyke
szbgleteiben elhelyezkedd portalis terektdl
indulnak el. Egy képzeletbeli porto-portalis
vonal mentén, annak kozepéig, egymassal
szemben haladva csatlakoznak a
hepatocitdakhoz, igy biztositiak az epe
elvezetését a lebenyke terlletérdl. A Hering
csatornak a  vildgoszolddel feltlintetett
epeutszegmensek legdisztalisabb szakaszai,
igy a majparenchymahoz kozel, de szintén a
vaszkularis szeptumban helyezkednek el. A
két szomszédos lebenyke altal hatarolt
vaszkularis szeptumnak megfeleld teriletet
szagatott vonalak jeldlik. A vaszkuléris
szeptumban talalhato kis epeutak és a Hering
csatornak immunfenotipusa azonos.
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V.2. Thy-1 expresszio a majban
V.2.1. Ep patkanymaj Thy-1 expresszioja

Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalataink azt mutattdk, hogy ¢ép

patkanymajban a Thy-1 expresszidja a periportalis teriiletekre korlatozodik (18.abra).

18.Abra Thy-1 expresszié konfokalis mikroszképos vizsgalata ép patkanymajban. A. A képen egy
portalis tér és a kdzvetlen kdrnyezetében talalhatdé majparenchima CK19 (piros), Thy-1 (z6ld) és laminin
(kék) festése lathatd. A portalis térben talalhatd képletek, a portalis véna, a majartéria, és a CK19 pozitiv
epeutak laminin pozitiv bazalis membrannal rendelkeznek. Elénken festédd Thy-1 és laminin pozitiv
idegrostokat lehet latni az érképletek koriil, legintenzivebben a majartéria aga koéril (nyilhegyek). A nagy
epeutak korll, azok bazalis membranjan kiviil detektalhatd Thy-1 pozitivitas (nagy nyil) teljesen hianyzik a
kis epeutak koérul (kis nyilak). B. A képen a GFAP (piros) Thy-1 (z6ld) és laminin (kék) immunhisztokémiai
reakcidja lathatd. A GFAP a majparenchimaban talalhaté ,stellate” sejteket jeldli, ettdl eltéréen a Thy-1
festédés a portalis térben talalhatd képletek koril van jelen. C,D,E. Sorozatmetszeteken készilt Thy-
1(z6ld)/dezmin (piros) (C), SMA (z6ld)/dezmin(piros) (D), illetve Thy-1(z6ld)/SMA(piros) (E) és TOTO-3
(kék) festés lathato. Dezmin (Des) pozitiv sejtek (C, D) lathatéak a majparenchiméban, az érképletek
valamint a peribiliaris kapillaris plexus (nyilhegyek) dezmin pozitivitasa is jol lathato. Az SMA expresszidja
(D, E) féleg a nagyobb érképletekre illetve a peribiliaris kapillaris plexus szintjére (nyilhegyek) korlatozodik.
Elszortan lehet azonositani néhany Thy-1 pozitiv sejtet (C, E, nyilak), jol lathaté a nagyobb epeut korl
talalhaté Thy-1 pozitiv felhészer képlet, illetve a peribiliaris kapillaris plexus is Thy-1 pozitiv. A peribiliaris
kapillaris plexus szintjén a Thy-1/Des illetve SMA/Des és SMA/Thy-1 kolokalizacidja figyelhetd meg.
Egység = 50um
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Thy-1 pozitiv idegrostok talalhatéak a periportalis tér képletei koriil, ezek koziil
a legélénkebb festddést a majartéria agai koriil elhelyezkedd idegrostok (18.abra A)
mutattdk. A GFAP (glial fibrillary acidic protein) a méjparenchiméaban talalhato
nyugalmi allapotban levd csillag alaku, ,stellate” sejtek elfogadott markere,
kolokalizacidt azonban nem mutatott a Thy-1 pozitiv strukturakkal (18.abra B).

Az ¢ép patkanymdj dezmin Thy-1 és simaizom aktin (SMA) expresszidjanak
Osszehasonlitdsdt  sorozatmetszeteken a  fenti markerek immunhisztokémiai
kombinalasaval végeztiik el. A dezmin a majparenchiméban talalhato ,,stellate” sejteket
a portalis térben a vaszkularis képleteket jeloli, és jelzi a nagyobb epeutak koriil
talalhatd peribilidris kapillaris plexust is (18.4bra C ¢és D). A Thy-l-et a mar
elébbiekben leirt képleteken kiviil a peribiliaris kapillaris plexus is expresszalja és ezen
kiviil a periportalis kotészovetben is megfigyelhetd néhany Thy-1 pozitiv sejt (18.4bra
C ¢és E). Az SMA csak a portalis véna-, a majartéria-, valamint a peribiliaris kapillaris
plexus faldban expresszalodik, periportdlisan elhelyezkedd SMA pozitiv sejteket nem
talaltunk (18.4bra D és E). Ep patkdnyméjban tehat a peribiliaris kapillaris plexus
szintjén a Thy-1, simaizom aktin és dezmin kolokalizacidja figyelhetd meg.

Az idegrostokon és a peribiliaris kapillaris plexuson kiviil a Thy-1 egy, a nagy
epeutakat koriilvevo felhdszerl strukturat is jelol (18.abra A és E).

Az epeut hosszanti tengelyére merdleges sikban készitett metszeteken jol
lathato, hogy a ferde metszési sikok miatt felhdszertinek tlind strukturat, tulajdonképpen
az epeutak koriil egy rétegben elhelyezkedé Thy-1 pozitiv sejtek alkotjak (19.abra A).
Elektromikroszkopos felvételen a Thy-1 pozitiv sejtek az epett-hamsejtek bazalis
membranjan kiviil, attdl bizonyos tavolsagra helyezkednek el, az epett-hamsejt és a
peribiliaris kapillaris plexus kozott elhelyezkedd hossza citoplazmatikus nyulvanyuk is
jol lathato (19.4bra B).

A nagy epeutak koriili Thy-1 expresszidt és az epeutak citokeratin
immunfenotipusat egylitt elemezve kimutattuk, hogy Thy-1 csak a CKI19/7 kettds
pozitiv nagy epeutak koril van jelen, a kis, CK19+/CK7— epeutak koriil nem
talalhatoak Thy-1 pozitiv sejtek (20.abra A és B).
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19.Abra Ep patkanymajban talalhatd, nagy epeut kériil elhelyezkedd Thy-1 pozitiv sejtek konfokalis
mikroszképos (A) és elektronmikroszkdpos (B) képe

A. Egy nagy epeut és a kdrnyezetében talalhato képletek Thy-1 (z6ld), laminin (piros) és TOTO-3 (kék)
festése lathatd. Az epeut laminin pozitiv bazalis membranjan kivul egy rétegben elhelyezkedé Thy-1
pozitiv sejtek lathatéak, néhol a magjuk (TOTO-3) is jol azonosithatd. B. Az elektronmikroszképos
felvételen egy epeut-hamsejt, annak bazalis membranja, a bazalis membranon kivil elhelyezkedd hosszu
nyulvannyal rendelkezd sejt valamint egy peribiliaris kapillaris lathatd, lumenében egy vordsvértesttel. A
sejt, melynek nyulvanya (nyil) az epeut bazalis membranja és a peribiliaris kapillaris kdzott helyezkedik el,
megfelelhet Thy-1 pozitiv sejtnek.

Egység: A = 10pum; B=2um

ZO.Abra A Thy-1 és a kulonb6z6 citokeratinok expresszidjanak vizsgalata sorozatmetszeteken, kontroll
patkanymajban

A. Thy-1 (z6ld) és CK19 (piros) immunhisztokémiai reakcidja; CK19 a periportalis térben talalhatd dsszes
epeutat jeldli, lathaté a nagyobb epeutak kéruli Thy-1 pozitiv sejtréteg, a portalis véna aga és majartéria
aga koruli Thy-1 pozitiv idegek szintén jol lathatéak. B. Thy-1 (piros) és CK7 (z6ld) immunhisztokémiai
reakcidja; Az epeutak korlli Thy-1 pozitiv sejtréteg csupan a nagy interlobularis CK19/CK7 kett6s pozitiv
epeutak korul figyelheté meg. Az A abran szereplé CK19+/CK7- epeutak helyét csillaggal jeldltik meg.
Egység: 20um
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V.2.2. Ep human m4j Thy-1 expressziéja

A Thy-1 expressziot megvizsgaltuk ¢ép human maj kiilonbozo fejlodési
stadiumaiban ¢és felndtt korban egyarant. Az epeutak hamsejtjei minden vizsgalt
idépontban Thy-1 negativnak bizonyultak. 23 hetes fetusz majabol szarmaz6 minta
fluoreszcens immunhisztokémiai elemzése soran Thy-1 pozitiv sejtekben gazdag
portalis teret és ennek szélén pedig a mar felszakadozott ,,ductal plate”-bol kialakult
Thy-1 negativ epeutakat talaltunk (21.abra A). A fejlédés tovabbi stadiumaban, a
gesztacid 39. hetében a Thy-1 pozitiv sejtek altal koriilvett epeutak a portalis terek feldl
a lebenyke széle mentén haladva elkezdik kialakitani a lebenykéket hatarold
vaszkularis/interlobularis szeptumot (21.4bra B). Feln6tt korban a portalis terek €s a mar
kialakult vaszkularis szeptum Thy-1 pozitiv sejtekkel gazdagon kortilvett CK7 pozitiv
epeutakat tartalmaz (21.abra C).

21.Abra A Thy-1 expresszio vizsgalata 23-, 39 hetes fetuszok illetve 26 éves felnétt ép majabdl
szarmazo mintakon

A. A fejlédés 23. hetében a portalis tér Thy-1 pozitiv (piros) sejtekben gazdag kétészdvetébe agyazott
CK7 pozitiv (z0ld) epeutakat lathatunk. B. A fejlédés 39. hetében a CK7 pozitiv (z6ld) epeutak az &ket
korilvevé Thy-1 pozitiv sejtekkel (piros) kialakitandd a lebenykét hatarolé vaszkularis szeptumot mar
benydlnak ennek tertletére (nyilak). A lebenyke terlletén taldlhaté majsejteket a midzonalisan és
pericentralisan expresszalédé enzim, a citokrom p450 (kék) altal tettlk lathatova. C. 26 éves felndtt ép
majabdl szarmaz6 mintan egy teljes majlebenyke képét lathatjuk. A lamininnel (kék) hatarolt CK7 pozitiv
epeutak (z6ld) mind a portalis terekben mind pedig a vaszkularis szeptum mentén megtalalhatéak,
koriloéttik szamos Thy-1 (piros) pozitiv sejt helyezkedik el.

Egység: A, B, C =200um
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V.2.3. Ovalis sejteket tartalmazo patkanymaj Thy-1 expresszidja

Az AAF/PHx kisérleti rendszer alkalmas intenziv ovalis sejtes proliferacio
eloidézésére. Ebben a kisérletben 2-3 nappal a mitét utdn megjelend ovalis sejtek,
folytonos laminin pozitiv alaphartyaval rendelkeznek, koriilottik szamos, hosszl
citoplazmatikus nyualvanyokkal rendelkezé ,stellate” sejt és/vagy miofibroblaszt
talalhatd. Parcidlis hepatektomia utdn kiilonb6zé idOpontokban fluoreszcens
immunhisztokémiai modszerekkel vizsgalt majmintak Thy-1 festése hasonldé mintazatot
mutatott. A laminin pozitiv bazalis membrannal hatarolt OV6 pozitiv ovalis sejtek
alkotta duktusok mindvégig Thy-1 negativnak bizonyultak (22.abra és 23.abra A ¢és B).
A néhol hosszu citoplazmatikus nyulvanyokkal rendelkezd Thy-1 pozitiv sejtek az
ovalis sejtek alkotta csovek kozvetlen kozelében, de mindig azok bazalis membranjan
kiviil helyezkedtek el (23.4bra B).

Az immunelektronmikroszkdpos vizsgéalatok megerdsitették a fluoreszcens
immunhisztokémiai eljards sordn kapott eredményeket. A Thy-1 pozitiv sejtek az ovalis
sejtek altal alkotott csovek mellett, de kizardlag a bazalis a membranon kiviil

helyezkedtek el (24.4bra).

22.Abra AAF/PHx kisérletoen parcialis hepatektdomia utan 9 nappal a TOTO-3 (kék) magfestés mellett,
az ovdlis sejtek alkotta duktusok (csillag) folytonos bazalis membranjat a piros szinnel jelzett laminin
mutatja. A zold Thy-1 pozitiv sejtek kizardlag a duktusok bazalis membranjan kivil helyezkednek el.
Egység =10 um
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23.Abra Parcidlis hepatektémia utan 9 nappal az OV6 (piros) az ovalis sejtek alkotta duktusokat, ezek
folytonos bazalis membranjat pedig a kék szin{ laminin jelzi. A kis nagyitasu képen (A) a Thy-1 (zold)
pozitiv sejtek (nyilak) az OV6 pozitiv duktusok altal elfoglalt teriileten, a duktusok koril helyezkednek el. A
nagy nagyitasu képen (B) jol lathatd, hogy a Thy1 (z6ld) pozitiv sejtek bar a lamininnel korilvett OV6
pozitiv duktusok (*) kortl, de ezek bazalis membranjan kivil talalhatéak. Egység: A=200um; B=10um

A

24.Abra A. Parcialis hepatektomia utan 9 nappal egy az ovalis sejtek alkotta duktus (D), a kdzvetlen
kornyezetében talalhatdé majsejtek (H) és egy portalis véna fal (V) elektronmikroszképos képe lathatd. Az
immunelektronmikroszképos eljaras soran keletkezett, Thy-1 pozitiv reakciénak megfeleld fekete
csapadék csak a csillaggal jelzett periduktalis sejteken és a (B) duktusokat koriilvevd, a bazalis
membranhoz (nyilak) ugyan kozel, de ezen kivil elhelyezked8, hosszu citoplazmatikus nyulvanyokon
(nyilhegyek A és B abran) figyelheté meg. Egység: A=2um; B=1um
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Miutdn a Thy-1-et nem sikeriilt kimutatni az ovalis sejteken, a Thy-1 pozitiv
sejtek azonositdsa érdekében kolokalizacids vizsgalatokat végeztiink. Az irodalmi
adatok sokasaga és soksziniisége miatt rengeteg lehetdséggel kellett szamolnunk.

A kiilonb6zé immunhisztokémiai kombinaciokban elvégzett vizsgalatok Lyve-1
(25.abra F) ¢s CD45 ellenanyagokkal (25.abra G) kizartak, hogy a Thy-1 endotélsejteket
vagy leukocitakat jel6lne.

Elhelyezkedésiik és morfologiajuk alapjan a Thy-1 pozitiv sejtek leginkabb
miofibroblasztra, vagy ,,stellate” sejtre emlékeztettek, igy ezek legismertebb markerével
az SMA-val és dezminnel is kombindltuk a Thy-1-et.

A kolokalizacios vizsgélatok soran, az egy metszeten kiilonb6z6 fluorokrommal
kapcsolt antitesteket egyenként a megfelelé hulldmhosszon gerjesztettiik és az igy
készilt felvételeken hataroztuk meg a jel altal elfoglalt teriilet nagysagat. A képeket
ezek utdn egyesitettilk (merge) és meghataroztuk a kolokalizalé pixelek aranyat is. A
kolokalizal6 pixeleket a program egy harmadik képen, fehér szinben jelenitette meg.

A vizsgalatok elvégzése soran a Thy-1 pozitiv sejtek 80,3+9,6% bizonyult SMA
pozitivnak is, az SMA sejtek csupan 58+9,3% volt Thy-1 pozitiv is (25.abra A, B ¢és C).
Megismételve a fentieket dezminnel is a Thy-1 pozitiv sejtek csupan 6,8+2,3%
bizonyult dezmin pozitivnak is. A dezmin pozitiv sejtek és a Thy-1 pozitiv sejtek
nyulvanyai jol elkiiloniilten haladnak egymaés mellett, ritkan keresztezik is egymast,
ennek eredménye a kis, szinte jelentéktelen kolokalizacids index (25.4bra D).

A dezmint SMA-val kombinalva szintén elhanyagolhato, kis kolokalizacios indexet
(7,16+1,2%) kaptunk eredményként (25.4bra E).
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25.Abra Thy-1 és egyéb sejtmarkerek kolokalizaciés vizsgalatanak konfokalis mikroszképos képe
AAF/PHXx protokoll szerint kezelt allatokban, 9 nappal PHx utén.

A, B. SMA (piros) és Thy-1 (z6ld) kettés immunfestés lathatd. Az ovalis sejtek alkotta csdvek (csillag) kordl
mind az SMA, mind a Thy-1 pozitiv sejtek megtalalhatdak.

C. Az 6sszeillesztett képen az SMA és Thy-1 pozitiv sejtek altal elfoglalt teriiletek kolokalizaciojat a fehér
szin jeleniti meg.

D. A dezmin (piros) és Thy-1 (z6ld) immunfestés legtdbb esetben eltéré struktiurakat jeldl (nyilak), csupan
néhany ponton figyelhetiink meg a kolokalizaciét jelzd sarga szint (nyilhegyek).

E. Az ovdlis sejtek alkotta csévek korul elhelyezkedd sejtek SMA (z6ld) és dezmin (piros) festése szintén
eltérd képleteket jeldl (nyilak).

F. A proliferal6 ovalis sejtek alkotta csévek éltal elfoglalt terlileten a Lyve (piros) pozitiv endotélsejtek nem
expresszalnak Thy-1 —et (z6ld).

G. Az ovalis sejtek alkotta csdvek bazalis membranjat kék szinl laminin jelzi, a bazalis membranokon kivil
két, jol elkuldnulé sejtpopulacio lathatd: CD45 (piros) pozitiv sejtek és Thy-1 (z6ld) pozitiv sejtek is
megfigyelhetdek.

Egység= 50um
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V.2.4. A Thy-1 expresszié vizsgalata mRNS szinten

Az AAF/PHx kisérlet soran elvégzett immunhisztokémiai vizsgalatokban a Thy-
1 fehérjét nem sikeriilt kimutatnunk az ovélis sejtekben, az ovalis sejtek esetleges Thy-1

mRNS expressziojanak detektalasara QRT-PCR vizsgalatokat végeztiink.
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26.Abra Az AFP, Thy-1 és SMA expressziés mintazatanak vizsgalata telies majszovetbsl (ép- és
AAF/PHx protokoll szerint kezelt patkanymaj) illetve lézermikrodisszekcié soran elkilonitett ovalis
sejtpopulacidban. A szazalékban kifejezett relativ génexpresszids szinteket a GAPDH-hoz viszonyitva
hataroztuk meg.

A morfologiai vizsgalatoknak megfelelden a teljes majszovetbdl szarmazo minta
QRT-PCR vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a kontroll patkanymdj Thy-1 mRNS
expresszidja igen alacsony. Hasonldan alacsony SMA és AFP mRNS expresszios
szintet sikeriilt detektalni (26.abra).

Az AAF/PHx protokoll szerint kezelt, a PHx utdn 9. napon ledlt patkdnyok majabol
izolalt RNS-ben jelentdsen emelkedett AFP mRNS szintet taldltunk, de az SMA ¢és
Thy-1 expresszi6 is magasabb volt, mint az ép majban (26.abra).

A lézermikrodisszekcioval nyert ovalis sejt populdcioban az ezekre jellemzd magas

AFP expressziot talaltunk, SMA és Thy-1 mMRNS-t nem sikeriilt detektalnunk (26.4bra).

54




DOI:10.14753/SE.2012.1731

V.2.5. Thy-1 expresszidoja human majban, atipusos duktularis reakcio

esetén

Az ovalis sejtes proliferacioval teljesen megegyez6 reakciot emberi majban még
nem sikeriilt megfigyelni, azonban fulminans majelégtelenség soran kialakulo
ugynevezett atipusos duktularis reakcid, ha morfologiai szempontbol nem is teljesen, de
bioldgiailag szinte ekvivalensnek tekinthetd. Az tigynevezett atipusos duktuléris reakciod
soran, periportalisan, az ovalis sejtek alkotta csovekhez hasonld, sziik lumennel és
folytonos bazalis membrannal rendelkezd, intermedier hepatobilidris sejtek altal
felépitett duktusok figyelhetdek meg. A duktusok kozott hosszi citoplazmatikus
nyulvanyokkal rendelkez6 Thy-1 pozitiv sejtek helyezkednek el, az intermedier
hepatobiliaris sejtek nem festddtek a Thy-1 ellenanyaggal (27.4bra).

27.Abra Human majban, fulminans majelégtelenség soran a periportalis térben elhelyezkedé6 CK19
(z6ld) pozitiv csdvek korll folytonos laminin (kék) pozitiv bazalis membran talalhato. A bazalis membranon
kivul, Thy-1 (piros) pozitiv sejtek és hosszu nyulvanyaik lathatoak.

Egység = 10um
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VI. MEGBESZELES

Ma mar altalanosan elfogadott nézet, hogy a felnétt kisérleti allatok, de human
majban is 1étezik egy olyan primitiv, sem a terminalisan differencialt hepatocitak, sem
pedig az epeut-hamsejtek tulajdonsagaival nem rendelkezd sejtpopulacio, amely sulyos
karosodas esetén képes a parenchima potlasara, azaz ,,0ssejtként” viselkedik.
Kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben, tobb sejtpopulacio is képesnek mutatkozott erre a
funkciora, de napjainkra, abban is konszenzus van kialakuloban, hogy, ha nem is
kizardlagosan, de a legnagyobb ,,0ssejt-potenciallal” az ugynevezett Hering csatornakat
felépitd sejtek rendelkeznek. Amennyiben az Ossejtek valoban az epeutak
legdisztalisabb  szakaszaban helyezkednek el, akkor a Hering csatornak
immunfenotipusanak, felépitésének ¢és pontos elhelyezkedésének megismerése
kulcsfontossagu lehet a szomatikus Ossejtek megismerésében. Annak ellenére, hogy a
majbeli Ossejtkutatasok kapcsan jelentdsen felértékelodott ezeknek a képleteknek az
azonositdsa, nem volt ismert sem pontos szerkezetik ¢és megbizhatd, egyedi
felismerésiiket eldsegité immunfenotipusuk sem. Ezért kisérleteink f6 célkitlizése volt
annak a megvizsgalasa, hogy, patkdny és human madajban immunhisztokémiai
modszerekkel elkiilonithetoek-e az ,,0ssejtként” viselkedd epeit hamsejtek az egyéb
epeit hamsejtektdl, és ha felismeriink ilyen sajatos immunprofilt, annak segitségével
szerettiik volna feltérképezni a Hering csatornak pontosabb szerkezetét.

Eredményeink szerint ezek a képletek immunhisztokémiai modszerekkel
azonosithatoak, de mind immunfenotipusukban, mind majszovetbeli
elhelyezkedésiikben nagy kiilonbségek vannak a patkdny és a human mdjban talalhaté
Hering csatorndk kozott. A Hering csatorndk patkanymdjban CK19+/CK7-, humén
majakban pedig CD56+/CD133+/EMA- sajatos immunfenotipussal rendelkeznek.

A hepatikus Gssejtek potencialis csontvel6i eredetét a beldlik szarmazo
progenitor sejtek Thy-1 pozitivitasaval probaltak alatamasztani (Petersen és mtsai 1998,
1999). Immunhisztokémiai- és molekularis bioldgiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a
Thy-1 antigén sem patkany-, sem pedig huméan majakban nem a progenitor sejtek,
hanem a veliik szoros kdlcsonhatasban levé miofibroblasztok markere.

Az epeutak morfologiai és funkcionalis heterogenitdsa jol ismert (Alpini és

mtsai 1996; 1998). A Hering csatornak a sajat bazalis membrannal rendelkezd epeutak
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legdisztalisabb szakaszat képviselik, nincs olyan specifikus immunhisztokémiai vagy
egy¢b morfologiai markeriik, amely megkonnyitené felismerésiiket: csupan specialis
elhelyezkedésiik alapjan ismerhetdek fel, a majlebenyke zardlemeze mentén talalhatoak,
alkotasukban epeut-hamsejtek és hepatocitak egyarant részt vesznek (Paku és mtsai
2001; Grisham és mtsai 1964).

Kisérleteink soran az ép patkdnymadjak periportalis kotdszovetébe agyazva,
jellegzetes CK19+/7— immunfenotipusu kis epeutak voltak megfigyelhetéek, melyek
magukba foglaltak a konfokalis mikroszkoppal, biztonsaggal azonosithatd, bazalis
membrannal koriilvett, hepatocitdkon végzddd Hering csatorndkat is. Ez a fenotipus
kiilonbozik a nagyobb epeutak CK19+/7+ citokeratin profiljatol.

Vizsgélataink azt mutattak, hogy ez a jellegzetes fenotipus sziiletéskor még
nincs jelen a patkdnymadjban, posztnatdlisan, de novo alakul ki vagyis a méj Ossejtek
nem az egyedfejlodés soran visszamaradt primitiv sejtek, hanem aktiv folyamat
eredményeként jonnek 1étre.

A CK7 negativ epeutak lefutasat sorozatmetszeteken kovetve, azt talaltuk, hogy
meglepden hosszu, olykor eldgaz6d6 duktusokat formalnak. Sohasem lépik at a portalis
tereket hatarold zardlemezkét, nem terjednek be a hepatocitak kozé, de a parenchima
felé mindig sajatos, Hering csatorndknak megfeleld képletekben végzddnek. Tehat ha
definicidszeriien szeretnénk alkalmazni ezekre az epeut-szakaszokra a Hering csatorna
meghatarozasat (Roskams és mtsai 2004), lathatjuk, hogy ez, nem minden CK7 negativ
epeut-szakaszra érvényes. Eredményeink alapjan azonban, ez a periportalis térben
talalhatd sajatos citokeratin mintazattal rendelkezd kis epeutakbdl felépiild halozat,
amely magaba foglalja a klasszikus definicionak megfelel6 Hering csatorndkat is
kiilonleges morfo-funkcionalis egységet alkot az €p, kontrol patkanymajban.

Korabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy az AAF kezelés alkalmas a hepatikus
Ossejtek aktivizaldsara (Paku €s mtsai 2001). Ennek eredményeként az Ossejtekbdl, a
nagyobb szamban eléforduld és ezért konnyen azonosithatd, magjuk alakjarol ovalisnak
nevezett sejtek alakulnak ki. Kisérleteinkben az AAF kezelés a CK19+/7— fenotipusu
be a sejtciklusba, mint a CK19+/7+ sejtek. Egyelére nem all rendelkezésre ennél
megbizhatobb funkcionalis vizsgalat, igy eredményiinket ugy értelmezziik, hogy a

patkdnyok madjaban jelenlevé CK19+/7— fenotipusu kis epeutak hamsejtjei, melyek
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magukban foglaljadk a Hering csatorndkat alkotd sejteket is, felelnek meg a méj sajat
Ossejt kompartmentjének.

A majban taldlhatdo szomatikus Ossejtek potencialis csontveléi eredetét mind
human majakban, mind pedig kisérleti allatok majaban a beldliik szarmazo progenitor
sejtek Thy-1 pozitivitasaval probaltak alatamasztani (Petersen és mtsai 1998, Petersen
¢és mtsai 2003)

A Thy-1 tobbféle, tobbek kozott hemopoetikus és mezenchimalis éssejteken is
jelen levd antigén, amit immunhisztokémiai vizsgalattal kimutattak patkdnyméjban az
ovalis sejteken, az AAF/PHx kisérletes regeneracios modellben (Petersen és mtsai
1998). Sejtfelszini molekula 1évén, a Thy-1-et kiterjedten alkalmazzak az &ssejt medialt
majregenerdcioban részt vevd ovalis sejtek (szomatikus Ossejtek leszarmazottjai
patkdnymadjban) azonositasara illetve aramlési citometrias és magneses sejtszeparalas
modszerekkel torténd elkiilonitésére (Petersen és mtsai 1998, Shupe és mtsai 2009).

A mégjban levd Ossejtekbdl szarmazo progenitor sejtek Thy-1 expresszidjat
kisérleti allatokban, az AAF/PHx kisérleti rendszerben vizsgaltuk. Immunhisztokémiai
¢s mikrodisszekcioval elkiilonitett sejtekbdl végzett QRT-PCR  vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy a Thy-1 mRNS ¢és fehérje nem az ovalis sejtekben, hanem a veliik
szoros kozelségben elhelyezkedd periduktalis sejteken van jelen. Az ovalis sejtes
reakcid sordn a Thy-1 és simaizom aktin dsszehasonlitdé immunhisztokémiai vizsgalata
soran emelkedett kolokalizacios indexet talaltunk. A ,,stellate” sejtek masik elfogadott
markere a dezmin, viszont nem mutatott kolokalizaciét a Thy-1 festéssel. Ezt azért
talaltuk meglepdnek, mert a simaizom aktin €s dezmin, egyarant €s széles kdrben
elfogadott ,,stellate”’sejt/miofibroblaszt marker, vizsgéalatainkban azonban ez a két
marker, kiilonb6z6 sejtpopulaciokat jelolt. A Thy-1 pozitiv sejtek tehat az altalunk
alkalmazott kisérleti rendszerben, leginkdbb a miofibroblaszt populacidhoz tartoznak.

A ,stellate” sejtek €s/vagy miofibroblasztok eredete €s immunfenotipusa a maj
esetében csupan eltérd aktivacios allapotrdl beszélhetiink, masok szerint két teljesen
eltérd sejtpopuléaciordl van sz6. Thy-1 pozitiv miofibroblasztokrdl tiidében (Sanders és
mtsai 2010) ¢és szivben (Hudon-David ¢és mtsai 2007) is beszamoltak, a

miofibroblasztok Thy-1 pozitivitasa szoros Osszefiiggést mutatott a sejtek aktivacios
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allapotaval; a fibrozis megjelenésekor a Thy-1 pozitiv sejtek szdma csokkent (Hagood
¢és mtsai 2005).

Eredményeinket masok megfigyelései is alatimasztjak. Szamos szerzé (Kamo és
mtsai 2007, Hoppo és mtsai 2004, Dudas és mtsai 2007, 2009) kisérleteiben Thy-1
pozitiv mezenchimalis sejtekrdl szdmol be €és a progenitor sejtek érésében betdltott
szerepliiket vizsgalja. 2009-ben Yovchev és munkatarsai QRT-PCR, aramlasi citometria
¢s immunhisztokémiai vizsgalatokkal megallapitottak, hogy az ovalis sejtes reakcioban
a Thy-1 pozitiv sejtek egy, a miofibroblasztoktol, ,,stellate” sejtektdl és ovalis sejtektol
kiilonbo6z6, aktivalt mezenchimalis-epitelidlis sejt.

A Thy-1 molekula foszfatidilinozitol segitségével kotédik a sejtfelszinhez (Rege
¢s Hagood 2006). Kisérleteinkben a fagyasztott metszetek Triton-X oldattal valo
elékezelése utdn nem sikeriilt Thy-1 pozitiv immunfestést végrehajtani. A Thy-1
,vedlési” képessége jol ismert, a szérumban leirtdk szolubilis formajat is (Saalbach és
mtsai 1999), igy konnyen elképzelheté hogy a sejtizolacid folyamata soran hasznalt
enzimatikus emésztési, majd mosasi 1épések alkalmdval, a gazdasejt felszinérdl levalo
Thy-1 molekula egy masik sejt felszinéhez kapcsolodik, ezaltal vezetve téves
eredményekhez a Thy-1 alapu sejtizolalas soran.

Az ép patkdny majakban megfigyelt, epeutak koriil elhelyezkedé Thy-1 pozitiv
sejtek, nem expresszaltak sem simaizom aktint, és dezmin festéssel sem bizonyultak
pozitivnak, igy ezek a sejtek legnagyobb valdsziniséggel ,portalis fibroblaszt”-nak
(Dranoff és Wells 2010) felelnek meg. Konnyen elképzelhetd, hogy az ovalis sejtek
proliferacidja soran ezek a sejtek aktivalddnak, és ennek a folyamatnak egyik jele lehet
a simaizom aktin expresszio megjelenése.

A Thy-1 pozitiv sejtek pontos eredetének és funkcidjuknak meghatarozasa
tovabbi kisérleteket igényel, de eredményeink szerint a majban a Thy-1 molekula &ssejt
vagy progenitor sejt markerként vald hasznalata nem ajanlott.

A CK19+/CK7- fenotipus human majban nem alkalmazhatdo az Ossejtek
azonositasara, ép emberi majban nem sikeriilt CK7— duktulusokat azonositanunk, de a
Hering csatorndk huméan majakban is a tobbi epeut szakasztdl eltérd sajatos
immunfenotipussal (CD56+/CD133+/EMA-) rendelkeznek, ami lehet6vé teszi ezeknek

a képleteknek az egyértelmii azonositasat.
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A Hering csatorndkat human majban is eredetileg rovid epeut-szakaszokként
irtak le (Hering 1867), melyek a hatarold lemezke hepatocitasorandl helyezkednek el,
Osszekottetést biztositva az epekanalikulusok €s az interlobularis epeutak kozott. Theise
¢s munkatarsai (1999) kimutattdk, hogy ez az epeut-szegmens atnyulhat a hatarold
lemezke majsejtsoran. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a panCK antitesttel konnyen
azonosithatd sziikk lumenii epeutak, a patkdny madjaban talalt epeutak megoszlastol
eltéréen, human majakban valdban elhagyjak a periportalis kotdszovetet €s megjelennek
a hepatocitdk kozott a parenchimaban, de itt az elrendezddésiik nem véletlenszerd,
hanem szigoru szabéalyokat kovet. Az emberi majban hagyomanyos szdvettani
metszeteken nem ismerhetd fel a porto-portalis tengelyek mentén levd, tgynevezett
vaszkuldris szeptum, szamos allatfajban azonban jol fejlett kotdszovetes sovények
formajaban jelenik meg (Ekataksin és Wake 1997).

Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a parenchimaba terjedd kis epeutak mindig
ennek a porto-portalis tengelynek megfelelden helyezkednek el, s6t immunhisztokémiai
modszerrel a kornyezetiikben I-es tipusu kollagén is kimutathatd volt, jelezve, hogy
»csOkevényes” formaban, az emberi majban is jelen vannak ezek a vaszkularis
szeptumok. Az epeduktulusok tehat, ezekben a szeptumokban taldlhatéak ¢és a
szeptumok mentén levd hepatocitdkkal alkotnak a Hering csatorndknak megfeleld
kapcsolatot, a méjsejtek kozé azonban sohasem terjednek be. Ep emberi méjban a
kisebb epeut-szakaszok a portalis tereken kiviil, tehat a parenchimaban is fellelhetdek,
de mégis mindig a méjlebenyke teriiletén kiviil a vaszkularis szeptumokban maradnak.
Természetesen ez a fajta elrendez6dés a hagyomanyos szovettani metszeteken nem
ismerhetd fel.

A leirt kis epeutakat mindig kisérték érképletek is. Korabbi megfigyelések
(Gouw és mtsai 2006, Teutsch 2005) a vaszkularis szeptumban talalhato CD31 pozitiv
ereket a portilis véna terminalis againak gondoltak. Szadmos kisérlet probalta
bizonyitani az epeutakat kisér6 artéridk jelenlétét a vaszkularis szeptumban, megbizhatd
artéria marker hianyaban azonban ezek a feltételezések sosem nyertek bizonyitast
(Matsumoto és mtsai 1979, Yamamoto és mtsai 1985, Saxena és mtsai 1999).

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a vaszkularis szeptumban NG2 (Murfee és
mtsai 2005) pozitiv artéridk is talalhatoak. Kisérleti allatokban (patkany, egér) a maj

artérias vérellatdsa a gazdag arterio-portalis anasztomoézisokon keresztiil valésul meg
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(Haratake ¢és mtsai 1990). A majartéria termindlis agai az arterio-portalis
anasztomozisokon kiviil, részt vesznek a peribilidris kapillaris plexus alkotasaban,
direkt artérias ellatasa csupan egyetlen, a lebenyke alapi részén elhelyezked6 HMS —nek
van. Ezzel szemben human majban nincsenek arterio-portalis anasztomozisok, a
majartéria terminalis dgainak lefutdsa alapjan, minden, a ma4jlebenyke alkotasaban
résztvevé HMS direkt artérias vérellatasu.

Az epeutak posztnatalis fejlédése és érése mind patkdnyban (Van Eyken és mtsai
1988) mind pedig human majban (Lemaigre 2003) jol ismert. Az intrahepatikus epeutak
a ,,ductal plate”-bdl alakulnak ki, fejlodésiik, elongacidjuk sziiletés utdn is folytatodik
(Roskams ¢s Desmet 2008).

Az ugynevezett ,kolangiogenezis”, ahogy ezt humdn méjban a gesztacido 39.
hetében tortént vizsgéalatainkban kimutattuk, a primitiv vaszkularis szeptumok mentén
zajlik le. Az altalunk vizsgalt korlatozott szdmu minta alapjan ugy tlinik, hogy human
majakban az epeutak és az Oket kisérd erek elrendezddése a vaszkularis szeptumban 3
éves kor koriil valik teljessé, és bar felnétt korban is megfigyelhetd, az interlobuléris
epeduktulusok szama a korral csokken. Az epeduktulusok szamanak csokkenése
torténhet abszolut modon az epeut-hamsejtek apoptozisa miatt, de ugyanakkor a
fejlodés soran a majlebenykék méretének novekedése miatt (Papp és mtsai 2009) ez a
csokkenés lehet relativ is.

A patkanymajtol eltéréen, human majakban a kis— és a nagyobb interlobularis
epeutakat nem sikeriilt megkiilonboztetni a benniik jelen levd citokeratin altipusok
alapjan. Tovabbi kisérleteinkben, szamos az epeutakban heterogén moddon
expresszalodo antigén illetve dssejt markerként leirt molekula expresszigjat vizsgaltuk
meg immunhisztokémiai modszerrel. A kiilonb6z6 epeut-szegmensek harom antitesttel
konzekvensen eltérfen reagéltak. Vizsgalatainkban a nagyobb, interlobularis epeutak
CD56-/CD133-/EMA+ immunfenotipusiinak bizonyultak szemben a kis epeutak
CD56+/CD133+/EMA- expresszidjaval. Korabban mar mindharom markert leirtak és
hasznaltdk az &s/progenitor sejt kompartment jellemzése kapcsan. Az atipusos
duktularis reakciok CD56+/EMA—, mig a tipusos duktularis reakciok CD56—/EMA+
festddésiieck (Sonzogni és mtsai 2004). A CD56 protein és a MRNS a proliferalo
duktusokon kiviil az ép, egészséges human maj duktulusaiban is megtalalhatd

(Schmelzer és mtsai 2006, Zhang ¢és mtsai 2008). A CD133 hemopoetikus dssejtmarker,
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human méjban mRNS szinten eldszor Miraglia és munkatarsai (1997) irtak le. Késdbb a
proteint kimutattdk a Hering csatorndkban (Karbanova és mtsai 2008), de atipusos
duktularis reakcidkban (Craig €s mtsai 2004) is leirtak expressziojat.

Kisérleteinkben az epeutak CD133 expresszidja valtozik a korral. Mig
gyerekkorban minden epeut-szakasz CD133 pozitiv, addig felndttkorban csupan a
kisebb epeut-szakaszok (beleértve a Hering csatornat is) mutatnak festédést ezzel a
markerrel. Tehat az epeutak végleges immunfenotipusa ép human majban is sziiletés
utan alakul ki.

Humén mdjakban a Thy-1 antigén expresszidja megegyezett a patkdnymadjban
tapasztaltakkal. Ep humén méjakban az epeutak minden vizsgalt idépontban Thy-1
negativnak bizonyultak. Fulminans majelégtelenség sordn kialakuld regenerativ
folyamatok eredményeként human maéjakban megjelend intermedier hepatobiliaris
sejtek (szomatikus dssejtek leszarmazottjai huméan méjakban) vizsgalatainkban szintén
Thy-1 negativnak bizonyultak.

Eredményeink alapjan tehat megallapithatd, hogy béar megoszlasaban ¢és
immunfenotipusaban kiilonbéznek egymastol, de ¢ép patkdny és human majakban
egyarant kimutathatéak, olyan hosszl, sziikk lument az interlobularis epeutaktdl jol
elkiilonithetd kisebb epeut-szakaszok, melyek magukba foglaljak a tradicionalis Hering
csatornakat is. Ezeknek az epeut szakaszoknak a morfoldgiai, immunfenotipusbeli
homogenitasa alapjan feltételezhetjiik, hogy morfo-funkcionalis egészet alkotnak és az

Oket felépitd sejtek képesek dssejtként viselkedni kiillonbozo szdveti reakcidokban.
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VII. KOVETKEZTETESEK

I. A mdj szomatikus Ossejtjei szamara specialis mikrokdrnyezetet biztositd Hering
csatornakra patkany ¢s human majakban egyarant specialis elrendezddés és egyedi, az
azonositasukat lehetévé tevé immunfenotipus jellemzo:
I.1. Patkdnymdjban ezek az epeutak periportdlisan helyezkednek el, itt
csatlakoznak a zardlemezkét alkotod hepatocitakhoz és CK19+/CK7— fenotipusuak.
1.2. Human m4jmintdkban ezek az epelt-szakaszok intraparenchimalisan ugyan,
de a majlebenykék teriiletén kiviil, rudimenter vaszkuléris szeptumban a méjartéria
és portalis véna terminalis agaival egyiitt haladnak és CD56+/CD133+/EMA-

immunfenotipus jellemzi Oket.

Il. A Thy-1 mRNS és fehérje egyarant jelen van az ép €s regenerald majszovetben:

11.1. Ep human és patkany majban a peribilirisan elhelyezkedd Thy-1 pozitiv
sejtek, SMA és dezmin negativitasuk miatt leginkabb ,,portalis fibroblaszt”-nak felelnek
meg. A Thy-1 antitesttel festddést mutattak a portalis térben talalhat6 idegrostok is.

I1.2. A regeneraci6 soran:

11.2.a. Patkanymajban az ovalis sejtek nem expresszalnak Thy-1-et, tehat
a Thy-1, mint hemopoetikus Ossejtmarker nem alkalmas az ovalis sejtek
csontveldi eredetének vizsgalatara és bizonyitasara. Kimutattuk, hogy a
Thy-1 mRNS és fehérje nem az ovalis sejtekben, hanem a veliik szoros
kozelségben, bazalis membranon kiviil elhelyezkedd miofibroblasztokon
van jelen.

I1.2.b. Humén majakban a regeneracid soran az intermedier
hepatobiliaris sejtek szintén Thy-1 negativnak bizonyultak; a Thy-1
fehérje az intermedier hepatobiliaris sejtek alkotta csovek koriil

elhelyezkedd miofibroblasztokat jeldli.
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VIII. OSSZEFOGLALAS

A legtobb kisérleti adat és human mintédkon tett megfigyelés szerint a méajban a
Hering csatornakat felépitd sejtek képesek Ossejtként viselkedni, tehat a Hering
csatornak pontos jellemzése a szomatikus &ssejtek azonositasanak elengedhetetlen
feltétele.

Fluoreszcens immunhisztokémiai moddszereket alkalmazva jellemeztiik az
intrahepatikus epeutakat, ép human ¢&s patkany majakban. A patkdnymajban
posztnatalisan alakulnak ki a CK19+/CK7— fenotipust epeutak, melyek a periportalis
kotdszovetbe agyazva hosszu, olykor eldgazddd duktusokat formélnak. Funkcionalis
tesztekben ezen epeutak hamsejtjei Ossejtként viselkednek. A CK19+/CK7— fenotipus
human méjban nem alkalmazhat6é az dssejtek azonositasara, de a Hering csatorndk ép
human m4jban is a tobbi epeit szakasztol eltérd sajdtos immunfenotipussal
(CD56+/CD133+/EMA-) rendelkeznek, ami lehetdvé teszi ezeknek a képleteknek az
egyértelmil azonositasat. A patkanymaéjban talalhat6 epeutak lefutasatol eltéréen, human
majakban ezek az epeutak a mdjartéria és portalis véna termindlis againak kiséretében
belépnek a parenchima teriiletére, de mindvégig két szomszédos majlebenyke kozotti
hatarzonaban, az interlobularis/vaszkularis szeptumban haladnak.

Az Ossejtek részvételével jaré majregeneracié soran a Hering csatornakbol
szarmaz0 ovalis sejtek (patkdnymajban) illetve az intermedier hepatobilidris sejtek
(humanban) szamos vizsgalatban Thy-1 (CD90) pozitivnak bizonyultak. Mivel a Thy-1
csontveldi Ossejtek markereként is szolgal, jelenléte a progenitor sejteken felveti azok
potencialis csontveldi eredetét. Immunhisztokémiai €s mikrodisszekalt sejtmintakbol
végzett QRT-PCR vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a Thy-1 mRNS és fehérje nem az
ovalis sejtekben, hanem a veliik szoros kozelségben elhelyezkedd miofibroblasztokon
van jelen. Fulminans madjelégtelenségbdl szarmazd humdn méjmintdkban a Thy-1
pozitiv sejtek szintén az intermedier hepatobilidris sejtek (szomatikus dssejtek
leszarmazottjai human majakban) alkotta csovek koriil, azok bazalis membranjan kiviil
talalhatoak. Ep human és patkany majakban a Thy-1 pozitiv fibroblasztok az epeutak
koriil, de azok bazalis membranjan kiviil helyezkedtek el, igy a Thy-1 nem hasznalhat6
sem a Hering csatornakban taldlhato szomatikus dssejtek, sem pedig a beldliik szarmazo

progenitor sejtek azonositasara.
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IX. SUMMARY

The canals of Hering are transitional structures between the hepatocytes and bile ducts.
These structures are the primary candidates for the liver residing adult hepatic stem cell
compartment. We have studied by immunohistochemistry and confocal microscopy the
distribution and the immunophenotype of the biliary system in rat and human livers. In
rats a CK19+/7— cholangiocyte population is present in the smaller branches of the
biliary tree including the canals of Hering. These CK7 negative cells are the precursors
of the oval cells. They are not present in the liver at birth but are generated ,,de novo” in
the postnatal period. The canals of Hering are strictly confined to the periportal space.
In human livers the canals of Hering have been reported to spread beyond the limiting
plate. We have observed a rudimentary interlobular collagen containing septa in healty
livers outlining the hepatic lobules. The canals of Hering run in these septa in line with
the terminal branches of the portal vein and hepatic arteries. This arrangement develops
in the postnatal period but regresses after early childhood. The canals of Hering can be
identified by the unique CD56+/CDI133+/EMA— immunophenotype. The distinct
immunophenotype supports their unique biological function.

Thy-1, a marker of hematopoietic stem cells has been reported to be expressed by oval
cells proliferating during stem cell-mediated regeneration in rat liver suggesting a
precursor-product relationship between the two cell populations. We have characterized
the Thy-1 expression in normal and regenerating livers using immunofluorescense
confocal microscopy, immunoelectronmicroscopy and QRT - PCR analysis. In rat livers
Thy-1 protein and mRNA is consistently present on a myofibroblast subpopulation
surrounding the oval cells, outside the basement membrane. A similar distribution of the
Thy-1 protein was found on human liver specimens with ductular reactions from
patients with fulminant liver failure. We conclude, that Thy-1 is not a marker of hepatic

stem or progenitor cells but decorates a subpopulation of myofibroblasts.
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XII. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik segitették PhD munkam elkészitését:
-A szakmai fejlédés izgalmas, de olykor krizisekkel tlizdelt utjan mindig segitségemre
voltak: témavezetom Prof.Dr.Nagy Péter és Dr.Paku Sandor, akiknek, ezért halas
koszonettel tartozom; intellektualis elegancidjuk és szakmai nagyvonalasaguk, valamint
tarsadalomkritikai latdsmodjuk kovetendd példat allitott, mint ahogy naprakész
tudoményos felkésziiltségiik is. Dr.Paku Sandornak metodikai ismereteim jelentOs
részét is kdszonhetem.

-K6szondm Prof.Dr.Matolcsy Andréas intézetigazgatonak lelkes tamogatasat, az altala
vezetett citologiai diagnosztikai labor valamint a hematopatologiai labor
munkak6zdsségének kiilon kdszondm a munkamban nyujtott segitséget.

-Tisztelettel koszondm a Patologiai Doktori Iskola vezetdjének, Prof.Dr.Kopper
Laszlonak a tamogatasat, nagyon halas vagyok, hogy 2005-ben lehetové tette, hogy
elkezdhessem PhD tanulmanyaimat.

-Halas vagyok Dr.Timar Ferencnek a TDK-s éveim alatt és a PhD tanulmanyaim soran
nyujtott folyamatos szakmai segitségéért és barati tdAmogatasaért.

-Nagyon sok koszonet illeti Prof.Dr.Pavai Zoltan-t, aki kezdetektdl szemtanuja illetve
aktiv alakitdja volt a szakmai ,,kiizdelmeimnek”.

-A dolgozatommal kapcsolatban a rengeteg tandcsot, "helyjjessirdssy" hibaim
kijavitasat, a szakmai kérdéseket - amelyek alapjan dolgozatom atszerkesztettem, hogy
egyszeriibb, kozérthetobb és szakmai szempontok alapjan mégis megfelel6 munkat
készithessek -, hazi opponensemnek, Prof.Dr.Kovalszky Ilonanak koszonhetem.
-K6szondm Bugyik Edinanak barati és szakmai timogatasat, valamint az igen kellemes
»laborhangulat” megteremtését.

K6szonom Dr.Spisdk Sandornak szakmai segits€égét €s hasznos tanacsait.

Halas vagyok tovabba a Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai Intézet munkatarsainak,
hogy munkdm soran segitettek és tdmogattak, név szerint Dr.Baghy Kornélianak, Dr.
Bodor Csabanak, Dr. Balogh Zsoéfianak, Dr.Moskovszky Lindénak, Csizmadia
Annamarianak, Dedk Lindanak.

Végiil, de elsésorban koszondom csaladomnak, hogy mindvégig tamogattak, biztattak,
biztositottak a munkdmhoz sziikséges nyugodt hatteret, nélkiiliikk ez a disszertacié nem

késziilhetett volna el.
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