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1. BEVEZETES

A majatiltetés (LTx) elfogadott eljaras az akut
majelégtelenség, és egyéb végallapoti majbetegségek,
tobbek kozott a malignus hepatocellularis (HCC) és
szelektalt esetekben a cholangiocellularis carcinoma (CCA)
kezelésére. Jelen tanulmény célja olyan, kiilonb6z6
mechanizmusu kiséréterapiak kidolgozasa és bemutatasa,
melyek  hozzasegithetnek a  majatiiltetés  tovabbi
fejlodéséhez. Tanulméanyaim két csoportra oszthatok. Egy
résziik a mdjatiiltetés adott faktorainak optimalizasaval
foglalkozik, mig masik felilk betegség-specifikus terapias
mechanizmusok lehet6ségeit kutatja, tovabbi megoldasokat
keresve az irreszekabilis CCA-s betegek kezelésére
majtranszplantacioval.

A majatiltetés  feltételeinel — optimalizasaval
foglalkoz6 kutatasaim fO célja a prezervacios karosodas
minimalizalasa és a mikrocirkulacio eldsegitése a beiiltetett
maj graftokban a ,histidine-tryptophan-ketoglutarate”
(HTK) alapti  prezervaciés oldat  modositasaval.
Kiilonosképpen vizsgaltuk a klorid szerepét, mert hatasai az
in vitro vizsgalatokban ellentmondésosak. Hiitott ragesald
hepatocitakon az extracellularis klorid artalmas, mig az
endotél sejteken jotékony hatast fejt ki. Az in vivo
kornyezetben kifejtett {6 hatdsdnak vizsgalatira a
szervatiltetést modellez6 allatkisérletekben, kloridban
gazdag ¢és szegény HTK oldatokban patkdny méjakat
prezervaltunk. Ezen feliil tanulmanyoztuk az eritropoetin
(EPO) hatasat a maj regeneraciora és a hepatocita
apoptozisra (programozott sejthalal) szegment majatiiltetés
(pLTx) soran.

A betegség specifikus kisérleteink soran legfoképp a CCA-
ra koncentraltunk. Irreszekébilis CCA miatt végzett
majatiiltetés utan gyakran tapasztalhatdo a betegség korai

1



visszatérése és metastasisok kialakuldsa. Mindezek ellenére
a betegek kis szazalékaban az atiiltetést kovetden a tulélés
elfogadhat6, mely Osszefiiggésbe hozhatd a modern
(neo)adjuvans, kombinalt kezelések hatasossagaval. Azon
szelektalt betegeknél, akiknél a malignus elvaltozas (CCA)
irreszekabilis, nincs extrahepatikus attétiik és az elvaltozas
az epeholyag folott helyezkedik el, specidlis multimodalis
terapias protokoll kertiilt kidolgozasra €s bevezetésre a Mayo
Klinikdn (Rochester, Minnesota, USA). Ez magaban
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kezelések utdn, de az atiiltetés elétt a beteg explorativ
laparotomian esik at az esetleges attétek kizarasara. A Mayo-
protokoll mérsékelten sikeresnek bizonyult a Kkorai
irreszekabilis CCA kezelésében jol szelektalt esetekben.
Mindemellett a protokoll altal eldirt kemoterapia kizarolag a
hagyomanyos  agenseket  alkalmazza  (fluorouacil,
capecitabine). Célzott kemoterapia alkalmazasaval, U]
mechanizmusu szerek kiprobalasaval és bevezetésével a
lehetdségek bdviilhetnek. A CCA-specifikus madjatiiltetés
optimalizalasara végzett kisérleteink f6 célja a CCA sejtek
apoptozis rezisztencia mogott meghuzodd mechanizmusok
azonositasa. Kiilonos figyelmet forditottunk a ,.platelet-
derived growth factor BB” (PDGF-BB)/”Hedgehog” (Hh)
altal kozvetit apoptozis rezisztenciara a CCA sejtekben,
mely el6térbe helyezi a ,,serine/threonine polo like kinase 2
(PLK?2)” fontossagat a sejt a regulacioban. Ezen eredmények
alapjdn ) mechanizmusu  terdpids  lehetdségeket
vizsgaltunk, a CCA miatt végzett majtranszplantacio
eredményeinek javitasa érdekében.



2. CELKITUZESEK

Jelen tanulmanyaink célkitizései az alabbiak voltak:
1. A klorid hatasainak optimalizaldsa a modositott

HTK alapt prezervacios oldat alkalmazasaval a maj
prezervaciés karosoddsanak minimalizalasara és a
mikrocirkulacio serkentésére az atiiltetését kovetden.
Az EPO hatasanak vizsgalata az atiiltetett majgraft
regeneracidjara és a  hepatocita  sejthalalra
majszegment atiiltetés soran.

A myofibroblast (MFB) sejtek  parakrin
jelatvitelének hatdsanak tanulmanyozasa a CCA
apoptozis rezisztenciara a PDGF-BB/Hh Kko-
aktivacios halozat tiikrében.

A Hh/PLK éltal kozvetitett anti-apoptikus hatasok
vizsgalata.

A 3. és 4. pont megfigyelései alapjan elemezziik,
hogy a ,platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR)-B”, a Hh vagy a PLK jelatvitel célzott
terapidja alkalmazhat6 lenne-e a CCA (neo)adjuvans
kezelésében illetve a Mayo-protokoll
optimalizasaban.



3. MODSZEREK

Prezervacios oldat/klorid tanulmdny: A vizsgalatokat két
részre osztottuk, a csoportok 7/8 patkdnyt tartalmaztak. A
vizsgalat elsO részében az allatok tulélését elemeztiik 3
egymast kovetd kisérletben, eltérd feltételek mellett
(kiilonb6z6 patkany torzs, hideg és meleg ischaemias id6).
A vizsgalat masodik felében a beiiltetést kovetden kloridban
gazdag ¢és szegény HTK alapi prezervacidés oldat
hasznalatatol fliggéen a mikrocirkulaciot (30-90 perccel a
reperfuziot kovetden), a labor paramétereket, az
epetermelést €s a szovettani valtozasokat elemeztiik.

Eritropoetin tanu/many: A patkanyokat EPO-val és
hohatasra inaktivalodott kontroll EPO-val kezeltik. Az
kisérleti egyedek ezt kovetden 30%-0s szegment
majatiiltetésen estek at, majd szérum, maj és epe mintakat
vettik a mdjfunkcid, madj/testsuly arany (LBWR),
hepatocyta-proliferacié (Ki-67) és az apoptozis (,,terminal
deoxynucleotide tranferase-mediated dUTP nick-end
labeling assay”) vizsgalatara. A gén-expressziot cDNA
array-vel és kvantitativ valos-idejii PCI-vel elemeztiik. A
vizsgalatokat kovetOen értékeltiik a tulélést.

MFB-irdnyitott PDGF-BBIH jelatvitel tanulmany:
A vizsgalathoz human KMCH-1, KMBC, HUCCT-1, TFK-
1 és Mz-ChA-1 CCA sejteket alkalmaztunk human
hepatikus ,,stellate” és ,,myofibroblastic” LX-2 sejtek
mellett. Ezt kovetéen in vivo kisérleteket végeztiink
allatkisérletes patkany modellben.

Hh signaling/PLK 2 study: 50 human CCA minta (25
intrahepatikus, 25 extrahepatikus), tovabba KMCH-1, Mz-
CHA-1 és HUCCT-1 CCA sejtek alkalmazasaval végeztiik
vizsgalatainak. Ezt kovetden ismételten in vivo kisérleteket
végeztiink  szingeneikus patkdny maéjtranszplantacios
modellben.



4. EREDMENYEK

4.1 A majtranszplantacio optimalizasaval foglalkozo
kutatasaink eredménvyei

4.1.1 Prezervacios oldat/klorid tanulmany:

Az Uj klorid-tartalmii oldat az Osszes talélési
analizisiinkben kedvezdbb eredményeket mutatott (50%
versus 12,5%, 75% versus 37,5%, illetve 100% versus
71,4% [klorid-tartalma vs. klorid-szegény], P < 0.05).
Tovabba a sinusoid perfuzioés rata (83,9% +/- 4,0% versus
69,2% +/-10,8%, P < 0.01) és a vorosvértestek sebessége a
sinusoidokban  (147,7+/-26,7  versus  115,5+/-26,0
um/masodperc; P < 0.05) és a post-sinusoid venulakban
(332,4 +/-87,3 versus 205,5 +/- 53,5 pm/masodperc)
egyértelmiien magasabb volt a klorid tartalmu oldattal
konzervalt majakban. Emellett a majenzimek szérum
aktivitasa jelzetten (nem szignifikdnsan) alacsonyabb volt,
és az epe-termelés viszont szignifikansan magasabb.

4.1.2. Eritropoetin tanulmany:

Az LBWR ¢s a Ki-67 index alapjan, az EPO kezelés
hatasara a kezelt patkanyok majregeneracidja javult,
beleértve a szegment transzplantacion atesett egyedeket is.
Az EPO kezelés indukalta a c-jun pro-regeneracios
mediatort és a Bel-XL anti-apoptikus gént, ami csokkent
sejthalal ratahoz vezethet. Emellett, az EPO kezelésben
részesiilt, szegment atiiltetésen atesett egyedek 28 napos
tulélése szignifikansan javult (88% vs. 38%).



4.2 Cholangiocarcinoma miatt végzett majatiiltetés
optimalizalasara végzett kisérleteink eredményei

4.2.1. MFB-iranyitott = PDGF-BB/Hh jelatvitel
tanulmany:

Az egyesitett CCA ¢és human ,myofibroblastic
hepatic stellate” vagy CCA ¢és LX-2 sejt kultarak
szignifikdnsan csokkentették a ,,tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand” (TRAIL) altal indukalt
sejthalalt a CCA sejtekben. A sejtvédd hatas megsziintethetd
volt a PDGF-BB anti-szérum semlegesitésével. A PDGF-
BB sejtvédd hatasat befolyasolta a Hh jelatvitel is, mert a
cyclopamine, ami a smoothened (SMO; Hh jelatvitel része)
G-protein  receptor  antagonistja, megsziintette a
citoprotektiv hatast. A mechanizmus része, hogy az SMO a
,PDGF-BB-induced cyclec adenosine monophossphate-
dependent  protein  kinase-dependent  trafficking”
segitségével a plasma membranba jut, ami ,glioma-
¢s ,,GLI reporter gene-based luciferase assay”
aktivaciojahoz vezet. Egy teljes genomot érintd messenger
RNS expresszion alapuld eljarassal 67 kiilonbozd gént
azonositottunk, melyek koziil 50 serkentd és 17 fekezd
hatassal bir mind a ,,sonic hedgehog” (SHH) mind a PDGF-
BB jelatvitelre a CCA sejtekben cyclopaminetol fiiggde.
Tovabba in vivo ragesdlo CCA sejteken végzett
vizsgélatokban a cyclopamin és az imatinib fokozta a CCA
sejthalalt, ezzel apoptozist és tumorszupressziot eléidézve.



4.2.2. Hh jelatvitel/PLK study

A human PLK1/2/3-immunoreaktiv rak sejtek
nagyobb szamban szerepeltek az intra- és extrahepatikus
CCA mintakban. A Hh jelatvitel gatlasa cyclopamine-val
csokkentette a PLK2 szintjét, de nem befolyasolta a PLK1,
2, messenger RNS ¢és fehérje expressziot a kontrol és az
SHH-kezelt CCA sejtekben, igazolva korabbi microarray
vizsgalatunkat. Hh jelatvitel feltételezhetéen kozvetleniil
szabalyozza a PLK2-t, mert a Hh transzkripcios faktorai,
GLI1 és 2, kapcsolodnak a PLK2 promoter regidjahoz.
Tovabba a PLK2 gatlasa BI6727-vel (volasertib), vagy
PLK2 knockdown mutans hasznalata pro-apoptikus hatassal
bir a CCA sejtekben. BI6727 vagy PLK2 knockdown
mutans alkalmazasa csokkentette a sejtben az anti-apoptikus
,myeloid cell leukemia 17 (Mcl-1) fehérje szintjét, mely
hatas visszafordithat6 az MG-132 proteoszoma inhibitorral.
Ezen felul, BI6727 hasznilata csOkkentette az Mcl-1
expressziojadt a CCA sejtekben, ezzel apoptdzis ¢&s
tumorszupressziot eléidézve.



5. KOVETKEZTETESEK

A megfigyeléseinket a kdvetkez6 modon Gsszegezhetjiik:

1.

In vivo: a Kklorid-tartalmi prezervacios oldat
jotékony hatassal van az az endotéliumra és a
majsejtek mikrocirkulacidjara, jelentésen
csokkentve a  majsejtek  klorid-dependens
karosodasat a hideg-tarolas ideje alatt. Ennek alapjan
a klorid tartalom fontossagara felhivjuk a figyelmet,
hangsulyozva nélkiilzhetetlen szerepét a majgraftok
megorzésére késziilt prezervacios oldatokban.

Az eritropoetin kezelés szignifikansan javitotta a maj
regeneracigjat ¢és tulélését szegment Aatiiltetést
kovetden, részben a pro-regenerativ c-jun medidtor,
részben a BcL-XL anti-apoptikus gén serkentése
révén. Ezek alapjan az EPO alkalmazasa igéretes
kiegészitd lehetéségként mutatkozik szegment és €16
donoros méjatiiltetés esetén.

MFB-iranyitott PDGF-BB, egy Hh jelatvitel-
dependens folyamat révén, megovja a CCA sejteket
a TRAIL citotoxitastol. A célzott PDGFR-Beta
és/vagy Hh jelatvitel kezelés el6serkentheti a tumor-
sejtek apoptozisat. Ezen eredmények terdpias
alkalmazasa CCA-ban  szenved6  betegeknél
megfontoland6 a méjatiiltetést megeldzden.
PLK2-nek kiemelkedé szerepe lehet a CCA
sejtekben Hh tulelésért felelos jelatvitelében. A
Hh/PLK ko-aktivaciés halozat jelatvitelét célzo
kezelések szintén elésegithetik a tumor sejtek
apoptozisat. Ennél fogva, a Hh inhibitorok mellett, a
PLK gatlok is fontos szerepet jatszhatnak a CCA
multimodalis kezelésében, beleértve a
majtranszplantaciot is.
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