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1. Bevezetés

Az el6fordulasuk szerint hatodik, mig a daganatos haldlozas tekintetében globalisan
masodik leggyakoribb primer majtumorok, illetve az ezeknél is magasabb incidenciaval és
hasonl¢ kilatasokkal rendelkez0 attéti majdaganatok vilagszerte hatalmas problémat jelentenek
az egyészségligyi rendszer és a tarsadalom minden szintjén. Az uralkodd, modern
multidiszciplinaris szemlélet ellenére a majtumorok kezelése dontéen a (maj)sebész vallan
nyugszik, amennyiben a tulélést és az onkoldgiai szempontokat figyelembe véve a kurativ
terapia szinte egyet jelent a daganat miitéti eltavolitasaval. A majtranszplantacio jo eredményei,
ugyanakkor komoly szakmai és anyagi feltételei mellett napjainkban a mitét vilagszerte
elsésorban tovabbra is a sebészi reszekciot jelenti. Az intenziv terapia és egyéb tarsszakmak
fejlédése lehetévé tette heroikus reszekciok technikai kivitelezését, ugyanakkor a posztoperativ
morbiditas és mortalitas elsé szamu tényezdje, a (poszthepatektomias) majelégtelenség révén a
reszekcid kiterjedésének korlatjat egyre inkabb a megmaradé majparenchyma (,,future liver
remnant”, FLR) mennyisége jelentette, mellyel parhuzamosan a majsebészet paradigma valtasa
kovetkezett be a ,,Mi tavolithaté el?” kérdés ,,Mi marad meg?”-re valtozasaval. E téren a
biztonsagos reszekcio aktualis, konszenzualis feltétele a komputeres tomografia (CT)
volumetriaval mért, teljes (tumormentes) majtérfogat legalabb 20-25%-at, illetve 40-50%-at
meghaladé FLR térfogathanyados (,,egészséges”, illetve ,kompromittalt” majparenchyma
esetén). Az ebbdl kifolydlag primeren irreszekabilis esetek (kurativ) kezelésére a neoadjuvans,
,downstaging” kemoterapia mellett a kiilonféle vena portae okkluzios (PVO) technikak adnak
lehetdséget. Ezek a tumoros lebenyekhez futd vena portae agak sebészi lekotése (PVL), vagy
intervencionalis radiologiai embolizacidja (PVE) révén kivaltott atrofiaval parhuzamosan a
fokozatosan kialakuld, ellenoldali (FLR) hipertrofia révén teszik lehetévé a daganat
biztonsagos eltavolitdsat masodik 1épésben.

A maj funkcionalis inhomogenitasa miatt azonban a méret nem azonos a funkcioval.
Ebbdl fakaddan kulcsfontossagi a posztoperativ szovodmények kialakuldsat meghatarozo
majfunkcio mérése PVO-indukalta majregeneracid sordn, a reszekcid optimalis iddzitése,
illetve a klinikai kimenetel javitasa érdekében. Bioszintetikus, metabolikus és eliminacios
szerepeibdl adoddan a majfunkcidé komplex fogalom, melynek megfeleléen mérésére szamos
funkciondlis teszt ismert. A szérumparamétereken alapuld, ineffektiv ,,statikus teszteken” tal
elterjedtek kiilonféle, szérumparamétereket és klinikai jellemzoket is Osszesité Klinikai
pontrendszerek (Child-Turcotte-Pugh score, MELD-score), melyek szintén nem kelld
hatékonysaguak. A majfunkcio analizisében elsédleges a ,,dinamikus tesztek™ szerepe, melyek
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képalkotason alapulnak. Utobbi kettd esszencialis alapja a maj szerves anion transzportja, mely
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a kiilonféle endogén (bilirubin, epesavak, stb.) és exogén (alkaloidok, toxinok, gyogyszerek,
stb.) vegyiiletek maj altal torténd eliminacidjanak legfobb, kozponti, energiaigényes
utvonalaként a majfunkcié specifikus, hatékony vizsgalatat teszi lehetévé. Az eliminacios
tesztek kozott kiemelkedd jelentéségii az indocian-zold (ICG) keringésbol eltavolitasan
alapulo, napjainkban vilagszerte leggyakoribb funkcionalis eljarasként, egyes szerzoék altal
majsebészeti dontéshozatal keretében is alkalmazott ICG-clearance teszt, mely azonban csupan
a teljes maj funkciodjat képes mérni. A nukledris képalkotas alapu tesztek 0j tavlatokat nyitottak,
mivel a keringésbe juttatott, majspecifikus szerves anyaghoz kapcsolt radioaktiv izotop révén
lehetové teszik a funkcionalis szignalok anatomiai lokalizacidjat, és ezaltal tetszoleges
majteriilet specifikus (regionalis) funkcidjanak vizsgalatat is. Meghatarozo jelentéségii a ©°™Tc-
mebrofenin hepatobiliaris szcintigrafia (HBS), mely a teljes maj, illetve a kulcsfontossagli FLR
felvételi- és exkrécios kapacitasanak specifikus, szenzitiv vizsgalata révén meggy6z6 kezdeti
eredményeket mutat a PVO-indukélta majregeneracidé funkciondlis valtozasainak Vvizsgalata
kapcsian. Tovdbbd a méjfunkci6 mérése ujszerii, MRI- és metacetin alapt
vizsgaloeljarasokkal; illetve  potencialisan az eredetileg gasztroenterologiai  és
bronchoalveolaris betegségek endoszkopos diagnosztikajara kifejlesztett optikai/fluoreszcens
képalkotd ,konfokalis 1ézer endomikroszképia”-val is lehetséges, mely utobbi
munkacsoportunk jelen kutatdsat megelézoen még nem keriilt alkalmazéasra. Végiil a m4j
regeneracidja soran szintén kiemelt fontossagu drogmetabolizmusanak vizsgalata, melynek
kulcsfontossagi elemei a konverzids tesztekben is kdzponti szerepl citokrom P450 (CYP)
enzimek szupercsaladjanak és egyes alcsaladjainak fajok kozti (,,interspecies”) kiilonbségeket
is mutato izoformai. A CYP enzimek - kiilonféle patoldgias allapotok hatasara széles keretek
kozott, pillanatszertien valtozé (indukalhatdo és gatolhatd) - enzimaktivitasai Kritikus
jelentdségliek a kiilonféle gyogyszer-szovOdmények (intoxikacid, terapids hatasvesztés)
kialakuldsa, potencialis megelézése kapcsan, igy ismeretiik szintén magas klinikai

relevanciaval rendelkezik.



2. Célkitiizések

Kutatasunk soran a PVL segitségével indukalt majregeneracié hatasara a maj
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modellben. 1. kisérletiinkben in vitro sejtkulturak, ex vivo szdvetmintak és modern in vivo

képalkoto technikak felhasznalasaval a maj szerves anion transzportjat; Il. kisérletiinkben a m4j

CYP enzimek medialta drogmetabolizmusat helyeztiik vizsgalataink k6zéppontjaba.

Az alabbi konkrét kérdésekre kerestiink valaszokat:

1.

Izolalhatok-e életképes, primer sejtkulturak létrehozésara képes hepatocitdk gy a
lekotott- (LL), mint a nem-lekotott lebenyekb6l (NLL) a regeneracid egyes

idépontjaiban?

Amennyiben igen, hogyan valtozik LL és NLL sejtkultaraiban a hepatocitak in vitro

morfoldgidja, transzporter expresszioja és transzport funkcioja PVL-t kdvetéen?

Hogyan befolyasolja a PVL a teljes m4j ,,globalis” funkciojat; kiilonds tekintettel a
pentobarbital alvasi teszt, indocian-zold clearance teszt és a °*™Tc-mebrofenin

hepatobiliaris szcintigrafia vonatkoz paramétereire?

Milyen hatasokkal rendelkezik a PVL LL és kifejezetten az NLL ,regionalis”
funkcidjara, kiillonos tekintettel azok szerves anion transzportjat mindsito funkcionalis
tesztjeinek (*®*™Tc-mebrofenin HBS, CLE), illetve drogmetabolizmusanak (CYP enzim

expresszio €s aktivitds, CYP mRNS expresszio) vonatkoz6 paramétereire?

Alkalmazhato-e az eredetileg mas gasztroenterologiai és bronchoalveolaris
vizsgalatokra fejleszett konfokalis 1ézer endomikroszképia (Cellvizio, MaunaKea

Technologies, Paris, France) a regionalis majfunkcio6 célzott mérésére?



3. Modszerek

3.1. Etikai engedélyek, allattartasi feltételek

Kisérleteinket a nemzetk6zi allattartasi és allatjoléti direktivak betartasaval az
intézményi, valamint a hatésagi etikai szervezetek hivatalos engedélyével végeztiik
(engedélyszamok: PEI/001/313-4/2014; PE/EA/2895-6/2016; PE/EA/2893-6/2016).

A kisérlethez felhasznalt 200-240g tomegii him Wistar patkanyok (Kozponti Allathaz,
Nagyvarad Téri Elméleti Tomb, Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag) tartisa egy
kiilon erre a célra kialakitott, konvencionalis szintli, az eldirdsoknak megfeleld helyiségben, a
napszaki valtozasokat automatikusan kovetd megvilagitds, 22-24°C-os homérséklet ¢és
megfeleld paratartalom, sziikségletiiknek megfeleld viz, szaraztap, és szakszerli gondozas

biztositasa mellett Eurdpai Unids szabvanyoknak megfeleld tartdegységekben tortént.

3.2. Miitét — vena portae ligatira (PVL)

A miitéti beavatkozasok és analitikai vizsgalatok altalanos inhalativ izofluran anesztézia
(I. kisérlet) [Fortec, Cyprane Ltd., Keighley, England; 1-1,5 I/min 100% oxigén és 2-2,5%
izofluran (Vetflurane 1000 mg/g, Virbac, Carros, France) elegye]; illetéleg altalanos
intraperitonealis (ip.) ketamin/xylazin anesztézia (II. kisérlet) (ip. beadott 75 mg/testtomeg (tt)
kilogram (kg) ketamin és 7,5 mg/ttkg xylazin 1,5 ml fizioldgias sooldatban) mellett torténtek.
A patkany mdj allomanyanak kb. 80%-ara kiterjed6 PVL-t munkacsoportunk korabbi
gyakorlata alapjan végeztiik. Az allat haton fekvo helyzetében a has borotvalasat, fertotlenitését
¢s medianlaparotomiat kovetéen a hasiireg feltarasa torténik. A belek izoldlasa utan
azonositasra keriil a mdj, a majkapu képletei, illetve azok portalis oszlasa. Ezt kdvetden
operacios mikroszkop (Leica M6, Wild Heerbrugg, Heerbrugg, Svajc) alatt, mikrosebészeti
eszk0zok és atraumatikus preparalas segitségével disszekaljuk a méj kozépso, bal lateralis és
kaudalis lebenyeihez fut6 kdzos vena portae agat, melynek a vele parhuzamosan fut6 artériatol
és epeuttdl vald atraumatikus elkiilonitését kovetden szelektiv lekotése torténik 6-0 polipropilén
sebészi varroanyaggal (Atramat, Ciudad du México, Mexiko). B6 hastiri lavage-drainage-t,
antibiotikum (10 mg/ttkg metronidazol ip.) és analgetikum (1 mg/ttkg nalbuphine szubkutan)
biztositasat kovetden a hasiireg kétrétegii (hasizmok, bér) zarasra keriilt tovafutd 4-0 selyem

(Atramat) varratok segitségével, melyet kdvetden az allat visszakeriil ketrecébe.

3.3. . kisérlet — Majfunkcio a szerves anion transzport tiikrében



3.3.1. Csoportbeosztis

A vizsgalatok preoperativan (,,kontroll”), illetve a PVL-t kovetd 24/48/72/168/336.
oraban torténtek. A kisérletben felhasznalt allatokat (n=106 db) 6t csoportba osztottuk (1.
Tablazat). Az elsé két csoportban a pontosabb, standard Osszehasonlithatésag érdekében
ismételt sorozatmérés elrendezésében ICG-clearance teszt (,,JCG” csoport, n=7 db), illetve
planaris dinamikus °*"Tc-mebrofenin HBS, valamint ezt kovetd magneses rezonancia
képalkotas (MRI) alapjan majvolumetria vizsgalatok (,,MEB” csoport, n=9 db) keriiltek
elvégzésre. Tovabbi harom csoport tette lehetévé az in vitro sejtkultarak (n=30 db), epe-, vér-
¢és szoveti mintdk (n=30 db), valamint CLE vizsgalati eredmények (n=30 db) beszerzését, az

alkalmazott vizsgalatok metodikai hatterébdl adédoan idOpont-terminélas elrendezésében.

1. Tablazat. Az 1. kisérlet csoportbeosztasa.

Vizsgalati id6pontok: kontroll/24/48/72//168/336. éra

Csoport Metodika Vizsgalati elrendezés
Mebrofenin (n=9) planaris ®MTc-mebrofenin HBS, MRI sorozatmérés
ICG (n=7) ICG-clearance teszt sorozatmérés
Mintavétel (n=30) epe, szérum, majmintak vételezése idopont terminalas
Sejtkultura (n=30) | sejtkultira IF és in vitro transzport analizis idépont terminalas
CLE (n=30) konfokalis 1ézer endomikroszkdpia idépont terminalas

3.3.2. In vitro vizsgdlatok

3.3.2.1. Hepatocita izolalas és sejtkulturak létrehozasa

A sejtkulturak 1étrehozasa a korabbiakban publikalt, kollaboracidos munkacsoportunk
altal alkalmazott eljaras kisfokt modositasaval tortént. A LL szinkron emésztddése érdekében
az allatbol eltavolitott maj retrograd kollagenaz-perfizidja a suprahepaticus vena cava inferior
iranyabdl bevezetett iivegkaniilon at adagolt Earl’s balanced salt solution segitségével tortént,
els6 1épésben Ca®*-kelator hozzaadasaval, majd masodik 1épésben ennek eltavolitasaval, végiil
harmadik 1épésben Ca?* ionok, és IV-es tipusu kollagenaz 5 percen at tartd (Clostridium
histolyticum kivonat, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) alkalmazasaval. A preoxigenizalt,
37°C hémérsékletli, 30 ml/min aramlasi sebességii, a teljes mdj elhalvanyodasdhoz vezetd
perfiizid soran a végpontot a szoveti felszinek emésztddése, valamint a majat koriilvevod hartya
(Glisson-tok) maj felszinétl valo elvalasa jelentette hozzavet6legesen 5 perc utan. A LL és
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kovetden csupan a 90%-ot meghaladd életképességli hepatocita szuszpenzidokbol késziiltek
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sejtkulturdk 6- (2 x 10° sejt/kut), illetve 24 kutas (0,36 x 10° sejt/kut) lemezeken, 5% (magzati)
borjuszérum, 0,1 uM inzulin, 0,05 uM glukagon, 0,05 mg/ml gentamicin, 30 nM Na2SeOg, és
0,1uM dexametazon tartalmu William’s Medium E hozzdadasaval. 24 orat kovetden a
borjuszérum médiumbdl elhagyasa tortént. A parésitott, 37°C-0S hdmérsékleten, 5% szén-
dioxid és 95% korlevegd keverékén inkubalt sejteket 24 orat kovetden 2 ml, inzulint, glukagont,
gentamicint, dexametazont és Na»SeOz-t is tartalamz6, jéghideg William’s Medium E-ben
oldott 0,25 ml/ml “matrigel basement membran matrix”-szal (Matrigel Matrix; SoftFlow

Hungary, Pécs, Magyarorszag) fedtiik. A sejtkultira-médium cseréje 24 dranként tortént.

3.3.2.2. Immunfluoreszcencia

Terminalast kovetéen a LL és NL allomanyainak szovetmintaibol fagyasztott metszetek
késziiltek. A majregeneracio6 kitiintetett idépontjaibol (kontroll — kiindulési viszonyok; 72. 6ra
— atmeneti fazis; 336. ora - végallapot) szarmazé fagyasztott metszetek, valamint 72 6raja in
vitro sejtkulturaban 1évé sejtek fixalasat, permeabilizalasat és blokkolasat kovetéen Bsep, Ntcp
(mindkét antitest Bruno Stieger szivességébdl, University Hospital Ziirich, Zirich, Svajc),
Mrp2 (George Scheffer szivességébdl, Free University Medical Center, Amsterdam, Hollandia)
¢és a tight-junction protein ZO-1 (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts) ellenes primer
antitestekkel valo inkubacidja tortént. Mosast kdvetden a mintak jelolése fluorofor-konjugalt
masodlagos anti-kecske, anti-nyul, illetve anti-patkany antitestek (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts), illetdleg a sejtmagok jelolése 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
hozzaadéasaval tortént. A jeldlt, sejtkultirdban 1évé hepatocitdk és fagyasztott majmetszetek
piros, zold és kék immunfluoreszcens jeleinek felvételei széles latoterti-, illetdleg konfokalis
mikroszkopia (Leica, Wetzlar, Németorszag) segitségével késziiltek. Negativ kontroll vizsgalat
céljabol a primer antitesteknek az immunfluoreszcens reakcio protokolljabol valo elhagyasaval
tortént. Az immunfluoreszcens felvételek kiértekelése ImageJ 1.51 h szoftver segitségével

tortént (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland).

3.3.2.3. In vitro taurokolat és bilirubin transzport analizis

A bilirubin és taurokolat in vitro transzportjanak vizsgalata 72 oraval a sejtkultarak
létrehozasa utan, az érintkezd sejtek kozotti funkciondlis epekanalikulusok kialakuldsat
kovetden tortént a korabban publikalt metddusokkal Osszhangban. A bilirubin transzport
vizsgalata soran a sejtkultirdk 10 uM bilirubint tartalmazé Hank’s balanced salt solution
periédus kovetkezett standard, illetve Ca®*/Mg?*-mentes HBSS oldatban, azaz megtartott,

valamint permeabilis tight-junction funkcié mellett. A sejtek acetonitril/viz lizisét kovetden

7



mind a sejtlizatum, mind az efflux médium bilirubin-, illetve bilirubin-monoglukuronid (BMG)
¢s bilirubin-diglukuronid (BDG) tartalmanak meghatarozasa nagyteljesitményii folyadék
kromatografiaval (high-performance liquid chromatography, HPLC) tortént. Ezek alapjan
végeztiik a bilirubin bazolateralis felvételének, valamint kanalikularis- és szinuszoidalis
vizsgalatanak metodusa a bilirubinéhoz nagymértékben hasonl6 volt, ugyanakkor ez esetben a
szubsztrat biztositdsa 1 perces 1 uM *H-taurokolat expozicioval, mig a sejtek lizise 0,5% Triton
X-100 tartalmu foszfat-pufferelt fizioldgias sooldattal, a sejtlizatum ¢és az efflux médium

taurokolat tartalmanak meghatarozasa pedig folyadék szcintigrafia segitségével tortént.
3.3.3. In vivo vizsgdlatok

3.3.3.1. Majtémeg és majvolumen

LL és NLL ,,nedves” tomege konvencionalis laboratoriumi mérleggel (AG 245, Mettler-
Toledo LLC, Columbus, Ohio) keriilt meghatarozasra. MRI volumetria vizsgalat [koronalis T1-
stlyozott ,,gradient echo sequencing”, 128 db 0.4 mm szeletvastagsagu axialis szelet (nanoScan
PET/MRI; Mediso Ltd., Budapest, Hungary)] segitségével LL ¢és NLL térfogatanak
meghatarozasa tortént az egyes szeleteken LL és NLL teriileteinek manualis kijeldlésével,
valamint ezek haromdimenzids rekonstrukciojaval egy 160*160 pixeles matrixban. A tomeg,

illetve térfogati értékek a testtomeg fiiggvényében keriiltek megadasra.

3.3.3.2. Epeszekrécio vizsgalata

Medianlaparotomiat kovetden a LL és NLL szelektiv epetti drenazsat végeztiik az
anatomiailag megfelel6 epeuti szakaszokba - operaciés mikroszkop ellendrzés mellett -
szelektiven bevezetett, fixalt 1,8F polietilén kaniilok (PE10, Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusets) segitségével. A LL és NLL altal 40 perc alatt elvalasztott epe laboratoriumi
mérleggel (AG 245, Mettler-Toledo LLC) megmért tomege az allat testtomegének
fliggvényében keriilt kifejezésre. Az allatok vérébdl rutin laboratériumi technikakkal citrat-
antikoagulalt szérummintak késziiltek. Az epe- és szérummintak konjugalatlan- (UCB), illetve

konjugalt bilirubin (BQG) tartalma meghatarozasra keriilt HPLC segitségével.

3.3.3.3. Indocian-zold clearance teszt

Az ICG-clearance teszt munkacsoportunk megel6z6 gyakorlatanak modositasaval
tortént. A belsé comb borotvalt felszinére egy spektrofotometrids, non-invaziv neonatalis
szenzor (PV50200; PULSION Medical Systems, Feldkirchen, Németorszag) Kkeriilt

felhelyezésre, mely egy kereskedelmi forgalomban elérhetd, specialis analitikai egységhez
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(PC5000 LiMON; PULSION Medical Systems) csatlakozott. Kalibraciot kovetden az allat
lateralis farokvénajaba vezetett braniilon keresztiil 1 ml/ttkg 1,5 mg ICG/ml desztillalt viz keriilt
befecskendezésre. Az eszkoz 5-6 perces eliminacids peridodust kvetden hatdrozta meg az ICG

plazma eltiinési hanyadosat (PDR), illetve 15 perces retencios értékét (RT15).

3.3.3.4. Plandris dinamikus ®™Tc-hepatobilidris szcintigrdfia

0,3 ml fiziologias sooldatban 150 MBq dézist " Tc-mebrofenin [Bromo-Biliaron
radiofarmakoldgiai kit (Medi-Radiopharma Ltd., Budapest, Magyarorszag) és %°™Tc izotopok
(Ultra-Technekow Technetium Generator, Mallinckrodt Medical, Petten, Hollandia)
kombinacioja] lateralis farokvénan 4t torténd beadasat kovetéen planaris HBS
(NanoSPECT/CT Silver Upgrade, Mediso Ltd., Budapest, Hungary) tortént ,,parallel septal
ultrahigh-resolution” kollimator (NanoSPECT-UHR, Mediso Ltd, Budapest, Hungary)
segitségével 256*256 pixeles felbontassal 4 projekcios sikban. A gyors felvétel és kanalikularis
leadds mérésére alkalmazott hdrom fazist dinamikus protokoll soran percenként 20, 6, ill. 2
felvétel késziilt egyenként 2, 4, ill. 35 percen at. A felvételek kiértékelése a sziv, LL és NLL,
valamint duodenum projekcidinak megfeleléen elhelyezett elliptikus ,,region of interest”,-ek
(ROI) intenzitas gorbéinek kiértékelése alapjan tortént, mely soran a meghatarozasra keriilt a
radiofarmakon vér felezési ideje (Bu12), elsé duodenalis megjelenése (DstarT), valamint LL ¢€s
NLL régidspecifikus mérdszamai, ugymint csticsintenzitds (PC) ideje (Tmax), cslicsintenzitas
felezési ideje (Tuir), illetve a LL és NLL csucsintezitdsainak az egyidejii vérintenzitasra

vonatkoztatott hanyadosa (relativ csucsintenzitas, RC).

3.3.3.5. Konfokalis lézer endomikroszkopia

Medianlaparotomiat kovetéen az NLL jobb als6 lebenyének atraumatikus mobilizélasa,
stabilizalasa tortént a 1égzOmozgasok mérséklése céljabol a medianaxillaris sik magassagaban
rogzitett milanyag folian. Ezt kovetden a 1ézer eszkoz (Cellvizio, MaunaKea Technologies,
Paris, France) endoszkoépos vezetdjének érzékeld fejét atraumatikusan a lebeny medialis
felszinehez fixaltuk. Laterdlis farokvénan at 1 ml/ttkg 1,5 mg ICG/ml desztillalt viz
befecskendezését kovetden intermittald fény excitacio, illetve regisztracié (3 felvétel/10 mp)
mellett 40 perces ,timelapse” videot rogzitettiink. A felvétel 10, manualisan kivalasztott ROI
intenzitasbeli valtozasainak abrazolasat kovetden exponencidlisan novekvd, illetve csokkend
karakterisztikat alapul vevo gorbeillesztéssel meghatarozasra keriiltek az NLL ICG felvételét-

(cstcsintenzitas ideje, Tmax), illetve leadasat (Tmax felezési ideje, T12) jellemzd paraméterek.



3.4. II. kisérlet — Majfunkcioé a drogmetabolizmus tiikrében

3.4.1. Csoportbeosztas

A kisérlethez felhasznalt allatokat (n=24 db) hat csoportba osztottuk tervezett talélési
idejiik szerint (2. Tablazat). A PVL-tdl, illetve barmiféle miitéti beavatkozastél megkimélt
,»hativ”” kontroll csoportban (n=4 db) azonnal, mig a tovabbi 6t csoportban (n=4-4 db) a PVL-t
kovetd 24/48/72/168/336. 6raban in vivo funkcionalis pentobarbital sleeping tesztet végeztiink,

mely végeztével az allat exszanguinacioja €s szoveti mintavétel tortént.

2. Tablazat. A II. kisérlet csoportbeosztasa.

Csoport | Allatszam | PVL | Sleeping test Mintavétel

Kontroll n=4 - azonnal idépont terminalas
24h n=4 + 24, 6ra idépont terminalas
48h n=4 + 48. 6ra idépont terminalas
72h n=4 + 72. 6ra idépont terminalas
168h n=4 + 168. 6ra idépont terminalas
336h n=4 + 336. 6ra idépont terminalas

3.4.2. Pentobarbital sleeping teszt

A ,pentobarbital sleeping” teszt keretében meghatdrozasra keriilt az egyszeri
pentobarbital injekcioval (30 mg/ttkg pentobarbital 1 ml fiziologias sdoldatban ip. beadva)
indukalt ,,alvasi id6” hossza, melynek kezdete a haton fekvé allat 6szt6nds oldalra fordulasi

reflexének (,,righting reflex”) elvesztése, végét a reflex spontan visszatérése jelentette.

3.4.3. Mdajtomeg

LL és NLL ma4jlebenyek, valamint teljes mdj (TMT) tomegeinek meghatarozasa,

kifejezése az I. kisérlet keretében leirtakkal egyezden, laboratoriumi mérleggel tortént.

3.4.4. Mikroszoma preparalas és in vitro Citokrom P450 enzimaktivitas meghatarozas

LL és NLL szovetmintai 1 mM EDTA-t és 154 mM KCI-t (Reanal Finechemicals Co.,
Budapest, Magyarorszag) tartalmaz6 0,1 M Tris-HCI pufferben (pH: 7,4) homogenizélasra
keriiltek. A m4j eredetli mikroszémak preparaldsa differencialt centrifugalassal tortént, elsd
1épésben a homogenizatum 30 percen at 10.000g-vel torténd centrifugalasaval. A feliiluszo (S9)

frakci6 105.000g-n 1 oraig tartd centifugalasat kovetden a pelletet ujfent 0,1 M Tris-HCl-ben

10



szuszpendalva az el6z6hoz hasonldo paraméterekkel ismételt centrifugalas, majd a
mikroszomalis frakcié -80°C-on taroladsa tortént. A mikroszomak fehérje tartalmanak
meghatarozasa standardként bovin-szérum albumin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen,
Németorszag) felhasznalasaval tortént Lowry €s mtsai. metodusa szerint. A CYP-szelektiv
enzimaktivitasok meghatarozasa az irodalomban publikalt metdédusok szerint tortént, CYPI1A
enzimek tekintetében az ethoxyresorufin O-deetildcio, CYP2B esetén a pentoxyresorufin O-
dealkilacio, CYP2C esetében a tolbutamid 4-hidroxilacio, mig CYP3A kapcsan a midazolam
1’- és 4-hidroxilacio vizsgalataval. A reakcioelegy egy NADPH-general6 rendszert (1 mM
NADPH, 10 mM gliik6z 6-foszfat, 5 mM MgCls és 2 nemzetkozi egység/ml glkiikoz 6-fosztat
dehidrogendz), a patkany majbol prepardlt mikroszémakat, illetve a vonatkozd, CYP
enzim(al)csalad-specifikus szubsztratokat (CYP1A: ethoxyresorufin; CYP2B:
pentoxyresorufin; CYP2C: tolbutamid; CYP3A: midazolam) tartalmazta. Az inkubacios
periddus leéllitasa a 60. percben jéghideg metanol, vagy acetonitril hozzdadasaval tortént,
melyet kovetéen HPLC tortént az irodalombol ismertek alkalmazasaval. A resorufin
fluoreszcencidja 550 nm gerjesztési- és 589 nm emisszids hulldmhosszok mellet keriilt mérésre.
Végiil, a [pmol metabolizalt termék/(mg mikroszomalis fehérje*perc)] formatumban megadott,
»intrinsic” mikroszomalis enzimaktivitdsok meghatdrozdsa mellett az enzimaktivitadsok
majlebeny tomegekkel vald stilyozasat kovetden extrapolaltuk LL és NLL teljes CYP alcsalad

aktivitasait is, melyet relativ egységekben tiintettiink fel (kontroll érték adott szazaléka).

3.4.5. Citokrom P450 RNS izolalas és kvantitativ “real-time polymerase chain reaction”

A majmintak teljes RNS tartalméanak a gyart6 utasitasait mindenkor kovetd izolalasat
(TRI reagent, Molecular Research Center Inc., Ohio) kovetéen azok tisztasaga, illetve
koncentréciodja spektrofotometrids metddussal (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA) keriilt meghatirozasra. Egységnyi mennyiségli (3 pg) RNS egyszala cDNS-t
eredményez6 reverz-transzkripciojat (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo
Fisher Scientific Inc.) kovetéen RT-PCR-t végeztiink (Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix, Thermo Fisher Scientific Inc.) a CYP izoforma - CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2, CYP3A1,
CYP2C6, CYP2C11, CYP2C13 - specifikus primerek alkalmazasaval, mely soran a célgén
MRNS-ének mennyiségét relativ egységekben, a hipoxantin foszforibozil-transzferaz

,housekeeping gén” mRNS-e mennyiségének fliiggvényében adtuk meg.

3.4.6. Immunhisztokemia

A LL és NLL allomanyabol formalin-fixalt-paraffinba agyazott szoveti blokkok, majd
3-5 um vastagsagli metszetek késziiltek, melyet deparaffinalasuk (EZ Prep 10x, F. Hoffmann-
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La Roche AG Konzern, Basel, Switzerland) ¢és rehidralasuk kovetett. Specialis oldattal (Cell
Conditioning 1, Ventana Medical Systems, F. Hoffmann-La Roche AG Konzern) 30 percen at
végzett antigén feltarast at kovetden standard, tormaperoxidaz-diaminobenzidin kromogén
alaptt immunhisztokémiai reakciot (IHC) végeztiink egy specialis immunhisztokémiai
automataban (BenchMark ULTRA, Ventana Medical Systems, F. Hoffmann-La Roche AG
Konzern), poliklonalis, CYP3A1 ellenes nyul antitestek (BML-CR3310-0025; Enzo Life
Sciences Inc., Farmingdale, New York) 1:1000 higitasu, 32 perces, 42°C-on torténd, a gyarto
instrukcioit koveté alkalmazasaval. Kiegészitd hematoxylin festést kovetden a metszetek

scannelése ¢és digitalizalasa tortént.

3.5. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk normalitasi tesztek segitségével vizsgaltuk. A
mindenkor normal eloszldsunak bizonyulé adatok megjelenitése atlag + standard hiba
formatumban; statisztikai analizisiik kétutas varianciaanalizissel (,,two-way ANOVA”), mig az
egyes csoportok Osszehasonlitasa Bonferroni post hoc teszt segitségével, korrelacidjuk
Pearson-teszttel tortént. Statisztikailag sziginifikans kiilonbség a 0,05-6t meg nem halad6 P-
értékek esetén keriilt megallapitasra. Az adatok kezelése, Statisztikai analizise és grafikus
abrazolasa a GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, California) és Origin

(OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts) szoftverekkel tortént.
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4. Eredmények

4.1. 1. kisérlet — Majfunkcio a szerves anion transzport tiitkrében
4.1.1. In vitro vizsgalatok

4.1.1.1. Sejtkultura immunfluoreszcencia

Minden id6pontban mindkét lebenybdl jelentds, a minimalisan sziikséges mennyiséget
meghalado ¢€letképes hepatocita (minden mintaban >50 millio) keriilt izolalasra. A sejtkulturak
Z0-1, Ntcp ¢és Bsep immunfluoreszcens vizsgalata sordn mindkét lebenybdl, barmely
idépontban késziilt sejtkulturakban fizioldgias morfoldgiat mutatd, megtartott polarizacidju
hepatocitak voltak megfigyelhetok, melyek a szabalyos epeuti kanalikularis strukturdk
kialakitasa mellett a kulcsfontossagi Ntcp és Bsep transzporterek megfeleld lokalizacioja

expresszidjat mutattak. A negativ kontroll vizsgalatok specifikus kotodést tanusitottak.

4.1.1.2. Taurokolat és bilirubin transzport analizis

Mindkét lebeny taurokolat felvétele és kanalikularis leaddsa atmeneti szignifikans
csOkkenést mutatott a 48-72. orakban. Hasonldéan, LL bilirubin felvétele és kanalikularis
leadasa szintén atmenetileg szignifikansan alacsonyabb volt a 48. 6raban. NLL bilirubin
transzportja ehhez hasonlo karakterisztikdt mutatott, ugyanakkor a valtozasok csupan

tendenciozusnak bizonyultak. A sejtek ic. taurokolat és bilirubin tartalma valtozatlan maradt.
4.1.2. In vivo vizsgadlatok

4.1.2.1. Majtémeg és majvolumen

LL tekintetében progressziv atrofia, azaz lépcsdézetesen, szignifikdnsan csokkend
majtdmegek, mig NLL tekintetében szinkron, szignifikansan névekvd lebenytomegekkel jaro,
elédremend hipertrofia volt megfigyelhetd, melyek hatdsara a teljes maj tomege érdemben nem
valtozott. A sorozat MRI-volumetridval mért LL és NLL majlebeny térfogatvaltozasok a
majtomegekkel szignifikansan korrelaltak (LL: r = 0,976; p=0,001; NLL: r = 0,96; p=0,002).

4.1.2.2. Epeszekrécio vizsgalata

Az elvalasztott epe volumene, illetve annak BG tartalma parhuzamosan véltozva LL-
ben progressziv csokkenést, mig NLL-ben progressziv novekedést mutatott, melyek hatdsara a
maj Osszesitett epe-, illetve BG szekrécidja valtozatlan maradt. A szérummintdk analizise
alapjan a szérum bilirubin frakcidinak (UCB, BG, teljes bilirubin) szintjei, valamint az UCB

epe- és szérummintadkban vett frakcioi (UCB/teljes bilirubin) sem véaltoztak szignifikdnsan.
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4.1.2.3. In vivo immunfluoreszcencia

A maj szerves aniontranszportjaban kulcsszerepet jatszo Ntcp és Mrp2 transzporterek
immunfluoreszcencidja soran kontroll allatokban LL és NLL egyforman megtartott acinaris
struktarai és hatarai voltak megfigyelhetdk, valamint fizioldgias, Ntcp esetén bazolateralis,
Mrp2 esetén kanalikularis transzporter expresszid. Ezzel szemben a 72. érdban késziilt
metszeteken LL-ben a transzporterek foltszeri, vélhetéleg nekroapoptotikus zoénaknak
megfeleld hidnya mutatkozott, mig NLL-ben foltos hidnyok nem, ugyanakkor a transzporterek
altalanosan alacsonyabb kifejez6dése volt megfigyelhetd, mely valtozasok a 336. 6rara mindkét
lebenyben helyreélltak. Ugyanakkor az acinusok jelentds méretbeli eltérése jott 1étre, igy LL
acinusai zsugorodottak, mig NLL acinusai jelentésen megnagyobbodottak voltak. E valtozasok

a kiegészitd, reprezentativ hematoxilin-eozin szovettani metszeteken is abrazolodtak.

4.1.2.4. Globalis majfunkcio

Az ICG clearance teszt a 24-72. 6ra kozott szignifikansan csokkent PDR és 5,8-
szorosara emelkedett RT 15 értékekkel &tmeneti globalis funkcidzavart jelzett, mely a 168. orara
rapidan normalizalodott. Ezzel szinkronban a planaris dinamikus %°™Tc-mebrofenin HBS
vizsgalat a 48-72. 6ra kozott szignifikansan emelkedett vér féléletidével (Buir), illetve elsd
duodenalis megjelenéssel (DstarT) szintén a globalis felvételi- és kivalasztdsi kapacitas
csokkenését mutatta. Mig B helyreallasa a 168. orara megvalosult, addig DstarT csupan

kés6bb rendezddott, és szintje még a 336. oraban is tendencidzusan emelkedett volt.

4.1.2.5. Regionalis majfunkcio

A HBS regisztratumok a kontroll viszonyokhoz képest a 72. 6raban mind a LL, mind a
NLL aktivitasi gorbéjének ellaposodasat és kiszélesedését mutattak, melyet kovetden a 336.
orara NLL aktivitasi gorbéje helyreallt, azonban LL gorbéje tartdosan ellaposodott, ezzel a
lebenygorbék kozti jelentds diszkrepanciat eredményezve. Ezen valtozasok jol tikrozodtek a
regionalis lebenyfunkciot jellemzo relativ csticsintenzitdsok (RC) tekintetében, melyek 24-72.
ordk kozott mindkét lebenyben csokkenést, majd csupan a NLL tekintetében nagyfoku,
kontrollhoz hasonlitva szignifikans novekedést, mig az LL-ben tartos csokkenést mutattak.
Ennek megfelelden LL és NLL cstcsintenzitasai kozott a 48. oratol kezdve szignifikans,
kifejezett kiilonbség alakult ki. A NLL regionalis funkciojanak CLE vizsgalata soran az ICG-
transzport intenzitads gorbéibdl szarmaztatott Tmax, illetve Ty értékek 24-72. 6rak kozotti
atmeneti, szignifikdns emelkedése, majd preoperativ értékekre visszarendezddése volt 1athato,

jelezve NLL felvételi-, illetve leadési funkcidjanak atmeneti zavarat.
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4.2. I1. Kkisérlet — Majfunkcio a drogmetabolizmus tiikrében

4.2.1. Pentobarbital sleeping teszt

PVL-t kovetden az alvasi id6 a kontroll értékhez viszonyitva a 72. 6raban szignifikansan

hosszabb volt (p=0,0451), melyet kévetden a 336. orara a kiindulasi értékre visszakonvergalt.

4.2.2. Majtomeg

A LL tomege a kiinduldsi értékekrél (kontroll: 76+1,83%/TMT; 3.77+0.27%/tt)
fokozatosan, szignifikdnsan csokkent (336. ora: 15,25+7,18%/TMT, 0,63+0,33/tt) (p<0,0001).
Parhuzamosan, NLL témege a kezdeti viszonyokhoz (kontroll: 23,25+1.71 %/TMT; 1,17+
0,05%/tt) képest progressziv, szignifikins ndvekedést mutatott (336. 6ra: 84,25+6,4%/TMT;
3,3740,29%/tt) (p<0,0001). A TMT 24. 6éraban mért csokkenését kovetden valtozatlan volt.

4.2.3. In vitro citokrom P450 enzimaktivitds

Az ,intrinsic” mikroszomalis [pmol metabolizalt termék/(mg mikroszémalis
fehérje*perc)] CYP1A és CYP3A enzimaktivitasok nagymértékben hasonlé eredményeket
mutattak. A 24. 6raban mért szignifikans emelkedésiik utan mindkét lebenyben csokkend
tendencia volt megfigyelhetd a 72. o6raig, melyet kovetden csupan az NLL-ben jott 1étre egy
nagyfoku, kontrollhoz mérten is szignifikdns emelkedés a 168. ordban, végiil pedig kiindulasi
értékekre konvergalas a 336. 6raban.; mig a LL enzimaktivitasai tartosan alacsonyan maradtak.
fgy LL és NLL enzimaktivitasai kozott mar 24-48. érakban is megfigyelhetd, azonban a késoi,
168-336. 6rakban legkifejezettebb szignifikans kiilonbség alakult ki. A CYP2B enzim aktivitasi
gorbéje a CYPIA ¢és CYP3A-nal latottakhoz hasonl6 lefutast mutatott, azonban mind a NLL
168. oras emelkedése, és kovetkezésképpen a LL €s NLL kiilonbsége csupan tendencidzusnak
bizonyult. Ezzel szemben a CYP2C enzimaktivitisok jelentdsen eltérd karakterisztikat
mutattak. Itt a PVL-t kovetden mindkét lebenyben egy hirtelen, jelentds aktivitascsokkenés volt
megfigyelhetd, mely csupan a NLL-ben, a késd1, 168-336. oraban rendez6dott; mindemellett
LL CYP2C aktivitasa végig csokkent maradt, melynek megfelelden a késéi 168-336. ordban
LL és NLL CYP2C aktivitésai is szignifikdnsan kiilonb6zének adodtak.

A lebenytdmeg-sulyozassal kalkulalt teljes CYP aktivitasok 4ltalanossagban
nagymértékben hasonlo lefutdst mutattak a megfeleld ,,intrinsic” enzimaktivitasoknal
latottakhoz, ugyanakkor a tomegardnyokkal valé extrapolacio fokozottan érvényre juttatta LL
és NLL kiilonbségeit a kés6i posztoperativ iddszakban. Igy amig LL teljes CYP aktivitasai
tovabb siillyedtek, addig NLL teljes CYP1A, CYP2C és CYP3A aktivitdsa még a 336. 6raban
IS szignifikansan magasabb volt, valamint LL és NLL enzimaktivitasainak kiilonbsége tovabb

fokozodott, €¢s CYP2B esetén is szignifikansnak bizonyult. NLL drdmaian fokozott teljes CYP
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enzimaktivitasdnak kovetkeztében a késoi idészakban az egész maj (LL+NLL) teljes CYP1A,
valamint CYP3A aktivitdsai is szignifikdnsan magasabbak voltak a 168. ordban a kiindulasi
értekekhez képest. Tovabba minden CYP izoforma tekintetében a m4j teljes CYP aktivitasainak
drasztikus redisztribucidja jott 1étre NLL dramai térnyerésével, melynek hozzajarulasa a teljes

maj CYP funkcidjahoz a kiindulasi, 28+2%-r6l 96+2%-ra emelkedett (p<0,0001).

4.2.4. Citokrom P450 mRNS expresszio
CYP2BI1, CYP2B2 ¢s CYP3A1 mRNS szintjeinek valtozasi egyez0 karakterisztikat

mutattak, a NLL 24-48. 6raban mutatott gyors, szignifikans, jelentds expresszidfokozodasa,
majd alapértékekre visszarendezOdése tekintetében, mikdzben LL mRNS szintjei csupan
mérsékelten (CYP2B1, CYP2B2), vagy egyaltalan nem emelkedtek (CYP3 A1), minek hatasara
LL és NLL mRNS szintjei kozott a korai 24-48. 6ras idészakban szignifikans kiilonbség alakult
ki. A CYP1A2 kapcsan szintén igazolohato volt LL és NLL mRNS szintjeinek — ez esetben a
korai lokalizacio helyett végig fennallo - szignifikans kiilonbsége, amely azonban itt a LL-ben
latott hirtelen, szignifikdns expresszi6 csokkenés mellett a NLL végig megtartott (48. draban
tendenciozusan emelkedett) mRNS-szintjének volt kovetkezménye. A CYP2C6, CYP2CI11 és
CYP2C13 mRNS expresszidi ismételten jelentdsen eltérd lefutast mutattak. Mig LL mRNS
koncentréacioi tartosan, szignifikansan csokkentek, addig NLL mRNS szintjei nem valtoztak
(CYP2C6), vagy atmenti csokkenést és késdi, alapvonalra visszatérést (CYP2C11), vagy azt
megkozelité konvergenciat (CYP2C13) mutattak. Ennek kovetkeztében LL és NLL mRNS
expresszioi ismételten szignifikansan kiilonbdzonek bizonyultak domindnsan a kései 168-336.

orékban (tovabba CYP2C6 és CYP2C13 tekintetében a 48. ordban is).

4.2.5. Immunhisztokemia

A CYP3A1 pozitivitdsa minden esetben a fizioldgiasnak megfelelden, pericentralis
tulsulyu lokalizécioban volt lathat6. PVL-t kdvetéen LL CYP3A1 pozitivitdsa csokkent, majd
tartdsan alacsonynak bizonyult. Bar a kontroll viszonyokhoz képest NLL CYP3A1 pozitivitasa
1s alacsonyabb volt a késdi 168. 6rdban, a 24-72. 6rak kézti megtartottabb expresszio révén LL

és NLL CYP3A1 pozitivitasa eltéronek bizonyult a jelolt idoszakban.
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5. Kovetkeztetések

A PVL segitségével indukalt méjregeneracié maj morfologiara és majfunkciora, azon

beliil a m4j szerves anion transzportjara, illetve gydgyszer metabolizmusara gyakorolt hatasait

kutato

(patkany) allatkisérletes vizsgalataink eredményeit Osszegezve, eredetileg

megfogalmazott kérdéseink kapcsan az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1.

PVL-t kovetéen mindkét lebenycsoportbol minden idépontban izoldlhatok voltak

nagyszamu, ¢letképes, primer kulturak 1étrehozasara képes majsejtek.

Mindkét lebenycsoport barmely posztoperativ idépontban készitett sejtkultiirdiban
adekvat morfologiat, polarizaciot, epeut kialakitasi potencialt, megtartott transzporter
expressziot mutatd sejtek voltak lathatok, melyek in vitro (taurokolat- €s bilirubin)
transzportja csupdn atmeneti zavart mutatott, NLL bilirubin transzportjanak

megkiméltsége mellett.

A PVL a globalis méjfunkci6 dtmeneti csokkenéséhez vezetett, mely jol tiikr6z6dott az
ICG csokkent plazma eliminacidjan, valamint a ®™Tc-mebrofenin megnyult globélis
felvételi- és (elnyult normalizalédast mutatd) globalis eliminacios paraméterein, illetve

a pentobarbital sleeping teszt atmenetileg emelkedett értékein.

PVL-t kovetden a lekotott lebenyek majfunkcidja permanens, mig a nem-lekotott
lebenyek regionalis funkcidja csupan atmeneti csokkenést, majd a globalis majfunkciot
helyreallitdé novekedést mutatott mind *°MTc-mebrofenin (HBS) és ICG (CLE)
transzport, mind a drogmetabolizmus CYP enzimaktivitasai tekintetében. Tovabba NLL
lebenycsoportban egy adaptiv, transzkripcios CYP mRNS aktivitas fokozodas volt
megfigyelhetd, mely LL-ben hidnyzott. A m4j funkcidjanak jelentds redisztribucioja jott

létre annak NLL irdnyaba tolodéasaval.

A konfokalis 1ézer endomikroszkopia alkalmas eljarasnak bizonyult a maj regionalis
funkcidjanak célzott mérésére kisérletesen, mely felveti tovabbi potencialis klinikai

alkalmazaséanak lehetdségét is.
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5.1. Uj megallapitasok

Kovetkeztetéseink alapjan az alabbi uj megallapitasokat tehetjiik:

1. Patkanyban végzett PVL-t kovetden az indukalt majregeneracio teljes idotartama alatt
mindkét lebenycsoportban, igy a lekotott lebenyekben is perzisztalnak életképes
hepatocitdk, melyek primer sejtkultirak létrehozasara, abban adekvat struktira,
polarizacio, epekanalikulusok ¢és specifikus transzporter expresszid kialakitasara

képesek, in vitro funkcidjuk pedig csupan dtmeneti zavart szenved.

2. Az indukalt majregeneracio ismert valfajai (PVO, ALPPS) koziil PVL-t kovetden,
9MTc-mebrofenin hepatobiliaris szcintigrafidval is igazolhato kisérletesen a globélis-,
illetve bilateralis regionalis majfunkcid atmeneti posztoperativ csokkenése. Ez a nem-
lek6tott lebenyek jelentds funkciondlis kapacitas ndvekedésével all helyre, mely a mé;j

funkcidjanak nagyfoku inhomogenitasat, (NLL irdnyaban) eltolodéasat eredményezi.

3. Patkanyban végzett PVL hatdsara a nem-lekotott lebenyekben egy adaptacios, pozitiv
transzkripciés mechanizmus allitja helyre a m4) 4tmenetileg csokkent
drogmetanolizmusat, mely izotipus-fliggden a CYP2C enzimek atmeneti hattérbe

szorulasaval és a CYP1A, CYP2B és CYP3A enzimek el6térbe kertilésével jar.

4. A konfokalis 1ézer endomikroszkopia alkalmas vizsgalomoddszer a maj regionalis

funkcidjanak minimal-invaziv, célzott mérésére kisérletes keretek kozott.
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