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1. Bevezetés

A mijbetegségek jelentds egészségligyi problémat
jelentenek vilagszerte, mind gyakorisdg, mind haldlozas
szempontjabol. A kronikus hepatitis (CH) és cirrozis az egyik
6 kockazat tényez6 a hepatocellularis karcinoma (HCC) és a
kolangiokarcinoma (CC) kialakulasanak szempontjabol. A
majbetegségekben zajlo cellularis és molekularis folyamatok
megértése segitséget jelenthet ezen betegségek patogenezisének
a megitélésében, hozzajarulhat a megfeleld terapias stratégia
kivalasztasahoz és a kezelésre adott valasz elorejelzéséhez is.

Az elmilt évek 1) kutatési irdnyai koziil a mikroRNS
szabalyozas ¢és az autofagia szerepének vizsgalata Kiemelt
fontossagunak tiinik majbetegségekben. Mindét folyamat
kulcsszerepet jatszik a maj normal mitkddésének fenntartasaban
¢s koros elvaltozasuk 0Osszefliggésbe hozhato a majban
kialakuld gyulladassal, a kotszovet felszaporodasaval, a

A CH formai kozil a kronikus hepatitis C (CHC) esetében
igazoltak, hogy a hepatitis C virus (HCV) replikaciojaban, a
fert6zott sejtek tulélésében, valamint az okozott betegség
progresszidjaban is szerepet jatszik az autofagia. Ismereteink az
autoimmun hepatitis (AlIH) esetén az autofagiara vonatkozoan
azonban korlatozottak.

A maj malignus elvaltozasaiban az autofagia hidnyossagai
a karosodott mitokondriumok  felhalmozodasahoz s
vezethetnek, kdvetkezményes tulzott ROS termeléssel, ami a
tumor progressziodjat segiti. Az autofagia a karcinogenezis soran

azonban mind tumorszuppresszorként, mind promoterként



miikodhet. Az eddigi adatok szerint az autofagia CC-ban is
fontos szerepet jatszik, azonban ennek pontos mechanizmusa,
Osszefiiggése egyéb sejtbiologiai folyamatokkal nem tisztazott,
igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen teriileten.



2. Célkitiizés

A fenti ismeretek figyelembevételével fogalmaztuk meg
célkitlizéseinket, melyek a kronikus majbetegségek, ezen beliil
a kronikus hepatitis kiilonb6zé formdinak, igy a CHC és az
AIH, valamint egyes jo (fokalis nodularis hiperplazia - FNH) és
rosszindulata (HCC, CC) majdaganatok molekularis alapjainak
jobb megismerését célozta. A kozds Osszekotd kapocs ezen
nem-daganatos és daganatos korképek kozott az autofagia és a
mikroRNS expresszid szabalyzasanak vizsgalata volt.

Munkank kiinduldsat emberi anyag — biopszias mintak és
sebészi rezekdtumok — képezték. Az ezeken tett ismereteink
sarkaltak tovabbi in vitro vizsgalatokra CC- és HCC-eredetii
sejtvonalakon, melyekkel az autofagia szabalyzas, valamint
terapias valasz jobb megismerését céloztuk.

A fenti szempontok alapjan a célkitiizésiink soran a
kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Az autofagia, a mitokondrialis témeg és a mikroRNS
CHC ¢és AIH-ben - és az sszefiigg-e a szteatdzissal, a fibrozis
stadiumaval €s a nekroinflammacié fokozataval?
2. Van-e kiilonbség a mikroRNS expresszidban a nem-
tumoros, premalignus, benignus és malignus majelvaltozasok
kozott és igazolhatd-e  jellegzetes mintazat az egyes
elvaltozasokban?
3. Az egyes autofag fehérjék expresszidja kiilonbozik-e
CC és HCC esetén és van-e valtozas a kdrnyez6 nem-daganatos
majhoz viszonyitva? A valtozas Osszefiigg-e detektalhato

mitokondrialis diszfunkcioval?



4. Az autofdag markerek ¢és mitokondridlis fehérjék
jellemzik-e a kiilonbozé anatomiai  kiindulasu, igy az
intrahepatikus (iCC), perihilaris (pCC), disztalis CC-t (dCC) és
a tumor differencialtsdgi fokat, valamint tiikrézik-e az eltérd
patogenezist?

5. Van-e¢ 0Osszefiiggés a betegek talélése és a vizsgalt
autofag fehérjék expresszidja kozott CC és HCC esetén?

6. Mutatkozik-e eltérés in vitro iCC, extrahepatikus CC és
HCC eredeti sejtvonalak mitokondridlis morfologiaja és a
fluoreszcensen jel6lt autofagoszémaiban?

7. Indukalhato-e ¢és van-e kiilonbség az autofagia
Rapamycinnel vagy kemoterapias szerekkel valo indukcidjaban
a kiilonboz0 eredetii sejtvonalakban? Befolyasolhato-e autofag-
inhibitor alkalmazasaval az egyes sejtvonalak kezelésre adott
proliferacios valasza?



3. Modszerek

Betegek és szovetmintak

Vizsgalatainkhoz 6sszesen 279 db formalinnal fixalt
paraffinba agyazott (FFPE) sebészeti rezekatumot, valamint
maj tiibiopszids anyagot valasztottunk ki a Semmelweis
Egyetem I. sz. Patologiai és Rakkutatdo Intézet és II. sz.
Patologiai Intézet archivumabol. Az elemzett 63 tlibiopszias
mintabol a diagnozis 45 esetben kronikus hepatitis C (CHC), 18
esetben autoimmun hepatitis (AIH) volt. A mikroRNS
expresszid vizsgalatdhoz a szovetmintdkat 22 FNH, 45
majcirrozis, 24 HCC és 15 normdl anyagbdl gytijtottiink.

A szoveti multiblokkok (TMA - tissue microarray”)
készitéséhez 70 kolangiokarcinoma (CC) és 31 CC koriili nem
tumoros majszdvetet és 9 hepatocellularis karcinoma (HCC)
mintat hasznaltunk. Az CC szdvetmintakat intrahepatikus,
perihilaris és disztalis kategoridkba osztottuk ismételt
attekintéssel.

RNS szintii vizsgalatok

A mikroRNS kifejez6désének meghatarozasdhoz az
szovetmintakbol totdl RNS izolalast végeztiink RNeasy FFPE
kit (Qiagen, Venlo, Németorszag) segitségével a gyarto altal
javasolt utasitasok szerint, mikroRNS-re optimalizalt modon. A
relativ expressziot reverz transzkripciot kdvetden, TagMan
MicroRNA Assay alaptl, valds idejii kvantitativ PCR reakcioval
hataroztuk meg.



Immunbhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai reakciokat CHC ¢és az AIH
esetekbdl szarmazo tlbiopszdval nyert FFPE mintdkon
végeztik. A HCC, CC ¢és a kornyezd, tumor koriili
majszovetbol a 3D Histech (Budapest, Hungary) cég
automatizalt TMA Master késziiléke segitségével TMA-kat
készitettiink. A hasznalt primer antitestek a kovetkezok voltak:
Beclinl (poliklonalis nyul, Santa Cruz), LC3 (poliklonalis nyql,
Novus Biologicals), p62 (monoklonalis egér, AbCam),
TOMM20 (monoklonalis egér, Santa Cruz), COX4
(monoklonalis egér, Santa Cruz) és Ki-67 (monoklonalis egér,
DAKO). Az immunhisztokémiai reakciokat HRP Multimer
alapu biotin mentes detektalasi technikaval miikodé Ventana
Benchmark XT (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ,
USA) automatizalt immunfesté automataban a gyartod
protokolljanak megfeleléen allitottuk be.

A citoplazmas kifejez6dést mutaté Beclinl, LC3, p62,
TOMM?20, COX4 immunreakciok erdsségét (0 — 5 pont) és
kiterjedését (0 — 5 pont) szemikvantitative értékeltik. A
nuklearis megjelenésii Ki-67 reakcio esetén a pozitiv reakciok
Kiterjedését szazalékosan értékeltiik.

Sejttenyésztés, in vitro vizsgalatok

A mitokondrialis halozat és az autofagia vizsgalatahoz 3
sejtvonalat hasznaltunk: a HuH-28 (iCC eredetil); TFK-1 (eCC
eredetli), valamint a HepG2 (HCC eredetil), amelyeket a
Heidelbergi Egyetem, Patologia Intézet (Stephanie Roessler)
bocsajtott rendelkezésiinkre.



Kezelések és in vitro vizsgalatok

Immunfluoreszcens technikaval a mitokondrialis
morfologia és az autofagia detektalasat végeztik a fenti
sejtvonalakon. A mitokondriumok fluoreszcens
meghatarozasdhoz Mitotracker Orange CMTMRos (Life
Technologies Eugenes, Oregon, USA) ¢és a Mitoview Green-t
(Biotium Inc.; Fremont, Kalifornia, USA) alkalmaztuk. Az
autofagia detektalasahoz 50 uM kloroquinnel (CQ, Sigma-
Aldrich Saint Louis, Missouri, USA) is kezeltiik a sejteket 24 h
keresztiil és a mikroszkopos megjelenitéséhez Monodansyl-
cadaverint (MDC, Sigma Aldrich) alkalmaztuk. A sejtek
Rapamycin (Rapa, Sigma-Aldrich), mint mTOR gatlo és a
kemoterapias  szerek altali autofagia indukalhatosag
vizsgalatahoz a sejtvonalakat 24 h keresztiil inkubaltuk 0,2 uM
Rapa-nel, 50 uM CQ-nel és a két szer kombinacidjaval. A
kemoterapias szerek vizsgalatakor az 5-Fluoro-uracillal (5-FU,
Sigma-Aldrich), (0, 10, 50, 200, 400 uM koncentraciokkal) és
Sorafenib-bel (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Németorszag) (0, 5, 10, 15, 20 uM koncentraciokkal) 48 és 72
oran keresztiil végeztiik a kezelést. A kezelések utan az LC3 |,
LC3 1II ¢és a p62 fehérje expressziojat Western blot technikéval
vizsgaltuk.

Az 5-FU (10-400 puM) és Sorafenib (5-25 uM) kezelés
esetén vizsgaltuk a sejtvonalak életképességét (Szulforodamin
B teszt). A kemoterapias szerekkel végzett kezelést autofagia
inhibitorral, CQ kiegészitve vizsgaltuk a sejtvonalak

crer



Statisztikai analizis

Nem parametrikus probakat alkalmaztunk: a két csoport
Osszehasonlitasakor a Mann-Whitney U tesztet, mig tobb
csoport 0sszevetése kapcsan Kruskal-Wallis tesztet és post hoc
analizist. A fehérjék egymasra gyakorolt hatasat, a fehérje és a
mikroRNS expressziok kozti Osszefiiggést, valamint az
immunreakciok és a klinikopatologiai jellemzok kozti
kapcsolatot a Spearman Rank korrelacios teszttel vizsgaltuk. A
tulélési analizist (OS, teljes talélést) Kaplan-Meier modszerrel
végeztiik, a kapott talélési gorbék Gsszehasonlitasahoz pedig
Log-rank tesztet valasztottuk. Az in vitro vizsgalatok esetében
a kezelések IC50 értékét nem-linedris regresszid6 modszerével
hataroztuk meg. A statisztikai analiziseket GraphPad Prism
(verzi6 5.01; Kalifornia, USA) és Statistic v.13 (Stat-Soft
Inc.,Tulsa, Oklahoma, USA) szoftverrel készitettiik.
Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik az eredményeket, ha
ap <0,05 volt.



4. Eredmények

A Kkronikus hepatitis C (CHC) és autoimmun hepatitis
(AIH) osszehasonlitasa az autofagia, mitokondrialis tomeg
és a mikroRNS expresszid vizsgalata szempontjabél

Az immunreakciok értékelése soran szignifikansan
magasabb LC3 (p <0,01), p62 (p <0,0001) és a TOMM20 (p
<0,0001) expressziot figyeltiink meg AlH-ban a CHC esetekhez
képest. Az egyes hisztopatoldgiai paraméterek vonatkozasaban,
a sulyos foku és az enyhe szintli gyulladast mutatd6 AIH esetek
kozt szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az vizsgalt fehérjéek
expresszidjaban.

A mikroRNS-ek relativ expresszidjanak elemzése soran a
miR-224, -155 ¢és -204 expresszidja statisztikailag nem
kiilonbozott az CHC és az AIH mintak k6zott, azonban a miR-
101 (p <0,0001) emelkedett volt CHC-ban az AIH-hoz képest.
A miR-224 szintek pozitivan korrelaltak (p <0,05) a
szteatozissal CHC-ben. Emelkedett miR-155 expresszio (p
<0,05) volt megfigyelheté a magasabb fibrozis stadiuma CHC
csoportban az alacsonyabb fibrozist mutatdé CHC csoporthoz

képest.

Az FNH, cirrézis, HCC és a kornyezé nem-daganatos maj
mikroRNS expressziojanak dsszehasonlitasa

A nem-daganatos majhoz képest a miR-34a és a miR-224
szintje megemelkedett FNH-ban, cirrozisban és HCC-ben is (p
<0,001). A miR-17-5p, a miR-18a ¢és a miR-210 szintje
csokkent FNH-ban (p <0,03), a miR-17-5p és a miR-221
cirrézisban (p <0,01), a miR-223 pedig HCC-ben a nem-
daganatos majszovethez képest (p <0,0001). FNH-ban a miR-
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18a, a miR-21 és a miR-222 expresszioja csokkent mind
cirrozissal, mind HCC-vel 6sszehasonlitva (p <0,01); mig a
miR-195, a miR-210 a cirr6zishoz (p <0,04) és a miR-17-5p, a
miR-221 pedig a HCC-hez képest mutatott csokkenést (p
<0,04). Osszehasonlitva a cirrézist a HCC-vel, cirrozisban
emelkedett miR-195 szintet és csokkent miR-221 expressziot
detektaltunk (p <0,02). Emellett a miR-18a, a miR-21 és a miR-
222 szintje szintén csokkent az FNH-ban, azonban csak a HCV-
fert6zéssel Osszefiiggd cirrdzis mintakhoz viszonyitva (p
<0,04).

Autofagia és mitokondriumok human kolangiokarcinéma
(CC) és a hepatocellularis karcinéma (HCC) mintakban
Az immunhisztokémiailag detektalt Beclinl, LC3, p62,
TOMM20 és COX4 expresszid 6sszehasonlitisa soran az iCC
szignifikans eltérést mutatott LC3, p62 és TOMM20 szintjében
(p <0,001), mig az eCC csak a TOMM?20 és LC3 szintje
emelkedett (p <0,05) meg a kérnyez6 teriilethez képest. Az eCC
felosztasakor a pCC p62 (p <0,05), mig a dCC COX4 szintje (p
<0,05) valtozott a kornyezé teriilethez viszonyitva. Csokkent
p62 és emelkedett a TOMM20 expressziot talaltunk eCC-ban
az iCC-hoz képest (p <0,05). Emelkedett TOMMZ20 szint volt
jelen eCC-ban a HCC-val valo 6sszehasonlitaskor (p <0,05). Az
iCC, pCC ¢és dCC Kklasszifikacid szerint a TOMM20
expresszioja megnovekedett pCC-ban (p<0,05) és dCC-ban (p
<0,01), mig a p62 csokken dCC-ban (p <0,05) az iCC-hoz
képest. HCC mintakkal valo osszehasonlitaskor a dCC esetek
p62 és TOMM20 expresszidja (p <0,05), valamint iCC (p
<0.05) és pCC (p <0,01) Beclinl szintje mutatott kiilonbséget.
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A Ki-67 immunhisztokémiai eredményeinek vizsgalatakor
a median érték iCC esetében 15 %, pCC és HCC is esetében 25
%, mig dCC esetében 70 % volt. A Ki-67 expresszidja az egyes
dCC mintak kozott is nagy eltéréseket mutatott, igy a Ki-67
mediant felhasznalva a dCC eseteket felosztottuk magas és
alacsony proliferacios aktivitasi csoportokra. A magas Ki-67
expresszioju dCC tumorokban lecsokkent a Beclinl (p <0,05),
a LC3 (p <0,01), a COX4 (p <0,05) és megemelkedett a p62
szintje (p <0,001) az alacsony Ki-67 expressziot mutatd6 dCC
tumorokhoz képest.

Az elemzések sordn az LC3 expresszidja és a pCC esetek
differencialtsagi foka kozott pozitiv korrelaciot tapasztaltunk
(p<0,05), amely azt mutatta, hogy a magasabb fokozata pCC
esetekben az LC3 szintje is varhatdoan magasabb lesz.

A tulélés és a vizsgalt fehérjék expresszidja kozott csak a
dCC esetében kaptunk osszefliggést. A magasabb Beclinl
expressziot és alacsony Ki-67 expressziot mutato dCC
esetekhez hosszabb atlagos talélés tarsult (p <0,05).

A mitokondriilis morfolégia és az autofagia vizsgalata in
vitro intrahepatikus, extrahepatikus CC és HCC eredetii
sejtvonalakon

mikroszkop alatt torténd abrazolasa kiillonbségeket deritett fel
az iCC (HuH-28), eCC (TFK-1) és a HCC (HepG2) eredetii
sejtvonalakban Mitotracker Orange CMTMRos (vOroses,
narancssarga) és Mitoview Green (zo6ld) reakciok kapcsan. A
HepG2-ban a vordses €s a zold szin is tubularis eloszlasu
mitokondridlis halézatot mutatott. A HuH-28 ¢és a TFK-1
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sejtekben ez a haldzat sokkal rovidebb mitokondrium-lancokat
tart fel.

Az autofagias vakoluomok Monocadaverin  (MDC)
fluoreszcens  festékkel  citoplazmatikusan,  pontszer(i
fluoreszcens jelként mutatkoznak. Az MDC hatasara a kontroll
HuH-28, TFK-1 sejtvonalak inkabb diffuz reakciot, mig a CQ-
val kezelt HuH-28, TFK-1 sejtek granularis intracitoplazmas
reakciot mutattak. A HepG2 esetében a kezeletlen sejtekre a
diffaz, mig a CQ-val kezelt HepG2 sejtekre a difftiz és néhol
pontozott reakcid volt jellemzd.

Rapamycin hatiasanak vizsgalata az autofigia folyamatara

Osszehasonlitottuk az LC3 11 szintjét a kiindulasi
([Kontroll+CQ]-[Kontroll]) és az indukalt [Rapa+CQ]-[Rapa])
autofagia kozott, €s megallapitottuk, hogy az indukalt autofagia
kiilonbsége nagyobb volt a HepG2 és a HuH-28 esetében (5,2
és 6,9) a kiindulasi allapothoz képest (2,5 és 5,6). A TFK-1-ben
azonban az indukalt autofagia kiilonbsége alacsonyabb volt
(6,6), mint a kiindulasi allapotban. A p62 szintje emelkedett a
HepG2-ben a Rapa+CQ utan (1,4x), a HuH-28-ban a CQ-t és a
Rapa+CQ-t (1,5x és 1,7x) és a TFK-1-ben a CQ-kezelés utan
(1,5%). A kezelések tobbi részében a p62 expresszidja
valtozatlan volt, vagy kissé csokkent .

A kemoterapias szerek hatisa az autofagiara

Az LC3 II/I szintje 10 pM 5-FU kezelést soran a
kontrollhoz képest megnétt a HuH-28-ban 72 6ra mulva tobb
mint 3,8x-saval, HepG2-ban 48 6ra milva tébb mint 3,9%sé-
vel, 72 ora mulva pedig 3x-aval. A p62 expresszidjanak
minimum 1,6x mértékii cs6kkenését figyeltiik meg HuH-28-
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ban 72 o6ras 5-FU kezelés kovetéen a kontrollhoz képest. Mig
p62 szintje valtozatlan maradt a kontrollhoz képest a TFK-1-
ben 72 6ras és a HepG2-ben 48 és 72 oras 5-FU kezelés utan.

A 72 6ras Sorafenib-kezelés soran, emelve a koncentraciot
5 uM-r6l 20 uM —ra, az LC3 IUI szintje dozistiiggd modon
emelkedett meg a HuH-28-ban. A TFK-1 és a HepG2 esetében
az LC3 II/I szintje mind 48, mind 72 6ra alatt csokkent. A p62
expresszioja valtozatlan maradt a HuH-28-ban, mig TFK-1-ben
72 oras Sorafenib kezelés kovetéen a p62 szintje
megemelkedett, tobb mint 2x-ével, a HepG2-ban pedig mind
48, mind 72 o6ra elteltével produkalt tobb mint 1,5x-es
emelkedést.

srer

Az 5-FU-t és a Sorafenibet CQ-val kombinalva,
csokkentették a HuH-28 1C50-értékeit 48 és 72 ora alatt. A
TFK-1-ben az 5-FU CQ-val kombinalva csokkentette az IC50
értéket 48 oOras kezelés soran, de 72 6ra mulva ez a cs6kkenés
nem volt mar tapasztalhato. Tovabba TFK-1 esetében a
Sorafenib CQ-val térténé kombinacioja sem vezetett hirtelen
IC50 csokkenéséhez. Az egyszeres 5-FU kezelés IC50
értekehez képest a HepG2 sejtvonal 72 orés 5-FU+ 50 uM CQ-
kombinacids kezelés IC50 értéke enyhén csokkent.
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5. Kovetkeztetések

1. Els6ként azonositottunk eltéré autofdagias aktivitast
(LC3, p62) és eltérd mitokondridlis tomeget (TOMM20) a
kiilonbozo etiologidju - CHC és AIH - kronikus hepatitisben,
amely a két kiilonb6z6 koéroka kronikus hepatitis kozti eltérd
molekularis etiopatomechanizmust tiikkrozi.

2. Elsoként  figyeltink meg  Osszefiiggést az
autofagolizoszomalis szinten gdtolt autofigia (megnovekedett
p62 expresszid) és a nekroinflammdcio kozott AIH-ben, ami
kiterjedt gyulladashoz, tilzottan aktivalt immunvalaszhoz és
fokozott nekrozishoz vezetett.

3. Osszefiiggést mutattunk ki a mikroRNS szabdlyozds és
CHC progresszidja kozott, mivel kapcsolatot talaltunk a miR-
224 szintje és a szteatozis mértéke, valamint a miR-155
expresszioja €s a fibrozis stadiuma kozott.

4, Eltéré mikroRNS mintdazatot mutattunk ki FNH,
cirrozis és HCC mintdkban. A miR-21 és a miR-222 fokozott
expressziojat cirrozisban és HCC-ben detektaltunk a FNH-hoz
képest. A miR-34a és a miR-224 szintje cirrozisban, HCC-ben
¢s FNH-ban is megnétt, jelezve, hogy ezeknek a mikroRNS-
eknek a valtozasa a maj joindulati és a rosszindulata

proliferacios folyamataival allhat 6sszefiiggésben.

5. Eltér6 autofig és a mitokondridlis fehérjék
expresszios mintdzata jellemzi a CC egyes altipusait, igy az
iCC, pCC, dCC-t. Az LC3 szint a tumor differencidltsdgi
Sfokdval fiiggott 6ssze pCC mintak esetében.
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6. A karosodott autofagia jeleként emelkedett LC3 és p62
autofag fehérje szintet mutattunk ki iCC-ban és emelkedett p62
szintet pCC-ben a koérnyez6 majhoz képest. A TOMM20
expresszioja Osszefiiggést mutatott a Beclinl és LC3
expresszioval iCC, pCC esetében, ami a mitokondridlis
karosodads és autofdgia osszefiiggését jelzi

7. Kimutattuk, hogy a Ki-67-tel detektalt magasabb
proliferdciot és csékkent Beclinl szintet mutaté dCC esetek
tulélése rosszabb (0S), amely felveti ezen fehérjék
prognosztikai markerként valo felhaszndldsdt dCC-ben.

8. Az in vitro végzett vizsgalatok soran eltérd
mitokondridlis morfologidt és eltérd bazalis autofdgia tartunk
fel az iCC, eCC és HCC eredetii sejtvonalakban.

9. Az mTOR gatloszer, Rapamycin kezeléssel autofigia
indukciot értiik el iCC és HCC eredetii sejtvonalakban.
Megfigyeltiik, hogy HuH-28 esetében Sorafenib és 5-FU, mig
HepG2 esetében 5-FU kezelés valtott ki autofagia aktivitast és
a folyamat gatlasa csokkentette a sejtek életképességét. A TFK-
1 (eCC eredet) sejtvonal Rapamycin €és a kemoterapias szerekre
adott autofagia indukcidja elmaradt, ami arra utal, hogy az
autofagia jelatviteli utja eltéro a kiilonbozo eredetii CC
sejtvonalakban és ez a kiilonbség esetlegesen in vivo is

érvényesiilhet.
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