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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAF: 2-acetilaminofluoren

AAF/CCI, modell: 2-acetilaminofluoren/ kemiai hepatektomia modell
AAF/PH modell: 2-acetilaminofluoren/ parcialis hepatektomia modell
AC: anterior kaudalis lebeny

AFP: o-fOtoprotein

AP1: aktivator protein 1 (transzkripcios faktor)

CDE: kolin deficiens diéta etioninnal kiegészitve

CitP450: citrokrom P450 enzim

CK-7: citokeratin-7

CK-19: citokeratin-19

CL.: kaudalis lebeny (caudate lobe)

CP: parakavalis rész

DEN: dietil-nitr6zamin

Des: dezmin

DLK: delta-like protein

EGF: epidermalis ndvekedési faktor

FITC: fluorescein isotiocianat

G-CSF: granulocita koloniastimulélo faktor

HGF: hepatocita ndvekedési faktor

HNF1: hepatikus nuklearis faktor 1

HSP-47: hésokk-protein-47

IL-6: interleukin-6

IRL.: also jobb lebeny (inferior right lobe)

L: laminin

LLL: bal lateralis lebeny (left lateral lobe)

LML.: bal k6zéps6 lebeny (left medial lobe)

LPS: lipopoliszacharid

ML: k6zéps6 lebeny (median lobe)

M S-F: kémiai hepatektomiaval modositott Solt-Farber modell, DEN/2-AAF/CCl,
modell
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Ov6: ovalis sejt marker (oval cell marker)

PBS: pufferoldat (pH buffer solution)

PC: poszterior kaudalis lebeny

PH: parcialis hepatektomia

RML.: jobb k6zépso lebeny (right medial lobe)

REG-1: kémiai hepatektomiaval modositott AAF/PH kisérlet, AAF/CCl, modell
REG-2: ismételt regeneracid, 2xAAF/CCl, modell

S-F: Solt-Farber kiserlet

SMA: a-simaizom-aktin

SRL/RLL.: felsé/lateralis jobb lebeny (superior/lateral right lobe)
STAT3: transzkripcios szignal transzducer és aktivator

T3: trijédtironin

TGF- a: transzformal6 novekedési faktor- o

TGF- g: transzformal6 ndvekedési faktor- 8

Thy-1: CD90, N-glikozilalt glikofoszfatidilinozitol sejtfelszini fehérje
TNF-a: tumor nekrozis faktor- a

TRITC: tetrametilrodamin isotiocianéat
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BEVEZETES

1.A maj anatémiaja

A maj mirigyes szerkezetli hamszerv, amely szamos anyagcsere-folyamatban
jatszik fontos szerepet: glikogéntarolas, zsirok képzbédése és atalakitasa, aminosavak
képzodése és atalakitdsa, méregtelenités, szérumfehérjék szintetizalasa, bilirubin
Kivalasztasa. A magzati életben vérképz6 szervként funkcional.

Emberben a méj két felszine — egy domboru rekeszi, és egy laposabb zsigeri —
hegyesszdgben talalkozik atldsan keresztezve az epigasztriumot. A maj eliils6 felszinén
a kodzépvonaltdl kissé jobbra tapadd szalag (ligamentum falciforme hepatis) a majat
jobb és bal lebenyre osztja. A zsigeri felszint egy H-alak( barazdarendszer tagolja négy
részre: fliggbleges szaraitol jobbra, illetve balra esé részeket a jobb, illetve a bal
lebenyhez tartozonak vessziik, a két fiiggbleges szar kozé esd felszin also részét lobus
quadratusnak, felso6 részét lobus caudatusnak hivjuk. A harant szarat a maj kapuja (porta
hepatis) alkotja, ide 1ép be két-két agra valva a maj két odavezetd ere, az arteria hepatica
propria, és a portalis véna. Innen 1ép elé ugyancsak két aggal a ductus hepaticus. A
harant szar f6l6tti barazdat a vena cava inferiornak a majba mélyen belefekvé szakasza
tolti ki. A belép6 ereket a majkaputdl kezdédden jelentékeny mennyiségli kotdszovet
kiséri, amely az erek elagazddasanak megfelelden finom sovényrendszerre oszlik, a maj
szoveti lebenyeit valasztja el egymdastol. Emberben ez a kotdszovet igen csekély
mennyiségi, ellentétben a sertésmajjal. A felszini hashartyaboritas alatt azonban Gjra
megvastagszik a kotészovet, ezt a rendszert hivjuk Glisson-toknak. A belép6 erek mar a
porta el6tt 2 agra valnak, amit tovabbi oszlasok kdvetnek. A mindig egyutt haladd
nagyobb lumenii vénat és kisebb artériat harmadik képletként egy kob- vagy
hengerhammal bélelt epeut kiséri. A harom képletet egyutt portalis tridsznak nevezzik.
A portalis érképletek eldgazasa bizonyos szabalyossagot mutat, a masodlagos agak altal
ellatott majallomany-részeket a méj szegmentumaiként foghatjuk fel. A szegmentumok
hatarai az allomanyban nem jelentkeznek, csupan az egyes agak kiilonb6z6 szinnel
festett anyagokkal valo feltoltésével tehetok lathatova. Mivel hataraik megkozelitéen a

szagittalis sikban futnak, a szegmentumos elrendezés a maj sebészeti uton valo
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részleges eltavolitasara (pl. daganatok esetében) ad lehetdséget, a megmaradt rész jo
verellatdsanak biztositasaval. A portélis érképletek legfinomabb, Un. interlobuléris agai
az emberben majdnem csak jelzett mennyiségli interlobularis sovényekben
helyezkednek el. Belblilk a vér a majlebenyke szinuszaiba, onnan pedig a lebenyke
kdzepén hizodo centrélis vénaba jut, amely aztan a lebenyke alapjan kilépve nagyobb
onallg, gyenge falu elvezeté vénaba nyilik (vv. sublobulares). Ez utobbiak egymassal
0sszeszajadzva a vv. hepaticae rendszerét keépezik, amelyek még tovabb egyesulve
szdjadzanak a vena cava inferiorba. A hepatikus vénak a portalis erekhez hasonld, de
vellk szemben alternaléan  fél-fél  szegmentummal eltolédott  elagazodasi
szegmentumokat képeznek. (Szentagothai-Réthelyi, 2002)

Majsebészeti beavatkozasok laboratoriumi modellezéséhez a patkany az egyik
leggyakrabban haszndlt kisérleti allat, gyakorlatilag minden miitéttipus elvégezhetd rajta
(pl. majszegment rezekcid, porto-szisztémas sontok kialakitasa, teljes maj és szegment
transzplantacid, embolizécid). Nehézséget csak kis mérete okoz, de korszerii
mikroszkopok, és az anatomiai felépités pontos ismerete mellett a komplikaciok
elkeriilhetdek, és az eredmények, kovetkeztetések 0sszehasonlithatosaga is megdrizhetd
marad. (Krinke és mtsai, 2000)

A patkdny méja - az emberével ellentétben - tagabb értelemben 4 kiilonalld lebenybol
épll fel (Bismuth H, 1982), amelyeket az 6ket ellatd portalis agak utan neveztek el, és
amelyek tovabbi alegységekre oszthatdak (tobb szerzé mas-mas nomenklatirat hasznal,
de az itt ismertetett a leggyakoribb). A legnagyobb lebeny a kozépsé lebeny (median
lobe, ML), amely a maj tomegének 38%-at teszi ki, és a ligamentum falciforme-n
keresztiil rogzil a rekeszizomhoz és a hasfalhoz. Egy vertikalis iranyd hasadas két
részre osztja, a jobb és bal k6zéps6 lebenyre (right medial lobe — RML, left medial lobe
— LML). A mésodik legnagyobb lebeny a bal lateralis lebeny (left lateral lobe — LLL),
amely a maj tomegének 30%-a, felszine konvex, 2/3 részét a ML fedi, szabad felszine
pedig a rekeszizomhoz simul. A 2/3-0s parcialis hepatektomia soran ez a két lebeny
kerul eltavolitasra, ami korllbeliil.68%-a a maj 6ssztomegének.

A jobb lebeny a vena cava inferiortdl jobbra fekszik, a ML teljesen fedi. A mjj
tdmegeének 22%-at alkotja, és egy horizontalis irdnyd hasadék két részre osztja: lateralis
vagy felsé (lateral/superior right lobe-LRL/SRL) és also (inferior right lobe-IRL) jobb
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lebenyre. A maéjregenerécid vizsgalatakor méréseinket a lateralis (vagy fels6) jobb
lebenyen végeztiik el.

A vena cava inferiortdl balra, a bal lateralis lebeny altal fedve helyezkedik el a kaudalis
lebeny (CL), 8-10%-a a maj tomegének, amely 2 részre oszthatd. A parakavalis rész
(caudate process) korilfogja a vena cava inferiort és 6sszekoti a jobb lebenyt a kaudalis,
vagy masnéeven a Spiegel-lebennyel, amely egy eliilsé (anterior caudate lobe-ACL) és
hatulsé (posterior caudate lobe-PCL) részbdl épiil fel. Az ACL a gyomor ¢és a nyel6csé
elott, a PCL ezek mogott fekszik, mindkettdt a heptoduodenalis és hepatogasztrikus
ligamentum boritja. (Martins PNA és mtsai, 2007), (1. abra)

Right lobe

Left lobe

Patkanymaj Emberi maj

(A) (B)

l.abra: (A) A méaj viszcerdlis felszine és a lebenyek relativ tomege. Kaudalis lebeny:
parakavalis rész (CP), anterior kaudalis lebeny (AC), poszterior kaudalis lebeny (PC).
Jobb lebeny: felsé jobb lebeny (SRL), alsé jobb lebeny (IRL). Medialis lebeny (ML):
jobb medialis lebeny (RM), bal medialis lebeny (LM). Bal laterdlis lebeny (LLL). M4j
bal felének részei: bal lateralis lebeny, kaudalis lebeny, bal medialis lebeny; maj jobb
felének részei: jobb medialis lebeny, jobb lebeny. (B) Emberi méj viszceralis felszine
szegmentekre osztva Couinaud utan. A VIll-as szegmentum az V-0s folott fekszik, az

abran nem lathat6. (Martins PNA és mtsai , 2007)

Egyes elkepzelések szerint a patkanymaj lebenyei a human majlebenyek ekvivalensei: a
kaudalis lebeny megegyezik az I-es és 1X-es, a LLL a ll-es, a ML a lll-as, 1V-es, V-0s
és Vlll-as, a RL pedig a VI-o0s és VII-es szegmentummal. (Kongure K és mtsai, 1999)

Itt azonban meg kell emliteni, hogy a ragcsalok és a féemlésok kozti filogenetikai

10
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tavolsag tobb mint 80 millio év! (Kanno N és mtsai, 2000) Funkciondlis anatémiai
szempontbdl a patkany méja kozelebb all a sertésehez, mint az emberéhez. Lényeges
kilénbség azonban, hogy a patkdnynak nincs epehdlyagja, ellentétben a sertés- és az
emberi majjal. (Bhunchet E és mtsai, 1988) A patkanymajban 1évé kis intrahepatikus
epeutak az emberi epeutaknak, mig a nagy epeutak a humaén interlobuléris epeutaknak
felelhetnek meg. (Gershbein LL és mtsai, 1954; Alpini G és mtsai, 1996;) Az
extrahepatikus epeutak egymassal szamos variacio szerint kommunikalhatnak, pl. a
medialis lebeny bal részEébdl az epe a bal lateralis lebeny epettjai fel¢ vezetddik, ezért a
LLL eltavolitasa kolesztazist okozhat a ML-ben. A k6z0s extrahepatikus epeut hosszabb
lefutdsd, a portélis vénatdl és hepatikus artériatol tavolabb helyezkedik el, mint az
emberben, ezért kénnyebben kantlalhato, kisérleti céllal. A portalis véna patkanyban 3,
mig az emberben csak két f6 agra oszlik, a lobulaltsdg miatt a portalis rendszer a
majvenakkal csak mikroszkdpikus szinten kommunikal. A vena cava inf. patkanyban
intrahepatikus lefutasu, mig emberben retroperitonedlisan helyezkedik el. Az artériés
rendszer legérdekesebb kilonbsége, hogy patkanyban léteznek az un. hepato6zofagealis
kollateralis artéridk, amelyek a majat a rekeszizom feletti artérias keringésbe is
bekapcsoljak. Ez a megfigyelés is kisérlettervezés szempontjabol lehet lényeges.
(Martins PNA és mtsai, 2007) A legfontosabb kiilonbségeket a patkany és az emberi
maj kozott az 1. tdblazatban foglaltuk dssze:

11
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1.tablazat: Kulonbsegek a human és a patkanymdj kozott

Patkdnymaj

Emberi méj

Tébb kilonallé lebeny

A lebenyek nem kulonilnek el

HosszU truncus coeliacus

Rovid truncus coeliacus

Intrahepatikus vena cava inferior

Retroperitoneélis vena cava inferior

Hianyzé epehdlyag

Van epehdlyag

Kdz0s epevezeték a portélis vénatol balra
fut, hosszu intrapankreatikus szakasszal

Kdz0s epevezeték a portélis vénatol
jobbra fut, rovid intrapankreatikus

szakasszal

Gyakori a kollaterdlis artérias keringes

(hepatotzofagedlis artériak)

Nincs kollaterdlis artérias keringes

Gyakori kommunikéacio a portéalis és a

hepatikus vénas rendszer kdzott

Nincs kommunikacio a portalis és a

hepatikus vénas rendszer kdzott

A kaudalis lebeny hatéarozottan elkulonal

A kaudalis lebeny nem kuléndal el
hatarozottan

A portalis véna 3 foéagra oszlik

A portalis véna 2 féagra oszlik

A maj jobb és bal fele kozel megegyezd

tomegli

A m@j jobb lebenye nagyobb mint a bal

2. A maj mikroanatémigja

A m3j klasszikus szoveti egysége a hatszogletii, gula vagy csonkagula alaka
lebenyke, vagy masnéven primer egység, melyek mérete a méajon belll a hilustél a
felszin felé haladva csokken. (Teutsch HF és mtsai, 1999) Arrdl még ma is vita folyik,
hogy a lebenyke valodi funkcionalis egységnek tekinthet6-e. (MacSween NM és mtsai,
2002) Tobbféle felosztas is létezik, az egyik legismertebb a Rappaport-féle acinus,
amely keresztmetszetben rombusz alakd terllet. (Mall FP, 1906; Saxena R és mtsai,
1999) Ezekbdl mindig 3 alkot egy lebenyke nagysagu, de valosagban 3 lebenykéhez
tartozo portalis egyseget. (Bhunchet E, Wake K, 1998) Egy-egy ilyen portalis egység

vagy portalis lebeny kézepén halad egy portalis triasz, és hat éle kdzul haromra jut egy-
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egy centrélis véna, mig méasik harom élére egy-egy érmentes lebenykdzti csomopont.
(Szentagothai-Réthelyi, 2000 A cholehepaton fogalmat is definidltak mar, ebben az
esetben a portalis tridsz epeltja alkotja a lebenyke kdzeppontjat. (Ekataksin W, Wake K,
1997) Azonban mivel a lobulus, mint szdveti egység azokban a fajokban is jol
definialhatd, melyek nem rendelkeznek valodi interlobuléris vaszkularis szeptummal,
mint pl. az altalunk is vizsgalt patkany, mi is a klasszikus lebenykét tekintettik szoveti
egységnek. (Ekataksin W, Wake K, 1997; Matsumoto T és mtsai, 1982) Teutsch és mtsai
emberi m4aj sorozatmetszeteibél a lebenykéket 3 dimenzidban rekonstrudlva
megalkotték a szekunder egység fogalmat is, amely eredményeik szerint 1,9 mm magas,
felszine 14,7 mm?, térfogata pedig 5,1 mm?. 14 lebenyke alkotja, centrélis vénaik kozos
elvezetd agban egyesiilnek. (Teutsch HF és mtsai, 1999; Teutsch HF, 2005)

A mijlebenyke a hossztengelyére vonatkoztatva sugaras elrendezddésii
hamsejtlemezekbdl épiil fel. Az egyes lemezek egyetlen majsejtrétegb6l allnak. Ezek
szama a lebenyke koOzépvonalatol kieflé haladva nd, a majlebenyke-terilet
novekedésenek koszonhetéen. A lobulus periférigjat a portalis érkotegek felé egy
majsejtekbdl allo, a felszinnel parhuzamos hatarold sejtlemez zarja le (ilyen hatarlemez
nem taladlhatd a centrlis véna korul). A sugaras elrendez6désti sejtlemezek kozeit
fenesztralt endotelsejtekbdl allo szinuszoidok bélelik. Ezen endotelsejtek kdzott
helyezkednek el a fagocitdlé Kupffer-féle csillag sejtek és az A-vitamint tarol6
periszinuszoidalis stellate, vagy magyarul csillag sejtek.

A méjszovet 90 %-at hepatocitak alkotjak. Mivel egyetlen rétegbdl allo
gerendakat képeznek, kétféle felszinnel rendelkeznek. A szinuszoidok felé tekintd
felszinek stirli mikrobolyhokkal boritottak, amelyek pillérszerlien tamasztjdk a
szinuszoidok fenesztralt endotelsejtjeit, és velik kozrefogjdk a Disse-tereket.
Ugyancsak a felszinek barazdaiba mélyed bele a majszdvet racsrostvdza. A majsejtek
kozotti érintkezési felszinek emberben elég simak, két vagy harom majsejt egymassal
érintkez6 felszinén talalhaté fél- vagy harmadbardzdadk pontosan 6sszeilleszkedve
képezik a maj epecsatornacskait, amelyeknek falat a majlebenyen belll a majsejtek
sejthartyaja alkotja. A maéjlebenyke szélén az epekapillarisok a részben hepatocitak
részben specializalt hamsejtek alkotta Hering-féle csatornakban folytatddnak, amelyek
vegul a valodi epejaratokba nyilnak. Ezen utdbbiak a portélis triasz elemekent az

interlobularis k6tészovetben haladnak, eleinte kobhambol, majd késébb hengerhambol
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allnak, a nagyobb epeutak pedig mar kotdszovetes fallal is rendelkeznek. Végiil két
nagyobb epejarat 1ép ki a majbdl, amelyek aztdn ductus hepaticusséd egyesulnek.
(Szentagothai-Réthelyi; 2002)

3. Méjregenerécio

A méj Kkivalo regeneracids képességgel rendelkezik. Ha az aktiv, mikodo
majszovetet kdrosodas vagy veszteség éri, az ép, vagy visszamaradt rész proliferacidval
valaszol. (Michalopoulos GK és mtsai, 1997) A regenerécidra képes egyéb szovetekkel
ellentétben, mint példaul a csontveld vagy a boér, a majregenracio nem Ossejt vagy
progenitor sejt fiiggd. A majat felépitd érett, differencialt sejtek (hepatocitdk, bilidris
epitelidlis sejtek, fenesztralt endotelidlis sejtek, Kupffer-sejtek, Ito-sejtek) nyugalmi
allapotban ritkan osztodnak, de megérzik proliferacios képességiiket. Ha a majsejtek
osztddasa valamilyen okbol gatolt (pl. 2-acetylaminofluorene kezelés kdvetkeztében),
akkor a regeneracio a Hering-kanalisokban elhelyezekd6 6ssejtekb6l szarmazo
progenitor vagy masnéven ovalis sejtek kdzremiikodésével torténik. (Wilson és mtsai,
1958; Wang X és mtsai, 2003; Taub R, 2004)

A méijban az egyik legtobbet tanulmanyozott, malignus transzforméaciét nem
mutatd novekedési folyamat a parcidlis hepatektomiat kovetd regeneracid. A miitét
sordn a patkanyok majanak 2/3-a eltavolitasra keriil, ezt kovetéen a megmaradt
lebenyek kompenzatdrikus hiperplazidja révén (az eltavolitott lebenyek nem ndének
vissza) a maj tomege 7-9 nap alatt helyreall. (Higgins GM és mtsai, 1931) Nagyobb
testli emlésokben és emberekben tortént majrezekciok soran bebizonyosodott, hogy a
regenerativ proliferacié mértéke aranyos az eltavolitott majszévet tomegével, és azt is
megfigyelték, hogy nagyobb testli allatbol kisebbe tortént majatiltetés soran a maj
tdmege csokken, vagyis a maj mindig a szervezet zavartalan miikodéséhez sziikséges
méretet 6lt (Michalopoulos GK é mtsai, 1997). A folyamatot szamos lokalis, és a test
kiilonb6z6 kompartmentjeib6l érkezé szignal szabalyozza; Ugymint egyes novekedési
faktorok (HGF: hepatocita novekedesi faktor, EGF: epidermélis ndvekedési faktor,
TGF-a: transzformal6 novekedési faktor), citokinek, IL-6 (interleukin-6), TNF-a (tumor

nekrozis faktor a), inzulin, noradrenalin, T3 (trijodtironin). A méjsejtek ép majban
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ritkdn osztodnak, parcialis hepatektomiat kovetéen azonban 95 %-uk a GO fazisbol

ismét belép a sejtciklusba az emlitett szabalyozé faktorok hatasara. (2. abra)

Parcialis hepatektomia /\
vagy majkarosodas O ) Ito-sejt
HGF
l v \ \
HGF TGFp
l

GO0/G1 G1/S
—» IL-6 =
—» —
TNFa =
Hepatocita epatocrta Hepatomta

Kupffer sejt \ , \
/ / EGF
I

nzulin

m y Noradrenalin

Pajzsmirigy Hasnyalmirigy Mellékvese Vékonybél
(Duodenum)

2.4bra: A parcialis hepatektomia és a maj karosodasa elinditja a regeneracid
folyamatat, melynek soran szamos szignal jelenik meg a majban (ilyen pl. a
bélrendszerbdl a portdlis keringésen keresztiil érkezé LPS (lipopoliszacharid)), amely a
Kupffer- és Ito-sejteket stimuldlva IL-6, TNFa, és HGF felszabadulést valt ki. A test
kiilonbozd kompartmentjeibdl is érkeznek szabdlyozo szignalok: trijédtironin (T3) a
paizsmirigybol, inzulin a hasnyalmirigybol, noradrenalin a mellékvesebol, EGF
(epidermalis ndvekedési faktor) a duodenumbdl. Az emlitett szignalok egyuttes hatasara
Iépnek be a hepatocitékat a sejtciklusba, indul meg a DNS szintézis és a proliferacio. Az
Ito-sejtek dltal termelt TGEf gatolja a DNS szintézist, de az osztddas fazisa alatt a
majsejtekre nem hat. (Michalopoulos GK, DeFrances M, 1997)

Parcialis hepatektomiat kovetéen elséként a majsejtek osztdodnak, a DNS-szintézis
patkanyokban a miitét utan 10-12 éraval indul meg, 24 éra utan éri el a csucsat, majd
csokkenni kezd. A 36. és a 48. 6ra kdzott ujabb, de kisebb csucs jelentkezik. Ennek oka,
hogy a hepatocitak periportalisan kezdenek osztodni, majd a 36. és 48. déra kdzott a
pericentralis régiot is eléri az osztddasi hullam. A tobbi sejtben 24 ora elteltével indul
csak meg a DNS-szintézis, amely a 48. ora kdrnyékeén éri el a maximumat. (3. bra)
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3. abra: Az osztédd sejtek szazalékos aranya a parcidalis hepatektomiat kovets
majregeneracio alatt. 4 4 legfontosabb sejttipusban eltérd idépontban indul meg a
DNS-szintézis, és annak hossza is kiilonbézik. Elsoként a mdjsejtek osztodnak, a DNS-
szintézis a mitét utan 10-12 Oréval indul meg, 24 6ra utan éri el a csicsat, majd
csokkenni kezd. A tobbi sejtben 24 ora elteltével kezdddik el a DNS-szintézis, amely a
48. Gra kornyékén éri el a maximumat. Ebben szerepet jatszanak a regenerald
hepatocitak altal termelt névekedesi faktorok is, amelyek parakrin médon fejtenek ki
mitogén stimulust. (Schibler U, 2003)

A proliferaciét a cirkadian ritmus is befolyasolja. Egereken végzett Kkisérletek
bizonyitottak, hogy a majsejtekben zajlé DNS szintézis a PH-t kovet6 36. oraban éri el a
csucsat, attol fliggetleniil, hogy a nap melyik idészakaban végezték el a miitétet, mig a
mitosis minden esetben azonos idépontban indult el. (Schibler U, 2003) Parciélis
hepatektomia utan a hypoxia is elésegiti a majsejtproliferaciot és angiogenezist. (Maeno
H és mtsai 2005) A regeneracio kinetikaja és a résztvevo mediatorok abban az esetben
is ugyanazok, amikor nekrdzis okozza a majszovetben bekovetkezd veszteséget, mint
pl. egyszeri nagy dozisu szén-tetraklorid altal okozott karosodast kovetden. (Solt DB és
mtsai, 1983; Palmes D és mtsai, 2004) Progenitor sejtek ebben a modellben nem
aktivalédnak. Az épen maradt hepatocitdk ©Onmagukban képesek a majtdmeg
helyreéllitasara. (Michalopoulos GK és mtsai, 1997)
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Ahhoz, hogy az eltavolitott lebenyeket a maj pétolni tudja, a méjsejtek 95 %-
anak (idOs allatokban erre csak 75 % képes) 1 vagy 2 osztodason kell tesnie. (Taub R,
2004) A maj regeneracios kepessége emellett azonban szinte korlatlan. Kisérletekkel és
matematikai szdmitasokkal igazoltak, hogy egy hepatocita akar 34 osztddasra is képes,
igy egy sejtbdl 1,7X10% sejt is képzSdhet, ami 50 patkanymajat felépitd hepatocitinak
felel meg. Ugyancsak kisérletek bizonyitottak, hogy egyazon allaton akar 12 egymast
kovetd alkalommal is elvégezhetd volt parcialis hepatektomia, a mé; minden
alkalommal regeneralt. (Grompe M és mtsai, 1996)

A rendkivili proliferacids kapacitas mellett talan még fontosabb megemliteni,
hogy a regeneraci6 idGtartama alatt ( 2/3-0s PH-t kovetéen, amikor a megmaradt méaj 90
%-a 0sztddik) a majfunciokban - agymint glikoz szintézis es lebontas, albumin és mas
koagulécios fehérjék szintézise, epeelvalasztas, toxikus molekuldk lebontasa - csak
minimalis negativ irdny(d valtozéssal talalkozhatunk. (Michalopoulos GK és mtsai,
1997; Zou Z és mtsai, 1998) Az egyik legfontosabb szabalyozandd funkcié a
glukoneogenezis fenntartdsa, hiszen a maj megmaradt 1/3-anak az egész szervezet
szamara szikséges gliikdzanyagcsere zavartalan mukodését kell biztositania. Ezt
szamos transzkripcios faktor es enzim finom 6sszehangolt miikodése teszi lehetévé (pl.:
HNF1: hepatikus nukleéris faktor 1, STAT3, AP1). (Taub R, 2004)

Elészor az 1950-es években - a majregeneracié tanulmanyozasa soran - vették
észre, hogy sorozatos vagy intenziv majkarosodas esetén a disztalis epeutakban
proliferaciéo indul meg. Az itt 1évd sejtekbdl hepatocitdk és interlobularis epeutak
képzOdnek, ebbdl kovetkeztettek arra is, hogy k6zos Gssejtbdl szarmaznak. (Wilson és
mtsai, 1958) Az 0ssejt kimutatasara azonban még nem rendelkeztek specialis
markerekkel.

Az embrionalis dssejtek a blastocysta belsd sejtjeibdl szarmaznak, pluripotensek,
belSliik alakulnak ki a szomatikus Ossejtek, amelyek aztan tovabb differencialédnak
multipotens szovetspecifikus 6ssejtekké. (Hwang WS és mtsai, 2004) Ez utobbiakbol
lesznek a progenitor sejtek, melyek érett szdveti sejtekké differencialédnak. Ahhoz,
hogy a szévetmegujité funkcid fenntarthatd legyen, Un. aszimmetrikus osztodasra van
sziikség, vagyis osztodast kovetden az egyik utoddsejt tovabb differencidlodik, mig a
masik 6ssejt marad. Erre azonban csak a szovetspecifikus dssejtek képesek, a progenitor

sejtek mar nem, bel6liik csak érett szomatikus sejt/sejtek képzddnek. Progenitor sejteket
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nem csak a majban, hanem a bdrben és a bélrendszerben is taldlunk, ezek szintén
kutatas targyat képezik. (Szentagothai-Réthelyi, 2002) A méj progenitor sejtjei az un.
ovalis sejtek.

Az ,,ovalis sejt” kifejezést eldszor Farber hasznalta azokra a nonparenchimalis sejtekre,
amelyek a maj karcinogénnel tortént kezelését kovetden kezdtek el osztddni. ( Solt D,
Farber E, 1976) A tumorképzédésben akkor még nem tulajdonitottak nekik
jelentdséget, mivel csak a karcinogenezis kisérletek kezdetén voltak megfigyelhetdek.
Az ovélis sejtek Kkisméretiiek, bazofil citoplazmaval és halvanykéken fest6d6 ovalis
maggal rendelkeznek. Az ovalis sejtek tanulményozasara az egyik leggyakrabban
alkalmazott kisérlet az an. AAF/PH modell. (Tetamatsu M és mtsai, 1984) Parcialis
hepatektomiat (PH) kovetden a hepatocitak osztodasanak gatlasa mellett (AAF, 2-
acetilaminofluorén) az ovalis sejtek periportalisan osztodni kezdenek, a Hering-
kanalisok meghosszabitasaként duktuluszokat formalnak, majd a parenchimaban
csoportokba rendez6dnek és majsejtekké differencidlédnak. (Evarts RP és mtsai, 1987;
Paku S és mtsai, 2001; Wang X és mtsai 2003) Ezeket a kis hepatocitakbdl allé
csoportokat hivjuk regeneracios fokuszoknak. (Evarts RP és mtsai, 1988; Dabeva MD
és mtsai, 1993) Az AAF dozisatol fliggben az ovalis sejtek differencialddasa kiilonb6zo
mértékii: alacsony dozis esetén (2,5 mg/kg/nap) minden ovalis sejtbdl kis hepatocyta
lesz, mig nagyobb doézis (5 mg/kg/nap) alkalmazdsa utdn csak egy részik
differencialodik, és a folyamat hosszabb idét igényel. (Paku S és mtsai, 2004) Emberi
méajban gyakran lathatok atmeneti hepatobiliaris sejtek osztédd epeutakban extenziv
nekrozist kovetden is. (Roskams TA és mtsai, 2004) Differencialédd sejtek kis
csoportjait krénikus méajgyulladasban és cirrdzisban is leirtdk mar. (Proctor E és mtsai
1982, Falkowski O és mtsai, 2003) Szdmos mas modszerrel is eldidézhetd az ovalis
sejtek osztddasa. llyen pl. egerek esetében kolin-deficiens diéta alkalmazasa etioninnal
kiegeszitve (Akhurst B és mtsai, 2005; Ueberham E és mtsai, 2010) DNS-alkilalo
szerek alkalmazéasa. (Oertel M és mtsai, 2008)

Az ovalis sejtek fakultativ progenitor sejt allomanyt képeznek. Aktivalédasuk
sordn primitiv hepatoblasztokra jellemzé markereket is expresszalnak, mint pl. AFP
(alfa-fotoprotein), DLK (delta-like protein), CK-7 (citokeratin -7), albumin. Kiilénb6z6
kisérleti protokollokkal eléidézett ovalis sejtek azonban eltéré antigén mintazattal is

rendelkezhetnek. (Jelnes P és mtsai, 2007)
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Patkanyban jelenleg két olyan fehérje ismert, ami a kifejlett majban csak az ovélis
sejtekben termelédik és az epeutak hamsejtjeiben nincs jelen. Az egyik az AFP, ami
patkdnymajban a leginkabb elfogadott ovalis sejt marker. Az AAF/PH és a CDE
modellekben az aktivalodott Ossejtek AFP-t termelnek. (Bisgaard HC és mtsai, 1994) Az
AFP mRNS-e AAF kezelésre (PH nélkil) megjelenik a terminalis epeutakban, amib6l
az kovetkezik, hogy a nyugalomban 1évé Ossejtek nem expresszaljak az AFP-t, csak
azok, amelyek valamilyen hatésra aktivalodnak. (Paku S és mtsai, 2004)

A masik azonositott transzmembran fehérje a DLK (delta—like protein). (Tanimizu N és
mtsai 2004) A progenitor sejtek medialta regenerécié sordn a DLK jellemzéen a mélyen
a parenchimaba nyal6 ovélis sejtek altal alkotott duktuluszokban és az azokhoz
kapcsolddd kis majsejtekben talalhato, a periportalis traktusban nem detektalhatd. (Az
AFP expresszi0 is magasabb a centralis vénahoz kozelebb elhelyezkedd ovalis
sejtekben, ezen Kkivil szamos egyéb marker megjelenésében is zonalis kiilonbség
mutatkozik. (Bartels H és mtsai, 1990; Duncan SA, 2003; Jelnes P és mtsai, 2007) A
DLK tehat a mar majsejt iranyba elkotelezett sejtekben expresszalodik. Ez 6sszhangban
van a magzati majban megfigyelhetd termelddésével, ahol a hepatocytdkban
kimutathatd, a fejlodé epeutakban viszont nem. (Tanimizu N és mtsai, 2004)

A citokeratinok olyan keratin tartalmud intermedier filamentumok, amelyek epithelialis
sejtek citoplazmajaban 1év6 citoszkeleton alkotorészei. Nagyjabdl 20 tipusuk ismert.
Két nagy csoportra oszthatdk: savas tulajdonsagu I-es és bazikus vagy neutralis 11-es
tipusu citokeratinokra. A citokeratin-19 az el6bbi, mig a citokeratin-7 az utobbi
csoporthoz tartozik. Expresszidjuk szerv- és szovetspecifikus, s6t, az epitelium
differenciacios fokat is mutatja, ezért fontos szerepet jatszik tumorok
diagnosztizalasaban. (Franke WW és mtsai, 1979; Barak V és mtsai, 2004) A patkany
majaban a Hering-kanalisok CK-19 pozitivak és CK-7 negativak, késdbb azonban az
AAF/PH modellben ovalis sejtek aktivalédasa, osztédasa soran CK19+/CK7+
mintazatot mutatnak. A CK19+/CK7- kompartment nem velesziiletett, az egyedfejlodés
soran alakul ki. (Paku S és mtsai, 2005)

Az ovalis sejtek altal alkotott csoveket, melyeket laminin pozitiv bazalis membran vesz
koril, mas sejtek is kisérik (ITO sejtek miofibroblasztok), melyeket leggyakrabban Des
(dezmin) és SMA (a-simaizom aktin) markerekkel jellemeznek.
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A csillagsejtek nyugvo és aktivalt allapotban is dezmint expresszalnak ami egy Ill-as
tipust intermedier filamentum. (Mabuchi A és mtsai, 2004) In vitro TGFpB, TGFa és
szérum hatasara képes miofibroblasztta alakulni. (Ramadori G, Saile B, 2002) Ez a
jelenség in vivo is kimutathaté krénikus majbetegségekben, pl. CCls-dal eléidézett
fibrosis soran. (Nagata K, 1998; Beaussier M, 2007) Atalakulasuk utan simaizom aktint
expresszalnak, kollagént termelnek.

A laminin az epeutakat koriilvevd bazalis membranban talalhato. A proliferdlo
progenitor sejtek koril is kimutathatd bazalis membran, amit a differencialodas soran
elveszitenek. Kisérleteinkben a kis epeutak lokalizalasara hasznaltuk.

Egyes eredmenyek azt bizonyitottdk, hogy az ovalis sejtek a hemopoietikus
sejtekb6l szarmaztathatok (a maj a magzati életben vérképzé szervként funkcional).
(Peetersen BE és mtsai, 1999; Theise ND és mtsai, 2002) Egerekbe es patkanyokba a
sajat csontvelejiik kiirtasat kovetden donor csontveldt transzplantaltak, ezt kdvetden
pedig a majukban a csontvelGi sejtek altal is expresszalt Thy-1 sejtfelszini fehérjét
mutattak ki. (Kuo TK és mtsai, 2008) A Thy-1 vagy CD90 N-glikozilalt
glikofoszfatidilinozitol sejtfelszini fehérje, amely jellegzetes immunglobulin domain-
nel, a thymocyta-antigénnel rendelkezik. Ezért kordbban a csontvel6i sejteken
kimutathaté Thy-1 sejtfelszini fehérjét ovalis sejt markernek tartottak (Shu SN és mtsai,
2004; Pi L és mtsai, 2005; Laurson J és mtsai, 2005), azonban bebizonyosodott, hogy
csak az 6ket koriilvevé miofibroblasztokon talalhatdo meg. (Dezsé K és mtsai, 2007)

A méjban a regeneracio soran torténd strukturalis valtozasokrol csak keveset
tudunk. (Fausto N és mtsai, 1994) Az endotelidlis sejtek és a portalis véndk &gai
esszencialis szerepet toltenek be az organogenezis és a regeneracio folyamataban.
(McKellar M, 1949; Matsumoto K és mtsai, 2001; Lemaigre FP, 2009; Hoehme S és
mtsai, 2010) Ekataksin mar korabban leirta a porto-centralis tavolsag
meghosszabbodasat (szovettani metszeteken mérve), és a lebenyek szamanak
novekedését fejlodé emberi majban. (Ekataksin W és mtsai, 1999; Landing BH és mtsai,
1991) Sertésben emellett a hepatocitak szdma és mérete is ndvekedést mutat. (Johnson
FP, 1919; Ekataksin W és mtsai, 1999; Vollmar B és mtsai, 2002) T6bbszords parcialis
hepatektomiat kovetden pedig szintén megfigyelték a lebenykék szamanak novekedését.
(Simpson GEC, 1963, Yashina IN, 1971)
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4. A majregeneracio humén vonatkozasai

Ma human tekintetben a kronikus méjbetegségek és ezek végstadiuma, a majcirrozis
incidenciaja fokozatosan nd. A tendencia kdszonhetd az egyre gyakrabban eléfordulo
virusfertézéseknek, a nagymértéki alkoholfogyasztasnak, de a velesziiletett
majbetegségeknek is. A fulminans majelégtelenség és a cirrdzis ma egyetlen
modszerrel, a transzplantacioval gydgyithatd. Ezért folynak intenziv kutatdsok az
Ossejtek aktivalasara és atiiltethetéségére vonatkozoan. (Crosby HA és mtsai, 2002;
Zhang L és mtsai, 2008; Zhao Q és mtsai 2009; Holt N és mtsai, 2010) Novekedési
faktorok (G-CSF) alkalmazédsa 6ssejtek aktivalasara hatékonynak bizonyult akut
szivizomelhalas és veseelégtelenseg esetén. Emellett vizsgaljak a hemopoetikus 6ssejtek
és a plerixafor (Mozobil, a hemopoietikus 0Ossejtek transzplantacié céljabol valod
gyiijtésének elbsegitésére alkalmazzak elsésorban, G-CSF-ral egyltt adva) hatasat is
akut majelégtelenségben. (Mark AL és mtsai, 2010; Wesson RN és mtsai, 2011;
Micallef IN és mtsai, 2012) A regeneracié soran végbemend strukturalis valtozasok
emberben nehezen kovethetéek. EQy vizsgalat soran kadaver recipiensek és
majszegment (jobb lebeny) transzplantacio recipienseinek majbiopsziait hasonlitottak
0ssze a mutétet kdvetd 3 honap alatt. A szegmenttranszplantidcid utdn a ma4jsejtek
osztodasa azonnal megindult, azok mérete nem valtozott, a portalis 4gak szdma pedig
szignifikdnsan csokkent. A lebenykék méretét nem vizsgaltdk. (Huang RQ és mtsai,
2004)

5. Kérdésfelvetés

5.1. A lebenykés szerkezet valtozasa az egyedfejlodés és a regeneracié soran

A maj regeneracios kapacitasa, mint fentebb emlitettik, rendkivil nagy. (Higgins GM
és mtsai, 1931) Mérete a szervezet igényeihez igazodik, mégpedig azzal a céllal, hogy
méregtelenitd, szintetizdlo funkcidja a homeosztazis fenntartdsara elegendd legyen.
(Michalopoulos GK é mtsai, 1997) Az emberi maj tdmege atlagosan 1,5 kg, amely kb.
2,5%-a a testtomegnek, mig a patkany maja annak 5%-at alkotja. Normalis esetben a

posztnatalis iddszakban csak az egyedfejlodés soran megy végbe jelentds méretbeli
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novekedés. (Ekataksin W és mtsai, 1991; Teutsch HF, 1999) Minden életkorban
el6fordulhat azonban, hogy sebészi beavatkozast kovetden (pl. majrezekciod tumor miatt,
¢élédonoros majtranszplantacidé donora) veszit a maj tomegébdl, vagy toxikus, esetleg
hipoxias nekrozis kovetkeztében a funkcionalé majtomeg csokken. Mindkeét esetben
megegyeznek a proliferaciot kivaltd és fenntartd molekuldk, de az ontogenezis és a
regeneracio dinamikdja eltéré, hiszen a regeneracionak nagysagrendekkel gyorsabban
kell végbemennie, hogy a teljes maj a kiesett funkcidjat miel6bb pétolni tudja.
A fiziologias és regenerativ majnovekedést molekularis szinten szamos munkacsoport
tanulméanyozta mar korabban. (W és mtsai, 1999; Landing BH és mtsai, 1991; Vollmar
B és mtsai, 2002) Az azonban, hogy a két ndvekedeési folyamat alatt a maj szerkezetében
milyen valtozasok kovetkeznek be, pontosan nem ismert.

Kisérleteinkben 2 kiilonb6z6 névekedési modellt vizsgaltunk: 1. az egyedfejlodés
sorén tapasztalt majndvekedést, 2. a sebészi és a kémiai hepatektomiat kovetéen mind a
hepatocitak, mind pedig a progenitor sejtek utjan végbemend regeneraciot.

A majlebenykék valtozasanak mindegyik modellben 3 lehetséges modja van:

a. uj lebenykék képzddnek,
b. a lebenykék mérete megnd,

c. a lobulusok szdméanak ndvekedése egyutt jar azok megnagyobbodasaval is.

A lebenykék szerkezeti - és egyben funkcionalis - egységek is, méretiik, szamuk az Gket
felépitd sejtek mennyiségétol, és nagysagatol nagymértékben fligg. Ezért kisérleteink
soran azt a tényt sem hagyhattuk figyelmen kivil, miszerint a lebenykék esetleges

megnagyobbodasa a majsejtek méretének illetve szdmanak novekedésébdl is adodhat.

5.2. A hepatokarcinogenezis és a majregeneracio korai lépéseinek dsszehasonlitasa
Az egyedfejlodés alatt és az egyszerli 2/3-0s parcidlis hepatektomiat kovetden a
hepatocitdk osztodasa felelds a maj megnagyobbodasaért, az Ossejtek a Hering-
kanalisokban nem aktivalédnak. (Michalopoulos GK és mtsai, 1997) Azonban ha a
majsejtek osztodasanak gatlasa mellett alkalmazunk mitogén stimulust, megindul az
Ossejtekb6l  szarmazo  progenitor  sejtek  proliferacioja. A Hering-kanalisok

meghosszabbitasakent ovalis magvu sejtekbdl felépiilé, lumennel rendelkezd, kis
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crey

hepatocita, mind pedig cholangiocita iranyaba képesek differencidlédni. A majsejt
iranyu differencialodast kovetéen a Kis, bazofil sejtmaggal rendelkezé hepatocitak
kezdetben csoportokba tomorilnek, igy kialakulnak a regeneracios fokuszok. (Evarts
RP és mtsai, 1987; Paku S és mtsai, 2001; Wang X és mtsai 2003) Kisérleteink soran
valaszt kerestiink arra, hogy a hepatektomia utani elsd néhany hétben lezajlé valtozasok
(progenitor sejtek proliferacioja, fokuszok képzédése) befolyasoljdk-e¢ a késébb
helyreallé lebenykés szerkezetet: valtozik-e a lebenykék szdma, mérete.

Kordbbi munkank soran tobbszor tapasztaltuk, hogy amennyiben a patkdnyok a
hepatektomia eldtt karcinogén eldkezelésben részesiilnek, a regeneracids fokuszok
korabban alakulnak ki és a folyamat gyorsabban lezajlik. A jelenséget a kovetkez6
megfigyeléssel hoztuk 6sszefliggésbe. A rég ismert Solt-Farber karcinogenezis modellt
alkalmazva (Solt D és mtsai, 1976) észrevettiik, hogy a dietil-nitr6zaminnal (DEN,
CsH1oN2O, egy alkilalt nitr6zamin szarmazék, ismert karcinogén €és mutagén
potenciallal bir), torténé indukciot kovetben, a periportalis és pericentralis nekrdzis
regeneralodasaval parhuzamosan kis epeutak jelennek meg a periportalis régidban,
amelyek tovabb proliferdlva ndnek a centralis véna iranyaba intralobuldrisan.
Morfologidjukat tekintve az ovalis sejtekbdl allo duktalis képletekre hasonlitanak, de
sejtjeik laposabbak, az altaluk formalt csé lumene pedig sziikebb, mint az elébbiek
esetében. Ezek a kis epeutak még 3 hdnap elteltével is kimutathatok a kizar6lag DEN
kezelésben részesiilt allatoknal.

Progenitor sejtes regeneraciot kovetéen - AAF/PH modellben (Paku S és mtsai, 2005) a
lebenykeés szerkezet helyreallasa utan is hasonlo, kis epeutakra emlékezteté képletek
maradtak vissza a parenchiméban. Felvetettiik a lehet6séget, miszerint ezzel a két
modszerrel (1. karcinogén indukcid, 2. lezajlott regeneracio) megndveljik a progenitor
sejtek allomanyat, hiszen a kis epeutak a Hering-csatornak folytatasaként vannak jelen.
E magyarézat szerint az egyszer mar regeneralt maj masodszorra gyorsabban és tobb
fokusszal kell, hogy regeneraldédjon. Ennek a két modellnek — Ugymint karcinogén
indukcio és kétszeres regeneracid — szerkezeti valtozasait vetettilk 6ssze az egyszeri,
progenitor sejtek Utjan torténd regeneracid elsé heteiben bekdvetkezd valtozéasaival.
Kivancsiak voltunk a regeneracios fokuszok megjelenésének idejében, méretében, és a

kis epeutak mennyiségében megnyilvanuld eltérésekre. A Solt-Farber kisérlet soran
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megjelend fokuszok esetleges rezisztens hepatocita eredetét szdmos tanulmany
felvetette mar, de ezt a mai napig nem sikeriilt egyértelmiien bizonyitani. (Anilkumar TV
és mtsai, 1995; Sell S, 2010; Alison MR és mtsai, 2005)

A kétszeres regeneracid sordn a sebészi parcialis hepatektomia nem volt kivitelezhetd,
ezért mindharom modellben az 0Osszehasonlithatosag miatt kémiai hepatektomiat
alkalmaztunk egyszeri nagy dézist szentetraklorid oralis adagoléséaval. (Solt DB és
mtsai, 1983; Castelain Ph és mtsai, 1989; Palmes D és mtsai, 2004) Bar a sebészi
hepatektomia reprodukalhatobb kisérleteti kortilményeket biztosit, mint a kémiai (a
széntetraklorid felszivodasat a gyomorbdl a standard korilmények ellenére szamos
tényezé befolyasolhatja, mint példaul Oklendezés, gyomor teltsége), ugyanazon az
allaton kétszer egymast kovetden is konnyen elvégezhetd. Kémiai hepatektomia soran
nem a maj toémegét csokkentettik, hanem centrdlis nekrozis el6idézésével a
mikddoképes majsejtek szamat, €s ezzel késztettiik regeneraciora a majat.

Ugy gondoltuk, hogy az emlitett kis epeutak kialakulasa és perzisztalasa kapcsolatba
hozhato az eltéré dinamikaji regeneracios torténésekkel a DEN-indukcidt és a lezajlott
regeneraciot kovetden, illetve az enélkiil végbemend regeneracio soran. Kisérleteinkkel
tehdt azt a feltételezést igyekeztiink alatdmasztani, miszerint kialakulhatnak és
perzisztalhatnak inaktiv ovalis sejteket tartalmazo lumennel rendelkez6 képletek,
amelyek egy esetleges regeneracios folyamatban ,,6ssejt pool”-ként funkcionéalhatnak,

felgyorsitva ezzel a regeneraciot.

A méj nbvekedési folyamatait tehat az aldbbi kovetkez6 megkozelités alapjan
vizsgaltuk: (4. dbra)
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4. dbra: A maj novekedési folyamatainak vizsgalata
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CELKITUZESEK

Munkank soran a kovetkez6 kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Hogyan médosul a lebenykés szerkezet az egyedfejlodés és a majsejtek, illetve a
progenitor sejtek reészvételével torténé majregeneracio sordn? A kétféle
regeneracios folyamat végen van-e eltérés a lebenykék szamaban, méretében,

esetleg mindkettében?

2. Hogyan véltozik a majsejtek mérete az egyedfejlodés és a kétféle regeneracio

soran?

3. A regeneracio és a hepatokarcinogenezis soran képz6dé fokuszok eredetének,

szerepének dsszehasonlitésa.
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MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Munkank soran az Eurdpai Unio allatkisérletekre vonatkozo iranyelveit kdvettik.

Kisérleteinket him Fischer 344 patkanyokon végeztik el, melyek az Intézet sajat
tenyészetéb6l szarmaztak. A Kkisérleteket 160 g testsulyu allatokon inditottuk el a
testtomegbeli kiilonbségekbdl adodd mérési hibak elkeriilésének érdekében, az ettdl
valo eltéréseket kilon jeloltuk (pl. a fejlodo allatok esetében). Sebészi hepatektomia
esetén minden mérést a jobb lateralis majlebenyen, mig kémiai nekrozist kovetéen a

medialis lebenyen végeztink el.

2. Kisérleti mdédszerek

2.1. Allatkisérleti protokollok

2.1.1. 2/3-0s tradicionalis parcialis hepatektomia
Eter anesztézia alatt a patkanyok hasan median metszést ejtettiink, majd a ML és a LLL
alatt - azokat megemelve -, az afferens ereket lekotottiik. Ezt kdvetden a két izolalt

lebenyt kimetszettiik, a hasfalat és a bort 6sszevarrtuk. (Higgins GM és mtsai, 1931)

2.1.2. AAF/PH Kisérlet

A progenitor sejtek utjan torténé majregeneracio vizsgélata soran a 160 g-os allatokon
elvégzett 2/3-0s PH eldtt 6, azt kovetden pedig 5 napig AAF-t adagoltunk szondan
keresztll (dézis: 7mg/ttkg/nap, 1%-os metilcellulézban szuszpendalva 2 mg/ml
koncentracioban), a hepatocitdk osztddasanak gatlasa érdekében. A miitét napjan AAF

kezelést az allatok nem kaptak a miitéti stressz miatt. (Solt DB és mtsai, 1977)
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2.1.3. Kémiai hepatektomiaval modositott Solt-Farber modell - M-S-F
(DEN/AAF/CCl,)

160 g-os allatoknak intraperitonealisan 200 mg/ttkg dozisban dietil-nitr6zamint adtunk,
majd a 14. naptol a 20. napig 7,5 mg/ttkg/nap dozisban szondan keresztul acetil-
aminofluorent (AAF) adagoltunk (1%-0s metilcellul6zban szuszpendalva 2 mg/mi
koncentracidban). Ezutdn a 21. napon 20 %-o0s szén-tetrakloriddal 10ml/ttkg dozisban
szintén szondan keresztil un. kémiai parcialis hepatektomiat végeztiink. A 22. naptél a
27. napig (6 napon at) ismét AAF-t ada goltunk szondaval 7,5mg/ttkg/nap dozisban.
(Solt DB és mtsai, 1983; Palmes D és mtsai, 2004)

2.1.4. Kémiai hepatektémiaval modositott AAF/PH Kkisérlet - REG-1 (AAF/CCly)
kisérlet

160 g-os allatoknak intraperitonealisan DEN helyett 0,2 ml fiziol6gias séoldatot adtunk.
A kezelést kovetd 14. naptdl kezdve elvégeztiik a fent leirt leirt AAF/CCl, protokollt.
(Petersen BE és mtsai, 1998)

2.1.5. Ismételt regeneracio - REG-2 (2xAAF/CCl,) Kisérlet

160 g-os allatoknak intraperitonedlisan 0,2 ml fiziol6gias séoldatot adtunk. A kezelést
koveté 14. naptol kezdve elvégeztik a maodositott Solt-Farber modellben leirt
AAF/CCI, protokollt.

A fiziologias soéoldat injektalasat kovetden 3 honap elteltével a kisérletet megismételtiik.
(A 12. hét 1. napjan AAF kezelést inditottunk, a kémiai hepatektomia a 13. hét 1.

napjan tortént.)

2.1.6. A lebenykék méretének meghatirozasa a centralis vénak miigyantaval
torténo feltoltésével

Az intraperitonealisan alkalmazott Nembutallal (70 mg/kg) el6idézett anesztézia bedlltat
kovetden a patkanyok hasfalat megnyitottuk. A vena cava inferiorba, a renalis vénak
beszajadzasatol kranialisan heparinnal atéblitett, 18G-s kanult helyeztiink. A mellkas
megnyitasat kvetéen a sziv bal kamrajaba tiit szartunk, amelyet egy PBS-t tartalmazo
infuzios (veg szerelékéhez csatlakoztattunk. A sziv pumpafunkciojat kihasznalva a

kisérleti allatot elvéreztettiik. Annak érdekében, hogy kdnnyebben tudjon elfolyni a
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gyanta el6l a folyadék, a beavatkozas végén a portélis vénat is atvagtuk, majd a vena
cava inferiort a méj felett lekotottik. A kanulon, és a lekotés altal retrograd modon a
hepatikus vénakon keresztil szines és egyben fluoreszcens festéket tartalmazd
polisztirol miigyantaval feltoltottiikk a centralis vénakat és részlegesen a szinuszoidokat
sztereomikroszkopos ellenérzés alatt. A gyantat (VUP 4652 vinilészter gyanta, gyorsito:
NL 23) a beadas el6tt katalizatoraval (Trigonox 239) aktivaltuk, a polimerizéacié utan a

vizsgalni kivant lebenyt eltavolitottuk, tomegét a gyantaval egydtt lemértik. (5. abra)

véna cava
inferior
atvagasa

véna cava \ ‘

inferior
kanulalasa

5. &bra: 2/3-os parcidlis hepatektomiat kovetden regenerdlt maj vena cava inferiorjdat a

hasfal megnyitdsat kévetoen kaniilaltuk.

2.1.7. A centrélis és a portéalis rendszer egylttes feltdltése — a lebenyt borito
lebenykék abszolut szamanak és az egy centralis vénat kortlvevé portélis agak
szamanak meghatarozasa

A centrélis és a portalis rendszer egyittes feltdltését végeztik el kék és piros festéket
tartalmazé miigyantaval egymds utan a portalis véndba és a vena cava inferiorba
helyezett 18 G-s, heparinnal atoblitett kanulokon keresztil. A kanulélas utan az allatot
kivéreztettiik, az el6z6 kisérlethez hasonléan a mellkast itt is megnyitottuk, majd a bal
szivfélbe helyezett kanllon keresztiil a keringést PBS-sel atoblitettik, a v. cava inferiort
a vena hepatica-k beszajadzasa felett lekotottilk. A gyantdkhoz a beadas el6tt

katalizatort kevertlink, majd eldszor a portalis véndba a kék gyantat injektaltuk, egészen
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addig, amig az a mj felszinén a portalis tridszok teriiletén meg nem jelent. Miutan a
gyanta polimerizalt, a vena cava inferiorba helyezett kantlon at a piros gyantat is a
majba juttattuk. A feltoltest addig folytattuk, amig az a maj felszinén ki nem rajzolta a
centralis vénakat. Az eltavolitott majlebenyen sztereomikroszkop segitségével (tus 0,2
mm) meghataroztuk az egy lebenyt borité lebenykék abszolut sz&mét, valamint a
lebenyr6l készitett fotokon az egy centralis vénat (piros) koriilvevé portalis agak (kék)

szamat. (6. abra)

6. dbra: A centralis és a portalis rendszer egyuttes feltdltéset végeztik el piros és kék
festéket tartalmazé miigyantaval egymés utdn a portélis vénaba és a vena cava
inferiorba helyezett kanutlokon keresztill. Az eltavolitott majlebenyen meghataroztuk az
egy lebenyt boritd lebenykék abszolUt szamat, valamint az egy centralis vénat (piros)

korilvevd portalis dgak (kék) szamat. A pontok az egyes lebenykéket jelolik.

2.2. Morfometriai vizsgalatok

2.2.1. A lebenykék teriletének, kertletének meghatarozasa

A vena cava inferioron keresztiil mligyantaval feltoltott lebeny felszinérdl az eltavolitast
kovetden inverz konfokalis mikroszkop (Bio-Rad MRC1024, Richmond, CA confocal
system (Ex488/Em520+16nm)) segitségével 2 X-es nagyitasu objektivvel felvételeket

készitettlink. A vena cava inferiorba helyezett kanulon keresztll a retrograd feltdltésnek
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koszonhetéen a zolden vilagitd kontrasztanyag a centralis vénakba, azokbol pedig a
szinuszoidokba jutott, de a portalis tridszokat nem érte el. A periportalis zona feketén

jelent meg a felvételeken. (7. abra)

centralis vénak

szinuszoidok

7. &bra: A vena cava inferiorba helyezett kanulon keresztil a retrograd feltdltésnek
koszonhetoen a zolden vilagito kontrasztanyag a centralis véndakba, azokbol pedig a
szinuszoidokba jutott. A periportalis zona feketén jelent meg a felvételeken. 2X-es

nagyitas

Az interlobularis hatarokat - amelyeket piros vonallal jel6ltiink - Tmage J nevii program
segitségével a szomszédos lebenykék szinuszoidjai kozott félaton, a fekete zéna
kdzépvonalaban, vagyis a vaszkularis szeptum mentén haztuk meg. Ott, ahol a
lebenykék taltoltése miatt az egymassal szomszédosak szinuszoidjai 6sszeértek, az
egymassal szemben haladd szinusziodok taldlkozasanal huztunk hatarvonalat. A
program lehetdséget nyujtott a lebenykék teriiletének, keriiletének, és az egységnyi
teriiletre esé lebenykék szamanak meghatarozasara. A lebenykék adatait ezt kovetden
atlagoltuk, igy az egyes idépontokban eltavolitott majakban bekovetkezd szerkezeti

valtozasokat egymashoz viszonyitani tudtuk. (8. abra)

31



DOI:10.14753/SE.2014.1896

A. B.&
8. abra: A centrdlis rendszer feltoltését kovetéen a mdj felszinérdl konfokdalis
mikroszkdp segitségével készitett felvételek, 2X-es nagyitassal. A. 100g-os patkany, B.

PH utan 14.nap. A vonalak mérete 1mm.

2.2.2. A hepatocitdk méretének meghatérozasa

A vizsgalt idopontokban feltdltés nélkil eltavolitott maéjlebenyeket folyékony
nitrogénnal lefagyasztottuk, majd kriomikrotom segitségével 10 um vastagsagu
fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket 10 percig -20 °C-on metanolban
fixaltunk. Ezt kovetéen (PBS-es mosas utan) direkt jelolt (FITC, 494/520nm)
pancitokeratin antitesttel (Dako, Glostrup, Denmark, katalégusszam: F0859, higitéas:
1:10, 60 perces inkubalas) lathatova tettilk a hepatocitdk intermedier filamantumokat
tartalmazo citoszkeletonjat, ami a membran alatt intanzivebb festédést mutatott. Ez
lehetévé tette a sejthatarok azonositasat. A magfestéshez propidium-jodidot (10 perces
inkubalas, 1:500 higitds, 1mg/ml oldat) hasznéltunk. A metszetekrél konfokalis
mikroszkoppal (40 X-es nagyitassal) felvételeket készitettiink, melyeken minden
lebenyben 3-3 véletlenszertien kivalasztott pericentralis tertleten 50-50 hepatocita
tertletét és keruletét hataroztuk meg a mar emlitett Image J képanalizalo program

segitségével. (9. abra)
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9. &bra: Pericentralis tertlet A: kontroll, B: AAF/PH utani 84. napon eltavolitott
majbdl konfokalis mikroszkoppal, 40X-es nagyitassal. Zold: direkt jeldlt pancitokeratin
antitest, piros: propidium-jodid. Image J képanalizalé program segitségével 50-50
hepatocita tertletét és kerlletét hataroztuk meg. A vonal mérete: 50 um.

2.2.3. A regenerécios fokuszok szamanak és méretének meghatérozésa

A vizsgélt patkanyok majat eltavolitottuk. A méjakat lebenyekre szétvélasztva
folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk. A fagyasztott medialis lebenybdl 10 um vastag
metszeteket készitettiink, melyeket 10 percen keresztiil metanolban fixaltunk -20 °C-on.
PBS-sel torténd oblitést kovetden Kimutattuk a majsejtek endogén biotin tartalmat
(Streptavidin TRITC, Jackson Lab, 016 020 084, higitas: 1:100 30 percig). Az avidin a
majsejtekben 1év6 biotinhoz kotddik, de a regeneracids fokuszok sejtjeit azok csokkent
biotin tartalma miatt nem jel6li, ezért azok sotétebb foltként jelennek meg. Ezaltal
szdmuk, méretik meghatarozhatova valik. Az elkésziilt metszeteket ezt kovetéen
beszkenneltiik (3D Histech Kft, Pannoramic SCAN), majd a MIRAX Viewer nevi
program segitségevel a jol korilhatarolhatd fokuszokat leszamoltuk és meghataroztuk

legnagyobb atmérdjiiket. (11. abra)
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11. &bra: Mirax Viewer nevii program segitségével a szkennelt metszeteken

megszamoltuk a regenerdcios fokuszokat és lemértiik azok atmérdjét, majd az igy nyert

adatokat atlagoltuk és egységnyi tertletre vonatkoztattuk. A nyil fokuszra mutat.

2.2.4. A Kkis epeutak altal elfoglalt tertilet meghatarozasa

A vizsgalt patkdnyok majat eltavolitottuk. A majakat lebenyekre szétvalasztva

folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk. A fagyasztott majak medialis lebenyébol

kriomikrotom segitségével 10 um vastag metszeteket készitettiink, melyeket 10 percen

keresztiil metanolban fixaltunk -20 °C-on. PBS-sel torténd oblitést kovetben anti-

citokeratin (Ov6) antitesttel inkubaltuk a metszeteket 60 percen keresztiil. Ezutan ismét

PBS-sel dblités kovetkezett (3X5 perc), majd a szekunder antitesttel (anti-mouse FITC)
30 percig inkubaltuk 6ket. (2. tablazat)

Minden metszetrél 10 X-es nagyitassal 4 kiillonbozo teriiletrdl felvételt készitettiink,

minden felvétel pedig egyarant tartalmazott portalis és centralis teriileteket is.

2. tablazat: Alkalmazott antitestek

Antitest Tipus Gyarto Katalogusszam | Higitéas
Ov6 monoklonalis egér | R&D Systems | MAB 2020 1:50
FITC (494/520nm) | Anti-egér Jackson Lab | 715-095-150 1:100
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Az IMAN morfometrias programmal meghataroztuk a zold terlletek, tehat a kis epeutak
altal elfoglalt terulet szazalékos aranyat. Ebbdl kovetkeztetni tudtunk azok valtozasara,

ndvekedeésere. (12. abra)

C.

12. &bra: Az anti-Ov6/anti-lamininnel jelolt metszetekrol készitett felvételekbdl

szétvalasztottuk az anti-citokeratin antitesttell jelolt epeutakat (A.), majd az Adobe
Photoshop nevii programmal fekete-fehér, bmp-fdajlokka alakitottuk éket (B.). Az IMAN
nevii program felismerte a fehér teriileteket, €s meghatarozta, hogy hany szazalékat
képezik a teljes tertletnek (C.). A kis epeutak kiterjedését ezzel az eljarassal kvantitalni

tudtuk. 10X-es nagyitas
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2.3. Immunfluoreszcens vizsgalatok - a kis epeutak fenotipizalasa

A fagyasztott majak medialis lebenyébdl kriomikrotom segitségével tobb, 10 um vastag

metszetet készitettiink, melyeket 10 percen keresztiil metanolban fixaltunk -20 °C-on.

PBS-sel torténé oblitést kovetden a kovetkezd antitest-kombinacidkat alkalmaztuk: (3.,

4. tablazat)

3. tdblazat: Alkalmazott antitestek

Antitest Tipus Gyarto Katalégusszam | Higitas
CK-7 monoklonalis egér | BioGenex MU-255-UC 1:50
AFP poliklonalis birka | Nordic ShARa/AFP 1:100
DLK-1 poliklonalis kecske | BioGenex MU-255-UC 1:100
Dezmin poliklonalis nyul Lab Vision | RB-9014-P1 1: 100
SMA monoklonélis egér | DAKO MO851 1:100
FITC 494/520nm | anti-nyul Jackson Lab | 711-095-152 1:100
TRITC 555/582nm | anti-egér Jackson Lab | 715-025-150 1:100
FITC 494/520nm | anti-birka Jackson Lab | 713-095-003 1:100
FITC 494/520nm | anti-kecske Jackson Lab | 705-095-147 1:100
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4. tdblazat: Alkalmazott antitest-kombinacidk

Antitest
Primer szekunder

1. | - anti-CK7 - anti-mouse FITC

- anti-laminin - anti-rabbit TRITC
2. | - anti-AFP - anti-sheep FITC

- anti-citokeratin (Ov6) | - anti-mouse TRITC
3. | -anti-DLK-1 - anti-goat FITC

- anti-citokeratin (Ov6) | -anti-mouse TRITC
4. | - anti-dezmin - anti-rabbit FITC

- anti-citokeratin (Ov6) | - anti-mouse TRITC
5. | - anti-SMA - anti-mouse FITC

- anti-laminin - anti-rabbit TRITC

A metszetekr6l aztin konfokalis mikroszkOp segitsegével 40X-es nagyitassal
felvételeket készitettiink. Az egyes molekuldk expressziojanak kimutatasa lehet6vé tette
azoknak a kis epeutaknak a jellemzését, ,,fenotipizalasat”, amelyek a progenitor sejtek

osztodaséval, novekedésével, differenciadlodasaval dsszefliggenek.

2.4. A lebenykék zonalitdsara vonatkoz6 vizsgalatok

Az eltavolitott majlebenyeket a felszinlikre gyakorolt enyhe nyomas alatt
lefagyasztottuk, ezaltal sima felszint nyertiink a szuperficialisan elhelyezkedé lobulusok
metszéséhez (kriomikrotom, 10 perces fixalas metanolban, -20 °C-on). A lobuluson
beliil centrdlisan €s midzonalisan elhelyezkedd hepatocitak altal expresszalt citokrom
P450 IIE1 enzim megjelolésével a szintén konfokalis mikroszképpal készitett
felvételeken lehetdvé valt a zonalitds valtozasanak nyomon kovetése (antitest: MBL,
Woburn, MA, katalégusszam: BV-3084-3, higitas: 1:100, 1 éran at szobahémérsékleten
inkubalva, majd FITC-vel jel6lt szekunder antitesttel 30 percig inkubalva. (10. abra)
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A

10. &bra: A: Kontroll méj és B: AAF/PH utin 3 hénappal eltavolitott mdj felszinérdl

készitett metszetek, anti-citokromP450 IIE 1 antitesttel megjelolve és propidium-

jodiddal megfestve. 2X-es és 4X-es nagyitas, a vonal mérete 500 pm.

3. Kisérleti rendszerek

3.1. A lebenvykés szerkezet valtozasainak vizsgalata az egvedfejlodés és a

regeneracio soran

3.1.1. A lebenykés szerkezet valtozasainak vizsgalata az egyedfejlédés soran:
- 20, 50, 100, 160, 200 és 250 g-os allatok jobb laterdlis majlebenyén
meghataroztuk a felszin alatti lebenykék keruletét, tertiletét
- 50 és 160 g-os allatokon meghataroztuk a felszin alatti lebenykek szamat
- 50, 160, 200 és 250 g-os &llatokon lemértlik a pericentralisan elhelyezkedd
hepatocitak keruletét és teriiletét
(13. abra)
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3.1.2. A lebenykés szerkezet valtozasainak vizsgélata a hepatocitdk segitségével
torténé majregeneracio soran:

160 g-os felnétt patkanyokon tradicionalis 2/3-0s parcialis hepatektomiat végeztink éter
anesztézia alatt.

- 160 g-os kontroll &llatokon és a PH utéani 1., 2. és a 4. napon, illetve 1, 2, 3 és 4
hét elteltével a jobb lateralis méjlebenyen meghataroztuk a felszin alatt elhelyezkedd
lebenykék kertiletét és terliletét

- 160 g-os, kontroll allatokon, illetve a PH utan 2 és 4 héttel a jobb lateralis
majlebenyen meghataroztuk a felszin alatti lebenykék szdmat

- 160 g-os kontroll alatokon, illetve a PH utan 4 héttel megszamoltuk az egy
centralis vénat kortilvevé portalis agakat

- 160 g-os kontroll allatokon, illetve 4 héttel a PH utan lemértik a
pericentralisan elhelyezkedd hepatocitak keriiletét és teriiletét

- 160 g-os kontroll allatokon és a PH utan 4 héttel a zonalitdsra vonatkozé
vizsgalatokat végeztiink.

(13. abra)

3.1.3. A lebenykés szerkezet valtozasainak vizsgalata a progenitor sejtek
részvételével torténé majregeneracio soran:
Az AAF/PH kisérlet elvégzése utan a parcidlis hepatektomiat kovetd 84. napon a jobb
lateralis lebenyen

- lemértiik a felszin alatt elhelyezkedé lebenykék kerliletét és teriletét,

- meghataroztuk a felszin alatt elhelyezked6 lebenykék szamat,

- megszamoltuk az egy centralis vénat koriilvevd portalis agakat,

- lemértiik a pericentralisan elhelyezkedd hepatocitak keriiletét és tertiletét,

- valamint a zonalitasra vonatkozo vizsgalatokat végeztink.
(13. abra)
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S: Lebenykék méretének meghatarozasa

N: Felszin alatti lebenykék szaméanak meghatarozasa

P: A centralis vénat korilvevé portalis agak szamanak meghatarozasa
H: Majsejtek méretének meghatarozasa

C: CYP450 11 E1 expresszid (zonalitas) vizsgalata

(allatok szama)

13. abra: A lobularis szerkezet valtozasdara vonatkozo kisérletek az ido fiiggvényében

abréazolva.

Az alsé vonal az egyedfejlédés soran vizsgalt dllatokat mutatja, azok megkozelitd

testsulyaval egyiitt. A kozépso vonalon a hepatocitak utjan torténd regenerdciot

dbrazoltuk a parcidlis hepatektomiat kovetéen. Legfeliil pedig a progenitor sejtek utjan

torténd regenerdcio alatt elvégzett kisérletek lathatok (az AAF adagolésat és a PH-t is

jeloltiik). A betiik az adott

idopontokban elvégzett kisérleteket jelolik. A szamok a

kisérlethez hasznalt allatokat mutatjak.

(n: nap, h: hdnap)
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3.2. A hepatokarcinogenezis és a majregeneracié korai lépéseinek dsszehasonlitasa

A hepatokarcinogenezis modell (modositott Solt-Farber modell) és a progenitor sejtek
utjan torténd regeneracio korai lépéseinek 0Osszehasonlitasara 3 Kkisérleti csoportot
alakitottunk ki:

3.2.1. Kémiai hepatektomidval modositott Solt-Farber modell, M S-F
(DEN/AAF/CCI,); a hepatokarcinogenezis korai Iépéseinek vizsgalata:

- DEN injektalasat kovetéen az 1. 2., 3., 5., 7., 11.,14. napon meghataroztuk a
kis epeutak altal elfoglalt terilet nagyséagat

- AAF kezelés 2. (DEN utan 15. nap) és 5. napjan (DEN utadn 18. nap)
meghataroztuk a Kis epeutak altal elfoglalt tertletet

- a CCly-szondaztatas utani 2., 4., 6., 8., 10., 12., 14. napon, a elteltével
meghatéaroztuk az ov-6 pozitiv ovalis sejtek alkotta duktuluszok &ltal elfoglalt terilet
arényét, valamint a fokuszok szamat és teruletét

- jellemeztiik a duktuluszok immunfenotipusat

- 12 honappal a kisérlet kezdetét kovetden daganatok kialakulasat vizsgaltuk
(14. &bra)

M S-F
1lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h 11h 12h
I | | | | | | | | | | | ol
I | [ | | | | | | | | | g
3 12
! ccl,
DEN 2-AAF~~-""2-AAF--
1hét 2Hét et anét 5hét 6hét 7hét - gheét

IIII|III ;|§III|III|III|III|III
IIII|III |III|III||II|III|III|II
3 43 3 4 4 4 4 4 4 4

14. abra: A M S-F ciklus alatt vizsgalt idépontok, illetve az dllatok szama (pirossal
irva) a 12 honapos kisérleti periodus alatt. 4 felsé vonal mutatja a dietil-nitrGzamin

beaddasat kovetoen eltelt idot. Az also vonal az elso 2 honapot részletezi.
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3.2.2. Kémiai hepatektomiaval mddositott AAF/PH Kisérlet, REG-1 (AAF/CCly,);
az Ossejtek részvételével zajlé majregeneracio korai lépéseinek vizsgalata:

- az AAF Kkezelés alatt annak 2. és 5. napjan meghataroztuk a kis epeutak
Kiterjedését.

- a CCly-szondéztatas uténi 2., 4., 6., 8., 10., 12., 14. napon, fiz. s6oldat utan 12
hét elteltével meghataroztuk az ov-6 pozitiv ovalis sejtek alkotta duktuluszok altal
elfoglalt terulet aranyat, valamint a fokuszok szamat és teriiletét.

- jellemeztiik a duktuluszok immunfenotipusat

- 12 honappal a kisérlet kezdetét kovetéen daganatok kialakulasat vizsgaltuk
(15. &bra)

3.2.3. Ismételt regeneracio, REG-2 (2XxAAF/CCly); az dssejtek részvételével zajlo
kétszeres méajregeneracio korai lépéseinek vizsgalata:
A kétszer elvégzett AAF/CCIl, kezelés kozott az allatok 3 honapig pihentek.

-a 2. AAF kezelés 2. és 5. napjan meghataroztuk a kis epeutak Kiterjedését

- a 2. CCls-szondaztatas utani 2., 4., 6., 8., 10., 12., 14. napon meghataroztuk az
ov-6 pozitiv ovélis sejtek alkotta duktuluszok altal elfoglalt terlilet aranyét, valamint a
fokuszok szdmét és teruletét

- jellemeztiik a duktuluszok immunfenotipusat

- 12 honappal a kisérlet kezdetét kovetden daganatok kialakulasat vizsgaltuk
(15. abra)
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15. dbra: A REG-1és a REG-2 kisérletben vizsgalt idépontok, illetve az dallatok szama
(pirossal irva) a 12 honapos kisérleti periodus alatt. A kozépsé vonal mutatia a
fiziologias sooldat beadasat kévetoen eltelt idot. A felsé vonal az elsé 2 honapot
részletezi, az egyszeres regeneracion atesett allatokat jeldli. Az alsé vonal a 3. és 5.

honap megfeleld intervallumat emeli ki, a kétszeres regeneracion atesett allatokat jeldli.
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EREDMENYEK:

1. A maj lebenykeés szerkezetének modosulasa az egyedfejlodés és a majsejtek

illetve a progenitor sejtek segitségével torténé majregeneracié soran

1.1. A maj felszinét boritd lebenykék tertletének és keriletének
meghatérozésa

Az egyedfejlodés soran a lebenykék méretét kiilonbozé kord &llatokban
hataroztuk meg, a maj novekedésével valdo egyszerlibb Osszehasonlitas érdekében
azonban a kiilonbozd iddpontokban az allatok korat azok testtomegével jeloltiik.
TesttomegUk a vizsgalt periddus alatt 20 g-rél 250 g-ra, vagyis 12,5-szeresére, a vizsgalt
majlebeny témege pedig 11,27-szorosara nétt a 20 g-os allathoz viszonyitva. A
lebenykék kertlete 1,124 mm-r6l 3,013 mm-re, tehat 2,68-szorosara, terllete pedig
0,108 mm*rl 0,557 mm?-re, tehat 5,16-szorosara emelkedett. (16. abra, 18. abra)
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0,8 35
3,013 _
0,7 1 5
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0,6
2,42 /% +25
05 2,03 2,09
/@—/a/ /{/ 05571 2
2 04 0,469 mm
T 1,5
1,124 / / :
03 @/ 0,369
0,282 14
0,2 / 0.264
0,1 + 05
0,108
0 | ; | | ; | ; | ; | 0
20g 50g 100g 160g 200g 2509
Lebeny (g): 0,15 0,52 07 1,48 1,62 1,69
se: +0,018 +0,007 +0,004 +0,026 +0,052 +0,075
, Lebeny témege Lebenykék Lebenykék
Testtomeg (g) y g eveny 2 >0eny
(9) tertlete (mm®) | Kkerllete (mm)
Novekedés
s X125 X 11,27 X 5,16 X 2,68
mértéke

16. abra: Lebenykék teriletének, keriletének és a jobb lateralis lebeny tomegének

valtozasa az egyedfejlédés soran. Az dbran a kék vonal a terilet, a piros pedig a kertlet

alakulasat jelzi a kiilonbozo testtomegii és koru dllatokndl. Az abra alatti tablazat a

jobb lateralis lebeny tdmegének névekedését (se: standard error) mutatja. A ndvekedés

mértéke a 250 g-os felndtt patkanyok jobb laterdlis lebenyén mért paramétereket

viszonyitja a kontroll 20 g-os allatok azonos majlebenyének értékeihez.

A méajregenerdcid vizsgalatara két kiilonbozé modellt alkalmaztunk. Sebészi

parcidlis hepatektomiat kovetéen a hepatocitak, az AAF/PH modellben pedig a

progenitor sejtek részvetelével zajlo regeneraciot vizsgaltuk. Mindkeét modellben a

hepatektomiat 160g-os patkanyokon vegeztik el és ezeket az allatokat tekintettliik

kontrollnak is.
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A PH-t kidveté majregeneracio alatt mind a lebenykék tertilete mind pedig a kerulete
fokozatosan nétt az elsd 7 napban, az ezt kovetd 3 hétben a ndvekedés mar nem volt
szignifikans. Az altalunk vizsgalt periddusban a felszin alatti lebenykék atlagos kerilete
2,42 mm-r8l 3,67 mm-re, tehat 1,51-szeresére, teriilete pedig 0,369 mm?-rél 0,851 mm?-
re, tehat 2,3-szeresére nétt, mig a vizsgalt lebeny tomege 3,29-szoros novekedést
mutatott a kontroll allat lateralis lebenyén mért értékekhez viszonyitva. (17. abra,
18.abra)

1,2 4
365T 3,67
. 336, 342g 320 T35
2.9 N - 5
285 T
0g 1242 N [ _A—A
i /5/‘__0,753 0777 ~0833 0851725
mm? g 0,6 0.72 2 mm
057
\a 0517 {115
’ K5 369
{11
02
105
0 } T } — T } T } T +— +— 1 0
K PHL PH2 PH4 PH7 PH14 PH21 PH28

Lebeny (g):1,48 155 229 31 374 521 489 511

se: +0,004 0,132 0,146 +0,374 £0,124 +0,269 0,679 0,240
Lebeny tdmege Lebenykék 2terUIete Lebenykék kertlete
() (mm?) (mm)
Novekedés meértéke X 3,29 X2.3 X 1,51

17. abra: Lebenykék teriletének, keriuletének és a jobb lateralis lebeny tomegének
valtozasa a majregeneracio soran. Az abran a kék gorbe a terilet, a piros pedig a
keriilet alakulasat jelzi az egyes vizsgalt idopontokban. Az dabra alatti tablazat a jobb
lateralis lebeny témegének novekedését (se: standard error) mutatja. A novekedés
mértéke a parcialis hepatektomiat kdvetd 28. napon eltavolitott patkanyok jobb lateradlis
lebenyén mert paramétereket viszonyitja a kontroll 160 g-os allatok jobb lateralis

majlebenyének értékeihez.
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18. &bra: A felszin alatti lebenykék részleges feltoltése fluoreszcens miigyantdval a vena
cava inferioron keresztil. A, B, C: PH utani 2., 4., 28. nap, D, E, F: 50, 160 és 250 g-os
allatok maja. A retrograd feltoltés negativan kirajzolta a lobulusok hatarait. A
periportalis zéna feketén jelent meg a felvételeken. A feltételezett interlobularis
hatarokat a piros vonallal jeleztik, amelyeket a fekete zona kdzépvonalaban, vagyis a
vaszkularis szeptum mentén hdztunk meg. A felvételeken jol latszik a lebenykék
novekedese mind a PH-z kovetden, mind pedig az egyedfejlddés alatt. A vonal mérete 1

mm. 2X-es nagyitas.
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A progenitor sejtek révén torténé regeneracio jellemzésére 84 nappal (3 honappal) az
AAF/PH kisérlet keretében végzett parcidlis hepatektomia utan vegeztik el a fent leirt
méréseket. Az eredményeket dsszevetettiik a kontroll 160g-os és a csak PH-t kdvetéen
regeneralt majakon (a 28. napon) mért értékekkel. A vizsgalt lateralis lebeny tdmege a
PH uténi 28. napon a kontrollhoz viszonyitva tébb mint 3-szoroséara, az AAF/PH utan
kozel 5-szorosére nétt. A lebenykék kerllete a PH utdn masfélszeresére, az AAF/PH
utan 1,6-szorosara nétt. A lebenykék terllete pedig a PH utan 2,3-szeresére, az AAF/PH

utan 2,62-szorosara névekedett. (19. abra), (20. abra)

12 45
3,67 387 + 4
1 v 1.
] 0,965
08 242 0,851 3
e & T25 3
g 06 1, 3
0,4 ) 15
0,369 11
0,2
105
0 . . 0
Kontroll PH28 2-AAF/PH 84
Lebeny (g): 1,48 511 6,92
se: +0,004 +0,240 +0,593
Testtomeg Lebeny Lebenykék Lebenykék
(9) tomege (g) | teruilete (mm?) | keriilete (mm)
Novekedés
mértéke a PH X1,6 X 3,29 X 2,3 X151
utani 28. napon
Novekedés
mértéke a 2-
AAF/PH utani X 2,19 X 4,68 X 2,62 X1,6
84. napon

19. abra: Lebenykék tertletének, keriiletének és a jobb lateralis lebeny tomegének
valtozasa 2-AAF/PH utan 84 nappal (3 honappal )és a PH utan 28 nappal, a 160 g-os
kontroll allatok majlebenyein mért értékekhez viszonyitva. Az abran a kék pontok a
terllet, a pirosak pedig a kerilet alakulasat jelzik az egyes vizsgalt idépontokban. Az

abra alatti tablazat a ptakanyok testtdmegének és a jobb laterdlis lebeny témegének
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novekedesét (se: standard error) mutatja. A novekedés mértéke a kisérletek

végpontjaiban mért adatokat hasonlitja a kontroll 160 g-os allatok értékeihez.

C
20. abra: A lebenykék retrograd feltoltése a vena cava inferioron keresztul. A: Kontroll
160 g-os patkany, B: PH utan 28 nappal, C: AAF/PH utdn 84 nappal. A vonal

mérete:1mm, 2X-es nagyitas.

1.2. A lebenykék és a centralis vénak koruli portélis agak szamanak
meghatérozasa a maj ndvekedése soran
A centrélis és a portalis rendszer egyuttes feltdltése utan meghataroztuk az egy lebenyt
boritd lebenykék abszolit szamat, valamint az egy centralis vénat koriilvevd portalis
agak szamat.

Az egyedfejlédés soran a két vizsgalt idépontot (50g-0s és 160g-os &llat)
egymashoz viszonyitva a felszin alatti lebenykék szama megkdozelitéleg 30 %-kal nétt, a

portalis &gak szama pedig nem valtozott.
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A hepatocitak Gjan torténé majregeneracio alatt a felszint boritd lebenykék
szama a 160 g-os kontrolléhoz viszonyitva nem valtozott szignifikansan, viszont a
lobulust koériilvevé portalis agak szama megnétt (6,04-r61 8,13-ra).

A progenitor sejtek utjan torténé regeneracio sordn a felszint borito
lebenykék szama a PH uténi 28. napon eltavolitott majakhoz és a 160 g-os kontrollhoz
képest nem valtozott. A lobulust koriilvevd portalis agak szdma pedig ugyanugy
emelkedett, mint a PH utan.

(5. tablazat, 21. abra)

5. tablazat: A lebenyt borit6 lebenykék abszolut szaménak és az egy centralis vénat

koriilvevé portalis dgak szamanak meghatarozasa

Progenitor sejtek

Hepatociték Utjan
utjan torténo
Egyedfejlodés torténé B o
. o majregeneracio
(testtdmegq) majregeneracio

) (PH utan eltelt
(PH utén eltelt napok)

napok)
50 ¢ 160 g 14 28 84
Lebenykék 586 794,5 730,75 719,33 736
szama +10,29 +37,1 * + 54,15 +31,18 +39
Portalis 6,04 8,13 8,4
agak szama ' £0,2 ] +0,38 # +0,2 #

* p<0,05 a 160 g-os és az 50 g-os allatok kozott
# p<0,05 a 28 nappal a PH utan, ill. 84 nappal az AAF/PH utan vizsgalt és a kontroll
160 g-os allatok kozott

Az egyedfejlodés soran a lebenykék szama nott, mig a portalis agak szama nem
valtozott. Mindkét regeneracios modell soran valtozatlan marad a lebenykeszam,

viszont tobb portalis ag veszi koriil oket.
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21. abra: 160g-os kontroll allat (A, B) és a PH utan 28. napon vizsgélt patkany (C, D)
mdjlebenyének felszinérol készitett felvétel kettos feltoltést kovetden. A centralis vénakat
piros, a portalis agakat kék miigyantaval toltottiik fel.

Erdekességnek szamit, hogy a regeneracio alatt a centralis vénak a felszin vetiiletében

hosszabba és elagazdbbé valtak. A vonal hossza 1mm.
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A regenerécié alatt - mindkét esetben — a lebenyke szerkezete jol lathatdan
megvaltozott. A felszin alatt elhelyezkedd centralis véndk hosszabba és elagazobba
valtak. A citP450 enzim eloszlasdban bekovetkezd valtozasok pedig nem csak
szerkezeti, hanem funkcionalis atrendez6désre is utalnak. (Christoffels VM és mtsai,
1999) Mig a kontroll majban a pozitivan jel616d6 sejtek szabalyos pericentralis, zonalis
elrendez6dést mutatnak (Ingelman-Sundberg M és mtsai, 1988), a regeneralt majakban a
megoszlas karélyozott jellegii. Ezek az eltérések a PH-t kovetéen 3 honap elteltével is

megmaradnak. (22. dbra)

22. abra: A citokrom P450 IIE 1 enzim immunhisztokémiai jeldlése. A sejtmagokat
propidium-jodiddal festettik meg. A citP450 enzim eloszlasa a lebenykén belll mindkeét
tipusu regeneracié soran megvaltozott. A kontroll majban (A) a pozitivan jeloléds
sejtek szabdlyos pericentrdlis, zondlis elrendezédést mutatnak. A regeneralt majakban
(B: hepatocitak, C: progenitor sejtek Utjan) a megoszlas karélyozott jellege utal a
funkcionalis dtrendezddésre. (A, B:2X-es nagyitas, C: 4X-es nagyitas)A vonal mérete: 1

mm.
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2. A méjsejtek méretének valtozasa az egyedfejlodés és a kétféle regeneréacid soran

Mivel a lobulusok ndvekedése a majsejtek megnagyobbodasanak koévetkezménye is
lehet, meghataroztuk azok méretét is Kisérleti modelljeinkben. A majsejtek nagysaga
fiigg a lebenykén beliili elhelyezkedésiiktdl is, ezért méréseinket csak a pericentralis
hepatocitakon végeztik el. (Schmucker DL és mtsai, 1978) (23. &bra)

23. abra: A hepatocitak sejtmembranjat citokeratin antitesttel, sejtmagjait pedig
propidium-jodiddal jeloltik. A méjsejteket az Image J program segitségével rajzoltuk
kordl es mertuk le. A:50 g-os , B: 160 g-os, C: 250 g-os patkanyok méajabol keszitett
metszet, D:PH utan 28. napon, E: AAF/PH utan 84. napon eltavolitott majakbol

készitett metszet. 40X-es nagyitas, a vonal mérete: 50 pm.
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Eredményeink azt mutattak, hogy mig az egyedfejlédés soran az allat testtomege 50g-
rol 160 g-ra nétt, a vizsgalt majlebeny tomege pedig 2,9-szeresére, a majsejtek mérete is
valtozott: terlletik 1,66-szorosara, keruletik 1,29-szorosara nétt. Az egyedfejlédés
altalunk vizsgalt kés6bbi szakaszaban a majsejtek mérete nem valtozott.

Béar a hepatocitak utjan torténé regenerdcié alatt a lebeny témege tébb mint 3-
szorosara nétt, a majsejtek mérete nem valtozott.

A progenitor sejtek utjan torténé regeneracio alatt a lebeny tomege 4,68-szoroséra, a

majsejtek terulete pedig 1,38-szorosara nétt (24. abra, 6. tAblazat)
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24. abra: A majsejtek teriiletének és keriiletének valtozdsa az egyedfejlédés és a kétféle
regenerdcio altalunk vizsgalt végpontjai kdzott. Az egyedfejlodés korai szakaszaban a
majsejtek mérete megndtt. A PH utan 28 nappal a kontroll 160 g-os allathoz viszonyitva
a hepatocitak mérete nem valtozott szignifikdnsan. Az AAF/PH utani 84. napon az
allatok testtomege és a lebeny tomege is nétt a kontrollhoz viszonyitva, a méajsejtek
meéretének novekedése az elobbiekhez képest kisebb mértékii. Az értékeket a kovetkezo
idépontokban adtuk meg: 40g-0s, 160g-0s, 200g-0s 250g-os allatok, PH28: PH utan 28
nappal, AAF/PH: az AAF/PH utan 84 nappal.
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6. tblazat: A hepatocitak teriiletének és keriiletének valtozasa az egyedfejlodés korai
szakaszaban, a 160 g-os kontrollhoz viszonyitva a hepatocitik utjan torténd regenerdcio
soran a PH utani 28. napon (PH28) és a progenitor sejtek utjan torténo regenerdcio

soran az AAF/PH uténi 84. napon (AAF/PH84).

Lebeny | Terulet | KerUlet

tomege
(9) (pm2) (pm)

Novekedés mértéke az egyedfejlodés korai
szakaszaban (50-160 g)

X29 X 1,66 X 1,29

Novekedés mértéke a PH utani 28. napon (a 160 g-
_ X 3,29 X111 X 1,06
os kontroll allathoz viszonyitva)

Novekedés mértéke az AAF/PH utani 84. napon (a
] ) ) X 4,68 X 1,38 X 1,18
160 g-os kontroll allathoz viszonyitva)

3. A regenerdcid és a hepatokarcinogenezis korai szOvettani torténéseinek

vizsgalata

Az AAF/PH regneraciés és a M S-F hepatokarcinogenezis modell korai szdveti
torténései nagyon hasonlitanak egymasra. A parcialis hepatoektomia utan intenziv
ovalis sejtes proliferacié figyelheté meg, majd ezt kovetden regeneracios fokuszok
jelennek meg a majban. Korabbi munkaink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
karcinogenezis modellben ezek a valtozasok hamarabb és intenzivebben torténnek. A
jelenség magyarazatat keresve harom kiilonb6z6 kisérleti rendszerben hasonlitottuk
Ossze az ovalis sejtes proliferacio és a fokuszképzodés dinamikajat. Irodalmi adatok
igazoljak, hogy a sebészi parcialis hepatektomia helyettesithet6 CCls-kezelés okozta
majnekrozissal (kémiai parcialis hepatektémia). (Solt DB és mtsai, 1983; Petersen BE
és mtsai, 1998) Ezért a konnyebb kivitelezhetéség és az ismételt kezelés lehetOsége
miatt az AAF/PH Kkisérletet AAF/CCI, kisérlettel helyettesitettik (REG-1), majd a
kémiai hepatektomiat kovetd szovettani valtozasok eredményeit Gsszehasonlitottuk az

egyszer mar elvégzett AAF/ CCl, kisérlet utdn harom hénappal megismételt AAF/ CCl,
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kisérlet (REG-2), valamint a modositott S-F kisérlet eredményeivel. Ez utdbbiban
szintén a jobb Osszehasonlithatdsdg miatt a sebészi PH-t szintén CCls-kezeléssel
valtottuk ki.

A regeneracio és a hepatokarcinogenezis dsszehasonlito vizsgalata soran meghataroztuk
mindharom kisérleti modelliinkben a mitogén stimulust kdvetden kialakul6 regeneracios

fokuszok szdmét és méretét, az Ov6-pozitiv epeutak Kiterjedését és fenotipusat.

3.1. Citokeratin (Ov6) pozitiv kis epeutak teriiletének meghatarozésa

3.1.1. Citokeratin (Ov6) pozitiv kis epeutak teriletének meghatarozasa - a DEN-
kezelést kovetoen

Az egyszeri nagy dozisu (200mg/kg) DEN kezelés kiterjedt nekrézist idéz el a maj
allomanyaban. Az ezt koveto reparativ szoveti reakcio elemzésekor megfigyeltik, hogy
a parenchimaban a portalis terlleteken Kivil is megjelennek epeutakra emlékeztetd, de
azoknal kisebb atmérdjli, sziik, hagyomanyos metszeteken nem lathatdo lumennel
rendelkezii képletek. Elhelyezkedésiik, fenotipusuk megegyezik a kezelést kdvetden
néhany napon beliil megjelené epeutakéval. A duktuluszok még 3 hdnappal a DEN
kezelést kovetden is kimutathatok a lebenyke alloméanyaban, minden tovabbi kezelés
nélkdl is. (25. dbra) Tovabbi kisérelteinkben jellemeztik ezen duktuluszok fenotipusat,
morfometriai modszerekkel pedig megvizsgaltuk méreteik valtozasat kisérleti

rendszeriinkben.

57



DOI:10.14753/SE.2014.1896

DEN utan 5.nap DEN utan 7.nap

DEN utan 14.nap

25. abra: Citokeratin (Ov6) pozitiv kis epeutak ndvekedése a DEN kezelést kbvetden a
M S-F modellben. 12 het elteltével még mindig kimutathatok citokeratin (Ov6) pozitiv
kis epeutak csak DEN kezelést kovetéen. (OvG/laminin) 10X-es nagyitas, a vonal mérete
50 pm.
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A kontroll, ép majhoz viszonyitva az OV-6 pozitiv teriilet aranya névekedett mar az
AAF adagolas megkezdése eldtt is (lasd 7. tablazat, az ép majban megjelené Ov6-

pozitiv teriilet nagysagat tekintve egységnyinek).

7. tablazat: Citokeratin (Ov6) pozitiv epeutak ndvekedése a kontrollhoz viszonyitva.

Epeutak ndvekedése
Kontroll 1
DEN utén 5.nap X131
DEN utén 7.nap X 1,25
DEN utan 11.nap X 1,78
DEN utén 14.nap X 1,44

3.1.2. Citokeratin (Ov6) pozitiv Kkis epeutak terlletének meghatarozasa -
mindharom modellben a kémiai hepatektomia elétt

Korabbi munkank soran megfigyeltik, hogy az AAF/PH Kkisérlet lezajlasa utan tébb
honappal, amikor a maj eredeti szerkezete mar helyreallt, a majlebenykékben sziik
lumenti duktuluszok maradtak vissza (Paku S és mtsai, 2004). Az altalunk hasznalt
AAF/CCl, kisérletben is ugyanez tortént, a duktuluszok 3 honap elteltével is lathatok
maradtak a parenchimaban. Erre a jelenségre alapoztuk REG-2 modellinket, amelyben
3 honap elteltével ujabb regeneraciot idéztiink el6 a kisérleti allatokban.
Ossszehasonlitottuk mindharom modelliinkben a kémiai hepatektomia elétt az Ov6
pozitiv duktuluszok &ltal elfoglalt teruletek aranyat. Azt talaltuk, hogy mind a DEN
kezelést kovetdéen, mind pedig a mar egy AAF/CCl, cikluson atesett allatok méjaban

jelentésen megnétt az intralobularis kis epeutak mennyisége (26. abra, 8. tablazat).
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M‘S-F REG-2 REG-1
AAF 5.napja AAF 2.napja AAF 5.napja

26. abra: a. M S-F modellben a kémiai hepatektomia eldtt készitett felvétel,
/laminin.

b. REG-2 modellben a 2. kémiai hepatektomia eldtt készitett felvétel, /laminin.

c. REG-1 modellben a kémiai hepatektomia eldtt készitett felvétel, /laminin.

10X-es nagyités, a vonal mérete 50 pum.

8. tablazat: Ov6-pozitiv terulet aranya a kontroll, ép méajhoz viszonyitva mindharom

modellben a kémiai hepatektomia elétt

Ov6-pozitiv teriilet ardnya
Kontroll 1
M S-F, hepatektomia elott X 2,33
REG-2 hepatektomia el6tt X1,69
REG-1 hepatektomia eldtt X1
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3.1.3. Citokeratin (Ov6) pozitiv Kis epeutak tertletének meghatarozasa - a kémiai
hepatektomiat kovetoen

A 3 modell mindegyikében a szén-tetraklorid kezelést kdvetéen ovalis sejtekbol allo
csovek jelentek meg. Ezek mennyiségét kvantitaltuk az idé fliggvényében, hogy késébb
megallapithatd legyen, ez milyen 6sszefiiggésben all a megjelend regeneracios fokuszok
mennyiségével. Ezéltal a regeneracids fokuszok megjelenését megel6zé legfontosabb

morfologiai/szovettani jelenseg 6sszehasonlithatova valt. (27. abra)

M S-F REG-2 REG-1
CCl4 utéan CCl, utan CCl, utan
2.nap e

61



DOI:10.14753/SE.2014.1896

M S-F REG-2 REG-1
CC|4 utén . C|4 utan CC|4 utan

)

27. abra: A 3 kisérleti modellben a kémiai hepatektomiat kovets 2., 6., 10. és 14.
napon eltavolitott majakbol készitett metszetek, 10X-es nagyitds. Az Ov6-pozitiv
duktuszok zéld szinnel, az dket és az ereket koriilvevé bazdlis membran (laminin) pedig
piros szinnel jelolddnek. Jol latszik, hogy a M S-F és a REG-2 modellben nagyobb
aranyban lathatok Ov6-pozitiv epeutak és mar a 6. naptol kezdve regeneracios fokuszok
is megfigyelheték. Ezzel szemben a REG-1 modellben a 2. napon csak normél majnak
megfelelé mennyiségii Ov6-pozitiv epelt lathato, ezek a 14. napig fokozatosan nének,
regeneracios fokuszok csak a 10. napon jelennek meg, azonban kisebb szamban és

méretben, mint a masik 2 modellben. F: fékuszok
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A metszetekr6l készitett felvételeken, meghataroztuk az Ov6-pozitiv kepletek
altal elfoglalt teriilet szazalékos aranyat a 3 modellben. A M S-F modellben a szén-
tetraklorid kezelést kdvetd 6. napon volt lathatd a legnagyobb mennyiségii ovalis sejt,
majd mennyiségik folymatosan csokkent, a 14. napra elérte a kiindulasi értéket.
Azoknal az allatokndl (REG-2 modell), amelyek mésodszor is részesiltek AAF/CCl,
kezelésben, az ovélis sejtek megjelenésének dinamikaja hasonlitott a M S-F modellben
tapasztaltakhoz: a 6. napon volt lathaté a legtébb, azonban a 14. napra még nem allt
vissza a kiindulasi allapot. A lényeges kilonbség azonban a M S-F modellhez
viszonyitva az, hogy itt az ovalis sejtek altal elfoglalt terilet a kezelést koveten
mindvégig nagyobb volt.

A REG-1 modellben, amikor a kisérleti allatok nem részesiiltek inicidtor elokezelésben,
az ovalis sejtek alkotta képletek csak a 12. napon kezdenek jelentés mértékben
szaporodni, a 14. napon pedig a proliferacié még tart és tovabb folytatodik.

A regeneracios fokuszok megjelenése és ndvekedése parhuzamos az ovalis csovek
mennyiségének csokkenésével: a M S-F illetve a REG-2. modellekben a 6. nap utan,
mig a REG-1. modellben a 14. napon lathatok jelentds méreti fokuszok. (28. &bra, 9.
tablazat)

63



DOI:10.14753/SE.2014.1896

——MS-F 8- REG-1 REG-2 |
35
25 / ;/
20 —
" / /\/
15 / //\\ /
10 ﬂz / W
° Y
i
0 T T T T T T T T T T T T T
ccu 1. 2. 3 4 5 6. 7. 8 9 10. 11. 12. 13. 14.
Se 1,796 0,231 5,665 1,1335 2196 2,299 0,491
0,499 1,225 0,673 0,343 1,227 10,014 3,456

28. abra: OV-6 pozitiv képletek kiterjedése a M S-F, REG-1, és REG-2 modellben. Az Y

tengelyen a kis epeutak szdzalékos ardnyat jeloltiik a metszetrdl késziilt fotd egy

latéterének teljes teruletéhez viszonyitva. Az X tengelyen a CCly alkalmazasat kovetéen

eltelt napok lathatok. Az egyes értékek a vizsgalt allatok, és azok majabdl késziilt

metszetek atlagértékei. A tablazat a standard hiba értékét mutatja.

9. tablazat: Ovalis csovek novekedésének mértéke a CCly kezelés elétti dllapothoz

viszonyitva a 3 modellben.

AAF 5. nap | CCl,utan 6.nap | CCl,utan 14.nap
M S-F 1 X 5,49 X125
REG-2 1 X 13,01 X 8,58
REG-1 1 X 2,74 X 32,6
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3.1.4. Tovabbi, nekrozist el6idézé modellek vizsgélata

Egyszeri nagy dozisu CCls-kezelés pericentralis, allyl-alkohol periportalis majnekroézist
idéz el6. (De Toranzo EG és mtsai, 1983; Czaja MJ és mtsai, 1995; Petersen BE és
mtsai, 1998)A kisérleteket elvégezve egyik esetben sem voltak a teljes regeneraciot
kovetéen a maj allomanyaban az el6z6 modellekben leirt portalis tertleteken Kivili

duktuluszok megfigyelhetok. (29. abra)

29. abra: A: CCl, utan 2. napon eltavolitott majbol készult metszet. A citokrom P450
IlE 1 nevii enzimet elsosorban a centralisan elhelyezkedo hepatocitak expresszaljak (a
képen z0ld szinnel jelolddik), ezek azonban jOl l1athatdéan hidnyoznak. A fekete terliletek
a centralis nekrozist jelolik. 40X-es nagyités.

B: CCl, utdn 14. napon eltavolitott majbol készilt metszet, /laminin. Kis epeutak
nem jelentek meg intrlobularisan. 40X-es nagyitas.

C: Allyl-alkohol utén 3. napon eltavolitott majbol keészilt metszet.

A periportélis régioban nekrozis lathato, kis epeutak azonban nem jelentek meg. 40X-es

nagyitas, a vonal mérete 50 pm.
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3.2. A hepatokarcinogenezis és a regeneracié soran képzodo fokuszok eredetének,

szerepének dsszehasonlitasa

Mindharom modellben a mitogén stimulusként alkalmazott szén-tetraklorid kezelést
kovetden a majsejtek osztodasanak gatldsa mellett a progenitor sejtek proliferdlni
kezdtek, differencialodtak, majd a kis bazofil hepatocitak csoportokba rendezédtek,

amelyeket regeneracios fokuszoknak hivunk. (30. &bra)
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REG-2 2.nap REG-1 2"nap

MS-F 10.nap REG-2 10:nap REG-1 10.nap

M S-F 14.1 REG-2 14.nap‘
4_

<«— [REG-1 14.nap

i Li‘ ;

30. dbra: A kémiai hepatektomiat kovetd 2., 10., 14. napon készitett metszetek
szkennelve, mindharom (M S-F, REG-2, REG-1) modellben. A regeneracios fokuszok
megjelenése és ndvekedése jol lathatd. A zold vonalak 5 mm-t jel6lnek. A nyilak

fékuszokra mutatnak.
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A M S-F és a REG-2 modellekben a fokuszok el6szor a kémiai hepatektomiat koveto 4.

napon, mig a REG-1 modellben csak a 10. napon jelentek meg. (10. tablazat)

10. tablazat: A fokuszokat tartalmazo mdjak aranya az egyes idépontokban, mindharom

modellben

Hepatektomia
M S-F | REG-2 | REG-1

(CCly) utan
2. nap 0% 0% 0%
4. nap 50% | 50 % 0%

6. nap 100% | 100% | 0%
8. nap 100% | 100% | 0%
10. nap 100% | 100% | 50 %
12. nap 100 % | 100 % | 100 %
14. nap 100 % | 100 % | 100 %
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Mindharom modellben meghataroztuk a 100 mm?-re esd fokuszok szamat és
azok atlagos atmérdjét. A fokuszok szama a M S-F modellben volt a legmagasabb, a 14.
napon lathaté csokkenés a hepatocitakka torténd differencialodasnak, tehat a gyorsabb
regeneracionak tudhatd be. A kétszeres regeneracid soran is hozzavetdlegesen kétszer
annyi fokusz képzodik a 14. napra, mint a REG-1 modellben, és mar 6 nappal korabban
megjelennek a parenchimaban. (31. bra, 11. tdblazat)

£ 120
£

100 = T
o
S 80 T ;\
o L
©
g’ 60 T B
\ﬁ 40 *//‘/é/
(%] i
x 20 T
N
(:,; O A " 0 0 1 T T
S 0 2 4 6 8 10 12 14 16
LL

CCl, utén eltelt napok
| e—MsF REG-1 —&— REG-2|

31. 4bra: A regeneracios fokuszok atlagos szama (db/L00 mm? az y-tengelyen
abrézolva) a M S-F, REG-1, REG-2 modellekben a kémiai hepatektomiat kovetd 2., 4.,
6., 8., 10., 12., 14.napon (x-tengelyen abrazolva).

11. tablazat: A fokuszok atlagos szama (db/100 mm?) az egyes iddpontokban,

mindharom modellben

Hepatektémia

(O utdn M S-F | REG-2 | REG-1
2. nap 0 0 0

4. nap 5 4 0

6. nap o7 27 0

8. nap 86 28 0

10. nap 76 31 4

12. nap 80 39 15

14. nap 63 48 24
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A fokuszok atméréje a M S-F és a REG-2 modellben parhuzamosan nétt (a

legnagyobb fdékuszokat a REG-2 modellben a 12. napon lattuk), mig a REG-1

modellben lathatéan lassabban alakultak ki és a vizsgalt periodus alatt kisebbek

maradtak. (32. abra, 12. tablazat)

g 900
3 800
9700 F
2 600 W
£ 500
© 400 /V L
X
o 300
o
5
1
O
IL O i/ g g T T T
0 2 4 8 10 12 14
CCl, utén eltelt napok
|+ MSF = REG-1 & REG2]

16

32. dbra: A regeneracios fokuszok datlagos mérete (atméré um-ben az y-tengelyen
abrazolva) a M S-F, REG-1, REG-2 modellekben a kémiai hepatektomidat kovets 2., 4.,

6., 8., 10., 12., 14.napon (x-tengelyen abrazolva).

12. tablazat: A fokuszok atlagos dtmérdje (um) az egyes idopontokban, mindharom

modellben
Hepatektomia
(ol utén M S-F | REG-2 | REG-1
2. nap 0 0 0
4. nap 205 309 0
6. nap 443 383 0
8. nap 445 482 0
10. nap 523 551 190
12. nap 520 635 360
14. nap 632 633 411
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Munkank soran minden vizsgalt madjlebenybdl praffinba is agyaztunk mintat,
amelyekbdl aztan hagyomanyos hematoxilin-eozinnal festett metszetek késziltek.
Ezeket a lebenykék méretének meghatarozasahoz, morfometriai méréseinkhez
felhasznalni nem tudtuk, de a kis epeutak, fokuszok ndvekedése, a lebenykében elfoglalt

helye ezeken is jol megfigyelhet6 volt. (33. &bra)

CUas

33. abra: Hematoxilin-eozinnal festett metszetek a 3 vizsgalt modellbél. A: Ismételt
regeneracio (REG-2 modell), a 2. CCl, adasa uténi 4.nap. A portélis régiobol kiindulva
szamos ovalis sejteket tartalmazé duktulusz lathatd.;, B: Kémiai hepatektomiaval
mddositott AAF/PH kisérlet (REG-1 modell), a CCl4 adésa uténi 14.nap. Az ovélis
csovek mellett mar egy regeneracios fokusz is jelen van.; C: Maodositott Solt-Farber
modell, a CCl4 addsa utani 8.nap. A metszeten ovalis sejtekbdl allo duktuluszok és
regeneracios fokusz lathatd. A fekete nyilak ovalis csdveket jeldlnek, a pirosak a

regeneracios fokuszokat.
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3.3. Citokeratin (Ov6) pozitiv duktuluszok immunfenotipusanak tovabbi

jellemzése

Mindharom modellben a kisérlet teljes iddtartama alatt (1 év) megfigyelhetok voltak
Ov6 pozitiv kis epeutak a majparenchimanban, amelyek azonban a kisérlet egyes
szakaszaiban eltéré tulajdonsagokkal rendelkeznek. Fenotipusuk meghatarozasabdl
kovetkeztetni tudunk funkcioikra is, és magyarazatot kaphatunk arra is, miért megy
végbe hamarabb a regeneracio a M S-F és a REG-2 modellben a REG-1 modellhez
képest. Mivel a Kkis epeutak a metszeteken immunfluoreszcens technikaval minden
esetben Ov6-pozitivnak bizonyultak, tovabbi antitestetek alkalmaztunk jellemzésiikre.
Az antitestek egy része magukkal az ovalis sejtekkel reagalt (CK7, AFP, DLK), mig
egy masik antitest csoportot (SMA, Des) az ovalis sejt csoveket kiséré kotészoveti
sejteket jellemezésére hasznaltuk. (Az AFP/Ov6 kombinacioval jelolt metszetekrol

képeket nem mutatunk.) (33. abra, 34. 4bra)

331 A DEN kezeléssel eléidézett intraparenchimdlis  duktuluszok
immunfenotipusanak jellemzése

A Kkis epeutak sejtjei DLK-t, AFP-t, CK7-et nem expresszéltak. Kezdetben SMA és Des
pozitivitast mutatd aktivalt miofibroblasztok kisérték 6ket. A SMA pozitivitas
fokozatosan eltlint, 3 honap elteltével mar nem volt kimutathatd. Dezmin pozitv sejtek

mindig jelen voltak az is epeutak koril (34. abra).
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DEN utan 5. nap DEN utén 14. nap DEN utan 12.hét
OV6/Laminin

DLK/Ov6
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DEN utén 5. nap DEN utéan 14. nap DEN utan 12.hét
Des/Ov6

SMA/Laminin

34. dbra: A DEN kezelés utan 5, 14 nappal, és 12 héttell eltavolitott majakbdl készitett
metszetek antitest-kombinacidkkal megjeldlve: anti-Ové/anti-laminin, anti-CK7/anti-
laminin, anti-DLK/anti-Ov6, anti-Des/anti-Ov6, anti-SMA/anti-aminin. 40X-es és 100X-

os felvételek, a vonal mérete 50 pm.
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Az Ov6 pozitiv kis epeutak immunfenotipusat a DEN kezelést kovetden a fenti

metszeteken latott antitest kombinaciok alapjan a kdvetkezOképpen hataroztuk meg:
(13. tblazat)

13. téblazat: Ov6 pozitiv kis epeutak immunfenotipusa

CK7 | AFP | DLK | Des | SMA
DEN utan 5. nap - - - + +
DENutdn 14.nap | - - - + -
DEN utan 12. hét - - - + -
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3.3.2. Az AAF/CCls-kezeléssel eloidézett duktuluszok immunfenotipusanak
jellemzése — kozvetleniil a 2. kémiai hepatektomia elétt

Az AAF/CCl,-kezelés utan 3 hdnappal dezmin pozitiv sejtek vették korul az AFP,
DLK, CK7 negativ epitelsejteket, melyek azonban nem expresszaltak SMA-t (35. abra).

OVe6/Laminin CK7/Laminin DLK/Ov6

Des/Ov6 SMA/Laminin

35. abra: Az AAF/CCl4-kezelés utan 3 honappal, kdzvetlenil a 2. kémiai hepatektomia
elott (2. AAF-kezelés 2. napjan) eltavolitott méjakbdl készitett metszetek antitest-
kombinaciokkal megjelélve: anti-Ov6/anti-laminin, anti-CK7/anti-laminin, anti-
DLK/anti-Ov6, anti-Des/anti-Ov6, anti-SMA/anti-aminin.
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Az Ov6 pozitiv kis epeutak immunfenotipusat az AAF/CCl,-kezelés utdn 3 honappal, a
2. kémiai hepatektomia el6tt a fenti metszeteken latott antitest kombinaciok alapjan a

kovetkezbképpen hataroztuk meg: (14. tablazat).

14. téblazat: Ov6 pozitiv kis epeutak immunfenotipusa

CK7 | AFP | DLK | Des | SMA
AAF/CCl,-kezelés utan 3 honappal | - - - + -

3.3.3. A kémiai hepatektémiat kovetéen megjelend intraparenchimalis duktuluszok

immunfenotipusanak jellemzése mindharom modellben

A kémiai hepatektomia utan a kis epeutak AFP, DLK pozitivak, CK7 negativak voltak,
az Oket kisér6é miofibroblasztok SMA ¢és Des pozitivnak bizonyultak. (36. abra)
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M S-F modell REG-2 REG-1
OVe6/Laminin

CK7/Laminin

DLK/Ov6
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M S-F modell REG-2 REG-1
Des/Ov6

SMA/Laminin

36. abra: Mindharom modellben a CCls-kezelés/kémiai hepatektomia utdin kiilonbozé
idépontokban (2., 4. vagy 6. nap) eltavolitott majakbol készitett metszetek antitest-
kombinaciokkal megjel6lve: anti-Ov6/anti-aminin, anti-CK7/anti-laminin, anti-
DLK/anti-Ov6, anti-Des/anti-Ov6, anti-SMA/anti-laminin.
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A kémiai hepatektomiat kovetéen megjelend intraparenchimalis duktuluszok
immunfenotipusat a fenti metszeteken Ilatott antitest kombinécidk alapjan a

kovetkezéképpen hataroztuk meg: (15. tblazat)

15. tablazat: A kémiai hepatektomiat kovetéen megjelend intraparenchimalis

duktuluszok immunfenotipusa

CK7 | AFP | DLK | Des | SMA
MSF | - | + | + | + | +
REG-2 | - + + + +
REG-1| - | + | + | + | +

=7y

duktuluszokat két tipusra oszthatjuk (DLK/AFP pozitivak és negativak). Az ovalis
sejtekre jellemzd markerek mindegyik modellben a hepatektomia utan jelentek meg. A
hepatektomia el6tt az epeutak a Hering-csatornakra jellemz6 fenotipust mutattak. A
kovetkezé adbran az egyes modellekhez tartozé id6tengelyeken megjeldltiik azokat az

idépontokat, amikor a kis epeutak tulajdonsagai megegyeznek. (37. dbra)
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37. &bra: Az egyes kisérleti modellekben elzéré idépontokban megjelené OvV6-pozitiv

epeutak kiilonbozd fenotipussal rendelkeznek. A Kisérleteket dbrazolé egyeneseken az

dltalunk vizsgalt markerekkel megegyezo tulajdonsagu kis epeutakkal rendelkezo majak

eltavolitasanak iddpontjait azonos szinnel jeloltuk.
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Z6ldek azok az iddpontok, amikor a majakban AFP és DLK negativ, de Ov6 pozitiv
epeutak jelentek meg és nottek tovabb: M S-F modellben a DEN kezelést kovets 5., 7.,
11. 14. nap, az AAF kezelés 2. és 5. napja, 3 és 12 honappal a DEN utan. A REG-1
modellben a NaCl utan 12 honappal. A REG-2 modellben a NaCl utan 12 és 15
honappal, a 2. AAF kezelés kdzben a 2. és 5. napon.

Sargak azok az iddpontok, amikor a méajakban AFP, DLK és Ov6 pozitiv epeutak
Jjelentek meg és ndttek tovabb.: mindharom modellben a CCl, utani 2., 4., 6., 8., 10., 12.,
14. nap.

4. Tumorképzddés a vizsgalt modellekben

A hédrom vizsgalt modellben (M S-F, REG-2, REG-1) 12 honap elteltével
megvizsgaltuk, milyen gyakorisaggal fejlédik ki a majban szdvettani modszerekkel
igazolt tumor. A mddositott Solt-Farber modellben a korabbi eredményeknek
megfeleléen az allatok nagy részében lattunk daganatképzddést, mig a korai szovettani
torténéseket es a regenreacio folyamatat tekintve szinte megegyezé6 REG-2 modellben
csak 1 esetben jelent meg koros sejtproliferacio. A REG-1 modellben a méajak épek
maradtak. (16. tablazat)

16. tablazat: Majdaganatok eldfordulasa a 3 vizsgalt modellben 12 honap elteltével

Allatok szama | Majdaganat el6fordulasa

M S-F 11 8
REG-2 13 1
REG-1 24 0
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MEGBESZELES

1. A maj lebenykés szerkezetének vizsgalata az egyedfejlodés soran

A m@j lebenykeés szerkezete mar az embrionalis korban kialakul. (Szentagothai-Réthelyi,
2002) A m4j sziiletéskor meglevd tomege a felndttkor eléréséig tobb mint tizszeresére
novekszik egy osszetett folyamat eredményeként (Gupta S, 2000; Vollmar B és mtsai,
2002), amely soran munkank alapjan mind a lebenykék, mind pedig a hepatocitak
mérete és szama is novekedést mutat. A kérdés objektiv vizsgalatara egy teljesen Uj,
eddig még nem alkalmazott modszert fejlesztettiink ki. A maj az egyszeriibb felépitést
szervek kozé tartozik, ennek ellenére a bevezetésben részletesen leirt okok miatt a
hagyomanyos szovettani metszetek nem alkalmasak a lebenykék méretének és
szdmanak meghatarozasara. Az altalunk kifejlesztett modszer azon a megfigyelésen
alapul, hogy a majtok alatti (n. felszini lebenykék tengelyei parhuzamosan
helyezkednek el. (Teutsch HF és mtsai, 1999) A lebenykék kozepén futd centrélis
vénakon keresztll a szinuszoidokat feltoltve kirajzolodik a lebenykék hatara. Ez pedig
lehetdséget ad arra, hogy a m4j hierarchidjaban azonos pozicidt elfoglald lebenykék
méretét és azok szamat meghatarozzuk. Ezzel a modszerrel természetesen csak a
felszini lebenykék paraméterei irhatok le megbizhatdan, azonban a mélyebben 1évo
lebenykék hasonld szerkezeti sajatossagai miatt kdvetkeztetni tudunk a mélyben lezajl6
folyamatok tendencidjara is. Maodszerink nem alkalmas a majban, vagy egyes
majlebenyekben levd lobulusok abszolut szamanak meghatarozasara.

Vizsgalataink szerint az egyedfejlddés korai szakaszdban a felszin alatti lebenykék
szdma nd, ) lebenykék képzddnek. Ez az eredmény Osszhangban van azokkal a
kordbbi megfigyelésekkel, miszerint a fa agrendszeréhez hasonlithatd epeutrendszer a
maj hilusa feldl a periféria felé haladva alakul ki, és teljes fejlettségét patkanyban csak
10-12 hetes korban éri el. (Vollmar B és mtsai, 2002;, Lemaigre FP, 2003; Libbrecht L
és mtsai, 2005) Mivel az epeutak eldgazodasaval parhuzamosan Uj portalis és centralis
véna agak is képzddnek, ujabb méajlebenykék is kialakulhatnak ebben a periddusban.
Eredményeink szerint is a 160 g-os testsuly eléréséig a maj allomanyaban Gjabb
lebenykék képzddnek. Ezt kovetden azonban - bar a m4j tomege még jelentdsen nd -, a

lebenykék szdma mar nem valtozik, méretik valtozasa teszi lehetévé a maj tovabbi
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novekedését. A lebenykék megnagyobbodasat az egyedfejlodés soran leirtak human és
patkdnymajban is (Ekataksin V és mtsai, 1999; Vollmar B és mtsai, 2002), sertésben
pedig a lebenykék szama és mérete is n6 a kordbbi publikéaciok szerint. (Johnson FP,
1919; Ekataksin W és mtsai, 1999)

Az egyedfejlodés soran vizsgaltuk a hepatocitak méretének alakuldsat is. A hepatocitak
nagysaga egy lebenykén belll az ép majban is valtozik. (Schmucker DL és mtsai, 1978)
Az 0sszehasonlithatosag kedveért méréseink mindig a pericentralis zonaban
elhelyezked6 majsejtekre vonatkoztak. A cytokeratin intermedier filamentumok a
citoplazméban talalhatéak. A pancytokeratin antitest a hepatocitakban jellegzetes
membranfestést is eredményez, ami kilondésen immunfluoreszcens technika
alkalmazdsa soran kirajzolja a sejthatarokat, lehetdvé téve a sejtek méretének pontos
meghatarozasat. Mérési eredményeink szerint az egyedfejlodés korai szakaszédban a
hepatocitdk mérete is novekszik a patkanyok majaban, kés6bb azonban mar tovabbi

gyarapodas nem tapasztalhato.

2. A majlebenykék méretének és szamanak vizsgélata patkanymdjban parciélis

hepatektomiat kovetoen

A patkanyok maja jol tagolt, elkiiloniilt lebenyekbdl épiil fel. (Bismuth H, 1982) Egyes
lebenyek sebészi eltadvolitasat (parcidlis hepatektomia) kovetéen a md) tdmege a
visszamaradt lebenyek ndvekedése révén all helyre. (Higgins GM és mtsai, 1931) Ez a
ndvekedési forma tehat bioldgiai értelemben inkabb kompenzat6rikus hiperplazianak és
nem regeneracionak felel meg. Az elnevezéstdl fiiggetleniil az Osszetett ndvekedési
reakcio funkcionalis értelemben teljes értékli regeneraciot eredményez, ezért
tanulményozésa nagyon fontos a szabalyozott, nem daganatos ndvekedés megértéséhez.
A kisérleti modell kb. 70 évvel ezel6tti leirasa 6ta tobb ezer kdzlemény foglalkozott a
novekedés dinamikajanak molekularis szinti szabalyozasaval (Bisgaard HC és mtsai,
1998; Bisgaard HC és mtsai, 1999; Schibler U, 2003). Meglepd moddon azonban
viszonylag keveset vizsgaltdk, hogy torténnek-e szerkezeti valtozasok a majban a
regeneracio soran. A maj eredeti lebenykés szerkezete egyértelmiien megtartott marad a

regeneracid alatt is. Mivel a regeneracié sordn a megmaradt lebenyek témege
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tobbszorosére né (Vollmar B és mtsai, 2002), ennek egyutt kell jarnia Uj lebenykék
képzédésével és/ vagy a lebenykék méretének novekedésével. Erdekes méodon erre az
alapvetd strukturalis kérdésre nem taldlhatdo valasz az irodalomban, valoszinlileg az
»egyszerl’” majszerkezet nem is olyan konnyl vizsgalhatosdga miatt. (Fausto N, 1994)
Ekataksin (Ekataksin W és mtsai, 1999) hagyoméanyos szdvettani metszeteken mérte le
a porto-centralis tavolsagok alakuldsat a regeneracid el6tt és utdn, ennek
megnovekedéséb6l indireckt modon a  lebenykék  méretének  gyarapodasara
kovetkeztetett. Michalopoulos és De Frances (1999) a méajregeneraciordl szolo legtdbbet
idézett 6sszefoglaldjaban viszont azt irja - részletes alatdmaszt6 adatok nélkil -, hogy a
regeneracié soran a lebenykék mérete atmenetileg megnd, majd osztédasuk révén
helyreall az eredeti méret és szerkezet. Az Aaltalunk kifejlesztett modszer kivaldan
alkalmasnak bizonyult a kérdés pontos megvalaszolasara. A parcialis hepatektomiat
kovetéen harom honappal, amikor a maj tomege és szoveti szerkezete mar helyredllt, a
tanulmanyozott lebeny felszinén a lobulusok méretének novekedése volt megfigyelhetd,
ugyanakkor szamuk nem valtozott. Tehat a hagyomanyos, hepatocitak részvételével
zajlo regeneracid soran a maj tdmege kizarolag a lebenykék mértének névekedésével
valosult meg. A sejtek szintjén azonban pont forditott volt a helyzet, a hepatocitak
mérete nem valtozott, a maj novekedése a majsejtek osztddasa €s nem
megnagyobbodésa révén zajlott le. Extrém korulmények kozott a maéjsejtek is
nbhetnek, de ilyenkor a maj allapota funkcigjat tekintve instabil. (Nagy P és mtsai,
2001)

A regenerélt lebenykéket az ép majjal Osszehasonlitva azonban finom véaltozasok
megfigyelhetéek voltak. Mig az ép méjban a centralis vénéak felszini vetllete tobbnyire
pontszerii megjelenésii volt, a regeneralt majakban ezek a venak vonalas, gyakran
elagazddo rajzolatot mutattak. A regeneraciot kovetden szintén megndtt az egy centralis
vénat koriilvevd portalis agak szama, tovabba megvaltozott a vizsgalt (citokrom P450
IIE 1), zondlisan termel6dé enzim megoszlasa;, a koncentrikus rajzolat helyett a
megnagyobbodott lebenykékben girlandszerti, karélyos megoszlas volt megfigyelhetd.
A magasan fejlett ¢l6lények regeneracids képessége erdsen korlatozott, a regenerativ
folyamatok nem képesek bonyolultabb struktarék létrehozasara. (Elder D, 1979) A
majlebenyke egy ilyen bonyolult, hepatocita-gerendakbol, epeutakbol, erekbdl felépiild

struktdra, a regeneracio pedig nem képes ezen képletek ndvekedésének finomabb
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0sszehangolédséara. Ugyanakkor a leirt szerkezeti valtozasok biztositjak, hogy a porto-
centrélis tavolsdgok ne véltozzanak lényegesen, ami fontos feltétele lehet a hatékony
majmikodésnek. A mdj kivald regeneracidos képességét tobbszOr egymas utan
ugyanazon az allaton elvegzett parcialis hepatektémiaval is igazoltdk, amelyek soran a
m4aj témege mindannyiszor ismételten helyredllt. (Wagenaar GTM, 1993) Jogosan
merlil fel a kérdés, hogy ilyen esetekben a maj tdmege a lebenykék extrém
megnagyobbodasat eredményezi-e? Ennek a kisérletnek a megvalositdsa - mivel az
ismételt mitétek soran mar nem egész lebenyek eltavolitasardl van szo -, nagy sebészi
gyakorlatot és technikai felszereltséget igényel, ezért ezt a kérdést nem vizsgaltuk A
mitétek soran a lebenyek integritasa is sériil, valdszinlileg ez is befolyasolja a

regeneracio lezajlasat.

3. A regeneralt méj jellemzése AAF/PH Kisérletben

Ha a hepatocitak valamely oknal fogva nem képesek részt venni az elpusztult majtémeg
potlasaban, aktivizaloédnak a majban levo progenitor sejtek, és intenziv ovalis sejtes
proliferacié majd az ezt kdvetd differencialodasi folyamat révén lassabban, de potlodik
az elvesztett majtdmeg. A jelenség vizsgalatara egyik legjobban elterjedt kisérleti
rendszer az Ugynevezett AAF/PH modell. (Dennis B és mtsai, 1977 ) Ebben a
modellben a hepatektomiat kovetd napokban a majban Osszetett szoveti reakcid zajlik
le, mely sordn az intenziv ovalis sejtes proliferacié miatt a lebenykés szerkezet
elmosodotta valik. Eredményeink szerint ennek ellenére hosszabb tdvon az eredeti
szerkezet ugyancsak helyreall. Harom honappal a kisérlet lezajlasat kovetden a
regeneralt majban ugyanazokat a valtozasokat lehetett megfigyelni, mint a fent leirt, a
hepatocitak részvételével lezajlo regeneraciod utdn; azaz 01j lebenykék nem képzddnek, a
méj tbmege a lebenykék megnagyobbodasa révén all helyre, koriilottik pedig megné a
portalis 4gak szama. Ez az eredmény is azt tdmasztja ala, hogy a progenitor sejtek
alkotta ,tartalék” regeneracios rendszer kissé lassubb ugyan, de képes az elpusztult
majtomeg teljes értékii potlasara.

Finom kiilonbség azonban mégis megfigyelhetd volt az eltérd modon regeneralt majak

kozott. Az AAF/PH Kkisérlet lezajlasa utan 3 honappal a megnagyobbodott lebenykék

86



DOI:10.14753/SE.2014.1896

kozott a parenchimaban sziik lument, vagy latszélag lumennel nem is rendelkezd, kis
sejtekbol felépiilé duktularis képletek voltak megfigyelhetéek (Paku S és mtsai, 2005).
Ezeknek a kepleteknek az elhelyezkedése emlékeztetett a kisérlet korabbi fazisaban
nagy szamban jelenlévd ovalis sejtek alkotta kotegekre, de a sejtek morfoldgiaja inkabb
megfelelt az ép majban el6forduld kisebb epeutakénak. A jelenség oka az lehet, hogy

nem minden ovalis csd differencialodik.

4. Az intraparenchimalis duktularis képletek jellemzése

A fent leirt duktularis keépleteket az altalunk alkalmazott modellek kozul harom
honappal az egyszeri DEN kezelést kovetden, illetve hasonld késbi idépontban az
AAF/CCL4 modellben is megfigyeltiik. Ezzel szemben ilyen duktuluszok nem alakultak
ki a kisérleti allatok majaban parcialis hepatektomiat kovetden, illetve szelektiv
periportalis, vagy pericentralis nekrézist okozo allylalkohol vagy széntetraklorid kezelés
utdn. Az ovalis sejtektdl eltéréen - hasonloan a munkacsoportunk altal korabban az
AAF/PH modellben megfigyeltekkel -, a duktuluszok AFP és DLK negativnak
bizonyultak, és nem vették koriil ket SMA pozitiv aktivalt ITO sejtek/miofibroblasztok
sem. Ezzel szemben az epelti hamsejtekhez hasonloan erés Ov-6 pozitivitast mutattak.
Munkacsoportunk koradbbi kisérletei szerint a majban az Jssejteknek otthont ado
Hering-csatornak CK7 negativitasuk alapjan kiilonboztethetéek meg a tobbi epeuttol.
(Paku S és mtsai, 2005). Ezért perdont6 fontossagu volt a CK7 reakcid, ami negativnak
bizonyult. Ez alapjan fenotipusukban az egyszeri DEN kezelést kovetden illetve az
AAF/CCL4 Kkisérlet utan a regeneralt majakban jelenlevd intraparenchimalis

duktuluszok megegyeznek az ép majban jelenlevé Hering-csatornakkal.

5. A progenitor sejtkompartment amplifikacidjanak hatasa a majregeneraciéra
A parenchimaban nagyobb szdmban jelenlévd, a Hering-csatornakéval megegyez6

fenotipust duktularis képletek regeneracidban betoltott szerepének vizsgalata érdekében

a fent leirt két mddszerrel (DEN-kezelés, ill. progenitor sejt medialta regeneracio)
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eldidéztiik azokat, majd ismét regeneraciora késztettilk a majat. Az AAF/PH kisérletben
a sebészi hepatektomiat egyszeri nagy dozisu, centrdlis nekrézist eléidézé CCly
kezeléssel helyettesitettiik. Irodalmi adatok alapjan (Palmes D és mtsai, 2004) e két
kisérleti rendszer nagyon hasonl6 eredmeényekkel jar, a funkcionalisan aktiv méajtémeg
veszteség nagyrészt megegyezik, és a CCl, alkalmazasaval elkeriilheté az igen nagy
mortalitassal jard ismételt sebészi parcialis hepatektomia elvégzése. Ezeket az allatokat
aztan progenitor sejt medialta regeneraciéra kesztettik egy Ujabb AAF/CCIl, ciklus
alkalmazasaval. A DEN kezelést kovetd AAF/CCly kisérlet a jol ismert Solt-Farber-féle
hepatokarcinogenezis modell modositott valtozata. Ezt a két modellt aztan
Osszehasonlitottuk azokkal az éallatokkal, amelyeknél a kisérlet kezdetekor nem voltak
jelen duktuluszok a parenchimaban. A regeneracio ,,mértékét” kétféle paraméterrel
jellemeztiik: morfometriai mddszerekkel lemértik, hogyan alakul az id6 fiiggvényében
az ovalis sejtek altal elfoglalt terulet mérete, ill. megvizsgaltuk a differencialodas
helyének megfeleld fokuszok képzddésének dinamikajat is. Mindkét vizsgalt paraméter,
az ovalis sejtes proliferacio és a fokuszok is kordbban jelentek meg azokban az
allatokban, amelyekben elézetes kezeléssel megnoveltiik a duktuluszok szamat. Ez az
eredmény igazolta, hogy a leirt kezelések utani intraparenchimdlis duktuluszok nem
csak fenotipusukban hasonlitanak a Hering-csatornakra, hanem funkciondlisan is
képesek Ossejtként viselkedni. Tehat az Ossejt kompartment Kkiterjesztésével,
amplifikacidjaval felgyorsithatd a majregeneracié patkanyokban.

A modositott Solt-Farber modellel kezelt és az egyszeri, ill. kétszeri AAF/CCl,
Kisérleten atesett allatok egy csoportjaban 12 hoénapos talélést kovetden ismét
vizsgalatokat végeztiink. Az el6bbi kisérleti csoport tagjainak 90%-aban alakult ki
majrék igazolva, hogy a technikai jellegli modositas érdemben nem befolyasolta a
kisérlet kimenetelét. Ugyanakkor az AAF/CCI, kezeléseken atesett 15 allat kozul
egyben alakult csak ki méjdaganat, tehat az Ossejt kompartment amplifikdlasa nem
jelent dnmagaban karcinogén kockazatot. Tudomasunk szerint ez az elsé olyan in vivo
kisérleti modell, melyben igazoltuk, hogy az Ossejtek szamanak novelésével
hatékonyabba tehetd a majregeneracio. Ennek figyelembe vételével ujabb kisérleti

iranyzat alakulhat ki a majregeneracio hatékonysaganak fokozésara.
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KOVETKEZTETESEK

I. Az egyedfejlodés soran a majlebenykék szamanak novekedése és
megnagyobbodasa is hozzajarul a maj tomegének ndvekedéséhez. Az
egyedfejlodés korai szakaszaban a hepatocitak méretének novekedése

ugyancsak elésegiti a lebenykék megnagyobbodasat

Il. A mdj tomege felnétt allatokban a hepatocitdk és a progenitor sejtek
részvételével megval6suld regeneracié sordn is Kizarolag a lebenykék

méretének novekedésével all helyre. Uj lebenykék nem képzédnek.

I11. Nekrogén dézisu dietilnitrézamin-kezelés, valamint az AAF/CCl, kisérleti
rendszerrel eléidézett regeneracié soran a majparenchimaban duktularis
képletek jelennek meg, melyek sejtjei fenotipusukban és funkciéjukban is

megegyeznek a maj 6ssejtjeivel.

IV.A maj ossejt kompartmentjének amplifikacidoja felgyorsitja a regeneracio

folyamatat.
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OSSZEFOGLALAS

A maj kivalo regeneréacios képességgel rendelkezik. Ha patkanyok majanak 2/3-at
eltavolitjuk (parcidlis hepatektomia), a meghagyott lebenyek kompenzatorikus
hiperplaziaja révén a méaj tobmege 7-9 nap alatt regeneralodik, mivel a hepatocitak
megorzik proliferacios képességiiket. Ha a hepatocitak osztddasat szelektiven gatoljuk,
a regeneracié a Hering-kanalisokban elhelyezked6 6ssejtek szarmazo progenitor sejtek
osztddasa utjan megy végbe. A maj mérete az egyedfejlodés alatt is tobbszorosére né. A
kétfele regenerécid és az egyedfejlodés soran a lebenykés szerkezet valtozasanak 3
lehetséges mddja van: 1. 0 lebenykék képzOdnek, 2. a lebenykék mérete megnd, 3. a
lobulusok szamanak novekedése egyitt jarhat azok megnagyobbodésaval is.
Kisérleteinkben 0j mddszer segitségével kozvetlenul a felszin alatt levé - a méj
hierarchidjdban azonos poziciot elfoglalé - lobulusok valtozasait vizsgaltuk. A
szinuszoidokat miigyantaval feltdltve kirajzolodott a lebenykék hatéra, amely
lehetéséget adott azok méretének és szamanak meghatarozdsara. A pericentralisan
elhelyezked6 majsejtek nagysagat is lemértik, mivel a lebenykék méretét a hepatocitak
novekedése is befolydsolhatja. Eredményeink alapjdn az egyedfejlédés soran a
majlebenykék szamanak novekedése és megnagyobbodasa, a korai fazisban pedig a
hepatocitak novekedése is hozzajarul a maj tdmegének gyarapodasahoz. Felnétt
patkanyokban a lebenykék szdma és a majsejtek mérete adott, parcialis hepatektdmiat
kovetden a maj a lebenykék méretének novekedésével, és a hepatocitak szdmanak
novelésével alkalmazkodik.

A progenitor sejtek utjan torténd regeneracio (AAF/PH kisérlet) lezajlasa utan 3
honappal a majparenchimaban sziik lumenti, immunfenotipusukban a Hering-
csatornakkal megegyez6 duktuldris képletek voltak megfigyelhetok. Tovabbi
majkarositdé modelleket vizsgalva a karcinogén dietil-nitr6zaminnal (DEN) tortént
karositas utan mar néhany nappal jelen voltak hasonlo képletek. Az intraparenchimalis
duktuluszok regeneracidban betoltott szerepét mindkét modellben kémiai hepatektomiat
kovetéen tovabb vizsgaltuk. A regenerdciot az ovalis sejtek altal elfoglalt terulet
meretével, illetve a fokuszok képzédésének dinamikajaval jellemeztiik. Mindkét
vizsgalt szovettani valtozas korabban jelent meg azokban az allatokban, amelyekben
elozetes kezeléssel megnoveltiik a duktuluszok szamat. Tehat az Gssejt kompartment

kiterjesztésével, amplifikacidjaval felgyorsithatd a majregeneracio patkanyokban.
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ABSTRACT

Liver has extremely high regeneration ability. However, if 2/3 of rats’ liver is removes
surgically (partial hepatectomy), liver mass regenerates within 7 to 9 days due the
compensatory hyperplasia of the remaining lobes. Hepatocytes maintain their
proliferative capacity. If proliferation of hepatocytes is selectively blocked, the
regeneration happens through the progenitor cells derived from stem cells in the Hering
canals. The liver grows manifold until ontogenesis too. Three possible options is known
of the architectural changing int he liver during the two types of regeneration and
ontogenesis: 1. new lobules are created, 2. lobules size increases, 3. both the Inumber
an size of lobules increase. During our experiments — with a new method — we studied
changes of lobules situated just under the surface of the organ. because they have the
same localization within the hepatic structure. By filling sinusoids with synthetic resin,
we were able able to visualize lobule borders and measure their size and number. We
assessed also the size of hepatocytes in the pericentral area, because possible
enlargement of lobules may result from both the increase in size and in number of
hepatocytes. According to our investigations, during ontogenesis the number and size of
lobules situated under the surface increases, since new lobules develop. In the early
stage of ontogenesis the size of hepatocytes also increases. In adult rats during
regeneration liver volume increased only through the increase in lobule size and through
the division of liver cells and not via their enlargement.

3 months after regeneration via progenitor cells (AAF/PH experiment), ductular
structures with narrow lumen — like Hering canals - were seen in the parenchyma of the
enlarged lobules. Ductular structures described above were also seen few days after
single diethyl-nitrosamine (DEN) treatment. With the above-mentioned two methods
we forced the formation of parenchymal ductular structures and investigated their role
in the regeneration process after partial hepatectomy. The extent and phenotype of Ov6-
positive biliary tracts present before and appearing after mitogen stimulation, as well as
the number and size of regenerative foci were investigated during the comparative study
of regeneration and hepatocarcinogenesis. Both parameters, i.e. oval cell proliferation
and foci have appeared earlier in animals in which ductuli number was increased with
prior treatment. Thus, by extending and amplifying the stem cell compartment liver

regeneration can be accelerated in rats.
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