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I. BEVEZETES

1.1. A maj mikroanatomidja

A maj latszolag az egyszerlibb szoveti felépitésli szervek kozé tartozik,
minddssze harom alapvetd szerkezeti eleme van:

(1) a portalis vénabdl, majartériabol és interlobularis epetitbol allo
portalis triasz;

(2) a centralis vagy hepatikus véna terminalis agai;

(3) és a két képlet kozott hepatocitagerendakba rendezett
majparenchima.

A majszovet legnyilvanvalobb és maig is legaltalanosabban elfogadott
alegysége a lebenyke vagy lobulus, melynek szogleteiben portalis terek, a
kozepén pedig a centralis véna talalhato.

Patkanymajban a lebenyke szélén elhelyezkedd szinuszoidok
specialis elrendez6dése biztositja a portalis véna altal szallitott vér
egyenletes elosztasat a lebenyke teriiletén.

Ettdl eltéréen human majban a klasszikus lebenykék
hatarzéndjaban, egy erekben igen gazdag, vaszkularis szeptumnak nevezett
képlet alakul ki, mely tartalmazza a portalis véna terminalis agait, és
biztositja a majlebenyke nagyjabdl egyenletes vérellatasat. Human majban a
majartéria termindlis againak lefutasa, végzddésiik a lebenyke szintjén,
jelenlétiik a vaszkularis szeptumban nem ismert.

A majsejtek  altal termelt epe elvezetésérdl  Osszetett
csatornahaldzat gondoskodik. Ennek legdisztalisabb, mar sajat bazalis
membrannal rendelkezé szakasza a Hering csatorna. A Hering csatornak
tanulmanyozasa egészen a mult szazad végéig, a majra vonatkozo
vizsgalatok legelhanyagoltabb teriiletei koz¢é tartozott, mig fel nem meriilt
annak a lehet6sége, hogy a Hering csatornakat alkot6 sejtek, bizonyos
koriilmények kozott képesek Ossejtként viselkedni. Ez esetben pedig ez az
epeut-szakasz lenne a hepatikus Ossejtek fenntartasat biztositd ,,fészek”
vagy kozismertebb nevén ,,niche”.

Ezt kovetden nagyobb figyelem fordult erre a teriiletre, azonban ezeket a
képleteket valtozatlanul csak a pozicidjuk alapjan lehetett felismerni és
fénymikroszkopos szinten, semmilyen jellegzetes markeriiket nem sikertilt
azonositani.

Szerkezetiikrdl az elektronmikroszkopia elterjedését kovetden egyre tobbet
tudtunk meg. Altalaban rovid, néhany sejt hosszisagn képzédményként
irtak le 6ket a portalis mezdk szélén, alkotasukban kozdsen vesznek részt
hepatocitak €s kolangiocitak. Koriilottiik folyamatos ,,U” alakt bazalis
membran talalhato.
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L.2 A maj szomatikus 6ssejtjei

A Hering csatorndban talalhatdé hepatikus Ossejteknek nem

feladatuk a mindennapi sejtveszteség potlasa, csak akkor aktivalodnak, ha a
majsejtek olyan karosodast szenvednek, hogy nem képesek hatékonyan
részt venni a regenerdcidban, ezért gyakran nevezik Oket fakultativ
Ossejtnek. Differencidlodasi potencialjuk beszlikiilt, de egyértelmiien
bizonyitott, hogy legalabb két iranyba, hepatocitakka és epelit hamsejtekké
is képesek atalakulni. A maj Ossejtjeibdl szarmazd progenitor sejtek
patkanymajban az ovalis sejtek, human majban az intermedier hepatobiliaris
jard vizsgalati modell patkanyban a 2-acetilaminofluorén kezelés 70 %-0s
parcialis hepatektomiaval (AAF/PHX) kombinalva.
Szamos human majelvaltozasban figyelheté meg duktularis képletek
megjelenésével jard szoveti reakcid, ezek kozil az ovalis sejtes
proliferacidhoz leginkabb hasonlod, a fulmindns majelégtelenség soran
kialakul6 atipusos duktularis reakci6é. Mind az ovalis sejtek, mind pedig az
intermedier hepatobiliaris sejtek sziik lumenti, bazalis membrannal koriilvett
csoveket alkotnak. A progenitor sejteket mind huméan, mind pedig
patkdnymajban részletesen jellemezték, embrionalis és felnétt majsejtekre,
epeut hamsejtekre, neuroendokrin sejtekre és csontveldi dssejtekre jellemzd
markerek széles skalajat expresszaljak.

1.3. A Thy-1 jelentdsége

A transzdifferenciacié jelenségének tanulmanyozasa soran a
kiilonboz6é csontveldi hemopoetikus ssejtmarkerek, igy a CD90 (Thymus
cell antigen-1 vagy Thy-1) jelenlétét is fokozott érdeklddéssel vizsgaltak,
mind patkany mind pedig human majban az Gssejtmedialt majregeneracio
soran megjelend primitiv progenitor sejtek felszinen. Petersen és
munkatarsai 1998-ban irtak le, hogy a Thy-1 antigén kimutathaté az ovalis
sejteken is, ami alatamasztand a majéssejtek csontveldi eredetét. Mas
kozlemények human majban is a progenitor sejtek Thy-1 pozitivitasarol
szamolnak be. S bar a Thyl expressziojat tobb kiilonb6z6 sejttipuson is
leirtak, mégis ez a fehérje rovid id6 alatt nagyon népszerii és széleskoriien
alkalmazott progenitor sejt markerré valt.

Kés6bb azonban megjelentek olyan kozlemények is, melyek nem voltak
Osszeilleszthetdek, s6t ellentmondasban voltak a fentebb vazolt
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elképzelésekkel. Hoppo és munkacsoportja leirja, hogy a progenitor sejtek
érését egérmajban Thy-1 pozitiv mezenchimalis sejtek segitik.
Kamo ¢és munkatarsai szintén a Thy-1 pozitiv mezenchimalis sejtekrél

szamolnak be és a progenitor sejtek érésében betoltdtt szerepiiket
vizsgaljak.
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1. CELKITUZESEK

A Hering csatornak azonositasat megkonnyitd, jellegzetes immunfenotipust
sem a ragesalok, sem a human majakban nem ismeriink, igy jelen
tanulmanyban célul tiiztiik ki:

l. A mdj sajat 6ssejtkompartmentjének legvalosziniibb forrasaul (,,stem cell
niche”) szolgalo Hering csatornak jellemzése ép human és patkany majban;

I.1.A Hering csatornak mikroanatomiaja, megoszlasa a majszovetben;

1.2. A Hering csatornak immunfenotipusanak jellemzése.

Il. A Thy-1 antigén expresszidjanak vizsgalata nagy feloldoképességii
morfologiai moédszerekkel majszovetben, a Thy-1 pozitiv sejtek pontos
azonositasa:

I1.1 A Thy-1 expresszi6 vizsgalata ép human és patkany majban;
I1.2 A Thy-1 expresszio vizsgalata a majregeneracio soran;

I1.2a. A Thy-1 expresszio vizsgalata ovalis sejtek részvételével
zajlo regeneracid soran patkanymajban;

I1.2b. A Thy-1 expresszio vizsgalata regeneralodd human
majmintakban.
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III. ANYAG ES MODSZER

111.1. Allatkisérletek

Az F-344 tbrzsbe tartoz6 him patkdnyokat az AAF/PHX
protokollnak vetettilk ala. A parcidlis hepatektomia utan kiilonb6zo
idépontokban ledlt (idépontonként és kisérletenként legalabb 3-3 allat)
allatok majat eltdvolitds utdn folyékony nitrogénen lehiitott izopentanban
fagyasztottuk, majd a mintékat felhasznalasig -70 °C taroltuk. A tenyésztés
¢és a kisérletek soran a Semmelweis Egyetem kisérleti allatok gondozésara
kidolgozott ajanlasait kovettiik.

1I1.2. Human mintak

A feln6tt human majmintak balesetben elhunyt személyekbdl, az Gjsziilott
majmintak fejlédési rendellenesség nélkiili korasziilottekbdl szarmaztak. A
duktularis proliferaciot tartalmazé majmintak (3 éves kislany, 55 éves nd)
fulminans majelégtelenség miatt majtranszplantacion atesett betegek
eltavolitott majabol szarmaztak.

A mintakat folyékony nitrogénen lehiitott izopentanban fagyasztottuk le, és
felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A human mintdkon végzett kisérleteket a
Semmelweis Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga 141/2005
szamu hatarozataban engedélyezte.

111.3. Morfolégiai vizsgalatok

A fagyasztott majakbol késziilt metszetek indirekt immunhisztokémiai
vizsgalataval jellemeztiik a Hering csatornakat patkany illetve human
majakban. A  Hering csatorndk elrendezédésének — vizsgalatakor
sorozatmetszeteket hasznaltunk. A regeneracio soran a Thy-1 pozitiv sejtek
pontos elhelyezkedésének vizsgalatihoz harmas immunhisztokémiai
vizsgalatokat alkalmaztunk.

111.4. Kolokalizacios vizsgalatok

A Thy-1 pozitiv sejtek azonositasahoz a kolokalizacios vizsgalatokat a NIH
Image J nevii programjaval végeztiik el.
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111.5. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A Thy-1 pozitiv sejtek részletes vizsgalatahoz elektronmikroszkdpos,
immunelektronmikroszkopos vizsgalatokat is végeztiink.

111.6. Génexpresszios vizsgalatok

Az AAF/PHx protokoll szerint kezelt allatok majabol ovalis sejteket
mikrodisszekaltunk PALM MicroBeam lézer mikrodisszektor segitségével.
A disszekalt sejtekb6l valamint ép patkany majbol, de AAF/PHXx protokoll
szerint kezelt teljes majmintakbol is RNS-t izolaltunk. Valamennyi minta
esetében reverz transzkripciot koveté valds-idejii kvantitativ PCR (Q-RT-
PCR) analizissel, a ACT mddszert alkalmazva végeztiik el az AFP, a Thy-1,
valamint az SMA mRNS-ének mennyiségi meghatarozasat.
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IV. EREDMENYEK

1V.1. Az epeutak elrendezédése és immunfenotipusa ép patkany
majban

Normal patkanymajbol készitett fagyasztott metszeteken a laminin
pozitiv  bazalis membrannal hatarolt interlobularis epeutak erds
citoplazmatikus pozitivitdst mutattak mind citokeratin7 (CK7), mind pedig
citokeratinl9 (CK19) festéssel. Részletesen elemezve az
immunhisztokémiai reakciokat, a portalis mezok szélén olyan kis epeutak
voltak megfigyelhetoek, melyek bar festédtek CK19 antitesttel, de CK7
expresszio nem volt benniik kimutathat6. Ezek koriil a kis epeutak koriil is
mindig megfigyelhetd volt bazalis membran, ami a Hering csatornakra
jellemzd parenchima felé nyitott, ,,U” alaku elrendez6dést mutatott. Ez a
kiilonleges CK19+/CK7- citokeratin mintazat tehat lehetdvé teszi a Hering
csatornaknak a nagy epeutaktol vald elkiilonitését ép majszovetben.

Részletesen elemezve, sorozatmetszeteken végigkdvetve a CK7 negativ
epeutak lefutdsat, oszlasi mintdzatuk alapjan 3 f6 duktulus-tipust sikertilt
elkiiloniteni, eléfordulasi aranyuk az elemzett metszeteken nagyjabol
azonos volt és soha nem Iépték at a hatarold lemezkét, a majlebenyke
belsejében nem talaltunk sem CK7, sem CK19 pozitiv epeutakat.

1V.2. Az epeutak elrendezédése és immunfenotipusa ép human
majakban

Vizsgalataink soran az ¢ép human majban minden epelt
CK19+/CK7+ kettés pozitivnak bizonyult, tehat a patkanyban megismert
CK19+/CK7- immunfenotipus human majban nem alkalmas a Hering-
csatornak azonositasara.

Vizsgalataink soran szamos, irodalomban gyakran leirt progenitor
sejt marker (AFP, kromogranin, szinaptofizin, DMBT, DLK, CEA, CK20
és CK14) jelenlétét nem sikeriilt detektdlnunk az epeutakban, masok pedig
nem kiilonitették el a vaszkularis szeptumban taldlhatd, kis epeutakat a
portalis terekben elhelyezkedd nagyobb interlobularis epeutaktol (EpCAM,
E-cadherin). A vizsgalt markerek kozill, csupan harom fehérje
expresszidjaban mutatkozott kiilonbség: EMA, CD133 és a CD56.

Az EMA (epitelidlis membran antigén) jellegzetes linearis
membran lokalizacidjii reakcit adott az interlobularis epeut-hamsejtek
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apikalis polusan, azonban a vaszkularis szeptumban talalhat6 epeutak EMA
negativnak bizonyultak. Ettél eltéréen a CD133 ¢és CD56 féként a
vaszkularis szeptum kis epeutjaiban expresszalodtak.

Sorozatmetszeteken vizsgalva az epeutak lefutasat azt talaltuk,
hogy a szomszédos portalis terektdl indulva egy képzeletbeli porto-portalis
vonal mentén, a vaszkularis szeptumban haladnak, a porto-portalis szakasz
feléig terjednek be. Az epeutak mindig perilobularisan, a majlebenykék
kozott haladtak. Mind a portalis térben, mind pedig a vaszkularis
szeptumban elhelyezkedd epeutakat immunhisztokémiai reakcioval jol
lathato kevés I-es tipusu kollagént tartalmazd matrix veszi koriil, mely
azonban specidlis kdtészoveti festéssel (pikrosziriusz) sem volt kimutathato.
Perilobularis lefutdsuk soran az epeutakat a vaszkularis szeptumban erek
kisérik. A CD31 pozitiv vaszkularis képletek koziil a kdzvetleniil az epeutak
mellett haladé erek az NG2 artéria markerrel is festddést mutattak.

A Hering csatornak ¢p human majban a majparenchimahoz kozel,
de szintén a majlebenyke teriiletén kiviil, a vaszkularis szeptumban
helyezkednek el. Jellemz6 rajuk CD56+/CD133+/EMA- immunfenotipus.

1V.3. A Thy-1 expresszio ép patkany és human majakban

Kontroll patkanymajban a Thy-1 expresszidja a periportalis teriiletekre
korlatozodik: Thy-1 pozitiv idegrostokat talaltunk a periportalis tér képletei
koriil, legintenzivebben a majartéria agai koriil. Az idegrostokon kiviil a
Thy-1 egy, a nagy epeutakat koriilvevé felh8szeril struktirat is jelol. Ezt a
felhszeri képletet a nagy epeut bazalis membranjan kiviil egy rétegben
elhelyezkedd, megnyult sejtek alkotjak, melyek teljesen hidnyoznak a
kisebb epeutak korl.

A normal patkdnymaj dezmin, Thy-1 és simaizom aktin (SMA)
expressziojanak Osszehasonlitasat sorozatmetszeteken a fenti markerek
immunhisztokémiai  kombinaldsdval végeztik el. A dezmin a
majparenchimaban talalhaté ,stellate” sejteket a portalis térben a
vaszkularis képleteket jeloli, és jelzi a nagyobb epeutak koriil talalhatd
peribiliaris kapillaris plexust is. A Thy-1-et a peribiliaris kapillaris plexus is
expresszalja valamint a periportalis k6t6szovetben is megfigyelheté néhany
Thy-1 pozitiv sejt. Az SMA csak a portalis véna-, a majartéria-, valamint a
peribiliaris kapillaris plexus falaban expresszalodik. Ep patkanymajban
tehat a peribiliaris kapillaris plexus szintjén a Thy-1, simaizom aktin és
dezmin kolokalizacioja figyelheté meg, de a nagy epeutak koriil talalhato
Thy-1 pozitiv sejtek SMA és dezmin negativnak bizonyultak.

11
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A Thy-1 expressziét megvizsgaltuk ép human maj kiilonb6z6 fejlédési
stadiumaiban és felndtt korban egyarant. Az itt megvizsgalt epeutak
hamsejtjei minden vizsgalt idépontban Thy-1 negativnak bizonyultak.

1V.4. Thy-1 expresszio a majregeneracio soran

Parcialis hepatektomia utan 9 nappal az ovalis sejtek alkotta, sziik lumennel
rendelkez6 csovek beterjednek a méjlebenyke teriiletére. A duktusok
folyamatos bazalis membrannal rendelkeznek. A Thy-1 szignal a duktusok
ko6zelében, de azok bazalis membranjan kiviil lathato.

Ezt az  eredményt megerdsitettik  immunelektronmikroszk6pos
vizsgalatokkal. Thy-1 pozitiv reakcidonak megfelelé fekete csapadék csak a
periduktalis sejteken és a duktusokat koriilvevd, a bazalis membranhoz
ugyan kozel, de ezen kiviil elhelyezkedd, hosszi citoplazmatikus
nyulvanyokon figyelheté meg.

Az irodalomban jol ismert jelenség a Thy-1 molekula ,,sheddingje”, azaz
vedlése. Felmeriilt, hogy az ovalis sejtek altal termelt Thy-1 vedlés révén
keriil a periduktalis sejtekre. Ezért megvizsgaltuk a Thy-1 mRNS
expressziojat 1ézer mikrodisszekcioval nyert ovalis sejtpopulécion is.

Mig a kontroll majmintdkban a GAPDH-hoz viszonyitva kis mennyiségii
alfafetoprotein, Thy-1 és SMA mMRNS volt jelen, addig az AAF/PHXx-
modellben, a majszévetbdl izolalt mintaban a Thy-1 és SMA mellett az
ovalis sejtek jelenlétének megfeleléen Oriasi alfafetoprotein szintet
detektaltunk.

A 1ézer mikrodisszekcidval nyert ovalis sejt populacioban csupan ezekre a
sejtekre jellemzo alfafetoprotein mRNS-t talaltunk, SMA és Thy-1 mRNS-t
nem sikeriilt detektalnunk.

Elhelyezkedésiik és morfologiajuk alapjan a Thy-1 pozitiv sejtek
leginkabb miofibroblasztnak, vagy ,stellate” sejtnek feleltek meg, igy
immunhisztokémiai vizsgalataink soran ezek legismertebb markerével az
SMA-val és dezminnel is kombinaltuk a Thy-1 antitestet. A kolokalizacios
vizsgalatok elvégzése utan a Thy-1 pozitiv sejtek 81%-a bizonyult SMA
pozitivnak is, az SMA sejtek 58%-a volt Thy-1 pozitiv is. Hasonlo
kolokalizacios kisérletben a Thy-1 pozitiv sejtek csupan 6,8%-a bizonyult
desmin pozitivnak is.

Human majban az atipusos duktuldris reakcid soran, periportdlisan, az
ovalis sejtek alkotta csévekhez hasonld, sziik lumennel és folytonos bazalis
membrannal rendelkezd, intermedier hepatobilidris sejtek altal felépitett
duktusok figyelhetéek meg. A duktusok kozott hosszi citoplazmatikus
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nyulvanyokkal rendelkez6 Thy-1 pozitiv sejtek helyezkednek el, az
intermedier hepatobiliaris sejtek nem festédtek a Thy-1 ellenanyaggal.
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V. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

. A m4j szomatikus Ossejtjei szamara specidlis mikrokdrnyezetet biztositd
Hering csatorndkra patkdny ¢és human majakban egyarant specialis
elrendezddés és egyedi, az azonositidsukat lehetévé tevé immunfenotipus
jellemzo:

I.1. Patkdnymajban ezek az epeutak periportalisan helyezkednek
el, itt csatlakoznak a zarolemezkét alkotd hepatocitakhoz és
CK19+/CKT7- festodéstiek.

1.2.Humén méajmintakban ezek az epeut-szakaszok
intraparenchimalisan ugyan, de a majlebenykék teriiletén kiviil,
rudimenter vaszkularis szeptumban a majartéria és portalis véna
terminalis agaival egyiitt haladnak és CD56+/CD133+/EMA-
immunfenotipus jellemzi dket.

Il. A Thy-1 mRNS és fehérje egyarant jelen van az ép és regenerald
majszdvetben:
I1.1. Ep human és patkany majban a peribilidrisan elhelyezkedd
Thy-1 pozitiv sejtek, SMA ¢és dezmin negativitisuk miatt leginkabb
portalis fibroblaszt”-nak felelnek meg. A Thy-1 antitesttel fest6dést
mutattak a portalis térben talalhatd idegrostok is.
11.2. A regeneracio soran:
I1.2.a. Patkdnymajban az ovalis sejtek nem expresszalnak
Thy-1-t, tehat a Thy-1, mint hemopoetikus 6ssejtmarker
nem alkalmas az ovalis sejtek csontvel6i eredetének
vizsgalatara és bizonyitasara. Kimutattuk, hogy a Thy-1
mRNS ¢és fehérje nem az ovalis sejtekben, hanem a veliik
szoros  kozelségben, bazdlis membranon  kiviil
elhelyezkedd miofibroblasztokon van jelen.
I1.2.b. Human méajakban a regenericié soran az
intermedier hepatobiliaris sejtek szintén Thy-1 negativnak
bizonyultak; a Thy-1 fehérje az intermedier hepatobiliaris
sejtek alkotta csovek kortl elhelyezkedd
miofibroblasztokat jeloli.
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Koszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik segitették PhD munkam
elkészitését:

-A szakmai fejlédés izgalmas, de olykor krizisekkel tiizdelt Gtjan mindig
segitségemre voltak: témavezetém Prof.Dr.Nagy Péter és Dr.Paku Sandor,
akiknek, ezért halas koszonettel tartozom; intellektualis eleganciajuk és
szakmai nagyvonalisdguk, valamint tarsadalomkritikai latdasmodjuk
kovetendd példat allitott, mint ahogy naprakész tudomanyos felkésziiltségiik
is. Dr.Paku Sandornak metodikai ismereteim jelentds részét is kdszonhetem.
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-K6szonom  Prof.Dr.Matolcsy ~ Andras  intézetigazgatonak  lelkes
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hematopatologiai labor munkak6zosségének kiilon kdszondm a munkamban
nyujtott segitségiiket.

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

-Nagyon sok koszonet illeti Prof.Dr.Pavai Zoltan-t, aki kezdetektol
szemtangja illetve aktiv alakitoja volt a szakmai ,,kiizdelmeimnek”.

-A dolgozatommal kapcsolatban a rengeteg tanacsot, "helyjjessirassy"
hibaim kijavitasat, a szakmai kérdéseket - amelyek alapjan dolgozatom
atszerkesztettem, hogy egyszeriibb, kozérthetobb és szakmai szempontok
alapjan mégis megfeleldé munkat készithessek -, hazi opponensemnek,
Prof.Dr.Kovalszky Ilonanak koszonhetem.

-K6szondm Bugyik Edinanak barati és szakmai tdmogatasat, valamint az
igen kellemes ,,laborhangulat” megteremtését.

Ko6szonom Dr.Spisak Sandornak szakmai segitségét és hasznos tanacsait.
Halas vagyok tovabba a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai Intézet
munkatarsainak, hogy munkam soran segitettek és tdmogattak, név szerint
Dr. Baghy Kornélianak, Dr. Bodor Csabdnak, Dr. Balogh Zsoéfianak,
Dr.Moskovszky Lindanak, Csizmadia Annamarianak.

Végill, de els6sorban koszondm csaladomnak, hogy mindvégig
tamogatottak, biztattak, biztositottdk a munkdmhoz sziikséges nyugodt
hatteret, nélkiiliik ez a disszertacié nem késziilhetett volna el.
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