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. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC avidin biotin complex

AFP alfa fetoprotein

AR amphiregulin

BrdU bromodeoxyuridin
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CAR- constitutive androstane receptor
CCl4 széntetraklorid

CD cluster of differentiation

CDK cyclin dependens kinaz

CDKI cyclin dependens kinaz inhibitor
cDNS ciklikus dezoxiribonuklein-sav
CEA carcinoembrionalis antigén

CK citokeratin

Cyp cytochrome P 450

Cys cisztein

DAB diaminobenzidin

DEPC dietil pirokarbonat

DLK1 delta- like kinaz-1

DMBT-1 deleted in malignant brain tumor 1
DNS dezoxiribonuklein-sav

dNTP deoxinukleotid difoszfat

ECM extracelluléris matrix

EGF(R) epidermal growth factor (receptor)
EpCam epithelial cell adhesion molecule
EMA epithelialis membran antigén

ERK extracellular signal regulated kinase
FHF fulminant hepatic failure

FNH fokalis nodularis hyperplazia

g nehézségi gyorsulas

Gadd45b growth arrest and DNA damage induced gene-45b
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MRNS

NF-xB
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glyceraldehyd 3-foszfat dehydrogenaz

heparin binding epidermal growth faktor
hepatic growth factor

interleukin-6

lymphotoxin alpha

minor groove binding

minute (perc)

messenger (hirvivo) ribonuklein-sav

micro

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nem fluoreszcens quencher
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National Institutes of Health

polimeraz

primer biliaris cirrhosis

proliferating cell nuclear antigen

parcidlis hepatectomia

peroxisome proliferator-activated receptor alpha
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retinoic acid receptor

retinoid X receptor
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signal transducer and activator of transcription 3
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transforming growth factor
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tumor nekrozis faktor (receptor)
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II. IRODALMI HATTER

I1.1. Sejtproliferacioval jaré folyamatok a méajszévetben

A gerincesekben a m4j igen sokrétti, bonyolult feladatokat ellatd létfontossagu szerv. A
majnak oriasi funkcionalis tartalékai vannak, és igen hatékonyan tud regeneralédni, ha
karosodas éri. A maj feladatainak ellatasdban kozponti szerepet jatszanak a
hepatocytak/majsejtek, de az egyeb sejtes elemek is nélkiilzhetetlenek a maj megfeleld
funkcidinak fenntartasahoz. A majsejteket érinté betegségek, karosodasok esetén a
szervezet miikodésében szamos terlleten zavar keletkezik. Ha a funkciondlis tartalékok
kimerllnek, a majmiikodés dekompenzacidja, majelégtelenség 1éphet fel.

Egészséges felndtt szervezetben a majsejtek stabil sejtek, GO fazisban vannak,
¢lettartamuk meglehetésen hossz, DNS szintézisiik minimalis, nagyon ritkan
osztodnak.

Eléfordulnak illetve el6idézhet6k azonban olyan allapotok, amikor az érett hepatocytak

intenziv proliferaciét mutatnak.

A majsejtek proliferacidjat in vivo és in vitro is tudjuk vizsgalni.

Az egyedfejlodés soran a szerv kialakuldsakor intenziven osztodnak a hepatoblastok
majd a hepatocytak, amig a maj el nem éri a megfeleld méretet. Ez az iddszak alkalmas
a fiziologias majsejt proliferacid vizsgalatara. Kiterjedt parenchyma kérosodas
regeneratorikus vagy kompenzatorikus névekedési reakciét valt ki. Bizonyos anyagok,
az ugynevezett primer hepatocyta mitogenek hatasara elézetes karosodas nelkal is
osztddni kezdenek a majsejtek.

A hepatocyték proliferdcidjat in vitro primer sejtkulturédkban vizsgalhatjuk.

Az egyedfejlodés soran az endoderma eredetli méjbimbobol fejlodik ki a maj. A
majbimbd hepatoblastjai nagy proliferativ aktivitassal rendelkeznek. A hepatoblastok
legalabb bipotencialis sejtek, két iranyba tudnak differencialédni, egyrészt
hepatocytdkka, masrészt bilidris epithelsejtekke. A periportélis kotészovettel
kapcsolatban 1évé sejtekbdl fejlédnek ki az epeutak a ductalis plate remodelling soran

[1, 2]. A hepatoblastok masik része fokozatosan erett hepatocytakka differencialodik.
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Feln6tt szervezetben szovetkarosodast kovetéen, a megmaradt majsejtek GO fazisbol
visszalépve a sejtciklusba osztodni kezdenek és igy képesek pétolni a hianyzé szovetet.
Kiserletes korulmenyek kozott leggyakrabban két mddszert alkalmaznak a méajkarositas
eloéidézésére. A maj egy reszenek sebeszi eltavolitasat parcialis hepatectomianak
nevezzilk (PH) [3]. Ezt kovetéen a maradék szdvetben necrosis nem jon létre, a
proliferacids folyamatok szinkronizaltan, jelentdsebb gyulladas nélkiil zajlanak.
Kiilonb6z6 vegyszerekkel (példaul CCl4-dal) necrosis, vagy ugynevezett kémiai
hepatectomia idézheté el6, ebben az esetben a necrosis miatt kezdetben a gyulladasos
folyamatok dominalnak [4].

Ha a hepatocytdk osztddasa valamiért gatolt, példaul virus infekcié vagy vegyszerek
hatdsa miatt, akkor a majban talalhatd progenitor sejtek aktivalodasa, proliferacidja és
differencialodasa teszi lehetévé a majsejtek potlasat [5-7]. Kiilonbozé kisérleti
rendszerekben tobbféle majbeli sejtcsoportrdl is leirtak, hogy progenitor sejtekként
képesek viselkedni, leggyakrabban azonban a Hering-csatornakat felépité kis, atmeneti
fenotipusu sejtek képesek ilyen feladatot ellatni. Ragesalokban a progenitor sejtekbdl
szarmazo, kis ovalis maggal rendelkez6 ugynevezett ovalis sejtek alkotjak a progenitor
sejtek amplifikdciés kompartmentjét. Az ovalis sejtek intenziv proliferaciot kdvetden
képesek majsejtekké differencialodni [8, 9]. Sokaig kérdéses volt, hogy mik lehetnek az
ovalis sejtek megfelel6i human majban, mert pontosan ilyen morfoldgidju és fenotipusu
sejteket nem tudtak azonositani. Mara azonban altalanosan elfogadottnak tekinthetd,
hogy az emberi méajban zajl6é ductularis reakcidk, vagy legalabbis azok bizonyos formai
tekinthetdk ekvivalensnek a patkanyok méjaban eléforduld ovalis sejtes proliferacioval
[10, 11].

Maés kisérleti rendszerekben felmeriilt, hogy hemopoetikus vagy egyéb Ossejtek is
szerepet jatszanak a maj regeneracioban. Ezeknek a megfigyeléseknek egy részérdl
bebizonyosodott, hogy példaul sejtfizido kovetkeztében kialakult miitermékek vezették
félre a kutatokat. A ma legelfogadottabb allaspont szerint, ha képesek is egyaltalan a
hemopoetikus Ossejtek hepatocytakka differencialodni, a folyamat hatékonysaga olyan
kisfoku, hogy nincs igazan bioldgiai jelentésége. [5, 12, 13].

Bizonyos anyagok a méj elézetes karosodasa nélkiil is hepatocyta proliferaciot képesek
eléidézni in vivo, ezeket az anyagokat az irodalomban primer méj mitogéneknek

nevezzik [14, 15]. Jelent6ségiiket tobbek kozott az adja, hogy a majsejtkarosodas
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kapcsan beinduld szabalyozott hepatocytaproliferaciotol kilonb6z6 —szignalutakat
aktivalnak és kovetkezményeik is kiilonboznek a regenerativ novekedéstol.

Primer hepatocyta kultdrakban is atmenetileg szaporodasra birhatok a majsejtek,
azonban a folyamat el6idézéséhez kiilonb6z6 szignalok sziikségesek. A kultdrakban a
majsejtek csak korlatozott szdmu osztodasra képesek [16, 17]. A leghatdsosabb és
leghasznalhatébb mitogénnek a hepatocyta ndvekedési factor (HGF), az epidermalis
novekedési factor (EGF) és a transzformald ndvekedesi factor alfa (TGFa) bizonyult
[18]. Maés vegylletek, példaul norepinefrin [19, 20], prosztaglandinok [20],
tumornecrosis factor (TNF) [21], interleukin 6 (IL6), 6sztrogének [22] és az insulin
[23] ©nmagukban nem okoznak szignifikans mitosis szdm ndvekedést, de igen
jelentdsen novelik az el6zéekben emlitett mitogének hatasat.

Az O6nmagukban is mitogén hatast komplett mitogének mind a primer kultarakban,
mind az ¢l6 allatokban hatasosak, utobbiakban a hepatocytdk DNS szintézisét,
proliferaciojat, a méaj megnagyobbodasat okozzak.Az O6nmagukban nem mitogén
anyagok hatasahoz szlikséges szignalutak gatlasaval a méaj regeneréciojat csak lassitani
lehet, de meggatolni nem [24].

Az egyedfejlédés és kompenzatorikus regeneracio esetében nagyon sok a kozos pont,
részben ugyanazon szignalutak aktivalodnak. Ezen folyamatok egy része primer
hepatocyta sejtkultirakban is tanulmanyozhato.

A primer mitogének altal el6idézett proliferacio esetében mas szignalutak aktivalddnak,
ezek a folyamatok azonban csak in vivo vizsgalhatok, mivel a primer hepatocyta
mitogének sejtkultirdkban nem valtanak ki mitotikus véalaszt. Tanulmanyozasuk
azonban Uj lehet6ségeket nyithat meg a karosodott maj miikodésének helyreallitdsaban.
Munkankban részletesen a kompenzatorikus hyperplaziaval és a primer hepatocyta

mitogének okozta majsejtproliferacioval foglalkozunk.

11.1.1. Kompenzatorikus hyperplazia (Parciélis hepatectomiat koveté
regeneracio)

A maj egy részének sebészi eltavolitasat (PH) kovetéen a méj tdmeg gyors potlodasat

tradiciondlisan regenerdcionak nevezik. BiolGgiai értelemben azonban ez a reakcio

kompenzatorikus hyperpldzianak felel meg, mert az eltavolitott lebenyek nem ndnek

Ujra, hanem a rezekalt méjrészlet a visszamaradt lebenyek megnagyobbodasa révén



doi:10.14753/SE.2013.1780

potlodik [25, 26]. Hasonld szoveti reakcid eldidézheté a majszovet egy részének
vegyszerrel (példaul CCl4) eldidézett necrosisaval (kémiai PH) is. Ebben az esetben
azonban az okozott necrosis intenziv gyulladasos reakcidét valt ki, ezért sokkal
gyakrabban vizsgaljak a ,.tisztabb” kisérleti rendszernek tekintheté sebészi parcialis
hepatectomiat kovet6 regeneraciot [27]. A kiserlet elterjedését elosegitette az is, hogy az
egerek és patkanyok madja jol tagolt lebenyekbdl all, ami megkdnnyiti a hepatectomia
elvégzeéset.

Egerekben és patkanyokban leggyakrabban a maj kétharmadanak eltavolitasa utani
regeneraciot vizsgaljak. A folyamat meglehet6sen gyors, a maj témege 5-7 nap alatt all
helyre. Emberben a regeneracié valamelyest lassibb, a maj felének -eltavolitasat
kovetden koriilbeliil egy honapra van sziikség az eredeti tomeg helyreallitasahoz [28].
Egeszséges allatokon végzett parcidlis hepatectomiat kovetden az elveszett majszovet
potlasa a hepatocytadk osztddasa révén torténik. Strukturalis értelemben a regenerativ
novekedés jelentdsen kiilonbozik az egyedfejlodés soran zajld gyarapodastol. Mig fiatal
allatokban a maj novekedeséhez hozzajarul a majsejtek megnagyobbodésa és Uj
lebenykék (lobulusok) kialakulasa is, a kompenzatorikus hyperplazia soran az amugy is
meglévd lebenykék nagyobbodnak meg, Gjabbak nem képzédnek[26]. Sokan elemezték
a regenerdcié beinditdsdban és ledllitasaban szerepet jatsz6  molekuléris
mechanizmusokat is [26, 28].

A kompenzatorikus hyperplaziaban résztvevé molekulakrol illetve szignalutakrol
szamos adat all rendelkezésunkre.

A kompenzatorikus hyperplazia kapcsan harom, egymassal tobb ponton kapcsol6do
molekuléris halozat aktivalodik. A citokinek, novekedési faktorok és metabolikus
szabalyoz6 utak nem csak kapcsolatban vannak egymassal, de tobb molekula

mindharom halézat miikodésében részt vesz [24] (1. abra).
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1. abra: Citokinek, ndvekedési faktorok és metabolikus faktorok megjelenése a

parcialis hepatectomiat kdveté kompenzatorikus hyperplazia soran [24]

Szamos kisérlet bizonyitja, hogy a regeneracioban résztvevé molekulak funkciojaban
nagyfokl az atfedés és az egyes szignalutak blokkolasa nem hidsitja meg a folyamatot,
csak keslelteti.

Citokinek

A parcialis hepatectomiat kovetd elsé 5 déraban szamos citokint kodold gen expresszidja
megvaltozik. Az eddigi vizsgalatok alapjan fontos szerepe van a regeneracio ezen
szakaszaban a TNF és IL6 mRNS és szérum szint ndvekedésének [29], a STAT3
aktivaciojanak [30, 31]. A TNF a Kuppfer sejteken 1évé TNFR1-en hatva aktivalja a
NF-kB-t. Mind a TNF mind az IL6 az NF-xB célgénje, igy aktivalodasakor a TNF és
IL6 genek expresszidja fokozodik, mennyiségiik a szérumban megnd. A TNF sajat
receptoran hatva tovabb néveli az NF-kB aktivitasat, mig az IL6 a hepatocytakon 1évé
gp130 és gp80 alegységbdl allo receptorahoz kotddve aktivalja a STAT3 monomert. A
STATS3 a sejtmagba jutva részben a Socs3 expressziojanak novelésével csokkenti a sajat
foszforilaciojat, részben a regeneracioban résztvevd kaszkad elemeit aktivalja [32]. A
gpl30 aktivacioja egy masik szalon, az ERK1/2 aktivacidjan keresztil is a
regeneracioban szlkséges gének aktivacidjahoz vezet.

A citokinek fontos szerepét bizonyitja az a megfigyelés is, hogy bizonyos citokinek,
novekedési faktorok jelenlétében képesek a normalisan nyugvé allapotban 1évé
majsejteket osztddasra birni parcialis hepatectomia nélkil is é16 szervezetben. A normal

majban GO fazisban 1év6 sejtek minimalisan reagalnak az in vitro mitogénként mikodo
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TGFa, EGF és HGF adagolasara. Patkanyban ezen mitogének mellett alkalmazott TNF
injectio a majsejtek 40%-at osztodasra birta [21].

Ugyanakkor 6nmagaban TNF hianya nem gatolja meg a regeneraciot, hiszen egyeb
ligandok, példaul a lymphotoxin alfa (Lta) is képesek a TNFR1-hez kotédni és
elinditani a signalt [33].

Az IL6 szerepe a m4j regenerdcidjdban meég nem tisztazott minden részletében, de
kimutattdk, hogy az azonnali korai gének korulbellil 40%-anak a mikodését
befolyasolja [34, 35]. Az IL6-nak proliferativ hatasa mellett antiapoptotikus hatast is
tulajdonitanak [36, 37].

A citokinkaszk&d parcidlis hepatectomiat kovetd beinditasaban a veleszlletett
immunrendszernek fontos szerepe van. A C3a, C5a eés MyD88 szintén képes az NF-xB
aktivalasara [38].

A TGFp1 szerepe a parcialis hepatectomiat koveté majsejt proliferacioban, majd a
regeneracid ledllitdsaban az egyik leginkabb vizsgalt jelenség. A TGFB1 primer
hepatocyta kultirakban hatiasos mitoinhibitorként miikodik. Parcialis hepatectomiat
kovetden szérumszintje 2-3 O0ran belil megemelkedik, maximalis szintjét a 2-3. napon
éri el [39, 40]. A proliferal6 hepatocytdk azonban rezisztensek a TGFB1 mitoinhibitor
hatdsara [40]. Felmeriil a kérdés, hogy akkor mi a szerepe a korai TGFB1 szint
emelkedésnek a hepatectomiat kdvetd regeneracidban. Egyes kisérletek szerint az
extracellularis térben 1évé TGFB1 a m4jsejteket GO fazisban tartja, innét felszabadulva
és a szérumba jutva ezen a hatas aldl a hepatocytak felszabadulnak és képesek osztodni
[41, 42].

A TGFp1-t tartjak felelésnek a regenerdcio befejezéseért is, bar kisérletekben ezt
egyértelmiien bizonyitani nem sikeriilt. A TGFB1 szerepérdl részletesebben egy késdbbi
fejezetben lesz szo.

Novekedési faktorok

A novekedési faktorok a G1-bél S fazisba valo atmenet szabalyozasaban vesznek részt.
A HGF és EGF receptoron hato ligandok fontos névekedési faktorok a majregeneracio
soran [43, 44]. A HGF-t a mesenchymalis sejtek termelik és a hepatocytakon hat,
receptora a cMet. Parcialis hepatectomiat kovetéen az extracellularis matrixban kotott
allapotban 1évé HGF felszabadul, szérumszintje az els6é harom oéraban 10-20szoroséra

novekszik, majd az 0j HGF szintézise is megindul. Kisérletesen bizonyitottak, hogy a

10
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HGF/cMet szignalit szikséges a parcidlis hepatectomiat kovetéen a sejtciklusba vald
belépéshez, ez az Ut szintén aktivalni tudja az ERK1/2-t [45]. Mind a c-met, mind az
EGFR tirozin kinazok, aktivalédasuk szamos intracellularis signalutat befolyasol. A
Ras-Raf-MEK szignalat kapcsolatot jelent a citokinek és novekedési faktorok mitkkodése
kozott, és aktivalva az ERK1/2-t, in vitro hepatocyta proliferaciot, in vivo DNS
replikaciét okoz.

Az EGF receptoron hato ligandok koze tartozik az EGF-en kiviil a TGFa, a heparin-
binding EGF-like névekedési faktor (HB-EGF) és az amphiregulin (AR).

A TGFo-t a majsejtek termelik és azokon is fejti ki hatasat, a majsejtek proliferaciojat
serkenti. TGFa-t overexpresszalo transzgén egerekben az allandd magas TGFa szint
folyamatos hepatocyta proliferaciot, daganatképzédést idéz el6 [46]. A TGFo hianya
nem gatolja a maj regeneraciot PH utan, feltehet6en az egyéb EGFR-en hat6 ligandok
kompenzaljak a hianyat [47].

HB-EGF korabban expresszalodik PH utan, mint a HGF és TGFa. Fontos szerepére
utal, hogy mig 30%-o0s parcialis hepatectomia nem valt ki a majban rendezett DNS
replikaciét, addig ez HB-EGF-ral kombinalva beinditja a koordinalt DNS szintézist
[48]. Ugyanakkor a HB-EGF hianya csak csokkenti a 70%-0s hepatectomia utani
regeneraciot, feltehetéen a korabban beindulé TGFa termelés kompenzalja részlegesen
a hianyat.

Az amphiregulin is a regeneracidt segité novekedési faktor, hidnyaban jelentdsen
csokken a parcialis hepatectomiat koveté DNS replikacio [45].

Metabolikus utak

Parcialis hepatectomia utani allapotban a fehérje transzlacio fligg a szervezet taplaltsagi
és energiadllapotatél. Aminosavak adagolasaval egészséges patkdnyokban DNS
replikacidt értek el méjban, mig aminosavak hianyaban a PH uténi regeneracié zavart
szenved [49, 50]. PH utan p70 S6 kinaz aktivitasa megnd, mig a 4E-BP1 (transzlacid
represszor) aktivitdsa csokken. Mindkét fehérjére hat az mTOR, ami egy komplex
részeként érzékeny a szervezet taplaltsagi allapotara és energiaszintjére, valamint a
ndvekedeési faktorok szignéljait is fogadja, igy koordinalva a fehérje transzlaciot és
sejtnovekedést [51, 52].
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A citokinek és novekedési faktorok miikodésének dsszehangolasaban jelentds szerepet
tulajdonitanak az egyes citokinek példaul TNF altal aktivalt matrix metalloproteazoknak
is [53].

11.1.2. Pimer hepatocyta mitogének altal kivaltott folyamatok

A primer hepatocita mitogének a majsejtek elézetes pusztulasa nélkil okoznak
hepatocita proliferaciot. Igen sokféle anyag mitkddhet primer méjsejt mitogénként, az
utobbi évek vizsgalataival szamuk folyamatosan novekszik. Primer méjsejt mitogénként
sikerllt azonositani példaul peroxysoma proliferatorokat, halogenizalt szénhidratokat
(mint a TCPOBOP), retin savakat, thyroid hormonokat [54]. Ezen anyagok egy része
jelen van a normal szervezetben és szd&mos hatasuk van a hepatocita proliferaciot
serkentd hatasukon kiviil is, példaul ismert a thyroid hormonok szerteagazo hatasa vagy
a peroxisoma proliferatorok hatdsa a lipidanyagcserére. A primer hepatocyta mitogének
szerkezetileg meglehetésen soksziniiek, kozos tulajdonsdguk azonban, hogy
transzkripcids faktorként miikodd nucledris receptorokon hatnak. Ilyen receptorok a
peroxisome proliferator aktivalt receptor-alfa (PPARa), retinsav receptor (RAR),
thyroid hormon receptor (THR), konstitutiv androszten receptor (CAR) [54].

Egyszeri dozis primer hepatocyta mitogént alkalmazva a maj DNS tartalma 2-3 nap alatt
megduplazaddik, de az S fazis id6beni megjelenése és a mitogén stimulus eréssége fiigg
az alkalmazott mitogént6l [55]. A primer mitogének hatasa fajspecifikus és csak in vivo
okoznak majsejt proliferaciot, szovettenyészetben nem mitkodnek mitogénkent. K6zos
jellemzdjiik, hogy adagolasukat megsziintetve szabalyozott apoptotikus folyamatok
eredményeképpen a maj mérete és DNS tartalma visszatér a kiindulasi értékre [55].

A majsejt proliferacionak szerepet tulajdonitanak a hepatocarcinogenesisben, bar a
pontos mechanizmus nem ismert. Ennek megfeleléen egyes primer mitogének
(TCPOBOP) mind promoter, mind 6nall6 carcinogén hatéssal is rendelkeznek [56].
Ugyanakkor a szintén primer mitogénként viselkedd trijodthyroninr6l kimutattak, hogy
Kisérleti korilmények kozott patkdny majban a mesterségesen létrehozott hyperplasticus
nodulusok szamat csokkentette. Egyidejlileg alkalmazott carcinogén és trijodthyronin
esetében a hepatocellularis carcinoma ¢és tiidémetasztazisok kialakulasanak
valoésziniisége szintén jelentésen kisebb volt, mint a csak carcinogénnel kezelt allatok

esetében [57].
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11.1.2.1. TCPOBOP

Szamos hepatomitogénrél mutattak ki, hogy a nuklearis receptorcsaladhoz tartozé
receptorok, példaul peroxiszoma proliferator aktivalt receptor-alfa (PPARa), retinsav
receptor (RAR), thyroid hormon receptor (THR), konstitutiv androsztén receptor (CAR)
ligandjaként mukodik. A primer mitogenek kozé tartoz6 a 1,4-bis[2-(3,5
dichloropyridyloxy)]benzén (TCPOBOP) (2. abra) a CAR agonistaja [58, 59].

A CAR a megfelelé endo vagy xenobiotikumok hatasara a cytoplasmabdl a magba ker(l
és heterodimert alkot a retinoid X receptorral (RXR). Ez a transzkripcids faktor
komplex felelés a cytochrom gének indukcidjaert (példaul Cyp2b10), melyek igen
fontos szereppel birnak a maj méregtelenitd funkcioja sordn. A CAR kozvetitette
hyperplazia tulajdonképpen egy adaptiv, gyors valasz a toxicus xenobiotikumok
jelenlétére. Igy biztositja a maj a toxicus agensek gyors eliminéacidjat.

Erdekes modon a szervezetben természetesen is eléfordulé metabolitok is képesek
kapcsolodni hozza (példaul androsztén metabolitok) inaktivalva a receptort [60]. A
CAR részt vesz a szteroid es lipid metabolizmus valamint az adipogenezist,
differenciaciot befolyasold gének szabalyozasaban is [61].

Egerekben a TCPOBOP méj hyperpléziat hoz 1étre a maj elézetes karosodasa nélkiil. Ez
a hatds nem érvényesil CAR-/- egereken, aldtdmasztva, hogy a TCPOBOP a CAR-on
hatva hozza létre a méjsejt proliferaciot [62].

Mind a parcialis hepatectomiat kévetéen, mind TCPOBOP kezelés utdn a Gadd45b
expressidja jelentdsen megnd. Szerepe a majregenerdcioban igen ellentmondasos,
antiapoptotikus és apoptozist serkentd tulajdonsagot is tulajdonitanak neki, részt vesz a
terminalis differenciacioban, novekedést gatld illetve proliferaciot serkentd hatasarol is
beszamoltak [63, 64]. A TCPOBOP a CAR-on keresztill aktivalja a Gadd45b-t [65].

A nuclearis receptorok egymas muiikodésére is hatassal vannak. Peroxisome Proliferator-
Aktivalt Receptor o -/- negativ egerekben csdkkent CAR expressziot mutattak ki [66],
valamint hasonlé knock out allatok TCPOBOP kezelés utan intenzivebb majsejt
proliferaciot mutattak, mint a kontroll allatok [67]. CAR -/- egerekben megndvekedett
PPARo aktivitast sikeriilt kimutatni [68]. A TCPOBOP in vivo hepatomitogenként

= sz
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2. dbra: 1,4-bis[2-(3,5 dichloropyridyloxy)]benzén (TCPOBOP)

11.1.3. A kompenzatorikus hyperplazia és a primer mitogének okozta
majsejt proliferacio dsszehasonlitasa
A sebészi és kémiai parcialis hepatectomia valamint a primer mitogének okozta majsejt
proliferacio kozul a human betegségek okozta majsejt pusztulast kdvetd regeneraciot
talan a kémiai toxinokkal Iétrehozott maj necrosis modellezi a legjobban, de e rendkivil
bonyolult és sokrétli folyamat egyes lépéseinek tanulmanyozédsdhoz a PH illetve a
primer mitogének indukélta majsejt proliferacid nagy segitseget jelent.
A két folyamat, bar mindkettd a hepatocytak proliferaciojat idézi eld, eltéré modon birja
ra a majsejteket a mitdzisra, szdmos kuldnbseget talalhatunk a hatdsmechanizmusuk
kozott.
A primer mitogének kozds tulajdonsaga, hogy a regenerativ hyperplaziaban fontos
szerepet jatsz0 membran receptorok helyett transzkripcios faktorként viselked6
nuclearis receptorok szteroid/thyroid csaladjan hatnak (peldaul peroxisome proliferator
aktivalt receptor-alfa (PPARa), retinsav receptor(RAR), thyroid hormon receptor(THR),
konstitutiv androszten receptor(CAR).
A primer mitogének hatasa fliggetlen szamos, a kompenzatorikus hyperplaziaban
kulcsfontossagu molekulatol. A kiilonb6zé citokinek (IL-6, TNF) [15], novekedési
faktorok (HGF, TGFa), transzkripcios faktorok (NF-kB, STAT-3) és az Ugynevezett
azonnali korai gének (c-fos, c-jun, c-myc) [70] fontos szerepet jatszanak a
kompenzatorikus majregeneracidban, ugyanakkor nem sziikségesek a primer mitogének

okozta direkt hyperplaziéhoz.
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A sejtciklust szabalyozo gének miikodésében is vannak kiilonbségek a ketféle
sejtproliferacio kozott.

A sejtosztodas soran a sejtproliferacios jelek a kiilonbo6z6 jelatviteli palyakon érnek el a
sejtmagba, ahol szamos gén miikodését befolyasoljak, kozottiik a sejtciklust szabalyozo

génekét is. A sejtciklus egyszeriisitett rajza az alabbi 3. dbran lathato.

CDK inhibitors
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Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, Bth Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.

3. abra: Egyszertisitett abra a ciklinek, ciklin dependens kinazok és ciklin dependens
kinaz inhibitorok szerepérdl a sejtciklus szabalyozasaban [71]. A cyclin D-CDK4,
cyclin D-CDKG6 és cyclin E-CDK2 szabalyozza a G1 fazisbhol val6 atmenetet az S

fazisba. Cyclin B -CDK1 szabalyozza a G2-M fazis atmenetet. A szelektiv hatdsi CDK
inhibitorok (p15, p16, p18 és p19) a cyclin D-CDK4 és cyclin D-CDK6 komplexeket
gatoljak, mig a széles spektrumu CDK inhibitorok (p21, p27 és p57) szamos CDK-t

képesek gatolni.
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A sejtek athaladasat a sejtciklus fazisain keresztill ciklinek altal aktivalt ciklin
dependens kinazok teszik lehetévé. A ciklin A, B, D és E szintje a sejtciklus soran
periodikusan valtozik és kotddik kiillonbozd ciklin dependens kinazokhoz. Ezen
komplexek fehérjeket foszforilalnak, melyek nélkilézhetetlenek a sejtciklusban a
tovabb haladashoz. A kiilonboz6 ciklin-ciklin dependens kindzoknak kiilonb6z6
szerepet tulajdonitanak a ciklus soran, példaul a CDK4 a G1 fazisban, mig a CDK2 az
S1 fazisban jatszik fontos szerepet.

Ugy a parcialis hepatectomiat kovetéen, mint primer mitogének okozta folyamatok
sordn a cyclin-D1 expresszioja jelentésen megemelkedik, igy fontos szerepet
tulajdonitottak neki mindkét folyamat kezdeti 1épéseiben [69]. Korabbi tanulmanyok
szerint Gnmagaban is képes elésegiteni a sejtek G1-bdl S fazisba jutasat in vivo [72]. A
TCPOBOP indukalta hepatocytaproliferacio folyaman a cyclin-D1 szintje jelent6sen és
sokkal hamarabb megjelenik, mint a PH utén, ezért azt gondoltdk, hogy a cyclin-D1
lehet a felelés a TCPOBOP alkalmazasa utani igen gyors DNS szintézisért [69]. Késébb
ugyanez a munkacsoport kimutatta cyclin D1-/- egereket hasznélva, hogy a cyclin D1
hianya esetén a TCPOBOP indukalta méjsejt proliferacio soran csak atmenetileg késik a
sejtek G1-bdl az S fazisba jutasa, a mitogén hatdshoz nem sziikséges a jelenléte [14], de
az igen gyors valasz elmarad hianyéban.

A cyclin dependens kindzokat a cyclin dependens kinaz inhibitorok gatoljak, igy a sejtet
akadalyozzadk a sejtcikluson valé végighaladasban. Vannak széles spektrumu ciklin
dependens kinaz inhibitorok (pl: p21, p27, p57) és szelektiv hatasuak (pl. p15, p16, p18,
p19). A cyclin D1-gyel ellentétben a G1 fazisban a p27 a cyclin E-CDK2 inhibitoraként
akadalyozza a sejt tovabbjutdsat a kdvetkezo fazisba. A mitogén jelek ezen inhibitorok
szintjét csokkentik, ezzel is segitve a sejt sejtcikluson valo athaladasat.

A kompenzatorikus hyperplasia és a primer mitogének okozta majsejt proliferacié soran
a sejtciklus szabalyoz6 fehérjék szintjében is mutatkoznak kilonbségek. A TCPOBOP
hatasa soran a cyclin D1 ¢és az S fazishoz kotédo cyclin A szintje sokkal hamarabb
megemelkedett, mint a PH-t kovetéen [69]. A CDK2 expresszidja a TCPOBOP
indukalta majsejt proliferacid soran sokkal Kkifejezettebben emelkedett mint PH-t
kovetden. Erdekes modon a p21, p27 CDK inhibitorok szintje a PH-t kovetéen
kiilonb6z6 mértékben emelkedett, mig a TCPOBOP indukalta proliferacié sordn nem

tapasztaltak valtozast [69].
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Ismert a parcialis hepatectomia promoter hatasa a maj carcinogenesis soran. A

primer mitogének ebbdl a szempontbol is heterogén csoportot alkotnak. Mig a
TCPOBOP 6nmagaban is carcinogén, mas carcinogénnel egyitt pedig promoterként
viselkedik, a trijéd thyronin Kisérletes kortilmények kodzott dysplasticus nodulusok
visszafejlodését okozta és csokkentette a hepatocellularis carcinoma kialakuldsanak
valdszinliségét mitdzist serkentd hatasa ellenére [57, 73].

A kompenzatorikus hyperplasia és a primer mitogének okozta majsejt proliferacié soran
lathaté egyezések és kilonbségek feltarasa segithet mind a carcinogenesis mind a

regeneracio folyamatanak pontosabb megérteésében.

L&V

A TGFB1 a TGFp csaladba tartozo fehérje (kisebb jelentéségti TGFB2 és TGFp3
isoforméaja is ismert), a szervezetben szinte mindenitt jelen van, igen sokrétii és
szerteagazo szereppel bir, példaul apoptozist indukal kiilonbdzé szévetekben kiilonbozo
maodon [74] mar az embriogenesis soran, és ez a tulajdonsaga fontos a neki tulajdonitott
tumorsupressor szerep szempontjabol is. A TGFB1 TGFp receptorokhoz kétédve Smad
kodzvetitett jelGton juttatja az informéaciot a sejtmagba, a célgének transzlacidjat okozva
(4. &bra). Az ép és patologias méajban is szamos folyamatban részt vesz [75], jelenlegi
tudasunk szerint tobbek kozott a majregeneracié végsé stadiumaban, a novekedés
ledllitasaban és a méj fibrosis kialakuldsdban van igen fontos szerepe. A hepatoblast
illetve hepatocyta eredetii daganatsejtekben is kimutathato a termel6dése [76]. A TGFB1
a normal majban dontben a stellat sejtekben és Kupffer sejtekben termelddik [39, 74],
inaktiv allapotban az extracellularis matrixban tarolddik, aktiv allapotdban homodimert
képez. A parcialis hepatectomidt kdvetéen igen gyorsan megemelkedik a TGFB1
szérumszintje [77], majd a dontGen a stellat-sejtek és Kupffer-sejtek altal termelt 0j

TGFB1 szintézise is megindul a 2-3. 6raban és a 72. 6raig fokozott marad [39].
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4. dbra: A TGF jelut vazlatos abrazolasa. TGF-p kozvetleniil vagy TBRIII keresztiil
kotodik 11 tipustt TGFP receptorhoz (TPRIT). Komplexet alkotva a TGFBI (TBRI)
receptorral a TBRII foszforilalja és aktivalja a TBRI-et, ami foszforilaljaa Smad2-t
vagy Smad3-t. A foszforilalt Smad2 vagy Smad3 komplexet képez a Smad4-gyel és a
sejtmagba keriilnek a célgének transzlacidjat okozva.

A TGFB1 igen hatasosan gatolja a majsejtek osztdodasat sejttenyészetekben [40],
apoptozist is indukal. In vivo parcialis hepatectomiat kdvetéen a regeneralodd majsejtek
immunisak a TGFB1 mitoinhibitor hatasara és a TGFB1 receptorai cs6kkent expressziot
mutatnak a PH-t kovet6 els6 48 éraban [40, 78].

Immunhisztokémiai vizsgélatokkal kimutattdk, hogy a regeneraci6 soran a TGFpI
fokozatosan, hulldmszertien szabadul fel a parenchymabdl a periportalis teriiletek feldl a
pericentralis régidk felé haladva. A ,hullam” frontja mogott proliferaldo hepatocytak
jelennek meg. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a TGFB1 felszabadulasa és
eliminéci(')ja a méj parenchymébél (és egyidejﬁ megjelenése a plazmaban) sziikséges a

= sz

receptorok blokkolasaval bizonyitottak, hogy a TGFB1 fontos szerepet jatszik abban,
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hogy a normal méjban a hepatocytak GO fazisban vannak és képesek ellatni sokiranyd
feladatukat [41, 42].

Feltételezik, hogy a szabalyozott regeneracio leallitasaban is van szerepe, de ezt kevés
kisérleti eredmény tamasztja ala. TGFB1-et taltermeld transzgén egerekben az allando
magas aktiv TGFB1 szérum szint ellenére is lezajlik a regeneracio [80] és TGFp1
receptor knockout egerek esetében sem volt zavart a regenerécio leéllitasa [81].
Bizonyosnak tlinik, hogy a regeneralodd szovetek extracellularis matrix és ér
ujdonképzédésében fontos szerepe van a TGFB1-nek. Ezt tAmasztja ala az is, hogy PH-t
kovetden az 0j erek és ECM képzddése a 3. nap koriil kezdddik és ekkor a legmagasabb
a TGFp1 szintje is [82]. A TGFp1 eldsegiti az extracellulasris matrix Gjdonképzddését
¢és az ujdonképzOdott matrix kepes megkotni és inaktiv allapotban tartani mind a
TGFB1-t mind a hepatocyta ndvekedési faktort (HGF) hozzajarulva a regeneracios
folyamat leallitdsdhoz [82].

A TGFp1 hatasat a primer mitogének okozta méajsejtproliferaciora meg nem vizsgaltak.

11.3. Regeneracio cirrhotikus majban

A cirrhosis a maj diffuz megbetegedése, amire a szerv egészenek allebenykés atépilése
¢s hegesedése jellemz6. F6 human etioldgiai tényezok az alkohol, hepatitis C és B virus
fertézés, epetti megbetegedések és a haemochromatosis. Az esetek kordlbelil 10 %-ban
az ok ismeretlen. A cirrhosis hosszan tartd, majsejteket karositdé folyamatot feltételez,
melynek soran a hepatocytdk és a méj kotdszovetes vaza folyamatosan pusztulnak,
hegesedes alakul ki, de ezzel egy id6ben regeneracidés folyamatok is zajlanak, a
majsejtek osztodnak. A majfunkcié romlik, hiszen a pétloddé majsejtek nem tudjék
ellatni feladatukat a strukturalis valtozasok miatt. Mig az ép majban a sinusoidok
fenestracidja szabad aramlast biztosit az érpalya és a majsejtek kozott, addig az 1. és I11.
tipusu kollagén lerakddasa ¢és a sinusoidok fenestracidjanak megsziinése,
capillarizalodésa elzarja egymastdl a vért és a hepatocytakat, igy az utdébbiak nem
tudjak ellatni szlr6, atalakitdo funkcidjukat. A szerkezet atépullésével sontok is
kialakulnak az artéria hepatica-véna centralis-veéna portae kdzott, ami tovabb rontja a
m4dj mikodésének hatasfokat. Klinikailag a cirrhosis sokdig tiinetmentes lehet, gyakran

fokozott majmiikodést igényl6 allapotokban deriil rd fény. Hosszu tava kévetkezményei

a fokozddd majelégtelenség, a fibrosis, nagyobb érellenallas miatt kialakul6 portalis
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hypertensioval kapcsolatos elvaltozdsok valamint a hepatocelluléris carcinoma
kialakuldsanak megnovekedett esélye. Emberben a folyamat irreversibilisnek tekinthetd.
Sajnos azonban a cirrhotikus méaj regenerativ kapacitasa meglehetésen korlatozott [83-
85] és ez a klinikumban is sulyos problémat jelent. A hepatocellularis carcinoma
leghatasosabb kezelése a sebészi eltavolitas [86], ugyanakkor, mivel a hepatocellularis
carcinoma tobbnyire cirrhotikus majban fejlodik ki, a betegek életkilatasai romlanak a
limitalt regeneracios képesség miatt. Vizsgalatok szerint a csokkent novekedési
képességnek multifaktorialis hattere van, szerepet jatszik benne Ugy a telomer roviddilés,
kdvetkezmenyes p53 gatlas fokozodas, mint a DNS karosodas ellenérzé pontjainak
aktivalasa [87].

Az id6s egerek majanak regenerativ aktivitasa is csokkent a fiatalabb egyedek méajaihoz
képest, ugyanakkor Kisérletesen kimutattak, hogy a primer mitogének ugyanugy hatnak
az id6s, mint fiatal allatok majban, az altaluk okozott majsejtproliferaciéban nincs
kilonbség a két csoport kozott [88, 89]. Ezek alapjan felmertl, hogy érdemes
megvizsgalni a primer mitogének hatasat a szintén csokkent regeneracids képességi

cirrhotikus majban is.

11.4. Ductularis reakciok human majban

Egyes kisérletek alapjan ragcsalokban, ha a méjsejtek gatoltak az osztodasban, az
ugynevezett ovalis sejtek szaporodasaval és hepatocyta iranyu differencialodasaval
képes a maj potolni sejtjeit. Az ovalis sejtek eredete tisztazatlan, felmeril, hogy egyfajta
maj Gssejtrdl van szo, mely mind biliris, mind hepatocyta iranyba tud differencialodni.
Maés munkak szerint mind a méjsejtek, mind a biliaris sejtek adott kortilmények kozott
képesek egymas 6Gssejtjévé valni. Human majban hasonlo fenotipusi sejteket nem
sikerlt talalni, de szdmos majat karositd folyamat, amely primeren a biliaris rendszert,
a majsejteket vagy mindkett6t érinti, ugynevezett ductularis reakciot valt ki [90]. Mig
ezen képletek progenitor/Gssejt eredete fel nem mertiilt, meglehetdsen elhanyagoltak a
jelenséget a majpatoldgiaban [91]. Azota megnOvekedett a témaval kapcsolatos
kdzlemények szama és kiderilt, hogy szdmos majbetegségben jelen vannak a ductularis
reakciok [92-96]. A reakcio azonban morfologiailag igen sokféle formaban jelenhet
meg, ebbdl fakad a sokféle és sokszor kovetkezetlen elnevezések sora is (metaplasztikus

ductusok, pszeudotubulusok, stb.). Jelenleg leggyakrabban a tipusos és atipusos
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ductularis proliferaci6 megkilénbodztetéssel taldlkozunk. A két csoport kozott
morfologiai kiilonbségek vannak. Az elébbi csoportba az interlobularis ductusokhoz
hasonld, lumennel rendelkezd képletek tartoznak, melyeket gyakran latunk epeut
elzarodas kapcsan. Az utobbi csoportban a ductulusok hosszu, elongalt képletek,
melyeket ellapult sejtek bélelnek.

2004-ben a témaban jaratos szakemberek konszenzusként az Osszes elvaltozasra a
ductularis reakcio elnevezést javasoltak [97].

Id6kdzben azonban kideriilt, hogy a ductularis reakciok nem csak morfologiailag [98]
kilonbdznek, hanem kiilonb6z6 karosodasok esetén kiilonb6z6é ductularis reakciok
vannak talsulyban, igy elemzéstikkel esetlegesen a reakciot kivalto folyamatra is lehet
kovetkeztetni [98, 99], ezért indokolt lenne mégis egy olyan klasszifikacio, amely
reprodukalhatd, megfeleléen objektiv modszer segitségével a morfoldgiai, etioldgiai és
funkciondlis kilonbségeket is tikrozve képes csoportokat alkotni. A mindennapi
gyakorlatban széles korben alkalmazott immunhisztokémiai vizsgalatok technikailag

alkalmasak lehetnének az elkilonitésre.
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CELKITUZESEK

. Hogyan befolyasolja a TGFB1 a TCPOBOP Aaltal kivaltott proliferativ valaszt

egér majban?

. El6idézhet6-e hyperplézia fibrotikus majban TCPOBOP-pal?

. Osztalyozhatéak-e a human majban kialakult ductularis  reakciok

immunfenotipusuk alapjan?
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Kisérleti allatok

Az altalunk hasznélt transzgén egérvonalat az Egyesiilt Allamok Nemzeti Réakkutato
Intézetében (NCI, NIH Bethesda MD) allitottak el6. Az egerek Snorri Thorgeirsson
ajandekaként kerultek Intézetinkbe 2005-ben. Azdéta sajat allathazunkban standard
koriilmények kozott tartjuk kiilon az egereket. Roviden a genetikai hattérrdl, a transzgén
egerekben sertés TGFB1 gén talalhato egy egér albumin promoter/enchancer regulator
génszakasz mogé klénozva. Ez az elrendezés biztositja a transzgén hepatocytékra
korlatozodd magas szintli expressziojat. A transzgénben a Cys223és Cys225 kodont
szerin kodonra cserélték ki. Ennek eredményeképpen aktiv TGFBl termelddik a
majsejtekben, ami nem igényel tovabbi proteolitikus atalakitast. Intézetiinkbe a #25
egérvonal keriilt, melyben a transzgén az Y kromoszémaba éplilve talalhatdé. Ennek
megfelelden a him egerek hemizigotanak tekinthetdek, a néstényekben pedig nincs jelen
a transzgen. Ez megkonnyiti az egérvonal fenntartasat. Az egerek szérumaban magas a
TGFp1 szint, ami szamos extrahepatikus hatassal is jar ( glomerulonephritis, vasculitis,
hasnyadlmirigy és hereatrofia). A kisérleteinkben felhasznalt egerek szérum TGFB1
szintjét nem vizsgaltuk, a transzgén jelenlétét PCR vizsgalattal ellendriztiik az allatok
farkabol izolalt DNS-ben.

TCPOBOP hatasa TGFB1 transzgén egerekre

Nyolc hetes him transzgén és azonos koru és nemt kontroll egereknek (C57BL)
gyomorszondan at 10% dimetil szulfoxid és 90% napraforgoolaj keverékében feloldva 3
mg/kg TCPOBOP-ot (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk. Az allatokat a

kezelés utan az tablazatban szerepld idépontokban 6ltiik le. (1. tablazat)
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1. tablazat: Az kisérletben vizsgalt transzgén és vad tipusu egerek szama a
TCPOBOP kezelést koveto kiillonb6z6 idépontokban és a kumulativ mérés

alkalmaval 6ra

0. [24.] 30 | 34 | 38. |42. | 72 ]
BRA KUMULATIV
Transzgén
6 8 9 4 10 | 10 7 10
egerek (db)
Vad tipusl
13 11 | 10 5 6 8 10 12
egerek (db)

Rogzitettuk az allatok és a majak sulyat. A majakat kettéosztottuk, egy részét
formalin/alkohol keverékében fixaltuk, masik részét folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk.

TCPOBOP hatésa fibrotikus majakra

Ma4j fibrosist kétféle modszerrel idéztiink el. Az elsé csoportba tartozo egerek (C57BL)
esetében hat hetes koruktol kezdddden tizendt héten at tioacetamidot oldottunk az
ivoviziikben 200 mg/ml koncentracidban. A mésodik csoportba tartozé allatok esetében
1 ml/ kg koncentracioju széntetrakloridot napraforgo olajba keverve juttattunk 15 héten
at az allatok gyomréba heti két alkalommal szonda segitsegével. Kontrollként azonos
kort és nemii kezeletlen (C57BL) allatokat hasznaltunk.

A fibrosist el6idéz6 vegyiiletek adagolasanak leallitasa utan két héttel egyszeri 3mg/kg
TCPOBOP-pal kezeltiik a fibrotikus maju és a megegyez6 kora kontroll egereket. A
fibrosis mértékét TCPOBOP kezelés idOpontjdban ledlt allatok majabol késziilt
picrosiriussal festett metszeteken ellendriztiik. (9. abra) Az allatokat a kezelés utan a 2.
tablazatban szerepld idopontokban Oltiik le, majd ugyanugy jartunk el, mint az el6zd

kisérletben.
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2. tdblazat: A kontroll, a TAA és CCl4 kezelt allatok szama a TCPOBOP kezelés

idopontjaban, 36 6ra mulva és a kumulativ mérés esetén

0. | 36 ]
ORA KUMULATIV
Kontroll (db) 4 4 5
CCl4 (db) 4 3 16
TAA (db) 4 3 14

Az Aallatkisérletek soran a NIH eldirdsai szerint jartunk el, kisérletiinket a Budapesti

Allatorvosi Bizottsag engedélyével (399/003/2005) végeztiik.

1V.2. Szoévetmintak

Vizsgélatainkhoz a Semmelweis Egyetem I. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutatd Intézet
archivumabol négy normal és 69 ductularis reakciot tartalmaz6 méj biopszias

szovetmintat hasznaltunk. A klinikai adatokat az 3. tdblazat tartalmazza.

IV.3. DNS szintii vizsgalatok - A TGFS1 hemizygota statusz ellenérzése

IV.3.1. DNS izolalas egérfarokbol

A 0.5-1 cm-es mintakat szikével feldaraboltuk. A hozzaadott 400 pl lizis pufferrel (20
mM NaCl, 2 mM EDTA, 40 mM TRIS pH=7,9 , 5% SDS), 20 ul Proteinaz K-val
(Roche) és 2-3 ul Pmerkaptenollal egy éjszakan at 37 °C fokon inkubaltuk, mikdzben
300 rpm-mel razattuk, majd 94°C-on 10 percig forraltuk. Ezutan 15 percig jégen
hitottilk, majd 15 percig 13000 rpm-mel centrifugaltuk. A feliiliszot leszivtuk és
hozzaadtunk 50 pl 5M-os NaCl-ot. Ismét 15 percig hiitottik jégen, majd 10 percig
centrifugaltuk 13000 rpm-mel. A felliliszot ismét leszivtuk és a DNS-t 1 ml hideg
abszolut etanolban -20°C fokon inkubaltuk egy éjszakan at. Masnap ismét 13000 rpm-
mel 10 percig centrifugaltuk, a feltliszot ledntéttiik a csapadékot kiszaritottuk, majd 50
ul TE pufferben feloldottuk. A DNS koncentraciét 260 nm-en Nanodrop

spectrofotométerrel ellendriztik.
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IVV.3.2. A genotipus meghatarozésa polimeraz lancreakcidval

A templat 5 pl, ebben 100 ng DNS van. Pozitiv kontrollként ismert TGFB1 transzgén

mintat hasznaltunk, negativ kontrollként templat helyett vizet adtunk az elegyhez (3.

tablazat). A reacio 35 cikluson keresztill zajlott, a reakcidé héprofilja az 4. tablazatban

lathato.

A primer szekvenciék a kovetkezok voltak:

Forward: Albu: GGCAAACATACGCAAGGGA

Reverz: Uj TGFB1: AGAATCTGGCCGCGAATGG

3. tdblazat: TGFp1 PCR elegy osszetétele

KOMPONENS

MENNYISEG

RedTaqg Mix (Invitrogen)

12,5 pl/reakcid

Primerek (Sigma) TGFp1

0,2 pl/reakcid

Albumin

0,2 pl/reakciod

H,O 7,1 ul/reakcid
Templat 5 ul/reakcid
Osszesen 25 ul/reakcid
4. tdblazat: A PCR reakcio hoprofilja
HOMERSEKLET IDO
95°C 5 perc
95°C 30 mp
60°C 1 perc
72°C 1 perc
72°C 3 perc

1V.3.3. Gélelekroforézis

35 ciklus

2%-0s agardzban futtattunk mind a négy mintabol 3-3-at 100V konstans fesziltség

mellett 30 percig. 370 bp magassagban megjelent a TGFB1 transzgén (5. abra).
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5. dbra: TGFp gélelektroforézis. 370 bp-nal a kontroll mintaval megegyezden lathatova
valtak a termékek

IV.4. RNS szintii vizsgalatok

Kisérleteink sordn a cyclinA, TGFp-1, TGFB-2, TGFp-3, Cytochrom 2b10, p27,
PPARo, Gadd45b és a cyclinD mRNS expresszidjanak meghatarozasahoz teljes RNS
izolalast kovetdéen wvalds idejii  kvantitativ. PCR-rel végeztik a mennyiségi

meghatarozast.

IV.4.1. RNS izolélas

Az allatkisérletekben a -80 °C tarolt majmintakbol teljes RNS izolalast végeztiink. Az
izolalashoz Trizol reagenst hasznaltunk. A mintakbol koralbelil Imms3-t 1 ml Trizolban
(Invitrogen, Cat.N0.:15596-018) homogenizaltunk. Az elegyhez 200 ul kloroformot
mértink, majd vortexelés utan 10000 g-vel 15 percig centrifugaltuk. Ezutan az Gvatosan
eltavolitott fels6 fazishoz 0.5 ml isopropanolt adagoltunk, majd 10 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Tovabbi 10 perces 10000 g-vel torténd centrifugélas
utan a feltluszét ledntottiik, 1 ml etanolt adtunk az tiledékhez és ismét 10 percig 10000
g-vel centrifugaltuk. A centrifugalds utan képzddott feliiluszot ismét ledntottiik, az
RNS-t tartalmazo Uledéket, a kémcsovet jégbe allitva, beszaritottuk. Az anyagot 50 pl
DEPC-es (dietil pirocarbonat) vizben vettiik fel, majd 37 “C-on inkubaltuk. Az RNS
koncentraciot fotométerrel (Gene Quant II, Cambridge, UK) ellendriztiik 260 nm

hulldmhosszon, majd a tovabbi felhasznalasig -80 fokon taroltuk.
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IV.4.2. Reverz transzkripcio

Az RNS atirasat cDNS-re, azaz a reverz transzkripciét a gyartd altal ajanlott nagy
kapacitdsi cDNS High Capacity Archive Kittel (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) végeztik. Minden esetben 2.5 ug RNS-t irtunk at. Az elegy vegtérfogata a
reagensek bemérése utan 100 pl volt. A keverék dsszetétele a 5. tablazatban lathato.

5. tdblazat: A revers transzkripcios keverék osszetétele

KOMPONENS MENNYISEG

RT puffer (10x) 10 pl

dNTP mix (100mM) 4 ul

Random hexamer (10x) 10 pl

Reverz transzkriptaz (50 U/ ul) Sul

RNS templat 2.5 ul

Nukledz mentes viz 100 pl-re kiegészitve

1V.4.3. Valoés idejii kvantitativ PCR

A PCR-t ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Biosystems, Weiterstadt,
Germany) alkalmazésaval végeztilk Cyclin A (Assay ID: Mm01289636_m1), Cyclin
D1 (Assay ID: 00432357_m1), TGFB-1 (Assay ID: Mm01178819), TGFp-2 (Assay
ID: Mm00436955-m1), TGFB-3 (Assay ID. Mm00436960-m1), PPARa (Assay ID:
MmO00627559 m1), Gadd45b (Assay ID: Mm00435123-m1) és Cytochrom2bl10
(Assay ID: MmO00456592_m1) ABI TagMan gén expresszids probdkkal a gyartd
utasitasai  szerint. Bels6 kontrollként Glyceraldehid-3-foszfatdz dehidrogenazt
(GAPDH) hasznéltunk. Az eredményeket harom fliggetlen mérés atlagaként definialtuk.
A GAPDH expresszigjat TagMan Control Reagent (Applied Biosystems) segitségével
hatdroztuk meg. A TaqMan rendszeri probdk megfelelden specifikusak, hiszen 3
oligonukleotid egyidejii bekotddése sziikséges az amplifikacid 1étrejottéhez, valamint

mivel a probakat exon-exon hatarra tervezték, megakadalyozza a genomialis DNS
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Forward prirmer

Forward prirmer ‘TagMan proba

Forward prirner

TagMan proba

Feverz primer

6. abra:
A, A TagMan préba 5’ végén 1évé fluoreszcens reporter molekula fluoreszcencidjat
a3’ végén 1év6 quencher molekula kioltja a térbeli kdzelség miatt.
B, A DNS polimeraz 5’-exonucleaz aktivitasa miatt az amplifikacio soran a prébat
hasitja.
C, A hasitas miatt a reporter molekula eltdvolodik a quencher molekulatdl, igy az

mar nem nyeli el a fluoreszcenciat, mérhetové valik.
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A TagMan prébéak 20-30 bazispar hosszu oligonukleotidok, melyek az amplifik&lando
régio kozépso szakaszaval komplementerek. Az oligonucleotidok 5 végét fluoreszcens
festékkel jel6lték, ezt hivjak reporternek. A proba 3’ vége a reporter fluoreszcenciajat
kiolté ugynevezett nem fluoreszcens quencher (NFQ) molekulat tartalmazza. A probak
NFQ molekuladhoz kapcsolva hordozza az Ugynevezett ,,minor groove binding” (MGB)
molekulat, ami a proba olvadaspontjanak emelkedését eredményezi annak
hosszndvekedése nélkul. A proba intakt allapotaban a kiolt6 molekula (NFQ) a reporter
molekula fluoreszcenciajat elnyeli. A két molekula kdzelsége teszi lehetévé az energia
atadast, ami fluoreszcens rezonancia energia transzferrel (FRET) torténik. Az
amplifikacio soran a DNS polimeraz 5’-exonukleaz aktivitasanak koszonhetéen hasitja
a probat, igy a reporter tavolabb kertil az NFQ molekulatol, amely igy mar nem nyeli el
a reporter altal kibocsajtott fluoreszcenciat. A reakcidé folyaman egy detektor érzékeli az
exponencialisan novekvé fluoreszcenciat, ami aranyos az adott minta kiindulasi RNS
tartalmaval, a vizsgalt gén expresszids mennyiségével.

A PCR amplifikaciohoz 100 ng cDNS templatot hasznaltunk. A reakcié 50 cikluson
keresztil 20 ul végtérfogatban zajlott (6. tablazat), a GAPDH esetében
AssayOnDemand helyett GAPDH TagMan Control Reagent-et hasznaltunk.

6. tablazat: A reakcidelegy Osszetétele

KOMPONENS MENNYISEG
TagMan Master Mix (2x) 10 pl
AssayOnDemand (20x) 1 ul

cDNS templat 100 mg
Nukledz mentes viz 20 pl-ig

Az ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Weiterstadt,
Németorszag) valos idejiit PCR keszilékben zajlo reakcid héprofilja a 7. tablazatban
lathato. Ez az tgynevezett kétlépcsés PCR-nek felel meg, ahol az anellacid és az

extenzié azonos homérsékleten megy végbe.
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7. tblazat: A PCR reakci6 héprofilja

LEPES HOMERSEKLET DO
Aktivacio 50°C 2 min
Kezdeti denaturécio 94°C 10 min
Denaturacio 94°C 15 sec
Anellacio/Extenzid 60°C 1 min

A cyclinA, TGFp1, Cytochrom 2bl10, p27, cyclinD, TGFB2, TGFpB3, PPARa,
GADDA45b és GAPDH amplifikalasa azonos feltételek mellett tortént. Minden esetben
harom parhuzamos reakciot futattunk.

Az adatokat az SDS 1.3 (Sequence Detection Softver) programmal értékeltuk.

A valds-idejii PCR eredmenyeit Ct ertékek formajaban kaptuk. Ct érték (cycle treshold)
azt a ciklusszamot jel6li, ahol a relativ fluoreszcencia érték eléri a beallitott
kiszObértéket a reakcio exponencidlis fazisaban. Az expresszios szintek szdmolésa a
ACt modszerrel tortént. Ennek soran a vizsgalt (cyclinA, TGFB1, Cytochrom 2b10, p27,
cyclinD, TGFB2, TGFB3, PPARa, GADD45b) és bels6 standardként (GAPDH) hasznalt
gén Ct értékeit meghataroztuk. Valamennyi érték a harom parhuzamosan futtatott minta
atlagat mutatja.

Képlet: ACt(vizsgalt gén)- ACt(GAPDH)= ACt

Relativ expresszid (vizsgalt gén/GAPDH) = 24

A GAPDH-hoz val6 normalizalassal kikuszoboljuk, hogy a templat bemérési
kilonbségek illetve az RNS degradacié miatt jelentkezé kiilonbségeket valds

eltéréseknek tekintsuk.
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IV.5. Immunhisztokémiai vizsgalatok

IV.5.1. A sejtproliferacio vizsgalata kisérleti allatok majaban

A sejtproliferaciot a BrdU (Sigma-Aldrich, St Louis MO) beépiilés meghatarozasaval
vizsgaltuk. A BrdU egy bazis analdg, ami beépiil az S fazisban 1év6 sejtek DNS-ébe és
ott stabilan megmarad. Jelenléte immunhisztokémiai modszerrel mutathato ki.

»Pulse” jeldlés

A ,,pulse” jel6lés soran az allatok ledlése el6tt egy Ordval intraperitonealisan 100mg/kg
BrdU-t adtunk.

Kumulativ jel6lés

A kumulativ kezelés soran a TCPOBOP kezelés utan 5 napig, a ledlésig, az allatok
ivovizéhez 1mg/ml BrdU-t adagoltunk, ami igy a kezelés utan valamennyi sejtcikluson
athalado sejt DNS-ébe beépult. A beépult BrdU-t a fixalt és bedgyazott majakbol
készult standard 4-5 um vastag szovettani metszeteken immunhisztokémiai reakcioval
mutattuk ki.

Deparaffinalast kovetéen a metszeteket 2N HCI oldatban denaturdltuk egy o6ran
keresztil, majd 0.1%-o0s tripszinnel emésztettik 20 percig. Primer antitestként egér
monoclonalis anti-BrdU antitestet hasznaltunk (1:100, Becton Dickinson, San Jose,
CA). Az antitest kotédését VECTASTAIN Elite ABC kittel (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) DAB chromogennel tettilk lathatéva. A jel6lési indexet 100
sejtmagra jutd BrdU pozitiv magok szaméaval adtuk meg. Mintankent 5000 sejtmagot
szamoltunk le.

Apoptozis vizsgalata

Az apoptotikus ratat a gyartd utasitasa szerint Click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging
Assay-vel  (Invitrogen #C10245) hataroztuk meg. Mintanként 5000 sejtmagot

szamoltunk le.

IV.5.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok human szévetmintan

A human mintakon végzett vizsgalatok soran a parafinba agyazott anyagbol szintén 5
um vastag metszeteket készitettiink, majd deparafinalast kovetéen CK7 (Biogenex, San
Ramon, CA, USA: MU255-UC, 1:50), epitelidlis membran antigén (EMA)
(Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK: EMA-C-CE, 1:50), CD10 (Novocastra, NCL-
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CD10-270, 1:10) és CD56 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA: 559 043, 1:50). Az
antitest kotédését VECTASTAIN Elite ABC kittel (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) DAB chromogénnel tettiik lathatova.

Minden metszetet minden immunhisztokémiai vizsgalat esetén vakon vizsgaltunk
anélkul, hogy tudtuk volna a tobbi reakcidval kapott eredményt. A reakciok heterogén
volta miatt minden mintat kétfokozat skalan értékeltiink, a reakciokat aszerint tartottuk
pozitivnak illetve negativnak, hogy pozitiv vagy negativ sejtek voltak-e tulstlyban a
mintaban.

Betegek

4 normal és 69 ductularis reakciot tartalmazd mintat vizsgéaltunk a Semmelweis
Egyetem l.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet archivumabol. A vizsgalat a
Helsinki Egyezményben foglaltakkal és a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga
allasfoglalasaval 6sszhangban tortént.

A statisztikai analizist Fisher teszttel végeztik.
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V. EREDMENYEK

V.1. TGFp1 hatésa a primer mitogén okozta majsejt proliferaciora

A TCPOBOP egyszeri adagja mind a TGFB1-t tulexpresszald transzgén egerekben,
mind a vad tipusban majsejt proliferaciot idézett el6. A kezeletlen &llatokban a vad
tipusu allatok maja kissé, de nem szignifikdns mértékben nagyobb volt. A kezelés
hatasara az allatok testsulyahoz viszonyitott majsulya kismértékii emelkedést mutatott, a

két csoport kdzott nem volt killénbseég egyik vizsgalt idépontban sem (7. dbra).

12 4

@ VAD
@ [GEp

0 24 30 34 3 42 72
h

7. abra: A relativ majsalyok (a teststlyhoz viszonyitott majsuly szazalékban kifejezve)

a transzgén illetve vad tipusu allatokban TCPOBOP kezelést kovetéen

A sejtproliferacio mértekét a DNS-be beépult BrdU immunhisztokemiai vizsgalataval
tanulméanyoztuk mikroszkdoppal leszdmolva a pozitiv hepatocyta magok ardnyat. A DNS
szintézist kétféle megkdzelitéssel vizsgaltuk. Egyetlen, Ugynevezett ,,pulse” jeldlést
kovetden az éppen aktudlisan S fazisban 1évo sejtek jelolodtek. A tobb iddpontban
elvégzett vizsgalat felvilagositast nydjtott a proliferacié dinamikajarol. Az allatok egy
masik csoportja a TCPOBOP kezelést kovetd 5 napban BrdU tartalmt vizet ivott.
Ezekben az allatokban a BrdU pozitiv magok leszdmoléséval meg tudtuk hatérozni a

sejtciklusban részvevo sejtek aranyat, vagy masként a ,,proliferacios pool”-t.
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8. dbra: Bromodeoxyuridin (BrdU) jel6l6dés a transzgén és vad tipust allatokban
TCPOBOP kezelést kovetden. A BrdU-t az allatok ledlése elott 1 o6raval alkalmaztuk

A proliferativ valasz az egerek mindkét csoportjaban igen hasonlé volt. A proliferacios
aktivitas az expoziciot kovetd 38. oraban volt a legmagasabb és egyik idopontban sem
volt szignifikdns kilénbség a transzgén és vad tipusu allatok kdzott (8. &bra).

A folyamatos 5 napos BrdU adagolast kovetéen az 0Osszes, sejtciklusan athaladt

hepatocytak aranyaban sem tapasztaltunk kiildnbséget a csoportok kozott (9. abra).
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9. &bra: Kumulativ bromodeoxyuridin (BrdU) jel616dés a transzgén és vad tipusu
allatokban. A BrdU-t 5 napon keresztul adagoltuk az allatok ivovizébe a TCPOBOP

kezelést kovetden

Az TUNEL assay-vel meghatarozott apoptotikus rata igen alacsony volt a kezeletlen
allatokban (1.66£1.15 vs. 2+1/5000 majsejt a vad tipusu és transzgén egerekben) és a
kisérlet utols6 idépontjaban sem Vvaltozott az értéke (1+£1.15 vs. 2.33+£1.52/5000 majsejt
72 oraval a TCPOBOP kezelést kovetoen).

A valésideji  PCR-ral végzett génexpresszios vizsgalatokban a TCPOBOP
receptoraként miikodé CAR célgénjeinek a Cyp2bl0-nek és Gadd45b-nek hirtelen
expresszié-novekedését tapasztaltuk mindkét kisérleti csoportban (10a. abra), de az
emelkedés mértéke jelentGsen alacsonyabb volt a transzgén egerekben. Két proliferacios
A cyclin D1 expresszio hamarabb megemelkedett, mint a cyclin A, de mindkét cyclin
expresszidjanak csucspontja 34 ¢éranal volt (10a. abra). A cyclin A expresszioja
valamivel magasabb volt a transzgén egerekben, két idOpontban a kiilonbség

szignifikansnak is bizonyult.
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10a. bra: Kiilonb6z6 gének gén expresszids vizsgélata (a GAPDH-hoz viszonyitva)

valds idejli reverz transzkripcids polimeraz lancreakcid segitségével transzgén és vad

tipusu allatokban a TCPOBOP kezelést kovet6 kiillonboz6 idépontokban.

P <0.05 esetében a kulonbseget statisztikailag szignifikansnak tekintettiik

(* A gén expresszi0 statisztikailag kiilonb6z6 volt a vad tipusu és transzgén allatokban.

o A gén expressziok statisztikailg kilonbozéek a megjelolt iddpontokban mind a transzgén, mind a vad

tipust allatokban.)

37



doi:10.14753/SE.2013.1780

PPARn TGF-B-1
8 0ps
7 ope xxE ® % /“
8 op?
sk ; ops .,,/E‘E/_’
0 —— VAD -
® .F <@ 005 —
N —o— TGFp S op4 T (=
3 003 e o TGFp
1
2 1 0p2
1 I o
0 0
0 6 21 2 30 B & 4% 5460 6 12 0 06 1218 2430 3% ©2 & 51 0 & N
h h
TGF-B2 TGF-B-3
01 05
oo 04
—+— VAD
° 008 Tams * 03 D
—_— F ——
004 02 r""'rAE (ZE = | o TGEp
m'[z_ﬁ;%% o1 N o~

i) 0 —

0 6 12 18 24 D B &£ 48 5 60 B8 T2 0 6 12 18 2 0D ¥ £ £ 5 60 66 T2

h h
10b. &bra: Kiilonboz6 gének gén expresszios vizsgalata (a GAPDH-hoz viszonyitva)
valds idejli reverz transzkripcids polimeraz lancreakcid segitségével transzgén és vad

tipusu allatokban a TCPOBOP kezelést kovet6 kiilonboz6 idépontokban.

P <0.05 esetében a kulonbseget statisztikailag szignifikansnak tekintettlik
(* A gén expresszio statisztikailag kiillonboz6 volt a vad tipusu és transzgén allatokban.
o A gén expressziok statisztikailg kiilonb6zéek a megjeldlt idépontokban mind a transzgén, mind a vad

tipust allatokban.)

Vannak jol ismert kolcsonhatdsok a kiilonbozd nucleédris receptorok kozott, ezért
vizsgaltuk a PPARa expresszidjat. Eredményeink szerint mindkét allatcsoportban
csOkkent az expresszidja TCPOBOP kezelést kovetden (10b. abra).

Megvizsgaltuk a TGFB1 valamint a TGFB2 és TGFB3 gén expressziojat is.

Az alap TGFpB1 expresszio mindkét csoportban azonos volt. Ez azért nem meglepd,
mert az alkalmazott primerek nem ismerik fel a transzgén produktumait. Erdekes, hogy
a TGFP1 expresszio a 30. o6ratél megnétt, a valtozds a vad tipusa allatokban

kifejezettebb volt.
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A TGFB2 ¢és és TGFP3 esetében szignifikdns valtozast nem tapasztaltunk a kisérlet
soran (10b. abra).

Statisztikai elemzés:

Az eredményeket Student teszttel értékeltiik.

V.2. Primer mitogén hatasa fibrotikus majra

A méj fibrozisat két kiilonbozo allatcsoportban tioacetamid illetve széntetraklorid
kronikus adagolasaval értik el az egerekben. A fibrosist okoz06 vegyiletek megvonasat
kovetden az allatokat normal tapon €s ivlvizen tartottuk két hétig. Ezekben a kisérleti
modellekben meglehetdsen gyors a fibrosis regresszidja, de a TCPOBOP kezelés
idépontjaban ledlt kontroll allatok méjaban picro-sirius kotdszoveti festéssel jelentds

fibrosis volt kimutathato. (11. &bra).

N oy A AR N ] Rl S i
11. &bra: Picro-syrius kotészoveti festés a kontroll (A) CCl, (B) and thioacetamid (C)
kezelt egerekben a TCPOBOP kezelés idejében. Méret skala 100pum

e L

A TCPOBOP hatasara a testsulyhoz viszonyitott majsulyok jelentésen megemelkedtek,
a novekedés enyhen nagyobb volt a kontroll allatokban a fibrotikus allatokhoz képest,
de a kildnbség nem volt szigninfikans (12A &bra).

A DNS szintézist ebben a kisérletben is kétféle mddon vizsgaltuk.

Irodalmai adatok és sajat korabbi eredményeink szerint is a TCPOBOP el6éidézte
hepatocyta proliferacio 36 6raval a kezelést kovetden a legintenzivebb. Ezért ebben az
idépontban ,,pulse” jeloléssel néztik ennek mértékét, valamint 5 napig tarté BrdU
itatdssal ezekben az allatokban is megjeldltiik az dsszes sejtciklusba belépd hepatocytat.
Mindkét modszerrel mind a harom kisérleti csoportban jelentds mértéki
sejtproliferaciot sikertlt kimutatni, de annak mértéke a fibrotikus majakban

szignifikansan elmaradt a kontroll allatokban tapasztalt mertékt6l (12B, C).
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Relativ majsalyok

Oh  &5d Oh 5d Oh 5d
A Kontroll TAA CCl4
BrdU beépiilés

B Kontroll TAA CcCl4

5 napos kumulativ BrdU beépiilés

0
C Kontroll TAA CCl4
12. dbra:

A, Relativ majsulyok (a teststlyhoz viszonyitott majsuly arany %-ban kifejezve) a
harom kisérleti csoportban a TCPOBOP kezelés idopontjaban és 5 nappal
késébb.

B, A BrdU jelolt majsejtek szazalékos ardnya a TCPOBOP kezelés idejéban és 36
oraval késobb. A BrdU-t az allatok ledlése el6tt 1 oraval alkalmaztuk.

C, A BrdU jel6lt méjsejtek szazalékos aranya. A BrdU-t 5 napon &t adagoltuk az
allatok ivovizében. Az * és * jelolésnél a p < 0,01 a kontroll és fibrotikus
allatok kozott.
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Gén expresszio analizis valos idejii PCR vizsgalattal

Valés ideji PCR vizsgalattal mindkét csoportban a Cyp2bl0 hirtelen jelent6s
expresszidnovekedését tapasztaltuk. A Cyp2b10 a célgénje a TCPOBOP receptoranak a
CAR-nak. A proliferaciot jelz6 cyclin A mRNS szintje kissé magasabb volt a
TCPOBOP kezelés nélkili fibrotikus majakban.

A TCPOBOP hatésara a kezelést kovetd 36. déraban a nem fibrotikus allatok esetében
éles csucs mutatkozott a proliferacids gorbén és a cyclin A expresszi6 is szignifikdnasan
magasabb volt ebben az idépontban a fibrotikus egerekhez képest.

A TGFB1 expresszié a kisérlet ideje alatt mindvégig magasabbnak mutatkozott a
fibrotikus majakban és raadasul atmeneti novekedést is tapasztaltunk minden

csoportban a vizsgalat ideje alatt (13.4bra).

Cytochrome2b10 Cyclin A
S — — 0,0008 |
0,0007 [ %
0,0006 &
| —gp= Kontroll 0,0005 ]_ = Kontroll
-8 =TAA ¥ - -TAA
- 4-CCH 0.0004 / \ |- A -CCH
0,0003
0,0002 / A
0,0001 I = *_
] r
® b LI S . S
TGFp1 p27
03 o
025 }\;
o e
| == gontroll 02 x | === Kontroll
“/ - =TAA
—- =T
= & =CCH
|- a-coM = |
® b 2 h

13. abra: Kiilonb6z6 gének relativ mRNS expresszidja valos idejii RT-PCR-rel

*.p < 0,01 a kontroll és TAA csoprt kdzott;
X :p < 0,01 a kontroll és CCl4 csoport kdzott.

Statisztikai elemzés
Az eredményeket Student teszttel értékeltiik.

41



doi:10.14753/SE.2013.1780

V.3. Ductularis reakcidk csoportositasa

Munkank célja a maj kiilonboz6 allapotaiban, betegségeiben megjelené ductularis
reakciok csoportositadsa volt immunhisztokémiai profiljuk alapjan (8.tdblazat). Szamos
olyan antitest, amelyekrdl leirtak, hogy kiilonb6z6 esetekben reagalnak a ductulusokkal
(alfa fetoprotein (AFP), chromogranin, carcinoembrionalis antigén (CEA), delta- like
kindz-1(DLKZ1), deleted in malignant brain tumor 1 (DMBT-1) a mi vizsgélataink soran
nem bizonyultak pozitivnak. Ezzel ellentétben az EpCam, CK 19, E-cadherin és
claudin 2 ellen termelt antitestek szinte minden ductulust és epeutat megfestettek, tehat
ezek az antitestek sem alkalmasak a ductularis reakcidk csoportositasara. A CK7
szintén minden ductulusban pozitiv volt, s6t gyenge festddése egyértelmiien jeldlte a
differencialodd atmeneti hepatobilliaris sejteket is, igy segitséglinkre volt a ductularis

reakciok azonositasaban, jellemzeseben.
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8. tablazat: Klinikai adatok és az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei

Kor/Nem Diagnozis CD10 |CD56 | EMA | Tipus

1 17N FHF + + + D
2 66 N FHF + + + D
3 53N FHF + - +

4 38 N FHF + - +

5 39N FHF + + + D
6 27F FHF + + + D
7 32F FHF + + + D
8 32N FHF + + + D
9 14F FHF + + + D
10 4N FHF - + + D
11 14N FHF + + + D
12 8 N FHF + + + D
13 30N FHF - + +

14 41 N FHF + + + D
15 61N FHF + + + D
16 33N FNH - + - P
17 44 N FNH - + - P
18 39N FNH - + - P
19 31N FNH - + - P
20 43 N FNH - + - P
21 42 N FNH - + - P
22 28 N FNH - + - P
23 61 N FNH - + - P
24 53N FNH - + - P
25 38N FNH - + - P
26 46 N FNH - + - P
27 27N FNH - + - P
28 45N FNH - + - P
29 40N FNH - + - P
30 16 F Wilson cirr + + + D
31 57F HBV cirr + + + D
32 58 N HCV cirr + - +

33 23 F Wilson cirr + + + D
34 48 F HCV cirr + + + D
35 49N HCV cirr + + + D
36 23F Wilson cirr + + + D
37 73F Alc cirr + - +

38 52F Alc cirr + + + D
39 63 N HCV cirr + + + D
40 47 F HCV cirr + + -

41 59 N HCV cirr + + + D
42 42 F HCV cirr + + + D
43 46 N HCV cirr + + + D
44 50 N PBC - + - P

43




doi:10.14753/SE.2013.1780

45 30N PBC - + - P
46 71N PBC - + - P
47 50 N PBC - + - P
48 74 N PBC - + - P
49 75N PBC - + - P
50 42 N PBC - + - P
51 50 N PBC - + - P
52 55N PBC - + - P
53 52N Bil obstr - - + @]
54 ImF Bil atr - - + 0]
55 59 N SBC - - + 0]
56 34 N Bil obstr - - + @)
57 36 N SBC - - + 0]
58 45N Bil obstr - - + @)
59 2m N Bil atr - - + 0]
60 26 N Bil obstr - - + 0]
61 32N PSC - + +

62 32N PSC - + - P
63 33N PSC - + - P
64 52 N PSC - + +

65 25N PSC - + +

66 28 N B-Ch - + - P
67 63 F Peritumoral react. - + - P
68 34N Autoim. cholang. - + - P
69 57 F Majsérulés - - +
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Harom antitest (CD 56, EMA, CD 10) viszont véltozatos pozitivitdst mutatott a
kiilonboz6 elvaltozasokban. Az éltalunk vizsgalt mintdk nagy részét harom kiilonb6zo
festédési kombinaciét mutatd csoportba tudtuk sorolni (9. és 10. tablazat). Ezeket
(P)rimitiv (CD56+, EMA-, CD10-), (D)ifferencialodo (CD56+, EMA+, CD10+) és
(O)bstruktiv (CD56-, EMA+, CD10-) tipust ductularis reakcidnak neveztik el.

9.tdblazat: Kontingencia tablazat a diagndzisok és immunfenotipus

0sszehasonlitasara

Ductularis reakci6 tipusa

Diagndzis
P D o} Egyéb

FHF 0 12 0 3
Cirrhosis 0 11 0 3

FNH 14 0 0 0

PBC 9 0 0 0
Obstruktiv 0 0 8 0

PSC 2 0 0

FHF, Fulminant hepatic failure; FNH, focalis nodularis hyperplasia; PBC, primer biliaris cirrhosis; PSC, primer

sclerotizal6 cholangitis.

10.tablazat: Kontinencia tablazat a diagnozisok és az immunhisztokémiai

pozitivitas 6sszehasonlitasara

Immunhisztokémiai pozitivitas

Diagnozis

CD56*" EMA* CD10*
FHF 13 15 13
Cirrhosis 12 13 14
FNH 14 0 0
PBC 9 0 0
Obstruktiv 0 8 0

FHF, Fulminant hepatic failure; FNH, focalis nodularis hyperplasia; PBC, primer

biliaris cirrhosis; PSC, primer sclerotizalé cholangitis.
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Normal human maj

A négy ép szerkezeti majminta immunhisztokémiai profilja megegyezett. A CD56
kizarolag a kevés idegelemet festette. A CD10 antitest az interlobularis epeutakkal nem
mutatott reakciot, de a méj allomanyaban a majsejtek jellegzetes canalikuléris festodést
mutattak[100, 101]. Az EMA Kkizérolag az interlobuléris epeutak sejtjeinek apikalis

részét jeldlte.

(P)rimitiv tipusu reakcio (CD 56+, EMA-, CD 10-)

A CD 56 pozitiv és EMA illetve CD 10 negativ immunfenotipustt mintak fordultak el6
leggyakrabban vizsgalt anyagban. A hematoxilin-eozin festett metszeteken a ductulusok
morpholdgiailag az Ugynevezett atipusos ductularis proliferacio képét mutattak, azaz
lapos ductularis sejtek alkotta kotegek nyilvanvalé lumenképzddés nélkiil (14. abra).
Ezekben a ductulusokban atmeneti hepatobiliaris sejteket nem lehetett megfigyelni. Az
o0sszes fokalis noduléris hyperplazia (14 eset) és primer billiaris cirrhosis (9 eset) ehhez
a csoporthoz tartozott. Néhany egyéb betegségben, mint primer sclerotizalo
cholangitisben, Budd-Chiari szindromaban, peritumoralis reakcidhoz és autoimmun
cholangitishez tarsul6 ductularis reakcidban is ilyen immunfenotipust ductulusok

voltak megfigyelhetdek.
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14. &bra: A P tipusu ductularis reakcio

A, CKZ7 antitest pozitiv a keskeny, lumen nélkili, lapos biliaris sejtekkel bélelt
ductulusokban [primer biliaris cirrhosis (PBC)].

B, A CD56 membranosus és halvany citoplazmatikus fest6dést mutat [focalis
nodularis hyperplasia (FNH)].

C, Apicalis epithelialis membran antigén (EMA) fest6dés az interlobuléris
epeutakban (nyil); a ductulusok (nyilhegyek) negativak (PBC).

D, CD10 canalicularis pozitivitast mutat a maj allomanyaban, a ductulusok
negativak (FNH). Méret skala A, B és D: 100 um; C: 20 um.
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(D)ifferencialddo tipusu reakcio (CD 56+, EMA+, CD 10+)

A vizsgalt mintdk jelentds részében a ductularis struktirak tébbsége mindharom
antitesttel pozitivnak bizonyult. A CD10 és EMA pozitivitas apikalis, mig a CD56

reakcid, hasonl6an a P tipusu ductulusokhoz, membranosus jellegii volt (15., 16. &bra).
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A, Proliferal6 CK7-pozitiv biliaris ductulusok a cirrhotikus gob szélén ; a sejtek
semmilyen jelét nem mutatjak a majsejt irdnyu differenciacionak.

B, Dontéen membranosus CD56 pozitivitas a cirrhotikus szeptumok epeutjaiban.

C, Epithelialis membran antigén (EMA\) pozitivitas a ductulusokban; a cirrhotikus
maj negativ.

D, A canalicularis mjsejt CD10 pozitivitas mellett apikélis CD10 pozitivitas is
megjelenik a cirrhotikus szeptum ductulusainak tobbségében. Méret skala: A
and B: 50 pm; C és D: 100 um.

Az ebbe a tipusha (D) tartozO két nagy betegségcsoportban a fulminans
majelégtelenségben és a cirrhotikus majakban a ductulusok hematoxilin-eozin festett

metszeten valdé megjelenése kiilonb6z6 volt. A fulminans majelégtelenség mintainak
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jelent6s részében (12/15 eset) sok nagyméretli atmeneti hepatobiliéris sejtet tudtunk
azonositani (16D abra). A cirrhotikus méjakbdl vett mintban a ductulusok hasonloan
az atypusos ductularis reakciéhoz, lapos sejtek alkotta lathaté lumen nélkili kotegek
voltak (15D ébra). Kevés atmeneti hepatobiliaris sejtet lattunk, azonban ezek mind a
harom vizsgalt antitesttel pozitivnak bizonyultak.

16. dbra: D tipusu ductularis reakcié fulminans majelégtelenség eseten( FHF )

A, Proliferalé ductulusok FHF-ban; a nagy atmeneti hepatobiliaris sejtek halvany
CKZ7 pozitivitast mutatnak (x40).

B, Membranosus CD56 pozitivitas a ductulusokban FHF-ban.

C, Apikalis epitelialis membran antigén (EMA) pozitivitas a ductulusokban FHF-
ban.

D, Apikélis CD10 festddés a ductulusok atmeneti hepatobiliaris sejtjeiben. Méret
skala: A, B és C: 50 pm; D: 20 um.
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(O)bstruktiv tipusu reakcié (CD 56-, EMA+, CD 10-)

Az O tipusu reakcional az erés EMA pozitivitds mellett a CD56 és CD10 reakciok
negativak voltak (17. dbra). Ez az immunfenotipus a normal interlobularis epeutakra
jellemz6 és morfologiailag is az érett, lumennel rendelkezé epeutakra hasonlitanak, de
nagyobb szdmban jelennek meg. Az O tipusu ductularis reakcidohoz vezeté betegségek
(acut epeut elzéarédas, biliaris atrézia, secunder biliaris cirrhosis) kozos jellemzje az

epeut elzarddas volt.
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17. dbra: Az O tipusu ductularis reakcio

A, Proliferalo CK7 pozitiv epeutak tobbnyire jol lathato lumennel biliaris
obstrukcidban.

B, CD56 pozitiv kis periférias idegkdteg (nyil), a biliaris ductulusok negativak
(SBC).

C, Kifejezett apikalis epitelidlis membran antigén pozitivitas a dilatalt biliaris
ductulusokban (biliaris obstrukcid).

D, A CD10 canalikularis pozitivitast mutat a maj allomanyaban (nyilak), a
ductulusok negativak (SBC. Méret skala: 50 pum).

A 69 ductularis reakciobdl 10 mintat (14%) nem tudtunk besorolni a fenti kategdriakba.
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Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékelését Fischer teszttel végeztiik a ductularis reakciok (P,D,0) és
vizsgalt antitestek (CD56, EMA, CD10) expresszidja szerint. A korrelacié szignifikans
volt (P<0.001).
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VI. MEGBESZELES

VI1.1. TGFp1 hatasa a TCPOBOP okozta méjsejt proliferaciora

A TGFp1 taldn a legsokoldalubb ndvekedési faktor, mely igen véltozatos biologiai
hatasokkal rendelkezik. Sokat elemezték a maj/majsejtek miikodésére kifejtett hatasat is
[102]. Szamos kisérleti rendszerben nagyon hatékony gatolja a majsejtek osztédasat.
Hepatocyta proliferaciot gatlo hatasat leirtak parcialis hepatectomiat [103, 104] és CCl4
mérgezés kivaltotta kiterjedt necrosist kovetd regeneracio kapcsan [105]. In vitro méar
0.5 ng/ ml koncentracidban géatolja a primer hepatocyta tenyeszetek proliferativ valaszat
[106]. Tudomasunk szerint eddig in vivo Kisérleti rendszerben még nem vizsgaltak,
hogy milyen hatdssal van a TGFBl primer hepatocyta mitogének altal eldidézett
proliferativ valaszra.

Munkéankban a jol ismert primer maéjsejt mitogén, a TCPOBOP okozta méj névekedést
hasonlitottuk 6ssze aktiv TGFB1-t a majukban fokozottan termelé transzgén és vad
tipusu egerek kozott.

A TCPOBOP kivaltotta novekedési valaszt tobb modszerrel is elemeztik. A kezelés
utan kovettiik az allatok majanak stlybéli gyarapodasat, a DNS szintézis 1d6fliggd
mértekét, kumulativ BrdU beéplléssel megvizsgaltuk a mitogén valaszban részt vevo
hepatocytak aranyat (proliferativ pool), RT PCR mddszerrel pedig elemeztik két a
sejtproliferacios aktivitast tiikroz6 gén (cyclin A és DI1)expresszidjat. Az alkalmazott
modszerek egyikével sem sikerult szignifikans proliferaciogatlast megfigyelni a
transzgen allatokban.

A beadott TCPOBOP hatékonysagat bizonyitja, hogy a mitogen receptorként szolgalo
CAR két célgénjének (Cyp2bl0 és Gadd45b) az expresszidja fokozodott az
irodalomban leirt mértékben. lgaz, a két gén expresszidjdnak mértéke kisebb mértékben
fokozodott a transzgén allatokban felvetve azt a lehetdséget, hogy a CAR aktivitasanak
méas (nem proliferativ) aspektusait gatolhatja a TGFp1l. A TCPOBOP altal kivaltott
proliferativ valasz mértéke és dinamikaja is megegyezett az irodalmi tapasztalatokkal
[69]. Az altalunk is hasznalt transzgén egérvonalon végzett PH-t kovetéen csokkent,
elhuzddd regenerativ valaszt regisztraltak, igazolva, hogy a transzgén terméke az

irodalom alapjan varhatéan gatolja a majszovet regenerativ valaszat [107]. A fenti
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eredményeket megfontolva megallapithatjuk, hogy a TGFB1 nem gétolja in vivo a
TCPOBOP okozta mitogén vélaszreakciot.

A TGFpB1 kiilonb6z6 kisérleti modellekben befolyasolta az apoptotikus folyamatokat
[102]. Vizsgalataink soran nem tudtunk hasonlé jelenséget megfigyelni, de kisérleteink
a maj proliferativ valaszanak idejében zajlottak, a kés6bbi kompenzatorikus regressziv
fazisra mar nem terjedtek ki.

Egy masik primer mitogén a cyproteron acetat okozta PCNA expresszio gatlasahoz 3-
5-sz6r6s TGFP1 koncentracio szilkséges, mint az EGF okozta valaszhoz patkany
majsejt-tenyészetben [108] . Ez is arra utal, hogy a TGFP1 kevésbé hatékonyan géatolja a
primer hepatocyta mitogének hatdsat. Ez a TGFB1 okozta mitdzisgatlés elleni nagyobb
foka rezisztenciat jelez [69]. Kisérletinkben a Cyp2bl10 felllszabalyozdsa mutatja,
hogy a CAR transzkripciés aktivitasa megtartott maradt, a proliferativ valaszok
dinamikaja és a csucspontok egyezést mutatnak a korabbi eredményekkel.

A Cyp2bl10 és Gadd45b expresszidjanak novekedése vildgosan mutatja a CAR
transzkripcids aktivitasat, a ndvekedés alacsonyabb volt a transzgén egerekben. Ezen
gatlas oka nem teljesen tisztazott. Leirtak, hogy a TGFB1l gatolja bizonyos Cyp
isoenzimek expresszidjat [109], de nem az altalunk vizsgalt 2b10-ét. Ezzel ellentétben
méas Kisérletek szerint [110, 111] a TGFP1l a Gadd45b expressziojat noveli. Nem
kizarhato, hogy a TGFB1 megndvekedett koncentracidja negativan befolyasolja a CAR
aktivitasat, de a majsejtek proliferativ aktivitdsa nem tamasztja ala ezt a felvetest.

A TGEFp potencialis mitozisgatloja az epithelialis sejteknek. A tumorképz6dés soran a
TGFp szignalut hibai miatt a sejtek resistensek lesznek a TGFB1 cytostatikus hataséara,
elésegitve a daganat ndvekedését, terjedését. Ezt a jelenséget, mint TGF3 paradoxont
ismeri az irodalom [112]. A kiilonb6z6 szervek, koztik a maj daganatos sejtjeiben
gyakori a TGFp szignalut hibaja, gyakran a TGFBR II. hianyzik [113, 114]. Ezen sejtek
az egészségesekkel ellentétben rezisztensek a TGFBLl mitoinhibitor hatdséra, igy
novekedési elénylik van a TGFp jelenlétében. A primer mitogének okozta proliferacio
ellenall a TGFB1l mitoinhibitor hatadsanak, igy csokkenti az egészséges sejtek
novekedési hatranyat, nem érvényesiil maradéktalanul a TGFB paradoxon. Ez egy
lehetséges magyarazat egyes primer mitogének Kisérleti rendszerekben tapasztalt
hepatocarcinogenesist gatlo tulajdonséagara [57, 73].
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Ismert a cirrhotikus maj fokozott TGFB1 termelése [115] és csdkkent regeneracios
kapacitasa [116]. Ha a megfigyelt jelenségek ok okozati 6sszefliggésben allnak
egymassal, felmerul, hogy megfelel6 human primer mitogének ellenstlyozhatjak a
cirrhotikus maj csokkent regeneracios képessegét.

A TGFp1 expresszio ndvekszik partalis hepatectomia [104] és CCl4 okozta pericentralis
necrosis soran [105]. A novekedés funkcidja ismeretlen [81]. Az expresszid ndvekedés
dinamikaja nem egyezik a proliferativ valasz leallitdsdnak egyszerti szerepével [104].
Erdekes, hogy a TCPOBOP kezelést kovetden is megemelkedik a TGFB1 mRNS szint.
Tovabba az endogén TGFBl gén gatlodik a transzgén egerekben a vad tipussal
0sszehasonlitva. Ezen megfigyelések kovetkezményei meég tovabbi vizsgalatokat
igényelnek.

A masik két TGFpB isoforma a TGFB-2 és TGFB-3 expresszidjdban. a TCPOBOP
kezelés soran nem tapasztaltunk valtozast.

Osszefoglalva, ezen  kisérletiink  alapjan, ellentétben a  kompenzatorikus
majsejtregeneracio soran tapasztaltaktol, a primer mitogén TCPOBOP okozta
proliferativ valasz a majsejtekben ellenall a TGFB1 mitoinhibitor hatasanak.
Megfigyelésiink a hepatocytak kompenzatorikus és primer mitogének altal Kivaltott
ndvekedési reakcioi eltéré szabalyozasanak egy Uj aspektuséara hivja fel a figyelmet.
Eddig is ismert volt, hogy a kompenzatorikus vélasz létrejottében szerepet jatszo
tényezok (pl: TNF, IL6, NF-xB, STATS3, c-fos, c-jun, c-myc) nem szilkségesek a primer
mitogének altal kivaltott reakciohoz. Eredményiink arra utal, hogy a reakciok gatlasa is
eltérd szabalyozas alatt all.

Parcialis hepatectomiat kovetéen is €s TCPOBOP kezelés utdn is egyarént
megfigyelhetd a TGFB1 termelés fokozdodasa, ennek jelentdsége egyelére nem ismert.
Tovabbi Uj megfigyelésink, hogy a transzgén egerekben alacsonyabb az endogén
TGFB1l expresszioja, mint a vad tipusiakban. Ez az eredmény egy a TGFp1
vonatkozasdban miikddo feed back mechanizmusra hivhatja fel a figyelmet.

Kozismert tény, hogy a TGFBL1 termelés fokozott cirrhotikus majakban. Részben ez is
felelOs lehet a cirrhotikus méjak rossz regeneracios képességéért. Ha ez igy van, viszont
a primer mitogének valasza nem érzékeny a TGFB1 mitoinhibitor hatasa irant, akkor a
cirrhotikus majak novekedése latvanyosan serkenthetd lenne ilyen vegyiletekkel. Ezt

vizsgaltuk meg kovetkezo kisérletiinkben.
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V1.2. Primer mitogéen hatésa fibrotikus majra

Két kiilonbozo vegyiilettel (szén tetra-kloriddal és tioacetamiddal) fibrosist idéztiink el
egerekben. Az el6rehaladott fibrosis/cirrhosis kialakulasat szdvettani vizsgélattal
ellendriztiik, majd egyetlen dozis TCPOBOP utan elemeztiik a kivaltott proliferativ
valaszt ugyanazokkal a moédszerekkel, mint az el6zé kisérletben. Eredményeinket a
pontosan azonos koru ép maju egerekben tapasztalt proliferativ valasszal hasonlitottuk
0ssze.

A TCPOBOP kezelés relativ majsulygyarapodast idézett el6 mindharom kisérleti
csoportban. A sulyndvekedeés valamelyest, de nem szignifikans mertékben nagyobb volt
a kontroll allatokban. A TCPOBOP hatékonyan fokozta mind a BrdU beépulést mind a
cyclin A/D1 expressziojat a fibrotikus majakban, igaz, a proliferacios valasz mertéke
ezen paraméterek vonatkozasaban szignifikansan magasabb volt a kontroll egerekben.
Ebben a kisérletben is megvizsgaltuk a TCPOBOP receptor CAR célgénjének
expressziojat és az igazolta a TCPOBOP-CAR szignal hatékonysagat. A fibrotikus
majakban varakozasunknak megfelelden magasabb volt a TGFB1 expresszio, kordbbi
eredményeink alapjan azonban ez nem lehet felelds a csokkent proliferacios valaszért. A
cirrhotikus majak csokkent regeneracids valaszanak pontos oka maig sem ismert [83,
84, 117], de tobbek kozott feltételezik, hogy a fokozott CDKI p27 is fontos szerepet
jatszik benne [117, 118]. Ezért vizsgaltuk a p27 expresszio alakulasat is, és azt talaltuk,
hogy valdban, ennek a génnek az expresszidja emelkedett volt a fibrotikus méjakban és
legalabbis részben ez lehet felelés a TCPOBOP kezelés csokkent hatékonysagaért.
Erdemes megemliteni, hogy idés allatokban a parcialis hepatectomia altal Kivaltott
regenerativ valasz is jelentdsen szupprimalt, amiért ugyancsak a fokozott p27
expressziot teszik feleléssé [88, 89]. Id6és allatokban a TCPOBOP a p27 expresszio
csokkenését és a fiatal allatokban tapasztalthoz hasonld mértékii proliferacios valaszt
idéz eld. Nem tudjuk, hogy a fibrotikus méjakban a TCPOBOP miért nem idéz el6 p27
csokkenést.

Osszefoglalva azonban elmondhatjuk, hogy a TCPOBOP a két kiilonbdzé6 modon
eléidézett fibrotikus/cirrhotikus majakban is, bar a kontroll allatokhoz képest kisebb, de
jelentds proliferaciot volt képes el6idézni, ezért érdemes probalkozni ezzel a

modszerrel, mert megfeleld primer hepatocyta mitogén alkalmazasaval esetleg
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cirrhotikus betegekben is fokozhatdé lenne a madj proliferativ aktivitdsa , javitva

regenerativ kepességuiket.

V1.3. Ductularis reakcidk csoportositasa

Harmadik kisérletlinkben emberi méajban zajlé proliferacids folyamatot, nevezetesen a
ductularis reakcidkat vizsgaltuk. Szamos majbetegségben, elvaltozasban figyelhetéek
meg a huméan majban sziik lumennel, egyetlen sejtvastagsagu fallal rendelkez6 tubularis
képletek, melyeket ma mar egységesen ductularis reakcidknak neveznek [92-96]. Ezen
az elnevezésen tul azonban szinte semmi masban nincs egyetértés az irodalomban. A
ductularis reakciok igen valtozatos megjelenésiick HE festett metszeteken is, eredetiik
¢s funkcidjuk vonatkozdsaban egyarant sokféle lehetéség meriilt fel. Ezt a
heterogenitast jol tlikrozte valtozatos elnevezésik is, ami azonban egyéaltalan nem volt
kovetkezetes. Ezért a ductularis reakciokrol megjelend koézlemények nehezen
0sszehasonlithatok, nehéz kozottik a tajékozddas. Legaltalanosabban elfogadott az
atipusos és tipusos ductularis reakciok megkuldnboztetése [93]. Az atipusos ductularis
reakcidkban a ductusok szilikek, a sejtek ellapultak, a lumen gyakorlatilag nem is latszik.
Ezzel szemben a tipusos ductularis reakcidban a ductusok az interlobularis epeutakra
emlékeztetben kobos hamsejtekkel és definitiv lumennel rendelkeznek. A legutobb
megjelent konszenzus kdzlemény azonban nem ajénlja ezt a megkulénbdztetést rossz
reprodukalhatésaga miatt [97], pedig ahogy a morpholdgiai heterogenitas is bizonyitja,
ezek a valtozatos képletek nehezen szorithatok be egyetlen kategdriaba. Nagyon jol
megvilagitja a helyzetet a kisérleti modellekben patkanyokban megkilénbdztetett ovalis
sejtes reakcio és epeut lekotéssel eldidézett ,,epeut proliferacio”[119]. Az ovalis sejtek
képesek hepatocytakkd differencialodni, mig a proliferdld epeutak nem. E kétfele
ductularis reakciot hiba lenne egyitt vizsgalni, mert természetesen ellentmondo
eredményeket kapnank. Ez a kétfele reakcio raadasul elkiilonitheté egyetlen
immunmarkerrel, az ovalis sejtek AFP pozitivak, mig az epeutak nem [119]. Ezek a
megfontolasok vezettek benniinket a kiilonboz6 majelvaltozasokban talalhatd ductularis
reakciok immunhisztokémiai vizsgalatdhoz. Ez a mddszer talan elvezethet a ductularis
reakciok raciondlis, reprodukalhatd osztalyozdsdhoz. Az irodalomban fellelhetd
ductularis reakciokban leirt immunmarkerek tdbbsége nem volt alkalmas az
osztalyozésra. Harom antitest, CD56, CD10, EMA megoszlésa alapjan a vizsgalt mintak
nagy tobbsége harom kategoriaba volt sorohato.

56



doi:10.14753/SE.2013.1780

Eredményeink normal m4j esetében megegyeztek a korédbban kdzoltekkel. A CD56-ot,
altaldban mint a neuroendocrin differenciaciot jelzé antitestet tartjak szamon. A ma4j
Ossejtek potencialis forrasanak tartott Hering csatorndk CDS56 pozitivak [120, 121].
Immunfluoreszcens vizsgalattal ki tudtunk mutatni a normal majban fagyasztott
metszeten CD56 pozitiv ductulusokat, de paraffinba agyazott anyagon ez a mddszer
nem volt megfelelden érzékeny.

A CD10 sokféle sejtet illetve tumort megfest. Ez az antigén bizonyitott markere a
majsejteknek [100, 101], csakugy, mint az EMA az interlobularis epeutaknak [122].

A P tipusl reakci6é soran a CD56 pozitivitas azt jelezheti, hogy a ductulusok esetleg
Hering-csatorna eredetiick. A duculusok ebben a csoportban nem mutatnak
morpholdgiai differenciaciot és az EMA és CD10 negativitas is az elkotelezettség
hianyat jelzi. Ez meglepé az FNH esetében, mert hematoxilin-eozin festett FNH
mintdban ugy tlinik, mintha a ductulusok ¢és a tubuldris elrendez8désti majsejtek kozott
folyamatos lenne az atmenet, bar atmeneti hepatobiliaris sejtek soha nem tiinnek fel a
FNH ductulusaiban.

A D tipusu reakcio Osszetettebb. A Hering csatorna eredetet sejtetdé CD56 pozitivitas
mellett megjelenik mind a hepatocyta iranya differenciaciot jelz6 CD10, mind a
cholangiocyta iranya differenciaciot mutat6 EMA pozitivitds is. A két nagy
betegségcesoport, ami ehhez a tipushoz tartozik a fulmindns majelégtelenséget kovetd
regeneracio és a cirrhosis. A hepatobiliaris atmeneti sejtek gyakori kimutathatosaga a
FHF esetén vilagosan mutatja a méajsejt iranyu differenciaciot. Bar cirrhosis esetén ezen
sejtek jelenléte joval ritkdbb, a ductulusok majsejt iranyu differenciacidjat tébbszor
”bimb0” jelenik meg [123]. Ehhez a jelenséghez hasonlot tapasztalhatunk
patkanyokban, ahol az ovalis sejtek majsejtekké differencialédasa a kisérleti
koriilményektdl fiiggéen kiilonbozé térbeli eloszlast mutat [124]. Tehat az ehhez a
csoporthoz tartoz6 ductulusok immunfenotipusa a majsejt iranyd differenciacio
képessegét mutatja, annak ellenére, hogy ez morphologiailag nem mindig nyilvanvalo.
marker CK7 megjelenése jelzi [125]. Az EMA pozitivitds megjelenése a huméan
ductulusokban ugyanezt a folyamatot jelezheti.
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Az O tipusu reakci6 ductulusainak immunfenotipusa a normal interlobularis epeutaknak
felel meg ¢és morpholdgiailag is igen hasonld megjelenésiick. Ezen reakcidtipus
kisérletes megfelel6je patkdnyokban a koz6s epevezeték lekotését kovetd epeut
proliferacio.

Az immunfenotipus alapjan elkilonitett harom ductularis reakcio tipus nagyon hasonlit
a Desmet és tarsai altal tobb, mint 15 évvel ezel6tt leirt klasszifikaciohoz [93]. A
legfontosabb kiilonbség a ket osztalyozas kozoétt, hogy az immunfenotipuson alapuld
osztalyozas vilagosan kulonbséget tud tenni a D és P tipusok kdzoétt, mig a korabbi
Klasszifikacio a D tipust ductularis reakciot az atipusos ductularis reakcid egyik
alcsoportjaként ,,submassziv majnecrosist kovetd ductularis reakcio”-kent irja le [93].
Nem egyértelmii, hogy a kilénb6z6 immunfenotipust reakciokba sorolt ductulusok
hisztogenezise eés funkcidja kilénbozik-e, erre vonatkozdan vizsgalatunk nem nyujt
semmiféle timpontot.

A ductularis reakciok meglehetdsen heterogének. Részletes elemzésikkel sokféle
immunfenotipust ductulus azonosithato akar egyetlen majban is [126]. Ilyen részletes
vizsgalatot vegezni és elemezni meglehetésen nehéz lenne nagy esetszamon. Ezért
munkank soran a mintdban dominalé fenotipust vettik alapul. Ez a megkdzelités
nyilvan tilzott leegyszeriisitéssel és az adatok egy részének elvesztésével jart, de ez
tette lehet6vé a viszonylag egyszerii osztalyozast. Valamivel tobb, mint 10%-a az
eseteknek egyik csoportba sem illett. El6fordulhat, hogy nem elég a harom kategoria az
0sszes ductularis reakcio jellemzéséhez es a figyelmen Kivil hagyott adatok
segithetnének a besorolhatatlan esetek osztalyozasaban. Egy masik lehetséges
megkozelités, hogy nem minden esetben lehet meghatarozni a dominans reakcié tipust.
Megfigyeléseink szerint az ,,egyszerti” majbetegségek, mint primer biliaris cirrhosis,
fokalis nodularis hyperplazia esetében a ductulusok meglehetdsen homogén
immunfenotipust mutattak. Ezzel ellentétben a ,.komplex” majbetegségeknél, mint
primer sclerotizal6 cholangitis, cirrhosis, ahol kiilonboz6 eltérések, példaul
epeltelzarédas es majsejt pusztulas, kombinalddtak, az egy mintaban jelenlévd
ductulusok immunfenotipusa is nagy variabilitast mutatott. Ilyenkor sokszor nehéz
objektiven kivalasztani a legjellemz6bb reakciot és ez lehet az oka, hogy a primer
sclerotizald cholangitis és a cirrhosis esetek nem keriiltek mindig azonos kategériaba.
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A munkank alapjan val6 osztalyozas nyilvanvaléan nem végleges, tokeletes
Klasszifikacio. Nem lehet az mar csak a kis esetszdm és a korlatozott metodikai
megkodzelités miatt sem. Kisérleti eredményeink azonban eldmozdithatnak olyan
nemzetk6zi nagy mintaszdmon végzett vizsgalatokat, melyek vegil elvezethetnek a
ductularis reakciok racionélis, altalanosan elfogadott osztalyozasahoz.

Osszetett betegségcsoportok, példaul  lymphomék, lagyrész daganatok jobb
megértésének alapfeltétele volt a megfeleld klasszifikaciok kidolgozasa. Ugy gondoljuk,
hogy ez a 1épés nem keriilhetd6 meg a szintén igen valtozatos ductularis reakciok

jelentéségének, osztalyozasanak megértéséhez sem.
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KOVETKEZTETESEK

A primer hepatocyta mitogén, TCPOBOP a vad tipust egerekéhez hasonld
mértékli majsejt proliferaciot idézett el6 majukban fokozott mértékben TGFp1-
et termeld transzgén egerekben, jelezve, hogy a mé4jsejtek igy eldidézett

osztodasa nem érzékeny a TGFB1 mitoinhibitor hatasa irdnt.

A TCPOBOP fibrotikus/cirrhotikus majakban is jelentds proliferaciot volt képes

eldidézni, bar ennek mértéke elmaradt a kontroll allatokban tapasztalttol.

Human majakban kialakult ductularis reakciok jelentds része immunfenotipusuk
alapjan harom csoportba volt sorolhatd, az azonos betegségekben kialakult
reakciok tOobbsége ugyanazon csoportba kerilt, jelezve, hogy felosztasunk
tikrozi a ductulusok eredetét, patogenetikai szerepét. Osztalyozasunk alapul

szolgalhat tovabbi, kiterjedtebb, hasonld probalkozasoknak.
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VII.OSSZEFOGLALAS

A TGFp szamos szerteagaz6 hatdssal bird novekedési faktor, tobbek kozott hatékonyan
gatolja a majsejtek osztodasat és kotdszovet lerakodast serkentd hatisa révén fontos
szerepe van a majcirrhosis eldidézésében. Munkdnkban az ismert primer hepatocyta
mitogén TCPOBOP hatésat vizsgaltuk in vivo TGFB1 transzgén és fibrotikus maja
egereken. A transzgeén egerek hepatocytai nagy mennyiségben termelnek aktiv TGFB1-
et. Ezekben az allatokban irodalmi adatok szerint parcidlis hepatectomia csokkentett,
elhtiz6do valaszrekaciot idéz eld. Ezzel szemben kisérleteink alapjan a TCPOBOP
eldidézte proliferativ valaszban nem volt Iényeges eltérés a transzgén és a vad tipusu
kontroll egerek kozott. Szamos kulénbség ismert a regenerativ és a primer mitogének
altal eldidézett hepatocyta proliferacid szabalyozdsdban, eredményiink szerint eltérd a
két folyamat TGFp1 iranti érzékenysége is.

A cirrhotikus majak kozismerten rossz regenerativ képességében szerepet jatszhat
fokozott TGB1 termeléstik. Ha viszont a TCPOBOP mitogén hatasa nem érzékeny a
TGFB1 gatlo hatdsaval szemben, akkor vérhatéan a cirrhotikus majak ndvekedése
serkenthetd primer hepatocyta mitogénekkel. Ezért megvizsgaltuk TCPOBOP hatésat
két kiilonb6z6 maddszerrel eldidézett fibrotikus/cirrhotikus majakon. TCPOBOP hatasa a
cirrhotikus majakon ugyan elmaradt az ép majon tapasztalttol, de mindkét fibrotikus
csoportban jelentés mértékii proliferativ valasz volt eléidézhetd. Ez az eredmény arra
utal, hogy primer mitogén vegyiletek serkenthetik a human cirrhotikus maéjak
regeneraciojat is miitéti beavatkozasok utan.

Szamos emberi majbetegségben fordulnak elé valtozatos morfoldgiai megjelenésii és
kiterjedésti epeut szerli képleteket tartalmazd szoveti elvaltozésok, amiket
leegyszertsitve ductularis reactioknak neveznek. Ezeknek az igen eltéré reakcioknak
sem az eredete sem a bioldgiai/klinikai jelentdsége nem ismert. Tanulmanyozasukat
megneheziti, hogy maig nem alakult ki egységes osztalyozasuk, terminoldgiajuk.
Kisérletiinkben harom antitest (EMA, CD10, CD56) segitségével a vizsgalt reakciok
86%-a harom eltéréd immunfenotipusu csoportba volt sorolhatd. Az egyes csoportokba
tobbnyire hasonlo eredeti m4jelvaltozasok keriiltek. Ezért feltételezhetjiilk, hogy

osztalyozasunk jo kiindulépontja lehet hasonlo kiterjedtebb probalkozasoknak, amik
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vegul elvezethetnek a ductularis reakciok racionalis, reprodukéalhatd és altaldnosan
elfogadott osztalyozasahoz, ami hozzajarulhat bioldgiai szerepiik megértéséhez.
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IX. SUMMARY

TGFp is a multifunctional growth factor with diverse effects. Among such effects, it is a
potent inhibitor of hepatocyte proliferdcion and plays an important role in the
development of cirrhosis, facilitating of deposition of connecting tissue.

In our study we investigated the effect of the well known primary hepatocyte mitogen
TCPOBOP on TGFp1 transgenic mice and on mice with fibrotic livers. Hepatocytes of
transgenic mice produce high serum level of active TGFf1.

Based on the data found in literature, the PH induced proliferative response is decreased
and delayed in these animals. Contrarily, in our experimence there was no significant
difference in TCPOBOP induced proliferative response between the groups of
transgenic and wild type mice. Numerous discrepancies are known in regulation of
regenerative and primary mitogen induced hepatocyte proliferacion. According to our
results the sensitivity of these two processes for the effect of TGFB1 is also different.
Increased TGFB1 production can play a role in the well-known suppressed regenerative
capacity of cirrhotic livers. If mitogenic effect of TCPOBOP is not sensitive for
inhibition of TGFP1, then expectedly primary hepatocyte mitogens can stimulate
regeneration of cirrhotic livers. We investigated the effect of TCPOBOP on livers made
cirrhotic by two different methods. The effect of TCPOBOP decreased on cirrhotic
livers, but significant proliferative response was detectable in both cirrhotic groups.
Based on this result, primary mitogens may stimulate regeneration of human cirrhotic
liver after surgical resection.

We can observe tissue changes containing bileduct-like structures with various
morphological appearances and extensions in a wide variety of human liver diseases.
They are called ductular reactions and their origine and function is still debated. There
is no consistent classification and terminology to allow of standard analysis of them. In
our study, the majority (86%) of the samples could be classified immunohistochemicaly
into three categories with three antibodies (EMA, CD10, CD56). All groups contain
similar liver diseases, so we can assume our classification may initiate further similar
more extended studies resulting in a generally accepted rational classification

elucidating biological significance.
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