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Irodalmi attekintés

A ma3j létfontossagl, igen szertedgazd szereppel bird szerv.
Hatalmas  rezervkapacitassal — rendelkezik,  ugyanakkor
kéarosodast kdvetden igen hatékonyan tud regeneralddni.
Kisérletes koriilmények kozott ragesalok esetében a maj
kérositasara legtobbszor hasznalt eljards a sebészi parcidlis
hepatectomia. Ekkor a majlebenyek egy részét eltavolitjak,
mely ragcsalok esetében konnyen kivitelezhetd és nem okoz
necrosist a  hatramaradd  szovetekben. A parcialis
hepatectomiat kdvetd regeneracid soran a maj 5-7 nap alatt
potolja elveszett tomegét. Emberben ez a folyamat valamivel
lassubb, a m4j felének eltavolitasa utan korilbeliil egy honapra
van sziikség a regeneracidhoz.

A hagyomanyosan regeneracionak nevezett folyamat szigoruan
véve kompenzatorikus hyperplazia, hiszen az eltavolitott
lebenyek nem ndének vissza, a megmaradt lebenyek
novekedése altal potlodik a maj tomege.

A parcialis hepatectomiat kdvetd kompenzatorikus hyperplazia
soran szamos cytokin (IL6, TNF), novekedési faktor (HGF,
TGFa), transzkripcios faktor (STAT3, NF-xB) és azonnali
korai gén (c-fos, c-jun. c-myc) aktivalodik.

A maj elbzetes karositasa nélkiil is eld lehet idézni majse;jt
proliferaciot in vivo ugynevezett primer hepatocyta
mitogénekkel. A primer hepatocyta mitogének csoportja igen
heterogén, k6z06s tulajdonsaguk, hogy transzkripcios faktorként
miik6dé nuklearis receptorokon hatnak, egyszeri adagjuk is
jelentés DNS szintézist idéz eld a majban, ¢és adagolasukat
megszlintetve a mdaj a majsejtek szabalyozott apoptosisat
kovetéen visszanyeri eredeti DNS tartalmat és tomegeét.
Jelentéségiiket  tobbek  kozott az  adja, hogy a
parcialishepatectomiat kovetd kompenzatorikus hyperplaziatol
eltérd szignalutakat aktivalnak. A primer mitogének okozta
majsejt proliferaciohoz nem sziikségesek a kompenzatorikus
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hyperplézia kapcsan kulcsszerepet jatszé faktorok. A kétféle
proliferacio kdvetkezményei is eltérnek egymastol.

Az altalunk primer mitogénként hasznalt 1,4-bis[2-(3,5
dichloropyridyloxy)]benzén , a TCPOBOP egy halogénezett
szénhidrat, a constitutiv androsztén receptoron (CAR)
keresztiil hat. Célgénje tobbek kozott a Cyp2b10, mely fontos
szerepet jatszik a maj méregtelenitd funkcidjaban.

A TGFp csaladba tartozo TGFB1 az egyik legtobbet kutatott
citokin a parcialis hepatectomiat kovetd regeneracido soran,
pontos szerepét azonban még ma sem ismerjik. Primer
sejtkultarakban igen hatasos mitoinhibitorként mikodik, a
kompenzatorikus hyperplézia soran leginkdbb a regeneraciod
leallitdsdban tulajdonitanak neki szerepet, de a pontos
mechanizmust felderiteni eddig nem sikeriilt.

Az altalunk is hasznalt transzgén egér vonalon aktiv TGFp1-et
a hepatocytdkban tultermeld transzgén egerek esetében a
regeneracio csokkent, elhuzodo voltarél szamoltak be,
igazolva, hogy a transzgén terméke lassitja a majszovet
parcialis hepatectomiat kovetd regenerativ valaszat.

A TGFp1 hatasar6l primer hepatocyta mitogén okozta majsejt
proliferaciora még nem szamoltak be az irodalomban.

A cirrhotikus mdaj regeneraciés képessége csokkent az
egeészséges majhoz viszonyitva, amiért részben a cirrhotikus
m4j megnovekedett TGFB1 termelését teszik feleldssé. A
cirrhotikus m4j regeneracidos képességének csokkenése a
klinikai gyakorlatban is jelentés probléma, hiszen a
hepatocellularis karcindbma tobbnyire cirrhotikus méjban
fejlodik ki, a megmaradt cirrhotikus maj csdkkent regeneracios
képessége miatt azonban a megmiitott beteg életkilatasai is
rosszabbak.

Az 1dds allatok méaja is csokkent regeneracids képességgel
rendelkezik a fiatal allatok majahoz képest, azonban
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TCPOBOP primer hepatocyta mitogén alkalmazasaval az idds
majak regeneracios képessége a fiatal allatokéhoz hasonlo.

A fentiek alapjan érdemes megvizsgalni, hogy a cirrhotikus
maj regeneracios kapacitasa javithato-e primer hepatocyta
mitogén alkalmazasaval.

Stlyos majkarosodas esetén mind ragcsalokban, mind human
majban gyakran jelennek meg epeutakra emlékeztetd
ductularis képletek. Ezt a szoveti reakciot hivjak ductularis
reakcionak.

A ductularis reakciok igen sokfélék eredetiik és funkciojuk
szerint, ugyanakkor a csoportositdsukra tett kisérletek nem
vezettek eredményre, nincs egységes nevezéktanuk sem.

Ennek hianyaban a kiilonb6z6 megfigyelések és kisérletek
eredményeit igen nehéz Osszevetni, felhasznalni. A leginkabb
hasznalt tipusos ¢és atipusos ductularis elnevezést sem ajanljak,
mert kevéssé reprodukalhato. gy jelenleg egy névvel illetjiik
példaul a patkdny majban a méjsejtek karositasaval eldidézett
reakciot az epeut lekotés okozta reakcioval, holott mig az
elébbi esetben a ductularis képleteket alkotd sejtek
bizonyitottan ~mind hepatocyta, mind epeat iranyu
differencidciora képesek,azaz valamiféle dssejtként mitkddnek,
addig az utobbi esetben a sejtek epeut iranyban elkdtelezettek.
E kétféle jelenséget egyiitt vizsgalva hibas kovetkeztetésekre
juthatunk.

funkcidjat is tikrozo, reprodukélhaté és nagy anyagon is
alkalmazhaté osztalyozasara, de ez ideig nem sziiletett a
tobbség szamara elfogadhat6 eredmény.

Immunhisztokémiai fenotipus alapjan torténd osztalyozasra
még nem tortént kisérlet az irodalomban.



Ceélkituzések

1. Hogyan befolydsolja a TGFBl1 a TCPOBOP Aéltal kivaltott
proliferativ valaszt egér majban?

2. El6idézhet6-e hyperplazia fibrotikus majban TCPOBOP-pal?

3. Osztalyozhatdak-e human majban kialakult ductularis reakciok
immunfenotipusuk alapjan?

Anyag és modszer

Allatkisérleteink soran TGFpB1 transzgén egereket hasznaltunk.
Az egerekben a transzgén az albumin promoter szabalyozasa
alatt all, igy a TGFpB1 csak a méjban termelddik, ugyanakkor a
szérumszintje allandéan magas. Két szerin kodon cisztein
kodonra cserélése miatt kozvetleniil aktiv TGFB1 termel6dik,
nincs sziikség az aktivalodasra. Kontrollként azonos kort és
nemil C57BI egeret hasznaltunk. A fibrotikus kisérletek soran
szintén C57BI egereket hasznaltunk.

A ductularis reakciokat intézetiink archivumaban tarolt human,
paraffinba agyazott mintakon vizsgaltuk.

A transzgén egerek genotipusat PCR vizsgalattal ellendriztiik.
A vizsgalni kivant gének expresszidjat real time RT-PCR
vizsgalattal mértiikk, GAPDH-hoz viszonyitottuk.
Immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink a ductularis
reakciok elemzésekor és a sejtproliferacio vizsgalatakor a
BrdU jelol6dés kimutatasara.



Eredmények

Osszehasonlitottuk a TCPOBOP altal kivaltott proliferaciot
TGF B1 taltermeld transzgén egerekben ¢és kontroll allatokban.
Vizsgaltuk az 4llatok majsulyat, teststilyhoz viszonyitott
majsalyat. A DNS szintézist kétféle megkozelitéssel
vizsgaltuk. Az ugynevezett pulse jeldléssel mértiik az egyszeri
TCPOBOP adasa utani kiilonb6z6 idépontokban az S fazisba
1€p0 sejtek aranyat, valamint a TCPOBOP kezelést kdvetden 5
napig az allatok ivovizébe adagolt BrdU segitségével az adott
idészak alatt az Osszes s fazisba 1épd sejt aranyat, az
ugynevezett proliferativ poolt. Eredményeink szerint sem a
pulse jeldléssel sem a proliferativ pool mérésével nem tudtunk
szignifikans kiilonbséget kimutatni a két csoport kozott, a
kisérletben a TGF Bl nem gatolta a TCPOBOP el6idézte
proliferaciot.

A génexpresszids vizsgalatok alkalmaval vizsgéltuk a
Cyp2b10-et a CAR célgénjét és mindkét csoportban jelentds
novekedést tapasztaltunk, bar a transzgén egerekben ez a
novekedés szignifikdnsan alacsonyabb volt. Két proliferacios
aktivitast tiikr6z6 gént is vizsgaltunk a Cyclin A-t és D1-et,
mindkét Cyclin expresszid csucspontja 34 oranal volt, a Cyclin
A expresszigja valamivel magasabb volt a transzgén
allatokban. A TGF 1 expresszio a 30. o6ratél mindkét
csoportban megndtt, a valtozds a vad tipust egerekben
kifejezettebb volt.

Kovetkezd kisérletiinkben vizsgaltuk, hogy TCPOBOP-pal
létre tudunk-e hozni proliferaciot cirrhotikus majban. A
cirrhosist kétféle vegyiilettel hoztuk létre, széntetrakloriddal
(CCl4) és tioacetamiddal (TAA). A kezelést kovetden két hétig
az allatokat normal tdpon tartottuk, majd szdvettani vizsgélattal
picrosyrius festéssel ellendriztiik a fibrosis/cirrhosis meglétét.
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Hasonldéan el6z6 kisérletiinkh6z, ebben az esetben is
ellendriztiik a relativ majstlyokat a TCPOBOP kezelés
idépontjaban és 5 nappal késébb. A DNS szintézist 36 oraval a
kezelést kovetden illetve 5 napos BrdU itatast kovetden
vizsgaltuk.

A TCPOBOP hatasara a relativ majsulyok jelentésen
megemelkedtek, az emelkedés a kontroll allatokban enyhén
magasabb volt, de szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk
a csoportok kozott.

Mindharom csoportban jelentés BrdU beépiilést észleltiink, de
a kontroll 4llatokban szignifikdnsan magasabb volt a
cirrhotikus allatokhoz képest. Mindharom csoportban jelentds
volt az 5 nap alatt S fazisba 1ép6 sejtek aranya is, bar a kontroll
allatok esetében magasabb értékeket kaptunk.

Génexpresszios vizsgalatokkal ellendriztiik a TCPOBOP CAR

szignalut hatékonysagat a CAR célgénjének a Cyp2bl0
expresszidjanak ~ mérésével. Mindhérom csoportban
szignifikans novekedést tapasztaltunk, de a kontroll allatokban
kifejezettebb volt. A Cyclin A expresszidja a 36. 6éraban volt a
legmagasabb és itt is szignifikdns kiilonbség mutatkozott a
kontroll és cirrhotikus allatok kozott. A TGFB1 és p27 szintje
mindvégig magasabbnak  mutatkozott a  cirrhotikus
csoportokban €s rdaddsul mindharom csoportban novekedést is
tapasztaltunk.

Kovetkezd  kisérletiinkben — megprobaltuk  csoportositani
immunhisztokémiai reakciok segitségével a huméan majban
kiilonboz6 koriilmények kozott 1étrejott duktularis reakciokat.
Az irodalomban a duktulusok vizsgalatara hasznalt
immunhisztokémiai reakciok koziil az AFP, chromogranin,
CEA, DLK1, DMBT-1 az 0sszes vizsgalt mintdban negativ
volt, mig a CK19, EpCAM, E.cadherin, claudin 2 mind az
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epeutakat, mind a ductulusokat megfestette, igy ezek az
antitestek alkalmatlannak bizonyultak a ductularis reakciok
elkiilonitésére. A CK7 szintén jelolte az epeutakat és a
ductulusokat is, ugyanakkor halvany festédésével Kijelolte az
atmeneti hepatobiliaris sejteket is, ezért ezt a antitestet
hasznaltuk a ductulusok lathatova tételére.

Az EMA, CDI10, CD56 kiilonbozo festodési mintazatokat
mutatott a ductulusokban, ezen mintdzatok alapjan a 69 esetbdl
59-et 3 csoportba tudtunk sorolni. Vizsgalataink soran a
mintaban dominalo6 fenotipust vettiik alapul.

A Primitiv (P) tipust reakcioban a ductularis sejtek CD56
pozitivak, CD10 és EMA negativak voltak. Morphologiailag
lapos sejtek alkotta lumen nélkiili kotegeket tudtunk
megfigyelni CK7 festéssel. A legtobb minta ebbe a csoportba
tartozott, ide keriilt az dsszes fokalis noduldris hyperplaziat és
primer bilidris cirrhosist tartalmaz6é minta, de néhany egyéb
betegségben is megfigyelhetd volt ez a tipusu reakcio.

A kovetkez6 ugynevezett Differencialodo (D) tipust, CD56,
CD10 és EMA pozitivitast mutatd csoportba két nagy
betegségtipus tartozott, a cirrhosis ¢és a fulminans
majelégtelenség. A két csoport kozott morfologiai kiilonbség
volt lathatd. Mig a fulmindns méjelégtelenségben a ductulusok
alkotasdban sok nagy méreti CK7-tel halvanyan fest6do,
ugynevezett atmeneti hepatobiliaris sejtet talaltunk, addig a
cirrhotikus majakban a ductulusok megint az atipusos
ductularis reakci6 képét mutattak kevés atmeneti hepatobiliaris
sejttel.

Az Obstruktiv (O) tipust reakcidoban a ductulusok epeutakra
hasonlitottak, csak CK7 és EMA pozitivitast mutattak, CD10
¢s CD56 negativak voltak. Az ebbe a csoportba tartozo



betegségek kozos jellemzbje az epelti obstrukcid volt (akut
epettelzarddas, biliaris atrézia, szekunder biliaris cirrhosis)

Megbeszélés

Vizsgaltuk a TGF B1 hatasat a TCPOBOP okozta hepatocyta
proliferaciora. Kisérletink eredményei alapjan a primer
hepatocyta mitogén TCPOBOP indukalta méjsejt proliferacio
nem érzékeny a TGF 1 mitoinhibitor hatasara.

Ez alapjan felmeriil, hogy az egyes primer hepatocyta
mitogéneknek tulajdonitott hepatocyta carcinogenesist gatld
hatasban szerepet jatszhat a primer mitogének TGF B1-t6l
fliggetlen hatasa. A TGF B paradoxonként ismert tedria szerint
a daganatos sejtek elveszitik a TGF B1 iranti érzékenységiiket,
igy relativ novekedési elonyre tesznek szert az egészséges
sejtekkel szemben. Primer hepatocyta mitogén alkalmazaséaval
esetleg ez a novekedési elény mérsékelhetd lenne, nem
érvényesiilne teljes egészében a TGF [ paradoxon.

A cirrhotikus mdjak csokkent regenerdcios képességéért is
részben a TGF PB1 fokozott termelését teszik felelOsse.
Eredményiink alapjan felmeriil, hogy a cirrhotikus ma4jak
regeneracios képessége javithatd lenne primer hepatocyta
mitogének adagolasaval. Kovetkezd kisérletiinkben ezt
vizsgaltuk.

Kovetkezd kisérletiinkben vizsgaltuk, hogy a TCPOBOP
képes-e mdjsejt proliferaciot létrehozni cirrhotikus méajban.
Eredményeink alapjan a TCPOBOP képes volt szdmottevd
proliferaciot indukalni cirrhotikus egérmajban, de ez elmaradt
a kontroll allatokéhoz képest.

Irodalmi adatok szerint az idds egerek majanak regeneracios
képessége elmarad a fiatal allatok majahoz képest, ezért
részben a p27 fokozott expresszidjat teszik feleldssé.
TCPOBOP adagolésaval javithatd volt az idés allatok majanak
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regeneracidja ¢és kimutathaté volt a kisérlet sordn a p27
expresszio csOkkenése 1dés majban. Jelen kisérletiinkben nem
lehetett kimutatni a p27 expresszid csokkenését, ez lehet
felelés azért, hogy a TCPOBOP képes volt jelentds
hyperpléaziat kivaltani a fibrotikus majakban, de ennek mértéke
jelentésen elmaradt a kontroll allatokétol.

Eredményeink alapjan, bar a cirrhotikus mdjak reakcidja a
TCPOBOP hatasara szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll
allatokéhoz képest, mégis jelentOs proliferaciot sikertiilt elérni a
kezeléssel, igy elképzelhetd, hogy megfelel6 human
hepatocyta mitogén alkalmazasaval javithatdé lenne a
cirrhotikus majak regeneracios képessége is.

A kiilonboz6, majat  kérositd allapotokban megjelend
ductularis reakciok igen heterogének, mind megjelenésiikben
mind eredetiikben mind funkcidjukban. A

vizsgalatok ¢és megfigyelések eredményeinek Osszevetését
neheziti az egységes, raciondlis osztalyozds, nevezéktan
hianya. A ductularis reakcidk csoportositasara tett kisérletiink
soran a reakciok jelentés részét, 86 szazalékat, 3 csoportba
tudtuk osztani. Az azonos betegségekben kialakult reakciok
tobbsége azonos csoportba kertilt, igy a csoportositas tiikrozi a
ductularis reakciok eredetét, patologiai szerepét is. Munkank
nem jelent végleges és tokéletes modszert a ductularis reakciok
csoportositasara, de kiindulépontja lehet mas, nagyobb
esetszamon végzett vizsgalatoknak.
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Kovetkeztetések

1. A primer hepatocyta mitogén, TCPOBOP a vad tipusu
egerekéhez hasonlé meértékii majsejt proliferaciot idézett eld
majukban fokozott mértékben TGFB1-et termeld transzgén
egerekben, jelezve, hogy a madjsejtek igy eldidézett osztodasa
nem ¢érzé¢keny a TGFB1 mitoinhibitor hatésa irant.

2. A TCPOBOP fibrotikus/cirrhotikus majakban is jelentds
proliferaciot volt képes eldidézni, bar ennek mértéke elmaradt a
kontroll allatokban tapasztalttol.

3. Human madjakban kialakult ductularis reakcidk jelentds része
immunfenotipusuk alapjan hdrom csoportba volt sorolhatd. Az
azonos betegségekben kialakult reakciok tobbsége ugyanazon
csoportba kertilt, jelezve, hogy felosztasunk tiikr6zi a ductulusok
eredetét, patogenetikai szerepét. Osztalyozasunk alapul
szolgalhat tovabbi, kiterjedtebb, hasonl6 probalkozasoknak.
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Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom csaladomnak a végtelen tiirelmet és sok batoritast
amit a munkam soran tapasztaltam.

Ko6szonom Prof Dr Kopper Laszlonak és Prof Dr Matolcsy
Andréasnak, hogy az éltaluk vezetett Intézetben végezhettem a
PhD munkamat.

Koszonom témavezetdémnek, Prof Dr Nagy Péternek rengeteg
segitségét, batoritasat, bizalmat és tlirelmét az altala vezetett
laborban végzett munkam soran.

Dr Dezsé Katalinnak koszonhetem, hogy megtaldltam a
helyem a labor ¢letében ¢s folyamatosan jelen volt, ha
munkamban tanécsra volt sziikkségem.

Ko6sz6ndm Dr Szurjan Kingénak, Bugyik Edinanak és Dr Paku
Sandornak a munkédmban nytjtott segitségiiket.

Koszonettel tartozom Prof Dr Kovalszky Ilondnak, hogy a
laborjaban végezhettem méréseimet, valamint a labor
dolgozoinak, hogy  barmikor fordulhattam  hozzajuk
problémammal. Kiilon kdszondm Dr Baghy Kornélia szakmai
segitségét.

Ko6szondm a haematoldgiai labor munkatarsainak Bardnyné
Pallagh  Adriennek ¢és Lengyel Anikonak technikai
segitségiiket.

Koszonettel tartozom Dr Molnar Andrasnak szamitastechnikai
téren nyujtott segitségéért, Glyn T. Williams-nek és Dr Csernus
Balazsnak az angol szovegek lektoralasaért.

Ko6szondm Dr Baélint Katalinnak, hogy lehetdvé tette, hogy
munkamat végezhessem.

Laczik Cecilianak koszonettel tartozom, hogy tigyes-bajos
dolgaimmal barmikor fordulhattam hozza.
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