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|. Bevezetés

A méjcirrdzis kiilonb6zé kronikus majkarosodassal jarod betegségek altal okozott
diffaz folyamat, melyre a klasszikus WHO-definici6 szerint fokozott kotOszovet-
felhalmozddas (fibrézis) és a normalis méjszerkezet allebenykés, gobds atépllése
jellemz6. Leggyakoribb kivaltd okai az alkoholos méjbetegség (ALD), hepatitisz B
(HBV) és C (HCV) virus, nem alkoholos eredetii szteatohepatitisz (NASH), autoimmun
hepatitisz (AIH), primer biliaris kolangitisz (PBC), primer szklerotizald kolangitisz

(PSC), Wilson-kor, hemokromatézis, valamint kiillonb6z6 tarolasi betegségek.

I.1. A majban kérosan képzodott kotészovet jellemzése

Szovettani metszeteken a cirrotikus maj majsejtekbdl allo allebenykékbdl,
valamint az ezeket kompletten korbezard kotOszovetes szeptumokbdl épil fel, a
szeptumok alloméanyaban epeutakkal, gyulladasos sejtekkel, érképletekkel.

A fokozott mértékii hegszovet képz6dés, fibrozis a cirrotikus maj mikro- és
makroszkoposan is legjellegzetesebb elvaltozdsa. A parenhima folytonossagat
megszakito kotészovetes nyaldbokat szeptumoknak nevezziik. A majfibrozisnak a
kotdszovet lerakodasanak lokalizacidja szerint tobb megjelenési formdja létezik. A
fibrozis térbeli lokalizacidja szerint beszélhetiink periszinuszoidalis, periportalis vagy
pericentralis fibrozisrél. A kialakult cirrotikus majra jellemzé az un. athidalo,
,bridging” fibrozis, ilyenkor a kot6szovet két vaszkularis képletet kot 6ssze (porto-
portalis, porto-centrélis szeptumok). A fibrozis egy kilonleges formaja a parenhima
Kipusztulas (parenchymal extinction), amely soran a Kipusztult majparenhiméat egy
nagy, egybefiiggd teriileten helyettesiti kotészovet. A cirrdzist kivaltdé oktol fliggéen

A cirrotikus maj patologiai értékelése soran kiillonb6z6 szemikvantitativ score-
rendszereket (pl. Scheuer-, Ishak-, Batts-Ludwig-, METAVIR-score) hasznalnak,
amelyekkel megadhat6 a nekroinflammatorikus aktivitas (grade) és a fibrozis mértéke
(stage). A legmagasabb stage mindegyik rendszerben a cirrotikus majat jel6li. A score-
rendszerek egyik legfontosabb problémaja a patologus altal adott pontszam jelentds

mérték(i inter- és intraobszerver variabilitasa. Ezen kivil azonos stadiumon belil



hatalmas kulonbsegek lehetnek a fibrézis mértékében, mivel a pontszdm nem csak a
kotészovet mennyiségétdl, hanem a maj szerkezeti eltéréseitdl (szeptumok Kiterjedtsége,
lokalizacioja, biopszia pontos helye) is fugg.

A szemikvantitativ pontrendszereken kivil napjainkban igény van objektiven és
reprodukalhatoan mérhetd szovettani paraméterekre a fibrozis mértékének pontosabb
meghatarozasara, valamint a cirrézis progresszidjanak, ill. az esetleges regresszio
dinamik4ajanak monitorozésara. Szamos szerzé a mdj kotdszovet tartalmanak digitalis
meghatarozasat ajanlja a pontrendszerek alkalmazasa mellett. Ennek soran a kotészovet
altal elfoglalt terlilet szazalékos aranyat mérik meg az egész majminta 0sszteriiletéhez
viszonyitva (collagen proportionate area — CPA). Igy lehetségessé valik a maj
kotészovet-tartalméanak folytonos valtozoval valo jellemzése, ami azért is elényds, mert
ezt a mérdszamot statisztikailag is korrekt mdédon lehet kiilonbozd klinikai vagy
hisztoldgiai paraméterekkel dsszehasonlitani. Szamos tanulmany eredményei alapjan a
digitalis analizissel meghatarozott CPA értékek jol korrelalnak a kiilonb6z6 score-

rendszerekkel meghatarozott fibrozis stadiumokkal.

I.2. Duktularis reakci6 allatkisérletes modellekben és human méajban

Szovettani metszeten a fokozott kotdszovet felhalmozddas mellett a cirrotikus
méj masik legszembeotlobb eltérése az epeuthoz hasonld képletek megjelenése a
kotdszovetes szeptumokban, amelyeket gyijtonéven duktularis reakcionak neveziink. A
duktularis reakcio sejtjei kozott mai tudasunk alapjan Gs-/progenitor sejt tulajdonséagu
sejtek is eléfordulnak, igy feltételezhetd, a duktuléris reakcio regenerativ szerepe. Ha
sikerlilne a m4j progenitor sejtjeinek regeneracioban betoltott szerepét pontosan
megismerni, ugy lehetéség nyilna akéar a cirrdzis lefolyasat is befolyasolni, akar a
regenerativ  folyamatok eldsegitésével, akar a progenitor sejtek aktivacidjaval
Osszefuiggésbe hozott kéros folyamatok (fibrozis, karcinogenezis) gatlasaval.

A m4j kitlin6 regeneracios képességgel rendelkezik. Ha a patkany vagy egér maj
2/3-4t sebészi Uton eltavolitjadk a majtdmeg az érett majsejtek osztodasa révén 5-7 nap
alatt helyreall mindkét fajban. Azonban ha a majsejtek osztodasi aktivitasa karosodott

vagy gatolt, gy kiilonboz6 majkarosité hatasokra a maj progenitor sejtjei aktivalodnak.



A legelfogadottabb elképzelés szerint a progenitor sejtek a Hering-csatornéakban
clhelyezked6 6ssejtekbdl szarmaznak.

A progenitor sejtek részvetelével lezajldé méajregeneréacio klasszikus kisérleti
modellje patkdnyon a 2-acetilaminofluorén kezelés és sebészi parcialis hepatektomia
(PH) kombinécidja (AAF/PH). Ebben a modellben bizonyitott, hogy az 6ssejt-medialt
regeneracio epeut eredetli progenitor sejtek részvételével zajlik le.

Napjainkra a maj Gssejt-kutatas stulypontja egér kisérletekre tevodott at, igy az
AAF/PH-t0l eltér6 kisérleti rendszereket alkalmaznak a progenitor sejtek vizsgalatara.
A patkany majjal ellentétben az egér majban vitatott, hogy honnan szarmaznak a
progenitor sejtek, ill. hogy egyaltalan birnak-e regenerativ funkcioval.

Az allatkisérletes modellekhez hasonldéan az emberi maj esetében is régéta
kérdés, hogy a legkiilonbozobb akut és kronikus majbetegségek soran megjelend
duktularis reakciok tartalmaznak-e progenitor sejteket, és van-e szerepik a
majregeneracioban. A kiterjedt majnekrozis soran megjelend duktuléris proliferacié
tekintetében erre erds bizonyitékok ismertek. A legtobb kronikus madjbetegségben is
megfigyelhetd duktularis reakcio, de ennek biolégiai funkcidja a mai napig
ellentmondasos. Szamos eredmény utal arra, hogy a mar emlitett allatmodellekhez és a
fulmindns majelégtelenséghez hasonléan a duktuléris reakcionak a cirrotikus méjakban
is lehet regenerativ szerepe. Az elmult évtizedben teret nyert az az elképzelés, hogy a
kronikus majbetegségekben a duktularis reakcio akkor kezd el regenerativ funkcioval
birni, vagyis hepatocitdkka differencialodni amikor a majsejtek nagy része mar

szeneszcens allapotba kertilt, vagyis képtelen az osztddasra.

I.3. A cirrézis tanulmanyozasara hasznalt allatmodellek

A majcirrozis allatkisérletes tanulmanyozasara leggyakrabban széntetraklorid
(CCly) vagy tioacetamid (TAA) kezelést alkalmaznak.

A CCls az egyik legszélesebb korben és legrégebb ota hasznalt anyag a
méjkutatasban. A CCls-et a citokrém p450 2E1 (CYP2EL) enzim metabolizélja, amelyet
a pericentralis és midzonalis hepatocitak fejeznek ki. Ennek soran triklérmetil (CCl3")
gyok keletkezik, ami centrilobularis nekrozist okoz. A CYP2E1l enzimet indukald

szerekkel a majkarositd hatas potencirozasa, és igy a fibrézis/cirrozis kialakulasanak



felgyorsitasa érhet6 el. Ilyen szer pl. a fenobarbital (PhB), melyet az allatok ivovizében
oldva hosszu ideje hasznalnak a CCls-el kombinalva allatkisérletekben.

A TAA metabolizmusa soran a flavin tartalmi monooxigendz és a citokrom
p450 enzimek tioacetamid-S-oxidot képeznek, a reakcid soran képz6dé szabadgyokok
okozzék a sejtkéarositd hatést. Ismételten intraperitoneélisan adagolva vagy ivovizben
oldva alkalmazzak cirrozis kivaltasara. A majban akutan centrilobularis nekrézist okoz,

de emellett a periportalis hepatocitakat is karositja.

I.4. Célzott terpias szerek alkalmazéasa cirrotikus allatmodelleken

Mivel a fibrogenezisben, ill. a duktularis reakcio kialakuladsaban szerepet jatszé
receptorok egy része a receptor tirozin kinadzok csaladjaba tartozik, (pl. EGFR, PDGFR,
c-met), igy nem meglepd, hogy szdmos tirozin kindz gatlé hatdsat vizsgaltak meg a
majfibrdzis és majregeneracio kulonféle allatmodellein.

Az els6ként kifejlesztett és a klinikai gyakorlatban elterjedt tirozin kinaz gatlé a
c-kit és PDGFR gatl6 imatinib (Glivec) volt. Féként a PDGFR fibrogenezisben betdltott
kdzponti szerepe indokolja, hogy allatkisérletes modellekben szdmos szervben
vizsgaltak az imatinib k6tészovet felhalmozodasra gyakorolt hatasat. Tiid6ben, szivben,
vesében, borben is leirtak antifibrotikus hatasat, de a legtobb errél beszamold tanulmany
a majat vizsgalta, ahol szdmos kiilonb6z6 kisérleti modellben is hatékony fibrozist gatlo
szernek bizonyult.

Az EGFR-gatlo erlotinibet is sikeresen alkalmaztak kiilonbozd allatkisérletes
modellekben a kotdszovet felhalmozodas gatlasanak céljabol.

Az emlitett gyogyszerek altal gatolt receptor tirozin-kinazok a duktularis reakcio
szabalyozésdban is fontos szerepet jatszanak, ennek ellenére a legtdbb idézett
tanulmany nem vizsgalta a duktuléris reakcidra Kkifejtett hatast. Emellett a
megfigyelések donté tobbsége csupan egy kisérleti idépontra vonatkozik, igy az

antifibrotikus hatas dinamikajardl sem all rendelkezésre részletes ismeretanyag.



I.5. A cirr0zis regresszioja

cres

kozos, irreverzibilis végallapotanak tekintették, azonban napjainkra mar realis
alternativa lehet a betegség regresszidjanak elérése, ¢s ennek kdszonhetden a cirrdzis
szemlélete atalakuldban van. Az etioldgiatol flggetlenll egységes, egyféle kimenetelii
allapot helyett azonban ma mar nagyon is heterogén, dinamikusan valtoz6 betegségnek
tekintik, amelyben bizonyos etioldgiak (virushepatitiszek, ALD) esetén a kivalto hatés
megszintetését kovetOen lehetséges a regresszid. Ezzel egyiitt a majfibrozis
stddiumanak megitélésére hasznalt score-rendszerek hianyossagai is elétérbe kertiltek.
Mivel ezekben a beosztasokban a cirrozist végstadiumnak tekintik, és minden cirrotikus
m4j egy stadiumba tartozik, igy nem kiilonithetd el, hogy melyik esetben van még esély
regresszidra, és melyik az, amely val6ban végallapotnak felel meg. Napjainkra
sziikségessé valt a cirrozis osztalyzasa a kiilonboz6 progndzisu betegek elkiilonitéséhez.
Igény van olyan objektivan, reprodukdlhatban mérhetd paraméterekre, melyek
segithetnek az osztalyozasban, ill. annak eldrejelzésében, hogy melyik esetek reagalnak
jOl gydgyszeres terapiara, és melyik esetekben nincs reélis esély a regresszidra. Ezzel
parhuzamosan felértékel6dott az etiologiai tényezdk szerepe, igy olyan paraméterek is
nagy jelentdséggel birhatnak, melyek kiillonboznek egyes etiologiaji cirrotikus

betegekben.



II. Célkittizés

A cirrotikus méj szovettani metszeten mérhetdé morfologiai paraméterei
(kotoszovet, duktularis reakcio, ill. aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt
teriilet, kotdszovetes szeptumok vastagsdga, majsejtek és duktularis sejtek
proliferacios aktivitasa) kozotti 6sszefliggések keresése human mintakon.

A huméan mintdkon elemzett morfologiai paraméterek és a betegség
etiologiai tényez6i, a betegek laboratoriumi értékei, valamint a cirrozis
szovodményeinek fennallasa kozti Osszefiiggések keresése, a cirrozis
esetleges osztalyozéasa céljabol.

A kotészovet felhalmozddasanak és a duktuldris reakcid kiterjedtségének,
valamint a majsejt és duktularis sejt osztdédas dinamikajanak részletes
tanulmanyozésa egér majfibrézis modellekben.

A tirozin-kinaz gatlé imatinib és erlotinib hatdsanak vizsgalata a fibrozis és

duktularis reakcid progresszidjara egér majfibrdzis modellekben.



I11. Médszerek

I11.1. Human mintdk

Vizsgalatainkat 56, a Semmelweis Egyetem Transzplantacios és Sebészeti
Klinikdjan 2010 és 2012 kozott transzplantacid soran eltavolitott cirrotikus majon
végeztik. A cirrdzis etiologiai tényezéinek megoszlasa a kovetkezd volt: 30 HCV, 4
HBV, 11 ALD, 5 AlH, 4 PSC, 1 PBC, 1 kriptogén eredetii. 13 majban (10 HCV, 1-1-1
ALD, AIH, PBC) HCC is kialakult. A kutatasban harom normal majat hasznaltunk
kontrollnak. Minden, a kutatisban felhasznalt majbol nagyméretli, legaldbb 1 cm?
tertiletli kimetszés keriilt beagyazasra a VII. szegmentumbol, ahonnan €16 betegekbdl a
majbiopszas mintakat is veszik. A human mintakon végzett kisérleteket a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga 125/2010 sz. hatarozataban
engedélyezte.

Minden beteg esetén adatokat gyijtottiink a transzplantaciot megel6zé utolso
laborvizsgalat eredményeibdl. A méj- és vesefunkcid f6 paraméterei (szérum bilirubin
(SeBi), aszpartat-aminotranszferaz (AST), alanin-aminotranszferdz (ALT), alkalikus
foszfataz (ALP), albumin, szérum 6sszfehérje (TP), gamma-glutamil transzferaz (GGT),
INR, kreatinin), valamint kvalitativ vérkép adatok (hemoglobin szint (Hb),
fehérvérsejtszam (WBC), thrombocytaszdm (Thr)) kertltek feljegyzésre. A szérum
bilirubin, INR és kreatinin értékekbdl kiszamoltuk a MELD pontszamot. Ezen kivil azt
is ellendriztiik, hogy a betegek kortorténetében szerepel-e nyeldcsd varikozitds, varix

vérzeés, ill. barmilyen fokl aszcitesz vagy enkefalopatia.

111.2. Allatkisérletek

Egér kisérleteinket az Intézet Allathazaban 8 hetes him egereken végeztiik,
amelyeket standard korulmények kozott tartottunk. Az allatkisérleteket az Amerikai
Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségkutatd Intézetének (NIH) allatkisérletekre
vonatkozo protokolljai szerint végeztiik, betartva a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti
Bizottsdganak irdnyelveit.

Tiz kisérleti csoportot alakitottunk ki:



Kontroll modellek:

I. Vad tipust, C57BI/6 egereket széntetraklorid (CCls) (0,2 ml/kg napraforgdolajban
oldva, gyomorszondan at heti 2x) és fenobarbitdl (PhB) (0,5 g/l, ivovizben oldva)
kombin&cidjaval kezeltink (I. VT+CCls, n=49).

I1. Vad tipust, C57BI/6 egereket TAA-val (300 mg/l, ivévizben oldva) kezeltiink (II.
VT+TAA, n=50).

I11. Majukban aktiv TGFp-t kifejez6 transzgén egereket kezeltiink TAA-val (300 mg/l,
ivovizben oldva) (ITII. TGFB+TAA, n=61). Ezekbe az allatokba albumin promoéterhez
kotott sertés TGFP1 cDNS-t transzfektalnak, igy az egér majsejtjei a transzgénrol
folyamatosan termelik a TGFp-at, melynek szérum szintje a vad tipusu egerekben

mérhetO szint tobbszorose.

Gydgyszerrel kezelt modellek:

IV. Vad tipusu, C57BI/6 egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 25 mg/kg dozisban szajon &t vizben oldott imatinibet (Glivec, Novartis, Basel)
is adtunk (IV. VT+TAA+imatinib, n=54).

V. TGFp transzgén egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé naponta
25 mg/kg dbzisban szajon at vizben oldott imatinibet is adtunk (V.
TGFB+TAA+imatinib, n=38).

V1. Vad tipusu, C57BI/6 egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 5 mg/kg dozisban szajon &t erlotinibet (Tarceva, Roche, Basel) is adtunk,
melyet el6szor dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottunk fel, amit vizzel higitottunk
tovabb (VI. VT+TAA+erlotinib, n=48).

VII. TGFB transzgén egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 5 mg/kg dozisban szajon at vizben oldott erlotinibet is adtunk, melyet el6szor

DMSO-ban, majd vizben oldottunk f61 (VII. TGFp+TAA+erlotinib, n=38).

Az I-VII. modellben a kezeléseket 18 hétig folytattuk, a kisérlet kezdetétdl
szamitott 3., 6., 9., 12., 15. és 18. héten terminaltunk csoportonként 5-16 allatot. A °0’
idépont adatait 5-5 egészséges vad tipus, ill. transzgén egér majabdl mért értékek
adjak.
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Terapias modellek:

A fenti gyogyszerrel kezelt modellek mellett, ahol a majfibrozist kivaltd agens
adasaval egy idoben kezdtiilk meg a gydgyszerek alkalmazasat, az imatinib és erlotinib
hatasat megvizsgaltuk mar kialakult majfibrézisra is egy terapiés kisérletben. Ehhez a
kovetkezd harom kisérleti modellt allitottuk fol:

VIII. Vad tipust, C57BI/6 egereket 27 hétig kezeltiink TAA-val (300 mg/l, ivovizben
oldva) (VIII. Ter. kontroll, n=18).

IX. Vad tipust, C57BI/6 egereket 27 hétig kezeltiink TAA-val (300 mg/l, ivdvizben
oldva). A TAA adasanak 19. hetétdl az allatok naponta 25 mg/kg dozisban per os
imatinib (a fent leirt mdédon feloldva) kezelésben is részesiltek (IX. Ter. imatinib,
n=18).

X. Vad tipustu, C57BI/6 egereket 27 hétig kezeltink TAA-val (300 mg/l, ivovizben
oldva). A TAA adéasanak 19. hetét6l az allatok naponta 5 mg/kg dozisban per os
erlotinib (a fent leirt mdédon feloldva) kezelésben is részesiltek (X. Ter. erlotinib,
n=17).

A terdpias kisérlet 21., 24. és 27. hetén (vagyis a gyogyszeres kezelés kezdetétol

szamitott 3., 6. és 9. héten) csoportonként 5-7 allatot terminaltunk.

Minden allat a terminalast megelézéen 20, 2, ill. 1 6raval 500 mg/kg dozisu

intraperitonedlis bromdeoxiuridin (BrdU) kezelésben részestilt.

I11.3. Sz6vettani feldolgozas, morfometriai vizsgalatok

A human majakbdl és az egér majak egy részébdl rutin szovettani feldolgozas
sorén formalin-fixalt, paraffinba dgyazott blokkok késziiltek. Az egér majak mas részeit
folyékony nitrogénben lehiitott izopentanban lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk. A
paraffinba agyazott blokkokbdl késziilt metszeteket xilolal és leszall6 alkoholsorral
rehidraltuk, majd a specialis festések és immunhisztokémiai reakciok elvégzése mellett
minden human és egér mintab6l hematoxilin-eozin (HE) festés készult. A human

majakbol az immunhisztokémiai festések egy Leica Bond immunfestd automata
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hasznalataval késziltek. Az immunhisztokémiai reakciok el6hivasa diaminobenzidin
(DAB) kromogén alkalmazasaval tortént.

A kotdszovet altal elfoglalt teriilet nagysagat a human és egér mintdkon egyarant
pikrosziriusz vorossel festett, paraffinba agyazott blokkokbol készult metszeteken
elemeztik. Mind a huméan, mind az egér mintak esetén digitalis moédon hataroztuk meg
a kotészovet altal elfoglalt tertlet aranyat. A human metszeteken ezen kivil lemertik a
hérom legvastagabb szeptum vastagsagat is, és harom méres atlaga adta meg az egy
mintara jellemzé szeptumvastagsag értéket.

A humén mintakon az aktivalt miofibroblasztok, valamint a duktuléris reakcio
altal elfoglalt tertletet SMA (kat. szam: M0851; Dako), illetve CK7 (kat. szam: MU-
255-UC; Biogenex) elleni antitesttel jelolt paraffinos metszeten mértiik le. Az egér
méjakon a duktularis reakcio altal elfoglalt terlilet meghatarozésa céljabol fagyasztott
metszeten végeztink CK19 (kat. szam: TROMA-III; Developmental Studies
Hybridoma Bank) elleni immunfluoreszcens jel6lést.

A hepatocitak, és a duktularis reakcio proliferacios aktivitasanak jellemzése
céljabol a humén metszeteken Ki-67 immunhisztokémiai reakcié (kat. szam: M7240;
Dako) elvégzését kovetéen 5000 majsejtet és 500 duktularis sejtet szamoltunk le.
Ugyanebbdl a célbol az egerek BrdU kezelésben részesultek. Paraffinos metszeteken
BrdU ellenes immunhisztokémiai reakcio (kat. szam: 347580; BD Pharmingen)

elvégzése utan 2500 majsejtet és 500 duktularis sejtet szamoltunk le.

111.4. Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzés a Statistica 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa, OK) szoftver
hasznalataval tortéent. A valtozok normalis (Gauss-) eloszlastol valo eltérését
Kolmogorov Szmirnov-, ill. Lillefor-probaval ellendriztiik. A human mintdkon mért
szovettani paraméterek, ill. a laborértékek kozti 6sszefliggéseket Spearman-féle
rangkorrelacioval vizsgaltuk. A kiilonbozd szempontok (virdlis/nem virdlis, HCC/nem
HCC) szerint csoportositott adatokat nem parameteres, Mann-Whitney U teszttel

hasonlitottuk 6ssze, mivel nem minden valtozé bizonyult normal eloszlastnak.
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Az allatkisérletekben az egyes kisérleti csoportok kiilonb6z6 idopontokban mért
értékei kozotti kulonbség vizsgalatara két utas ANOVA (two-way analysis of variance)
prébat végeztink (a valtozok normal eloszlastak voltak; a két valtozd a Kisérleti
csoport, ill. az idOpont). Az egyes csoportokon beliil a valtozok kozti Gsszefliggést
Spearman-féle rangkorrelacioval vizsgaltuk. Az eredményeket mindenhol p<0,05 esetén

tekintettik szignifikansnak.
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IV. Eredmények

IV.1. Korrelacios vizsgalatok a cirrotikus majak morfometriai paraméterei és a betegek
Klinikai adatai kozott

A cirrotikus méajakbdl vett mintakban mind a HE-, mind a pikrosziriusz festéssel
lekerekedett kotészovetes szeptumokkal kompletten korbezart allebenykék voltak
megfigyelhetdk. Az allebenykék az SMA immunhisztokémiai jeloléssel ellatott
metszeteken is kirajzolodtak, az aktivalt miofibroblasztok szeptélis elhelyezkedésének
koszonhetéen. A CK7 immunhisztokémiai reakcid élénken jelolte a duktularis reakcid
és a normal epeutak hamsejtjeit.

A kotoszovet altal elfoglalt teriilet nagysaga (pikrosziriusz) szignifikans
korrelaciot mutatott az aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt tertlettel (SMA), a
szeptumvastagsaggal, valamint az ALP értékkel is. Az SMA értéke szignifikansan
Osszefliggott a szeptumvastagsaggal eés a duktularis reakcié altal elfoglalt terllettel
(CK7). A CKT ezen kivul az AST értékkel is szignifikansan korrelalt. A legtdbb
mintaban igen alacsony, 1% alatti Ki-67 indexet hataroztunk meg a hepatocitakban és
duktularis sejtekben is. Szignifikans, negativ 0sszefliggés allt font a majsejtek
proliferacios aktivitdsa (hep. prol.) és a szeptumvastagsag kozott. A majsejtek és
duktularis sejtek proliferacios aktivitdsa (dukt. prol.) is korreldlt, azonban a varttal
ellentétben pozitiv 0sszefiiggeést talaltunk a két paraméter kozott. A cirrdzis kiillonbozo
szovOdményeinek  (aszcitesz, nyelécsé  varikozitas,  varixvérzés, hepatikus
enkefalopétia) megjelenése eés a szovettani paraméterek kozott nem taldltunk
szignifikans dsszefuiggést.

A virdlis, ill. nem viralis eredetli mintakat 6sszehasonlitva szignifikans eltérés
mutatkozott a kotdszovet altal elfoglalt teriilet nagysédgaban és az ALP értékben,
mindkét esetben a nem virdlis csoport javara. Emellett a HCV/HBYV etioldgidju betegek
hemoglobin szintje szignifikansan magasabb, mig MELD pontszama szignifikansan

alacsonyabb volt.
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IV.2. Allatkisérletes vizsgalatok eredményei

IV.2.1. Kontroll cirrotikus modellek

Mind a CCls, mind a TAA kezelt egerek majaban kompletten korbezart
allebenyek alakultak ki a kisérlet végére, azonban a kérosité hatastol fliggden a
kotészovet-felhalmozodas  dinamikaja eltér6 volt. A VT+TAA csoportban a
fibrogenezis eleinte csekély mértékii volt, majd hirtelen indult névekedesnek, mig a
CCls kezelés mar a kisérlet kezdetén is jelentés mértékii kotdszovet-felhalmozodast
okozott. A VT+CCls csoportban mér a kezelés 3. hetén kialakultak a centralis vénakat
0sszekotd kotdszovetes szeptumok, mig a VT+TAA csoportban csak a 6. héttol voltak
megfigyelhetdek. A kisérlet 6. hetén a VT+CCls csoportban szignifikansan nagyobb
mértékli fibrozist mértiink a VT+TAA csoporthoz képest. A 9. hétre a VT+TAA csoport
beérte a CCls kezelt csoportot, innentdl parhuzamosan alakult a fibrozis mértéke a két
modellben. A TGFB+TAA csoportban minden iddpontban nagyobb mértéki
kotészovet-felhalmozdodas volt megfigyelheté a VT+TAA csoporthoz képest.

Erdekes mddon a duktularis reakcié altal elfoglalt teriilet nagysaga a 3. héten
azonos volt a VT+CCls és a VT+TAA csoportokban, az eltéré mértéki fibrozis ellenére.
Ezutan viszont a TAA modellben a kisérlet teljes id6tartama alatt joval kifejezettebb
duktularis reakcié alakult ki, a kiilonbség a 9. héttd]l volt szignifikdns. A fibrozis
mértékéhez hasonldéan a TAA kezelés a TGFp transzgén egerekben emelkedett mértékii
duktularis reakciét valtott ki a vad tipusu allatokhoz képest.

A majsejtek és a duktulris reakcid osztodasi aktivitdsara is kiilonbozd hatast
fejtett ki a két fibrogén vegyulet. A CCls igen alacsony mérték(i osztodasi aktivitast
valtott ki, amely a kisérlet elérehaladtdval nem valtozott jelentésen. Ezzel szemben
mindkét TAA kezelt csoportban atmeneti emelkedést kdvetden folyamatos csokkenés
volt megfigyelhetd a hepatocitdk és a duktularis reakcid osztodasaban, ez foként a
duktularis reakcio esetén volt Kifejezett. Az emelkedett TGFB expresszid6 nem volt

jelentds hatassal az osztddasi aktivitasra a TAA kezelt allatokban.
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IV.2.2. Imatinib és erlotinib kezelés hatasa a TAA-indukalt cirrézis kialakulasara

Az imatinib kezelés hatasara feltinden csokkent a fibrozis és a duktularis
reakcid altal elfoglalt teriilet a TAA kezelt vad tipusu egerekben. A kotOszovet
mennyisége a 9., 12., és 15. héten, mig a duktularis reakcio kiterjedtsége a 9. és a 12.
héten szignifikansan alacsonyabb volt az imatinib-kezelt allatokban. Hasonld tendencia
volt megfigyelhetd az erlotinibbel kezelt vad tipusti egerekben a vad tipust kontroll
allatokhoz képest, azonban ez a kilénbség nem bizonyult szignifikansnak egyik
idépontban sem. A gatl6 hatds mindkét gyogyszer esetén csak atmenetinek bizonyult, a
18. hetre mind a fibrozis, mind a duktularis reakcié mennyisége elérte a kontroll allatok
szintjét. A transzgén egerekben egyik gydgyszer sem volt képes dtmenetileg sem gatolni
sem a kotdszovet-lerakodas, sem a duktularis reakcio progresszigjat.

A majsejtek és a duktularis reakcid osztddasi aktivitasara mindkét gyogyszer
csak egy-egy id6pontban fejtett ki szignifikdns hatast a vad tipusi egereken. Az
imatinib-kezelt csoportban a 6. héten a duktularis reakcio, mig az erlotinib-kezelt
csoportban a majsejtek osztddasa volt szignifikansan alacsonyabb a kontroll TAA-
csoporthoz képest. A TGFP transzgén egereken egyik szer sem volt képes

szignifikansan befolyasolni az osztddasi aktivitast.

1V.2.3. Imatinib és erlotinib kezelés hatasa a mar kialakult TAA-indukalt cirrézisra

(terépias modellek)

Az imatinib és erlotinib hatasat megvizsgaltuk vad tipusu egerekben TAA
kezeléssel kivaltott, mar kialakult majcirrozisra is. A kezelések soran egyik gyogyszer
sem volt képes megallitani a fibrdzis és a duktuléris reakcio progresszidjat. Az erlotinib
kezelés hatdsara az altalunk vizsgalat paraméterekben nem volt szignifikans kilénbség.
Ezzel szemben az imatinib kezelés megkezdése utdn 3 héttel (a TAA kezelés 21. hetén)
szignifikansan Kkiterjedt fibrdzist, duktularis reakciot, ill. duktularis sejt osztddasi
aktivitdst tapasztaltunk. Ez a hatds atmenetinek bizonyult, a tovabbi idépontokban

szignifikdns eltérés egyik paraméterben sem volt megfigyelheto.
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IV.2.4. A cirrotikus modellekben mért paraméterek korrel&cids analizise

Az egyes kisérleti csoportokban mért kiilonbozé paraméterek kozti osszefiiggést
Spearman-féle rangkorrelacids analizissel vizsgaltuk. Az elemzés soran minden
paraméter esetén egy-egy kisérleti csoportbol az dsszes adatot felhasznéltuk, tekintet
nélkiil a kisérleti id6épontra. A kotdszovet és a duktularis reakcié altal elfoglalt teriilet
ardnya szoros, szignifikdns korrelaciot mutatott mindegyik kisérleti csoportban. A
fibrozis mértéke és a majsejtek osztodasi aktivitdsa két modellben szignifikansan
fuggott oOssze (VT+CCls, VT+TA+erlotinib), mindkét esetben pozitiv. maodon.
Ugyanebben a két modellben a duktularis reakcid kiterjedtsége is szignifikans, pozitiv
modon korrelélt a hepatocitdk osztodasaval. Ezzel szemben a fibrozis és a duktuléris
reakcio osztodasi aktivitasa harom modellben is szignifikans, negativ korrelaciot
mutatott (VT+TAA, TGFB+TAA, TGFB+TAA+imatinib) az egy modellben megfigyelt
szignifikans, pozitiv korrelacio mellett (VT+TAA+imatinib). A duktuléris reakcid
Kiterjedtsége és osztddasi aktivitdsa kozott két csoportban allt font szignifikans
korrelacid, egy esetben pozitiv (VT+TAA+imatinib) egy esetben pedig negativ
(TGFB+TAA). A méjsejtek és a duktuléris reakcié osztddasi aktivitasa kozott egyik
modellben sem sikeriilt szignfikans, negativ dsszefliggést talalnunk, ezzel szemben két

modellben (VT+TAA+imatinib, Ter. imatinib) pozitivan korrelalt a két paraméter.
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V. Kovetkeztetések

Humén cirrotikus majakban a kotdszovet altal elfoglalt teriilet az aktivalt
miofibroblasztok altal elfoglalt terilettel és a szeptumvastagsaggal, mig az
aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet a szeptumvastagsaggal és a
duktularis reakcid Kkiterjedtségével mutatott szignifikans Osszefuggest. A
majsejtek és duktularis sejtek proliferacios aktivitdsa pozitiv korrelaciot
mutatott. Eredményeink alapjan a duktuldris sejteknek a majcirrézis
elérehaladott szakaszaban lehet regenerativ szerepe, fokalis jelleggel.

A human cirrotikus méjakban a kotdszovet altal elfoglalt teriilet aranya az
ALP értékkel, a duktularis reakcid Kiterjedtsége az AST értékkel fliggott
Ossze szignifikdnsan. A morfoldgiai paraméterek és a cirrozis klinikai
szovédményei kozott nem talaltunk szignifikans dsszefliggest.

A kotdszovet és duktularis reakceio altal elfoglalt teriilet valamennyi altalunk
vizsgalt egér kisérleti modellben erds, szignifikdns korrelaciot mutatott, a
karositd hatastol flggetlentl. A majsejtek és duktularis sejtek osztddasi
aktivitasa k6zott nem taldltunk forditott dsszefliggést. Eredményeink alapjan
a kiilonb6zé modellekben a duktularis sejtek nem jarulnak hozzé jelentdsen
a majregeneraciéhoz.

A TAA-kezelt vad tipusu egerekben az imatinib és erlotinib-kezelés is
atmenetileg csokkentette a fibrézis és duktuléris reakcié Kiterjedtségét,
azonban a gatldo hatds a kisérlet végére megsziint. Egyik szer sem volt
hatassal a fibrozis és duktularis reakci6 mértékére a TGFP transzgén

egerekben.
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