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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAF 2-acetaminofluorén

AFP alfa-fetoprotein

BrdU brémdeoxiuridin

CA kolsav

CCly4 széntetraklorid

CDE kolin deficiens etioninnal kiegészitett (diéta)
CK citokeratin

CTGF kotoszoveti novekedési faktor
CYP2E1 citokrom P450 2E1

DAB diaminobenzidin

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DDC 5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine
DLK delta like protein

DNS dezoxiribonukleinsav

DMBT deleted in malignant brain tumors
EGF epithelialis névekedési faktor

FITC fluoreszcein izotiocianat

FGF fibroblaszt névekedési faktor

FXR farnesoid X receptor

G6Pase glikoz-6 foszfataz

GPBAR G protein kapcsolt epesav receptor
HE hematoxylin eosin

HGF hepatocyta névekedesi faktor
HNF-4 hepatocyta nuklearis faktor 4

IFNy interferon gamma

IL-6 interleukin 6

MRNS messenger (hirvivd) ribonukleinsav
NAFD nem alkoholos zsirmaj

NFkB nukleéris faktor kappa B

OV-6 ovalis sejtmarker

PBC primer biliéris cholangitis



PBS
PCR
PH
PDGF(R)
PFA
PPARa
PSC
PXR
S1PR2
SASP
SCF
SMA
TGF
TGR5
TNFR1
Thy-1
TRITC
VDR

Phosphate Buffered Saline

polimerase chain reaction

parcialis hepatektomia

trombocytabol szarmazo névekedési faktor (receptor)
paraformaldehid

peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor alpha
primer sclerotizald cholangitis

pregnan X receptor

szfingozin-foszfat receptor 2

szeneszcenciahoz tarsult secretoros fenotipus
stem cell factor

simaizom aktin

transzformalo novekedesi faktor

Takeda G protein kapcsolt receptor 5

tumor nekrdzis faktor receptor 1

thymus cell antigen 1

tetrametil rodamin izotiocianat

vitamin D receptor



. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

1. A méajregeneracio jellemzése

A mjj hatékony regeneracios mechanizmusokkal rendelkezik. A bélcsatornan
keresztiil a kiilvilagbol a szervezetbe keriild tdpanyagok €s az ezekhez tarsulo toxikus,
allergén és egyéb karos hatasu vegyuletek a portalis keringésen keresztil a majba
kerlilnek. A majsejtek a szervezet metabolikus kdzpontjai, ezeknek a vegyuleteknek a
feldolgozasdhoz, a veszélyes anyagok gyors eltavolitisdhoz nagyon hatékony
feldolgozo6 enzim rendszerekkel (fazis I, 11 enzimek), membran transzport rendszerekkel
rendelkeznek (Jakoby és mtsai 1990, Homolya és mtsai 2003). Azonban ez a bonyolult,
Osszetett metabolikus apparatus sem biztosit teljes védelmet a karos anyagokkal
szemben, s6t arra is van példa, hogy a feldolgozas soran olyan vegyiletek alakulnak ki,
melyek vizoldékonysaguk miatt hatékonyabban képesek reakcioba lépni a szervezettel
¢és azt karositani. Valoszinlileg ezeknek a karos hatasoknak a kivédésére, mérséklésére a
majszovet egészen rendkivili hatékony regeneracios képessegre tett szert az evolucid
soran.

A majsejtek vagy hepatocytdk felndtt allatokban a hosszu élettartamu, nagyon
ritkan osztodd, hagyomanyos felosztas szerint un. ,stabil” sejtek kozé tartoznak, de
majkarosodas utan gyorsan képesek belépni a sejtciklusba és a regeneracidban részt
venni. Ragcsalokban a leggyakrabban alkalmazott kisérleti modellben a méj 2/3-a4nak
eltavolitasat (in. parcialis hepatektomiat) kovetden 7-8 nap alatt helyreall az eredeti
tomeg, de az allatok akar 90%-o0s hepatektémiat is képesek talélni. (Michalopoulos és
DeFrances 1997). Az ép human m4j is a ragcsalokénal némileg lassubb, de hatékony
majsejtek részvételével zajld regeneraciora képes.

Ami viszont teljesen egyedi képessége a majszovetnek, hogy ha a hepatocytak is
sulyosan karosodnak és nem képesek hatékony regeneraciora, akkor aktivizalodik egy
Htartalék™ sejt kompartment, mely lassabban, kevésbé hatékonyan, de tobbnyire képes a
majtdmeg poétlasara (Santoni-Rugiu és mtsai 2005). Kisérleteinkben ezt a ,.tartalék”

regeneracios mechanizmust vizsgaltuk.



2. Az ovélis sejtek/ duktularis reakcié méajszovetben

Kinosita még a II. vilaghaboru elott végzett vizsgalatai soran figyelt meg és irt le
egy szokatlan sejtpopulacidt ragcsalok majaban (Kinosita 1937), amit nem sikertlt
egyik ép majban eldforduld sejtfajtaval sem Osszefiiggésbe hozni. Vegyszerekkel
indukalt hepatokarcinogenezis kisérletekben is rendszeresen eldkeriiltek ezek a sejtek.
Végiil Farber a magjuk alakjardl ,,ovalis sejteknek’™ nevezte el dket (Farber 1956). Ez a
»semmitmondo” morfoldgiai elnevezés napjainkig talélt és a kisérletes szakirodalomban
ma is hasznaljak. Bar Farber sok jelentéséget nem tulajdonitott nekik, masok egyre
részletesebben  elemeztek az ovélis  sejteket.  Kiderult szerepuk  van
hepatokarcinogenezisben, regeneracidéban és tanulmanyozasuk vezetett el a hepatikus
Ossejtek koncepcidjanak megalkotdsahoz (Michalopoulos és Khan, 2015). Humén
majakban viszont, bar egyre tobben keresték, nem voltak fellelhetéek ovalis sejtek.
Kisérletes majelvaltozasok és human majmintak 6sszehasonlité elemzése alapjan vezeto
majpatoldgusok csoportja irt egy konszenzus cikket a Hepatology folydiratba, melyben
azt javasoltdk, hogy a nagyon sokféle elnevezéssel illetett epelt-szerii képletek
megjelenésével jaro szoveti reakcidkat a tovabbiakban egységesen nevezzék a kordbban
Hans Popper altal javasolt (Popper és mtsai 1957) ,,duktularis reakciénak™ (Roskams és
mtsai 2004). A duktuléris reakciok vagy legalabbis azok bizonyos formai morfolégiai és
funkciondlis hasonlésagot mutatnak az ovalis sejtekkel, ezért a tovabbiakban a maj
duktuléaris képletek kialakulasaval jaro szdveti elvaltozasait duktularis reakciok néven
foglaljak ossze.

Human madjakban és elsdsorban ragcsalokban, de egyéb kisérleti allatokban
végzett vizsgalatokban is egyre nagyobb figyelem fordult a majszévetben eléfordulo
duktularis elrendezddést mutatod képletekre, melyeket igen valtozatos nevekkel illettek
pl. oval cells, oval like cells, neocholangioles, cholangiolar-like structures, metaplastic
ductules, pseudotubules sth. Ez a zavaros terminoldgia megnehezitette a kdzlemények
értelmezését, és az eredmények Osszehasonlitasat, tehat egyértelmiien el6relépést
jelentett a fentebb idézett dsszefoglald cikkben javasolt elnevezés. A szerzék azonban
hangsulyozzak, hogy a duktularis reakcido egy fenotipus, ami el6fordulhat akut és
kronikus méajbetegségekben is és bar hasonldsadgot mutat az epeutakkal (interlobularis

epeutak), nem feltétlenil azokbdl szarmazik. Ugyanakkor az elnevezés tulzott



leegyszertsitésnek tlinik, mert nyilvanvaléan kiillonboz0 morfologiai megjelenésii és
bioldgiai szerepet jatszo folyamatok keriltek egy kategoridba (Turdnyi és mtsai 2010,
Gouw és mtsai 2011). Ezért a tovabbiakban duktularis reakcioként dolgozatomban csak
azokat a folyamatokat fogom targyalni, melyek potencialisan képesek hepatocyta iranyu
differencialodéasra, a duktularis képleteket alkotd sejteket pedig ovalis sejteknek fogom

nevezni. Kisérleteinkben két ilyen jellegti duktularis reakciot vizsgaltunk.

3. A duktuléris reakci6 altalanos jellemzése

3. 1. A duktularis reakcié morfolégiaja

A duktuléris reakciot alkotdé duktulusok neviiknek megfeleléen vékony, sziik,
gyakran csak virtudlis lumennel rendelkezd, tobbnyire kanyargos lefutdsu tubulusok,
csovek, melyek a méajszovet meglévé epeut rendszerét kotik ssze a hepatocytakbol
feléptild0 parenchymaval. Ez a fajta elrendez6dés nem mindig nyilvanvalo,
hagyoméanyos fénymikroszképos metszeteken nehezen tanulmanyozhato, igy az ovalis
sejtek duktularis elrendez6dését hosszu ideig nem ismerték fel.

Az epelt halozattal Osszefliggd lumindlis kapcsolatukat bizonyitja, hogy
retrograd modon feltolthetéek a ductus choledochuson és intrahepaticus epeutakon
keresztiil (Paku és mtsai 2004). Ez a kapcsolat és az epeutakhoz hasonl6 szerkezeti

elrendez6dés egyarant az epeutakkal valo szerves kapcsolatukra utal.

3. 2. Az ovalis sejtek markerei

Az ovalis sejtek jeldlésére legaltalanosabban hasznalt és elfogadott marker
(patkanyban) az OV-6 pozitivitas. Az OV-6 egy monoklondlis antitest, amit patkany
ovalis sejtek ellen termeltek (Dunsford és mtsai 1989). Utolagos vizsgalata Kideritette,
hogy keratin 14 és 19 molekuldkon jelenlévd epitopokat ismer fel (Bisgaard és mtsai
1993). Az OV-6 immunfestés ezért nem alkalmas az ovalis sejtek/duktularis reakcio és
az epeutak elkilonitésére, de mivel Kiterjedt duktularis reakciokban az epeutak altal
elfoglalt teriilet elhanyagolhatdé mértékli a duktularis reakcié mértékéhez képest, az OV-

6 pozitiv terlilet morfometriai meghatarozasat gyakran alkalmazzadk a reakcid



kvantitativ értékelésére (Rokusz és mtsai 2017). Ugyanakkor a hasonld keratin profil
potencidlis kapcsolatot is jelez az epeutak és duktuldris reakcid kozott. Tovabbi
hasonlosag a két sejttipus kozott, hogy a hepatocytaktol eltéréen komplett bazalis
membranhoz vannak kitapadva, ami jol lathaté elektronmikroszkoppal vagy
kimutathaté valamely bazélis membran komponens, leggyakrabban laminin
immunhisztokémiai festésével (Paku és mtsai 2001). A duktulris reakcié parenchyma
feloli (tovabbiakban disztalis) végén a bazalis membran igen jellegzetes ,,U”- alakl
képletet formalva végzddik egy hepatocytan (Paku és mtsai 2001). Ez a struktura is
alkalmas a duktuléris reakcid azonositaséara.

A duktularis reakcidt alkoto sejteket viszont mas paraméterekkel jol meg lehet
kilonboztetni a hagyoméanyos bilidris hamsejtektél. A duktularis reakcio sejtjeinek
albumin termelése (Evarts és mtsai 1987) hepatocyta iranyu differencialddast jelol.
Postnatalisan mind a hepatocytaktél, mind a cholangiocytaktol valé megkilénboztetésre
alkalmas markerek az alfa-fetoprotein (AFP) (Petropoulos és mtsai 1983, Evarts és
mtsai 1987), glypican-3 (Grozdanov és mtsai 2006), dlk-1 (delta-like protein-1) (Jensen
és mtsai 2003) és a dmbt-1 (deleted in malignant brain tumors-1) (Bisgaard és mtsai
2002). Ezek mind klasszikus onkofetalis markerek, melyek termelddnek az embrionalis
majszdvetben és gyakran kimutathatok hepatocellularis karcinomékban is. Jelenlétlk és
vizsgalatuk a duktuléris reakcidkban felhivta a figyelmet a sejtek primitiv, alacsonyan
differencialt voltara valamint karcinogenezisben jatszott potencilis szerepikre (Sell és
mtsai 1981). Ezek a markerek nem jeldlik diffaz-homogén mddon a teljes duktularis
reakciot, ezért morfometriai vizsgalatuk nem alkalmas a reakcié intenzitasanak az
értékelésére, tovabba igazan megbizhatéan csak patkanyokban miikodnek, egerekben
ill. human duktularis reakciokban nem (Factor és mtsai 1994, Turanyi és mtsai 2010).

Az intrahepaticus epeutak faldban méretiiktél fliggben eltéré vastagsagi
simaizom sejtekbdl allo réteg talalhatd, ezzel szemben a duktuldris reakciokban a
hamsejtek koral a hepaticus pericytakbol/csillagsejtekbdl  (korabban  Ito-sejtek)
kialakulé myofibroblastok alkotnak finom nyulvanyokbol all6 halozatot (Paku és mtsai
2001). Ezek a sejtek illetve nydlvanyaik fajtol és aktivacios allapotuktol fliggéen
simaizom aktin (SMA), dezmin elleni antitestekkel tehetdek lathatova illetve nagyon
jellegzetes markertik a CD90/Thy-1 molekula (Dezs6 és mtsai 2007). A csillagsejteknek

messze nem csak mechanikus ,.tarto-funkciéja” van, novekedési faktorok/citokinek



termelésével szoros parakrin kdlcsonhatasban &llnak az ovalis sejtekkel, befolyasoljak
extracellularis matrix komponenseket, aminek szintén jelent6s, hosszatava

kdvetkezményei lehetnek (Yin és mtsai 2013).

3. 3. A Hering csatornak jellemzése

A morfoldgiai és szerkezeti hasonldsdgok alapjan gyanitottdk a proliferald
duktulusok epelt eredetét. Ennek bizonyitadsat azonban csak a modern morfoldgiali
vizsgalatok alkalmazasa tette lehetévé. A duktularis reakciot alkotd tubulusok
tulajdonképpen az epeutak terminalis, specialis szakaszanak a Hering csatorndknak a
meghosszabbitdsai. A Hering csatornak sajatos képzodmények, melyek Osszekdttetést
biztositanak a m4j parenchyma epe canaliculusai és a portalis tractusokban talalhat6
»elvezetd” epeutak kozott. Pontosabb elrendezddésiik fajonként kissé eltérd (Dezsd és
mtsai 2009, Paku és mtsai 2005), de finomabb szerkezeti tulajdonsagaik is tukrozik
atmeneti helyzetlket. Az epeutakhoz hasonldan bazalis membrannal vannak korilvéve,
de cytoplazmajuk ultrastruktaralis vizsgalata mar hepatocyta-szerii elemeket is feltart
(Paku és mtsai 2001). Elhelyezkedésik a majszdvet hierarchiajaban és fenotipusuk
egyarant predesztinalja Oket arra a feladatra, hogy epeutakat érint§ karosodéas esetén
cholangiocyta, mig parenchyma karosodast kovetden hepatocyta irdnyaba tudjanak
differencialodni. Szamos, human majakon tett és kisérleti megfigyelés tamasztja ala ezt
a szereplket, mindezen eredmények alapjan ma altalanosan elfogadott nézet, hogy a
Hering csatornakat alkotd sejtek képesek a majszovet szomatikus Ossejtjeiként
viselkedni (Chen és mtsai 2017, Tsuchija és Lu 2019). A duktuléris reakcio vagy az azt
alkotd ovalis sejtek pedig a regeneracids hierarchidban az Ossejtek amplifikacios

kompartmentjének felelnek meg.
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3. 4. Az ovalis sejtek aktivacioja, differencialédésa

A hepaticus Ossejteknek, mai tudasunk szerint a csontveld, epidermis €s mas
gyorsan osztodd szovetek Ossejtjeitdl eltéréen nincs szerepe a mindennapi sejt
utanpotlasban, hanem csak nagyobb karosodasokat kovetden aktivizalodnak, ezért
megkulonboztetésiil szoktak fakultativ 6ssejteknek nevezni (Grisham 1980). A Hering
csatornak vagy, ahogy 6k hivtak, a ,,cholangiolak™ sejtjeinek potencialis 6ssejtként vald
viselkedeset Wilson és Leduc vetettek fel (1958). A XX. szazad vége felé kialakulo
szinte altalanos konszenzust atmenetileg elbizonytalanitottak a sejtek in vivo kdvetésére
kialakitott Cre-lox rendszert alkalmazo egereken végzett kisérletek (Miyajima és mtsai
2014). Végil azonban sikertlt ebben a kisérleti rendszerben, (Lu és mtsai 2015)
valamint halakban (Choi és mtsai 2014), patkanyban (Dezs6 €s mtsai 2012) és
emberben (Stueck és Wanless 2015) is bizonyitani a duktularis/ovalis sejtek
hepatocytakka torténé differencialodasat.

Az ilyen iranyt differenciadlodéas eldidézésében fontos szerepe van a HNF-4
transzkripcids faktornak (Nagy és mtsai 1994, Hakoda és mtsai 2003), megjelenése a
magokban funkciondlis jelentdsége mellett gyakran alkalmazott markere is a
differencial6do sejtek felismerésének (Paku és mtsai 2004). A differencialédas soran a
sejtek jellegzetes morfoldgiai atalakulason mennek keresztiil, a cytoplasma aranya
megnd, a sejtek hepatocytakhoz hasonld poligonalis alakot vesznek fel, megjelennek
kozottik az epecanaliculusok. Az atalakulads egyik fontos kezdeti, immunhisztokémiai
vizsgalattal jol kovetheto 1épése a bazalis membran eltiinése a sejtek koriil (Paku és
mtsai 2004), amivel egyiitt eltiinnek a kornyezé myofibroblastok is. A morfologiai
valtozasokat fontos funkciondlis érés is kiséri: jelentdsen fokozodik az albumin,
csokken, illetve eltiinik az AFP termelés (Evarts és mtsai 1987), a sejtek connexin és
integrin mintazata a hepatocytdkéhoz valik hasonldva, ami bizonyosan segiti a kdrnyezo
parenchymaba vald beolvadast (Dezsé €s mtsai 2012). Jelentésen fokozddik a magasan
differencialt méajsejtekre jellemz6é enzimek (TAT, TDO, TT) expresszidja (Laszlo és
mtsai 2008, Dezs6 és mtsai 2012).
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3. 5. A duktularis reakcié szabalyozasa

Jelentds ismeretek halmozodtak fel a duktularis reakcid szabalyozasarol is. HGF
(hepatocyta ndvekedési faktor) és EGF (epithelialis novekedési faktor) infuzidval in
vivo sikerllt névelni az ovalis sejtes reakcio intenzitasat (Nagy és mtsai 1996). Az
ovalis sejtek in vitro analogjanak tekintheté RLE (patkdnymdj epithelialis) sejtek
hepatocyta iranyu differencialodasat pedig TGF-B (transzformald novekedési faktor)
kezeléssel lehetett serkenteni szdvettenyészetben (Nagy és mtsai 1989). A Stem cell
faktornak (SCF) és receptoranak, a c-kit-nek jelenléte a myofibroblastokon illetve az
ovalis sejteken szép példaja a két sejtpopulacio kozotti egyiittmitkodésnek (Fujio és
mtsai 1994). Szamos adat tamasztja ala a TGFa, FGF (fibroblaszt novekedési faktor)
rendszer (Evarts és mtsai 1993) és a CTGF (kotészoveti ndvekedési faktor) (Moussad és
Brigstock 2000) szerepét a duktularis reakcio el6idézésében. A PDGF-nek
(trombocytabol szarmazd ndvekedeési faktor) bizonyitott szerepe van a myofibroblastok
aktivizalasaban és ezen keresztill befolyasolhatja az ovalis sejtek viselkedését és
hozzajarul a fibrozis kialakuldsdhoz (Pinzani 2002). A fentiekben emlitett c-kit, de
ugyanakkor a PDGFR tirozin kinazokat is hatékonyan gatolja az imatinib, és irodalmi
adatok alapjan a CDE diétan tartott egerekben az imatinib kezelés csokkentette a
progenitor sejtek szamat és a tumorincidenciat (Knight és mtsai 2012).

A duktularis reakcid szabalyozasaban szerepet jatsz0  gyulladasos
mechanizmusok szerepére utal az IFN vy (interferon gamma) héalézat (Bisgaard HC és
mtsai 1994) aktivizalédasa, a TNF (tumor nekrozis faktor) és IL-6 (interleukin-6)
citokinek részvétele (Nagy és mtsai 1998), az NF-kB —STAT3 (Sanchez és mtsai 2004)
nuklearis faktorok megndvekedett aktivitdsa. Az emlitett novekedési faktorok,
szignalutak hatékonyan gatolhatok a molekularisan célzott vagy UGjabban személyre
szabottnak nevezett terapids probalkozasok kapcsan Kkifejlesztett vegyiiletekkel
(Krzyszczyk és mtsai 2018). Ezek a szerek potencialisan alkalmazhatoak a kisérletes, de

akar az emberi majban kialakuld duktularis reakciok vizsgalatara, befolyasolasara.
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3. 6. Duktularis reakciok eléfordulasa

A duktularis reakciok potencialis részvételének felismerése a majregeneracidban
jelentdsen felértékelte vizsgalatuk jelentdségét. Szamos kisérleti modellben
tanulméanyozzak szerepiiket, szabdlyozéasukat, de egyre tobb human méajelvaltozasban is
azonositottdk valamilyen formajukat. Ezek a tanulmanyok ismerték fel, hogy a
duktularis reakciok karos kovetkezményekkel is jarhatnak. A reakciot kisérd
myofibroblast szaporulat fokozott matrix termelédéssel, fibrdzissal jar, az Gssejtek és
utodjaik proliferacidja pedig daganatok kialakulasahoz vezethet (Alison és mtsai 20009,
Clouston és mtsai 2009). Ez bonyolitotta a helyzetet, mert a regenerécié szempontjabol
egyértelmiien a duktularis reakcio serkentése lenne a cél, de ez sulyos mellékhatasokkal
jarhat. A kérdések tanulmanyozasara kifejlesztett kisérleti modellek ismertetésére a hely
sziike miatt nem térhetiink ki, csak tablazatban foglaljuk Gssze a leggyakoribb, intenziv
duktuléris reakcioval jaro kisérletes rendszereket, ill. human méjelvaltozasokat, ezutan

Kicsit reszletesebben is jellemzem az altalam is hasznalt kisérleti modelleket.

1. tablazat: Leggyakrabban alkalmazott kisérletes rendszerek duktularis reakcio

tanulméanyozasara

Kisérletes duktularis reakciéo modellek

AAF/Ph Tetamatsu és mtsai 1984
CDE Shinozuka és mtsai 1978
AAF/CCl4 Petersen és mtsai 1998
Dimetil aminobenzen Dempo és mtsai 1975

Vas tulterhelés Smith and Yeoh 1996
Galaktozamin Lemire és mtsai 1991
Allil alkohol Yavorovsky és mtsai 1995
Acetaminofen Kofman és mtsai 2005
Dipin Factor és mtsai 1994

DDC Preisegger és mtsai 1999
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2. tdblazat: Intenziv duktularis reakcioval jar6 human majelvaltozasok

Duktularis reakcié human majban

Fulminans majnecrosis

Fujita és mtsai 2000

M4j cirrhosis

Dezs6 és mtsai 2007

Biliaris atresia

Cocjin és mtsai 1996

Alkoholos méjbetegség

Uchida és mtsai 1983

NAFLD

Roskams és mtsai 2003

PBC és PSC

Croby és mtsai 1998

Primer maj allograft elégtelenseg

Fiel és mtsai 1997

Virus hepatitis

Su és mtsai 1994

Epe0t obstructio

Turéanyi és mtsai 2010

Idiopathias

Sonzogni és mtsai 2004
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4. Kisérleti modellek

4. 1. Az AAF/Ph kisérleti modell

Az AAF (2-acetilaminofluorén)/Ph (parcialis hepatektomia) az egyik legtdbbet
hasznalt, legjobban jellemzett duktularis reakcid/ovélis sejtes proliferacios Kkiseérleti
modell. Elénye, hogy konnyen reprodukalhatd, jol szinkronizaltan idézhetd el6 vele
intenziv ovalis sejtes proliferacié/differencialodas, hatranya, hogy nem adaptalhat6
egerekre. A Kisérleti protokoll az egyik legjobban bevalt Solt-Farbernek, vagy
rezisztens hepatocyta modellnek (Solt and Farber 1976) is nevezett kémiai
hepatokarcinogenezis Kisérlet iniciacié nélkili valtozata. Bar a kisérletben hasznalt
AAF karcinogén hatasu vegyulet, a kisérletekben hasznalt alacsony ddzis miatt nem
alakulnak ki daganatok az allatok méajaban (Papp és mtsai 2014). Az eredeti modellt
Tetamatsu és mtsai 1984-ben irtdk le, de azdéta szd&mos modositott valtozatat is
hasznaljak (Petersen és mtsai 1998, Chien és mtsai 2018, Chiu és mtsai 2007). A modell
Iényege egy 10-14 napos AAF kezelés, ennek a periddusnak a kdzepén 2/3-0s sebészi
(parcialis) hepatektomiat végeznek. Az AAF bonyolult metabolizmuson keresztul (N-
Hydroxilacio, deacetilacid, O-eszterifikalas) éri el aktiv metabolit formajat (Kriek
1992). Ezeknek az enzimeknek a hidnya miatt nem miikoddik a rendszer egerekben ill. az
érintett enzimrendszer nagy aktivitasa miatt kiilondsen alkalmas a Fischer 344 patkéany a
kisérletek elvégzésére (Bisgaard és mtsai 1996). Leegyszerlsitett magyarazat szerint az
AAF a hepatocytakban metabolizalodik, a képzddott aktiv molekula a DNS-hez kotédve
megakadalyozza a DNS replikaciot, ezért a parcialis hepatektomia altal kivaltott
proliferativ stimulusra a metabolikusan inaktiv, az AAF-t feldolgozni nem képes
Ossejtek valaszolnak és ennek eredményeként alakul ki az ovalis sejtes reakcid. A
folyamatot finomabban elemezve azonban kidertilt, hogy kis mértékii sejtproliferaciora
mar a hepatektomia eldtt is sor keriil, tehdt az AAF vagy kozvetleniil, vagy a
hepatocytdk kozvetitésével hatdst gyakorol az Ossejtekre. A kezd6dd periportalis
reakcio nem kizarolag, de preferencialisan a Hering csatornakat alkotd sejtekben zajlik
(Paku és mtsai 2001) és kezdett6l fogva jellemzi a hepaticus transzkripcids faktorok
fokozott termelése (Bisgaard és mtsai 1996). A parcialis hepatektomiat kovetéen

valoban jelentdsen felgyorsul az ovalis sejtek osztodasa és hosszi, néha csaknem az

15



egész lebenykén atéré duktulusokat formalnak, melyek a fentebbi leirasnak megfeleléen
expresszaljak a jellegzetes ovalis sejt markereket (Evarts és mtsai 1987, Paku és mtsai
2001, Bisgaard és mtsai 1993, 2003), valamint termelik a transzkripcios faktorokat
(Bisgaard és mtsai 1996, Nagy és mtsai 1994) novekedesi faktorokat/ receptorokat
(Thorgeirsson 1996, Santoni-Rugiu és mtsai  2005), és gyulladasos
citokineket/transzkripcios faktorokat (Bisgaard és mtsai 1999, Nagy és mtsai 1998,
Sanchez és mtsai 2004). Az ovalis sejteket struktaralt bazalis membran és csillag
sejtekbbl/myofibroblastokbol allé ,,hively” veszi koril (Paku és mtsai 2001, Dezsé és
mtsai 2007). A kornyez6 hepatocytakban cellularis szeneszcencia markerei (Trautwein
és mtsai 1999) mutathatok ki és fokozddik az apoptotikus aktivitas is (Yano és mtsai
2004). Az ovalis sejtek vagy legalabbis egy résziik kés6bb hepatocytava
differencialodik. Az AAF/Ph modellen végzett kisérlettel sikerilt kimutatni, hogy a
radioaktiv timidinnel megjelolt DNS az ovalis sejtekbdl atkeriil hepatocytakba (Evarts
és mtsai 1989). A jelenséget kés6bb sikeriilt igazolni az ovalis sejtek retrovirussal
tortént megjeldlésével is (Dezsd és mtsai 2012). Ezeknek a kisérleteknek nagyon fontos
szerepe volt az ovalis sejtek Os/progenitor sejtes szerepének felismerésében,
igazolasédban. Az alkalmazott AAF dozis/ mdj karositds mértékének fliggvényében a
differencialodas kiilonbozé mintézatait sikeriilt megfigyelni (Paku és mtsai 2004).
Alacsonyabb dozisi AAF alkalmazasat kovetden hamarabb és az ovalis sejtek szinte
mindegyike az eredeti duktularis megoszlasukat megtartva alakul at hepatocytava. Ha a
majkarositas intenzivebb, a duktulusok vége koril az ovalis sejtek egy része intenziv
proliferacioba kezd és regeneracios fokusznak nevezett hepatocytahalmazok képzédnek.
Ezek a képletek jellegzetesen a portalis vénak kis/terminalis agai korul alakulnak Ki.
Mivel a portalis véna Kitlintetett szerepet jatszik egyéb regenerativ folyamatokban is
(Dezs6 és mtsai 2017, 2020) feltételezhetd, hogy a portalis véna tapanyagokban gazdag
tartalmanak szerepe van a differencialodas beinditasaban valamint, hogy a portalis véna
agak, mint a majszovet fontos szerkezeti képletei segitik a képzddott hepatocytaknak a
kornyezd parenchymaba torténd beilleszkedését (Dezsé ¢€s mtsai 2012). A
differencialodas folyamatéat sikerult felgyorsitani hepatocytakra primer mitogén hatast
gyakorlo6 pajzsmirigy hormon adagolasaval (Laszl6 és mtsai 2008), ami megnyilvanult a
majfunkcios értékek gyorsabb rendezddésében is, igazolva a morfoldgiailag azonositott

differencidlodas funkcionalis jelentdségét. Néhany héttel a kisérlet lezajlasa utan
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csaknem teljesen helyreéll a maj eredeti szerkezete, a parenchymaban elszértan néhany
hosszu epelt-szerii képlet marad vissza, melyek nem rendelkeznek a klasszikus ovélis
sejt markerekkel. Ismételt stimulusra azonban ezek a majak gyorsabban képesek ovalis
sejtes reakcioval valaszolni, ami ugy értelmezhetd, hogy regeneracio befejezédése utan

Kiterjedtebb, amplifikalt 6ssejt kompartment marad vissza (Papp €s mtsai 2014).

4. 2. A CDE kisérleti modell

A CDE (kolin deficiens, etioninnal kiegészitett diéta) modellt is kémiai
hepatokarcinogenezis Kkisérletek kapcsan irtdk le. Az etionin régen vizsgalt
hepatokarcinogén hatasi vegyiilet (Farber 1963), a daganatok kialakulasat foként
metionin antagonista hatdsaval magyardztak, ami akadalyozza a kolin bioszintézisét,
ezért nem volt meglepd, hogy kolin deficiens tdpon tartott patkdnyokon az etionin
hatékonyabbnak bizonyult. A kolin és egyéb lipotrop faktorok megvonésa a karcinogén
hatasu vegylletek metabolizmusanak befolyasolasaval (Rogers és mtsai 1971, 1975)
mas szervekben is fokozta daganatok kialakulasanak az esélyét (Rogers 1975a, 1975b).
A majban viszont a karcinogenitas fokozddasa mellett a kombinalt kezelés hatasara
néhany hét alatt intenziv ovalis sejtes reakcio alakult ki (Shinozuka és mtsai 1978). Az
ovalis sejtek kdnnyen izolalhatéak voltak, alkalmasak tovabbi in vitro vizsgalatokra és
az AAF/PH modellhez hasonléan termeltek AFP-t és albumint. Ebben a Kkisérleti
modellben is az ovalis sejtek duktularis reakcidba rendezettek, a periportalis kiindulasu
duktulusok kapcsolatban vannak az epeutakkal, keratinprofiljuk megegyezik az
epeutakeval és bennik néha hepatocyta morfologiat mutatd sejtek jelennek meg (Lenzi
és mtsai 1992). Az ovalis sejteket laminin tartalm( bazalis membran valamint csillag
sejtekbol allo kopeny veszi kordl (Lorenzini és mtsai 2010, Boulter és mtsai 2012). A
duktularis reakcid intenzivebb fiatal allatokban, a kisérd fibrozis intenzitasa aranyos
vele (Guest és mtsai 2010). Nagyon fontos, hogy a CDE modellt sikerllt adaptalni
egerekre is (Akhurst és mtsai 2001). Ez lehetdvé tette a duktularis reakci6 vizsgalatat
genetikailag modositott &llatokon, a Cre-lox sejteredet kovetd rendszer alkalmazésat,
nem utolsésorban pedig az allatok nagysagrenddel kisebb sulya miatt sokkal kisebb
mennyiségben van sziikség az alkalmazott olykor meglehetdsen draga vegyszerekre
(Davies és mtsai 2006). Transzgen technikaval sikerilt igazolni, hogy a duktularis

reakcio sejtjei az embrionalis ,ductal plate”-b6l szarmaznak a Hering csatornak
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kozvetitésével (Carpentier és mtsai 2011) tovabba, hogy képesek a karosodott
parenchyma potlasara (Sackett es mtsai 2009). A CDE modellel indukalt ovalis sejtes
reakcio és a kisérd fibrozis mértéke is csokkentheté a Thl immunoldgiai szignalut

gatlasaval (Knight és mtsai 2007).

4. 3. A postnatalis egyedfejlodéssel kapcsolatos és a regenerativ majnovekedés

0sszehasonlitasa

Parcialis hepatektomiat kovet6en, mint fentebb rdviden emlitettem, a

hepatocytéak intenziv proliferacidba kezdenek és kompenzatorikus hyperplasia, biologiai
reakcioba sorolhatd folyamat révén regeneraljak a méaj allomanyat.
A hepatocytak azonban mas novekedési reakciokban is részt vesznek. Az egyedfejlédés
soran viszonylag hamar kialakul a felnéttkorihoz hasonlo érett szerkezet (Duncan 2003,
Zhao ¢és Duncan 2005) a perinatalis id6szakban a hepatocytak intenziv proliferacioja
eredményezi a maj tomegének gyors ndvekedéset.

A két folyamatot 0sszevetve sok hasonlosagot, de jelentds eltéréseket is meg
lehet figyelni (Zaret és Grompe 2008).

Munkacsoportunk érdekes szerkezeti kulonbsegeket is megfigyelt a két ndvekedési
reakcio kozott. Parcialis hepatektomiat kovetden a megmarado lebenyek kizarolag az
Oket alkoto lebenykék novekedése réveén nagyobbodnak meg. A postnatalis maj
novekedés fazisaban viszont 1) lebenykék is képzddnek, szamuk megnd, de ndvekszik
méretiik is, amihez hozzajérul a hepatocytak megnagyobbodasa is (Papp és mtsai 2009).

Mindkét reakcidban a ndvekedés serkentésében legfontosabb szerepe a HGF-nek
és az EGFR ligandoknak az EGF-nek és a TGFa-nak van (Lemaigre 2009,
Michalopoulos 2007, Michalopoulos és DeFrances 1997). Ezek mellett viszont az
egyedfejlodésben nagyon fontos szerepe van az FGF (fibroblaszt ndvekedesi faktor)
csaladnak is (Berg és mtsai 2007, Stanger 2015). Ennél is 1ényegesebb kiilénbség, hogy
a hepatektomiat kovetd regenerdcid leallitdsaban fontos szerepet tulajdonitanak a
kozismerten hepatocyta mitoinhibitor TGFB-nak (Michalopoulos 2007). Ezzel szemben
a TGFp szignalt kozvetité Smad2/3 mutans egerek hypoplasias majjal sziletnek arra
utalva, hogy a TGFB-nak stimuladlé szerepe van az egyedfejlodésben (Weinstein és

mtsai 2001). A transzkripcios szabalyozas szintjén inkabb a hasonlésagok dominalnak.
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Az egyedfejlodés soran kritikus szerepet tulajdonitanak a HNF4-nek a magasan
differencialt hepatocyta funkciok eldidézéséert (Li és mtsai 2000). Hasonloképpen
mindkét ndvekedési reakcidban a Notch-Wnt arany a Wnt szignalut iranyaba tolodik el
(JOrs és mtsai 2015). Ennek a transzkripcios szabalyozasnak jelent6sége lehet abban a
szokatlan jelenségben, hogy mindkét, nagyon gyors proliferacidval jaro folyamatban a
hepatocytdk megtartjdk magasan differencialt metabolikus folyamataikat, sem
morfologiai, sem funkcionalis jelei nem észlelhetéek dedifferencidlodasnak. Szintén
mindkét novekedési reakcidban a magas NF-kappaB aktivitads biztosit védelmet a
megnovekedett TNF szint okozta apoptosis indukcidval szemben (Doi és mtsai 1999,
Hatano és mtsai 2001). Meglep6 modon arra viszont nincsen adat, hogy az
egyedfejlodés kapcsan tapasztalhatdo majnovekedés gatlasaval el6idézheté-e a

regenerativ ndvekedés elmaradasat kompenzalni képes duktularis reakcio.

4. 4. Az epesavak szerepe a majregeneracioban

=z 7

harom, természetesen csak mesterségesen szétvalaszthato szintre is osztani (Fausto és
mtsai 2006). A gyulladasos citokineket elsOsorban a folyamat inicidcigjaért tartjak
felelésnek. Olyan allapotba hozzdk a hepatocytakat vagy az 6&ssejteket, hogy azok
képesek legyenek reagalni a masodik szintet jellemzd novekedési faktor valaszra.
Ezekrdl a tényezOkrdl roviden esett mar sz6 a fentiekben. A harmadik szintet a
funkcionalis deficit miatt maradék hepatocytakra nehezed6 fokozott metabolikus
terhelés szabalyoz6 szerepe jelenti. A feldolgozando/illetve termelendd vegytiletek ilyen
funkcigjat jol jelzi, hogy a sejt metabolizmus {6 kapcsolojanak tekinthet6 mTOR
befolyasolasaval is hatni lehet a regeneraciora (Goggin és mtsai 2004). A metabolikus
szintli szabdlyozas tanulmanyozasa nagyon Osszetett és sokkal kevésbé ismert, mint a
cytokin/novekedési faktorok szerepe. A metabolikus valtozasokat tobbnyire magi,
korabban ,,orphan”-nak Vvélt receptorok (Parks 1999) érzékelik, melyek a lipid,
szénhidrat és gyogyszerek metabolizmusaban (Lefebvre és mtsai 2010) is fontos
szerepet jatszd genek expresszidjat szabalyozzak. Ezek kodzil a nagyon bonyolult,
Osszetett szignalutak kozil egyet ragadunk ki es roviden ismertetjik az epesavak

részvételét a majregeneracio szabalyozasaban.
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Az epesavak a mdj altal termelt epevaladek egyik legfontosabb komponensét
alkotjdk. A hepatocytdkban  termelédnek.  Szintézisiikben,  termelddésiik
szabalyozasaban legfontosabb szerepe a CYP7al enzimnek van (Zhang és mtsai 2009).
Human majban foként kolsav és kenodezoxikolsav termelédik. A molekulak sajatos
térszerkezetének koszonheté detergens tulajdonsaga fontos szerepet jatszik az epében
kivalasztott zsiroldékony molekuldk oldatban tartdsdban, a bélben a lipid tartalmu
tapanyagok feldolgozasaban, felszivodasdnak el0készitésében. A bélben tortént
modosulasok utan jelentds résziik a termindlis ileumban felszivodik €s a portalis vénan
keresztlll visszakerill a majba. Ezt a folyamatot nevezik enterohepatikus kdrforgasnak
(Kullak-Ublick és mtsai 2004). Az epesavak két receptorcsaladon keresztil
befolyasoljak a m4j metabolizmusat. A nuklearis receptorok koziil elséként a farnesoid
X receptort (FXR) ismerték fel, ebbe a csaladba tartozik még a pregnan X receptor
(PXR) és a vitamin D receptor (VDR) (Makishima és mtsai 1999, Staudinger és mtsai
2001). A masik szignalit membran G protein receptorokon keresztil vezet. Muscarin
tipusu receptorok (M2, M3) mellett ide tartozik a szfingozin-foszfat receptor 2 (S1PR2)
a G protein kapcsolt epesav receptor (GPBAR1) és valoszintileg legfontosabb tagjuk a
Takeda G protein kapcsolt receptor 5 (TGR5) (Kawamata és mtsai 2003, Keitel és mtsai
2003). Ezeken a bonyolult dsszetett receptor rendszereken keresztlil a majat (és egyéb
szerveket i1s) €éré jelek igen valtozatos metabolikus és egyéb biologiai funkciokat
befolyasolnak (Calkin és Tontonoz 2013), melyek kozil itt csak a sejtproliferacioval
foglalkozunk.

Régi megfigyelés, hogy az epe kivezetése a szervezetbdl (kiilsé draindlas)
gatolja, mig a belsd elterelés nem befolyasolja a maj regeneraciot (Iyomasa és mtsai
1992, Suzuki és mtsai 1994). Az epesavakat megkotd miigyanta, kolesztiramin szintén
hatékonyan gatolta a majregeneraciot (Dong és mtsai 2010), emberekben szintén
Osszefliggest talaltak a szérum epesav koncentracio és a majregeneracio aktivitasa
kozott (Otao és mtsai 2012). Ezek a megfigyelések egyértelmiivé tették, hogy az epének
az epesav tartalma befolyasolja a regeneraciét (Huang és mtsai 2006, Fan és mtsai
2014). FXR -/- egerekben jelentdsen lassul a parcialis hepatektomiat kovetd regeneracio
(Huang és mtsai 2006). Az FXR receptor kozvetiti a ndvekedesi szignalt CCls okozta
karosodas utan is (Meng és mtsai 2010). TGR5-/- egerekben hepatektomia utan viszont

elhizédd cholestasist, gyulladasos reakcidt, majsejt necrosist észleltek (Péan és mtsai
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2013), amibdl arra kovetkeztettek, hogy a TGRS kozvetitette szignaloknak nem annyira
a sejtproliferacio, mint ink&bb a megemelkedett epesav koncentracid karositd hataséaval
szembeni védelemben van jelentéségiik. Tudomasunk szerint nincs adat az epesavak
ovalis sejtek részvételével zajlé maj regeneraciot befolyasolo hatasardl, mindenesetre az
FXR és a TGR5 receptor is jelen van a cholangiocytidkon (Yuan és mtsai 2015, Jung és
mtsai 2014) alatdmasztva ezt a lehetoséget.

Az utobbi évtizedben meggy6z6 bizonyitékok tdmasztottak ala, hogy a Hippo-
Yap szignalutnak meghatarozo6 szerepe van tobb szerv, tobbek kdzott a maj méretének
meghatarozasdban (Lu és mtsai 2010, Zhou és mtsai 2009). Ezért természetesnek
latszik, hogy fokozott Yap aktivitast lehetett megfigyelni hagyoméanyos hepatocytak
részvételével zajlo, valamint oval sejtek medialta majregeneracid soran is (Grijalva és
mtsai 2014, Zheng és mtsai 2011, Lee és mtsai 2010). Az epesavak a Yap aktivitas

befolyasolasaval is képesek kifejteni majra gyakorolt hatdsukat (Anakk és mtsai 2013).
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Il. CELKITUZESEK

1. Gatolhaté-e a postnatalis, fiziolégias maj ndvekedés AAF-nel patkanyok
maéjaban?

2. Eldidézhet6-e duktularis reakcid patkdnyok majaban a postnatalis névekedés
géatlasaval?

3. Lehet-e kolsavval befolyasolni a maj Ossejtek részvételével zajlo
regeneraciojat?

4. Befolyasolhato-e a maj duktuléris reakcioja kis molekulastlyd tirozin kinaz

gatlo gyogyszerrel?
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111. MODSZEREK
1. Allatkisérletek

Kiserleteinket Intézetink allathazaban tenyésztett him F-344 patkanyokon és
C57BIl/6 egereken végeztiik. Az allatok sziikségletiiknek megfeleléen fogyasztottak
ragcsaléd tapot (V1535000, SSNIFF, Soest, Németorszag; 15 mm atmér6ji pellet) és
csapvizet. A sotét-viladgos ciklusok 12 oranként valtakoztak. A tenyésztés és a kisérletek
soran a Semmelweis Egyetem Kisérleti allatok gondozasara kidolgozott ajanlasait

kovettik (KA-1771), a terminalas cervikalis diszlokacioval tortént.

Allatkisérleti modellek:

1. 1. Koélsavban gazdag diéta alkalmazasa F-344 patkanyokon

Négy hetes him F-344 patkanyokat random maodon 4 csoportba osztottuk (1. abra):

-Kontroll csoport (Co) (n=15): standard tapon tartott allatok

-Kolsav-csoport (CA) (n=15): 0,2%-0s kolsav tartalma diétan (C1129, Altromin,
Lage, Németorszag) tartott csoport

-2-Acetilaminofluorén (AAF) -kezelt csoport (n=15): 1%-0s metilcellulézban
oldott AAF (A7015, Sigma-Aldrich, 5mg/kg, naponta per 0s) kezelésben részesiil6
csoport

-AAF/kélsav (AAF/CA) csoport (n=24): 0,2%-0s kdlsav tartalm( diétan tartott,
¢és emellett AAF kezelésben is részesiilo csoport
Az éllatokat a kezelés és/vagy diéta 3., 7. és 10. napjan termindltuk. Az eltavolitott
majak egy részét Bouin-féle fixaloba tettik majd paraffinba agyaztuk, a masik részét
folyékony nitrogénen lehiitott izopentaban fagyasztottuk és felhasznalasig -80°C fokon

taroltuk.
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T: terminalasi idépontok

), T T T
4 hetes him F-344 patkany l l l
[ 3 nap 7 nap 10 nap |

Kontroll csoport: standard tapon tartott 4 hetes Fischer-344 patkanyok (n=15)

P r

T

4 hetes him F-344 patkdny  0,2%-os kélsav ‘artalml] tap l l

[ 3 nap 7 nap 10 nap]
Kalsav csoport: 0,2%-0s kolsav tartalmu tap (n=15)

r

- T T T
4 hetes him F-344 patkdny 2-acetilaminofldorén kezelés (5 mg/kg/nap per os) l l
( 3 nap 7 nap 10 nap |

AAF csoport: 1%—0s metilcellulézban oldott 2-acetilaminofluorén kezelés (5 mg/kg/nap)(n=15)

. -ﬂ"t ' T

. = T
4 hetes him F-344 patkiny  0,2%-os kélsav .lartalmt'; tap 2-acetilaminoﬂuor‘n kezelés (5 mg/kg/nap per os) l
[ 3 nap 7 nap 10 nap]
AAF/Kélsav csoport: 0,2%-0s kolsav tartalmu diéta + AAF kezelés (n=24)

1. abra: Négy hetes him F-344 patkanyokat 4 csoportra osztottunk. A kontroll (Co)
csoport standard tapot fogyasztott sziikségletei szerint. A Kdlsav (CA) csoport allatait
0,2% kdlsav tartalmu diétan tartottuk. Az AAF-csoport 1%-0s metilcellulézban oldott
AAF Kkezelésben részesllt gyomorszondan keresztul (5 mg/kg/nap). Az AAF/CA
csoportban 0,2%-o0s kolsav tartalmd diéta mellett AAF kezelésben is részesiltek, az

el6zd csoportokkal megegyezd dozisban.

1. 2. Kolin-deficiens, etioninnal kiegészitett diéta alkalmazasa C57BI/6 egereken

Az egereket ket csoportba osztottuk (2. abra):
-Kontroll csoport (n=8): Nyolc hetes him C57BI/6 egerek kolin-deficiens, 0,5 %-
os etioninnal kiegészitett tapot kaptak 6 hétig (Altromin, Németorszag).
-Kezelt csoport (n=9): Nyolc hetes him C57BI/6 egerek kolin-deficiens, 0,5 %-
os etioninnal kiegészitett tapot kaptak 6 hetig (Altromin, Németorszag), emellett
naponta Imatinib kezelésben is részesiltek (25mg/kg/nap, per os, Glivec, Novartis,

Basel, Svajc).
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Az dllatok termindldsa utdn a majak egy részét formalinban rogzitettiik és paraffinba
agyaztuk, mas részeit pedig folyékony nitrogénen lehtitott izopentanban lefagyasztottuk,

és -80°C-on taroltuk.
T: terminalasi id6pontok

T
8 hetes him C57BI/6 egér CDE tap l
| 6 hét]

CDE csoport: 8 hetes him C57BI/6 egerek, kolin deficiens, 0,5%-o0s etioninnal kiegészitett diéta (n=8)

: f
oo B
8 hetes him C57BI/6 egér CDE tap imatinib per os (25 mg/kg/nap) l
[ 6 hét

CDE + imatinib csoport: kolin deficiens, 0,5%-0s etioninnal kiegészitett tap + imatinib (25 mg/kg/nap) (n=9)

2. &bra: Kolin-deficiens etioninnal kiegészitett diéta alkalmazésa C57BI/6 egereken. A
kontroll egércsoport 8 hetes koratdl 6 héten at tartdé CDE diétaban részesult, a kezelt
csoport 8 hetes kortdl a hat héten at tart6 CDE diéta mellett Imatinib kezelésben

részesiltek (25 mg/kg/nap) per os.

2. Morfoldgiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A 10-12 um vastag fagyasztott metszeteket -20°C-os metanolban fixaltuk (10
perc), majd PBS-el (Phosphate Buffered Saline) térténé mosas (3x10 perc) utan 1 6ran
at, szobahdémérsékleten inkubaltuk a kiilonb6z6é elsddleges ellenanyagok megfeleld

higitasaival (3. tablazat).
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3. tdblazat: Az immunhisztokémiai reakciokhoz hasznélt primer antitestek adatai

Ellenanyag Faj Gyarto Katalogusszam | Higitas

BrdU Egér BD 347580 1:50
monoklonalis | Pharmingen

CK (pan)- | Egér Dako F0859 1:20

FITC monoklonalis

CK19 Egér Novocastra NCL-CK19 1:50
monoklonalis

CK19 Patkany DS Hybridoma | TROMAIII 1:200
monoklonélis | Bank

Dezmin Nyl Neomarkers RB-9014 1:100
poliklonalis

Béta-Katenin | Nydl Sigma
poliklonalis

Laminin Nyul Dako Z0097 1:200
poliklonalis

OV-6 Egeér R&D Systems | MAB 2020 1:100
monoklonalis

Simaizom Egér Dako MO0851 1:100

aktin monoklonélis

AFP Nyul Dako A0008 1:50
poliklonalis

DLK-1 Kecske R&D AF1144 1:50
poliklonalis

Cyp450 2E1 | Nyl MBL
poliklonalis

Ujabb mosas (PBS; 3x10 perc) utan szobahémérsékleten torténd inkubalas (30
perc) kovetkezett a megfeleld fluorokrommal konjugalt masodlagos antitestek (Alexa

Fluor, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 1:200) PBS-ben higitott oldataval.
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Magfestéshez a metszeteket tovabbi mosdsok utan DAPI (PBS-ben higitva, 1:50,
32670, Sigma-Aldrich) oldataval inkubaltuk szobahdmérsékleten 10 percig. A
metszeteket a Pannoramic Confocal Scanner (3D Histech, Budapest) segitségével

scanneltiik, majd a tovabbi morfoldgiai elemzéshez fotokat készitettink.

A patkdnymajmintdk Bouin-féle fixaloban rogzitett, paraffinba &gyazott
mintaibol készllt metszetein AFP (lasd 3. tablazat) immunhisztokémiai reakciot
vegeztunk, a Novolink Polymer detektalé rendszert (RE7140-K, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszag) és DAB (SK-4105, Vector Laboratories, Burlingame, CA)
kromogént hasznélva. A metszeteket a Pannoramic Confocal Scanner (3D Histech,
Budapest) segitségével scanneltiik, majd a tovabbi morfologiai elemzésekhez fotokat

készitettlink (Pannoramic Viewer).

3. Morfometriai vizsgalatok

3. 1. Kotdszovet altal elfoglalt terlet nagysaganak meghatarozasa

A kotészovet altal elfoglalt teriilet nagysagat az egér majmintakon Picro-sirius
vorossel festett, paraffinba agyazott blokkokbdl késziilt metszeteken elemeztiik. A
Picro-sirius voros tobbek kozott az I-es és lll-as kollagénhez kotédik és alkalmas a maj
kollagéntartalmanak kvantitativ meghatarozasara (Germani és mtsai 2010). A vizsgalt
tertilet nagysagéhoz képest a kotdszovet altal elfoglalt teriilet aranyat digitalis médon
hatdroztuk meg. Zeiss Axioskop 2 plus fotomikroszképpal (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) 5x nagyitasu objektiv hasznalatdval harom, random helyzetli felvételt
készitettlink. A metszeteket a Quick PhotoMicro 2.2 (Promicra, Praga, Csehorszag)

programmal elemeztik.
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3. 2. A méjlebenykék zonalitdsanak meghatarozésa és a szteatozis vizsgélata

A CDE-modellben a majlebenykék zonalitdsdnak meghatarozasahoz Cyp450
2E1 fluoreszcens immunhisztokémiai reakciot és Streptavidin-TRITC (016-020-084,
Jackson Immunoresearch, Cambridge House, UK) festést végeztiink.
A szteatdzis mértekenek vizsgalatahoz az Oil-red-O festést a CDE-modell egérméjain
vegeztuk el: A fagyasztott metszeteket 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban
rogzitettiik, 60%-os izopropanol oldatban mostuk, majd az Oil-red-O oldatban (60%
Oil-red-O torzsoldat és 40% desztillalt viz) inkubéltuk 10 percig. Ujabb 60%-0s
izopropanolos mosas utan a sejtmagokat hematoxylinnel festettiik.

3. 3. A duktularis reakcid altal elfoglalt tertilet meghatarozasa

A duktularis reakcio Kiterjedtségének vizsgalatara az egér majmintakon CK19
(TROMAIII), a patkdnymaj mintdkon a CK19 (Novocastra) antitesteket hasznaltuk. A
bescannelt metszetek teriiletérdl harom, random helyzetii felvétel késziilt 10x nagyitasa
objektiv hasznalataval, majd a képeken az Imagel 1.49 (NIH, Bethesda, MD)

programmal mértik le a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet szazalékos aranyat.

3. 4. A BrdU-index meghatarozasa

Az allatokat BrdU (200 mg/kg, fiziologids séoldatban, BrdU, B5002, Sigma-
Aldrich) intraperitonealis adasa utan 1 o6raval terminaltuk. Ez id6 alatt a timidin-analdg
beépilt az éppen S-fazisban 1évé sejtek Gijonnan szintetizalddé DNS-ébe. Az eltavolitott
majakbol késziilt fagyasztott metszeteken az immunreakcio elvégzése elétt a DNS
denaturaciot 10 percen at tartdé 2N sésavban vald inkubalassal értiik el. Az S fazisban
levo sejteket anti-BrdU ellenanyaggal elvégzett immunhisztokémiai reakcioval tettiik
lathatova.

A proliferacios index szamitasa a kolsav-gazdag modellben: Laminin, BrdU és
DAPI (4'6-diamidino-2-phenylindol) festett metszeteken azonositottuk a portalis

tereket es az ovalis sejteket. A hepatocytak magjukrol kénnyen felismerhetéek. Kisérleti
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csoportonként 10.000 méjsejt és 500 ovalis sejt kerult leszamolasra. A proliferéacids
indexet az 6ssz-sejtszam és BrdU jelzett sejtek ardnyabdl hataroztuk meg.

A proliferacios index szamitasa a kolin-deficiens, etioninnal kiegészitett modellben:

A hepatocytakat béta-katenin fluoreszcens immunhisztokémiai reakcioval a magjukat
DAPI festéssel tettik lathatovd, melyet a BrdU immunhisztokémiai reakcidval
kombinaltunk. A portalis tér 200um-es kdrnyezetében a Kis- (22 pm atméré alatti) és
nagyméretii (22 um atmeéroé feletti) majsejteket a béta-katenin festés alapjan kilonitettik
el, a program segitsegével (Pannoramic Viewer 1.15.4, 3DHistech, Budapest) az egyes

majsejtek atmérdjét is meghataroztuk.

4. Genexpresszios vizsgalatok

4. 1. Lézer mikrodisszekcio, RNS izolalas

A ribonukleazmentes targylemezre felvett, 8 um vastag fagyasztott metszeteket
metanolban fixaltuk (-20°C, 2 perc), szobahémérsékleten megszaritottuk, majd
ribonukledzmentes hematoxylinnel megfestettik. MMI CellCut (Eching, Németorszag)
lézer mikrodisszektor segitségével 500-1000 sejtet gyijtottiink. A vizsgalatainkhoz
hasznalt minden majmintabol a total RNS izolalasat a gyarto eldirdsainak megfeleléen
RNAqueous Micro Kittel (Ambion, AM 1931) végeztik el. Az RNS mintakat
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

A teljes majbol az RNS izolalasa fagyasztott mintakbdl tortént. A fagyasztott
metszeteket 1ml Trizolba (Invitrogen, 15596026) vettiik fel, majd az elegyhez 5 perces
szobahOmérsékleten torténd inkubalas utan 200 pl kloroformot adtunk hozza, kézzel
osszeraztuk majd 12.000G fordulatszamon, 4°C fokon, 15 percig centrifugaltuk. Az
RNS-t is tartalmazo felsé vizes fazist kiillon csébe pipettaztuk és 500ul izopropil
alkoholt adtunk hozza, majd 10 perces szobahén torténd inkubalas utan centrifugaltuk
(10.000G, 10 perc). A fellluszo eltavolitasa utan, az alulmaradt csapadékban talalhatd
az RNS, melyet 75%-0s etanolban mostunk majd centrifugaltunk (10.000G, 10 perc).
Az RNS jégen torténd szaritasa utan a feloldas 50ul DEPC-vizben tortént. A
koncentraciomérést NanoDrop készulékkel vegeztik.
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4. 2. Reverz transzkripcio

A cDNS szintéziséhez a cDNA High Capacity Archive Kitet (Applied
Biosystems, 4368813) hasznaltuk a gyartd ajanlasa szerint. 1 pg RNS (Iézer
mikrodisszekcioval nyert mintak esetén a teljes kiizolalt RNS mennyiség) kvantitativ
konverzigjat hajtottuk végre 100 pul végtérfogatban (4. tablazat). A reakcié a PE 2400
Gene Amp PCR késziilékben zajlott — 10 perces 25 °C-on torténé inkubaciot kovetden —
120 percen keresztll, 37 °C-on. A cDNS mintakat tovabbi felhasznalasig -20 °C-on

taroltuk.

4. tablazat: A reverz transzkripcio reakciéelegyének dsszetétele

Komponens Bemérés
Random hexamer 10 pl
RNS templat 1000 ng
dNTP mix (100 mM) 4 pl

RT Puffer (10x) 10 pul
Reverz transzkriptaz( 50U/ ul) 5ul
RN-4z mentes H.O 100 pl-ig

4. 3. Valos idejii kvantitativ PCR

A kiilonb6z6 gének szOveti expressziojat RNS-izolalast és reverz transzkripciot
kovetden valos idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR) technikaval vizsgaltuk. A QRT-PCR
segitségével a polimeraz lancreakcié minden egyes ciklusaban meghatarozzuk az addig
keletkezett termék mennyiségét. Az Applied Biosystems TagMan Gene Expression
Assay™ rendszerét hasznaltuk. A Kiértékeléshez szlikség van egy belsd standard génre,
amihez a vizsgalt markereink expressziojanak véaltozasait viszonyitjuk. Mi a GAPDH
(Applied Biosystems 4352338E) haztartasi gent valasztottuk referenciaként.

A TagMan® detektalas soran a forward és a reverse primer mellett egy harmadik
oligonukleotid, egy préba is talalhaté a reakcidelegyben. Ennek szekvenciajat gy
tervezik meg, hogy a PCR anellacios 1€pése soran a két primer k6z¢ tudjon kétddni. A

proba 5’ végéhez egy fluoreszcens festékkel jelolt riporter molekula kapcsolodik, 3°
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végehez pedig egy un. quencher (kioltd) molekula. Az intakt proban a quencher
molekula fizikai kdzelsége miatt kioltja a riporter festék fluoreszcencidjat. A polimeraz
lancreakcio sordn a polimeraz enzim az elongacié szakaszaban az 5’ exonukledz
aktivitasanak koOszonhet6en lebontja a DNS-szalon elé keriil6 probat. A quencher
molekula igy eltavolodik a riporter molekulatol, aminek fluoreszcenciaja felszabadul a
gatlas alol, detektalhato lesz. Az egyes ciklusokban mért fluoreszcencia értéke aranyos a
keletkezett termék mennyiségével. Megrajzolhatd a reakcid kinetikai gorbéje, igy
meghatarozhatjuk a vizsgalt termek kiindulasi mennyiségét.

A gorbék analizisénél eldszor meghataroztunk egy, a reakciok exponencialis
fazisaba es6 fluoreszcencia kiiszObértéket. A program ezutan automatikusan tablazatba
foglalja azokat a ciklusszdmokat, melyekben az adott reakcio eléri a kiiszobértéket.
Ezeket a ciklusszdm értékeket nevezzilk Cr értéknek. A kiilonb6z6 probakat
ugyanahhoz a belsé standardhoz (GAPDH) viszonyitva, ACt vagy a AACT modszerrel
hataroztuk meg a génexpresszios szinteket.

5. tblazat: Valos idejii kvantitativ PCR-hez hasznalt Tagman probék

Tagman proba neve Katalogusszam
TGR5 Rn01400316_s1
FXR Rn00572658_m1
Interleukin 6 (I1L-6) Rn01410330_m1
Hepatocyte growth factor (HGF) Rn00566673_m1
KIT ligand (SCF) Rn01502851_m1
Connective tissue growth factor (CTGF) Rn01537279 gl
Survivin (BIRC5) Rn00574012_m1
Interferon-gamma (IFNG) Rn00594078 m1
Tumor necrosis factor-receptor-1 | Rn00565310_m1
(TNFR1)

Interleukin 6 (IL-6) Mm00446190_m1
Hepatocyte growth factor (HGF) Mm01135193 ml
Albumin Mm00802090_m1

Peroxisome proliferator-activated receptor | Mm00627559 m1
alpha (PPAR)
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Cyclin D1

MmO00432357_m1

Cytokeratin 19

MmO00492980_m1

Desmin

MmO00802455_m1

Smooth muscle actin (SMA)

MmO00725412_s1

Platelet-derived growth factor receptor-3

(PDGFR-B)

MmO01262489_m1l

A reakcidelegy Osszetételét az 6. tAblazat, a polimeraz lancreakcidé hdmérsékleti profiljat

pedig a 7. tdblazat mutatja.

6. tAblazat: A valos idejii kvantitativ PCR reakcidelegy Osszetétele

Komponens Bemérés
TagMan® Master Mix (2x) 10 pl
Assay (primer és proba; 20x) 1 ul
cDNS templat 70 ng
Desztillalt viz 20 pl-ig

7. téblazat: A valds idejii kvantitativ PCR hémérsékleti profilja

Lépés Hémérséklet Idé
Aktivacio 50°C 2 perc
Kezdeti 95°C 10 perc
denaturacio

Denaturacio 95°C 15 mperc
Anellacio-Extenzié | 60 °C 1 perc
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5. Statisztikai analizis

A Kkisérleti adatok elemzése Student-féle t-teszttel, kétmintas Welch-féle t-
prébaval (egy végii és két-végil) és egy szempontos varianciaanalizissel (Anova-teszt)
tortént. Szignifikancia szint: eredmeényeinket p<0,05 értékek esetén tartottuk

szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK

erer

Kisérleteinkkel arra kerestiik a valaszt, hogy az egyedfejlodés soran
patkdnymajban az &ssejtes reakcid hozzajarulhat-e a maj ndvekedésehez. Az Gssejtes
proliferacionak és differenciacionak jellegzetes szOvettani-morfologiai jelei vannak,
amelyeket munkacsoportunk korabban részletesen jellemzett, igy a kiilonbozo kisérleti
csoportokbdl szdrmazé majakat részletes morfoldgiai elemzésnek vetettik ala, az
immunhisztokémiai és morfometriai vizsgalatokat génexpresszids vizsgalatokkal

egészitettik Ki.

1. 1. Az AAF kezeléssel kombinalt kolsavas diéta hatasara megjelené ovalis sejtes

proliferacioé jellemzése

A Kkélsavas diétan tartott (3. A, C, E abra) négy hetes F-344 patkanyok méajaban
rutin szovettani modszerekkel a kisérlet egyik idépontjaban sem volt detektalhatd
eltérés. Az AAF kezelésben részesiilo patkanyok majaban a 3. napon nem (3. B abra),
ellenben a 7. és kiilondsen a 10. napon ovalis maggal rendelkezd sejtek alkotta, sziik
lument duktulusok jelentek meg a periportalis régioban. Az ovalis sejtek alkotta csovek
kissé kanyargos lefutasuak voltak, osztodo sejtformakat elvétve figyeltink meg. A
duktulusok a periportalis térre lokalizalodtak, a kornyezé majparechymaba nem
terjedtek be (3. D, F abra).
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3. dbra: Szdvettani eltérések a kolsav (A, C, E) és az AAF (B, D F) kezelések utan 3
(A, B), 7 (C, D) illetve 10 (E, F) nappal. A koélsav hatasara a majban szerkezeti
valtozdsok nem figyelhetok meg egyik id6pontban sem. Az AAF kezelés 7. és 10.
napjan gyer, ovalis sejtes reakcio jelent meg periportéalisan (kis nyilak). A nagyméretii
nyilak az epeutakat jeldlik. PV: portélis véna; CV centralis véna, Lépték: 100 pm.

A kontrollhoz képest (4. A abra), az AAF/CA csoportba tartoz6 majak
szovettani metszetein mar a 3. napon Kkifejezett ovalis sejtes proliferacio volt
megfigyelhet6 (4. B dbra). A 7. napon tipusos ovalis sejtek alkotta csovek penetraltak a
periportalis majparenchymaba, ez a 10. napon valt igazan kifejezetté (4. C, D abra). Az

ovalis sejtek alkotta duktulusok kdrnyezetében, sokszor a duktulusok &ltal korulvetten

35



sorokban vagy kisebb csoportokban hepatocytakra emlékeztetd sejtek jelentek meg.
Ezek a kis hepatocytdk mindig az ovélis sejtek kdzvetlen kornyezetében helyezkedtek
el, bazofil cytoplazméjukban gyakran vakuolumok voltak megfigyelhetok a kioldodott
zsir helyén (4. D abra).

5 e

4. dbra: Szovettani eltérések az AAF/CA kezelés utdn. (A) HE festett metszet a kontroll
majbal, (B) 3 napos, (C) 7 napos és (D) 10 napos AAF/CA kezelés utan. Az AAF/CA

csoportba tartozé6 majak szOvettani metszetein a 3. napon kifejezett ovalis sejtes

proliferaci6 volt megfigyelhet6 (B &bra). A 7. napon tipusos ovalis sejtek alkotta csovek
penetréaltak a periportalis majparenchymaba, ez a 10. napon valt igazan kifejezetté. Az
ovalis sejtek alkotta duktulusok kdrnyezetében hepatocytakra emlékeztetd sejtek
jelentek meg (nyilhegyek) (D képen nagyobb nagyitasu felvétel). A kis hepatocytak
bazofil cytoplazmajaban gyakran vakuolumok voltak megfigyelheték a kioldodott zsir
helyén (D abra). A kis nyilak az ovalis sejtek alkotta duktusokat, a nagy nyilak az
epeutakat jel6lik. PV: portalis véna; CV centralis véna, Lépték: 100 um, a nagyobb
nagyitas léptéke 20 pm.

36



Bar az OV-6 ellenanyag mely a citokeratin 14-et és a citokeratin 19-et festi meg
(Bisgaard és mtsai 1993), az epeutakat is jeloli, az ovalis sejtek markereként is
ismeretes. Az epeutak és az ovalis sejtes reakcid (E/OS) Kiterjedtségét az OV-6 altal
jelolt relativ terlilet meghatarozasaval szamszertsitettiik (5. abra, 7. A abra).

Mivel az egyedfejlédés soran a maj novekedése részben a majlebenykék
méretének novekedésével valosul meg, a kontroll és a kolsav-csoportban az &ltalunk
vizsgalt mindharom id6pontban az OV-6 pozitiv terilet relativ aranya fokozatosan
csokkent. Az AAF és kuléndsen az AAF/CA csoportban az OV-6 pozitiv tertletek
relativ aranya a vizsgalt id6pontokban fokozatosan emelkedett (5. abra; 7. A éabra).
Mivel az AAF/CA csoportban megjelend, ovalis sejtekbdl differencialodd  kis
hepatocytdk az OV-6 antitesttel nem jelolodtek, igy ebben a csoportban az

immunhisztokémiai reakci6 altal fest6do tertilet relativ nagysaga alulértékelt.

5. abra: Az E/OS kiterjedtségének immunhisztokémiai vizsgalata: OV-6 (z6ld)
festéssel jol lathatd, hogy az AAF/CA csoportban a 3. (A) naphoz képest és 10. napon
(B) kiterjedtebb ovélis sejtes reakcié figyelhetd meg. PV: Portalis véna; CV: Centralis
vena; Léptéek: 100 um

1. 2. Az ovélis sejtes proliferacio kepes kompenzalni a majsejtek gatolt osztodasat
Az allatok terminélasa el6tt 1 oraval intraperitoneélisan beadott és az osztédo
sejtek DNS-ébe inkorporalddé BrdU immunhisztokémiai festése az osztddd majsejteket

és ovalis sejteket is egyarant jelolte. (6. abra) Az ovalis sejtek és az epeutkompartment

élesen nem kulonul el egymastdl, ezért a BrdU-index szamolasa soran ezeket egyetlen
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sejt-kompartmentként értékeltiik (E/OS, epeuthamsejtek/ovalis sejtek). A majsejtek
elhelyezkedéslik és magjuk mérete alapjan kdnnyen felismerhetéek voltak. A kontroll
csoportban (Co) az epeutham/ovalis sejt-kompartment osztodasi aktivitdsa emelkedett
(7. B abra), a hepatocytaké pedig csokkent (7. C abra), de ezek a valtozasok
statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak (9. és 10. tablazatok). Az AAF-kezelés
csokkentette a hepatocytdk proliferaciojat, de ez a gatlo hatds nem bizonyult
tokéletesnek (7. C abra); és ebben a kisérleti csoportban az epetuthamsejtek/ovalis sejtek
emelkedett proliferacios aktivitasa magyarazza ezen kompartment szamottevéd
Kiterjedtségét az AAF kezelés hatasara. Mig a koélsavas diéta hatdsara a majsejtek
osztodasi aktivitasa ugyan jelentésen, de csak atmenetileg emelkedett, addig az
AAF/CA csoportban a hepatocytak osztodasi aktivitasa nem valtozott szignifikansan (7.

C abra; 10. tablazat). Osszehasonlitva a kontroll csoporttal, az epelitham/ovalis sejtek

proliferaciés aktivitasa minden vizsgalt idopontban szignifikdnsan magasabbnak

bizonyult (7. B abra, 9. tablazat).

6. abra: Reprezentativ képek a BrdU-index meghatarozasahoz: BrdU (z6ld), laminin
(piros) és DAPI (kék). Az AAF/CA protokoll 3. napjan (A) alacsony-, a 10. napon (B) a
lamininnel hatdrolt ovalis sejtek élénk proliferacios aktivitasa figyelheté meg.

Nagy nyilak az epeutakat jel6lik, a kis nyilak az ovalis sejtek alkotta duktusokat
mutatjak. PV: Portalis véna; CV: Centralis véna; Lépték: 100 um

38



A OV-6 pozitiv tertlet

35
3
25 mCo
R 2 T ECA
15 T mAAF
n T mAAF/CA
0.5
0 4
3 nap 7 nap 10 nap
B Epeuthamsejtek / Ovalis sejtek BrdU-indexe
7 T
6 [
5 = Co
o\o 4 mCA
uAAF
3 4
® AAF/CA
2 4
1 4
0 4
3 nap 7 nap 10 nap
C Hepatocytak BrdU-indexe
3
25
mCo
2
c)\o mCA
15 mAAF
1 ® AAF/CA
05 - |
0 4

3 nap 7 nap 10 nap




7. &bra: A morfologiai valtozasok morfometriai eredményei. (A) Az OV-6 pozitiv
terlletek Kiterjedése a kisérleti csoportokban. A Co (kontroll) csoportban az
egyedfejlodés soran a méajlebenykék novekedése miatt az OV-6 pozitiv tertletek relativ
aranya csokkent. Az AAF és az AAF/CA csoportokban az OV-6 antitesttel jelolt
tertletek fokozatosan novekedtek. Az ovalis sejtekbdl differencialodo kis hepatocytakat
az OV-6 antitest nem jel6li, ezért az AAF/CA csoportban a duktulusok altal elfoglalt
terilet nagysaga alulértékelt. (B) Az epelthamsejtek/ovalis sejtek valamint a
hepatocytak (C) BrdU-indexe. A kontroll (Co) csoportban az E/OS osztddasi aktivitasa
emelkedett, mig a hepatocytaké csokkent. Az AAF kezelt csoportban a hepatocytak
proliferdcioja csokkent, az E/OS-kompartmenté emelkedett. A koélsavas diétan tartott
patkanyok majaban atmenetileg emelkedett a hepatocytak osztddasi aktivitasa, mig az
E/OS emelkedett proliferaciot mutattak. Az AAF/CA kezelésben részesiilé patkanyok
majaban a méjsejtek osztodasi aktivitasa nem mutatott szignifikans valtozést, az E/OS
osztodasi aktivitisa azonban minden idépontban szignifikansan magasabb volt a
kontroll csoporthoz képest (9. tablazat). Az abrakon a mérési eredmenyek atlagat

jeloltiik a szoras feltlintetésével.

8. tablazat: Az OV-6 festés (terlleti szazalék) varianciaanalizisének (egyiranyd
ANOVA) eredményei.

Napok Osszehasonlitas p-érték
3.nap CAésCo 0,563
AAF és Co 0,727
AAF/CA és Co 0,758
7.napok CAés Co 0,621
AAF és Co 0,065
AAF/CA és Co 0,0001
10.nap CA vs. Control 0,122
AAF és Co 0,007
AAF/CA és Co 0,0003
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9. tabladzat: Az E/OS BrdU-index varianciaanalizisének (egyiranyd ANOVA)

eredményei, a félkdvéren szedett értékek statisztikailag szignifikdnsnak bizonyultak.

Napok Osszehasonlitas p-erték
3. nap CAésCo 0,009
AAF és Co 0,001
AAF/CA és Co 0,001
7.nap CAés Co 0,129
AAF és Co 0,002
AAF/CA és Co 0,011
10. nap CAés Co 0,24
AAF és Co 0,042
AAF/CA ¢és Co 0,001

10. téblazat: A hepatocyta BrdU-index varianciaanalizisének (egyiranyd ANOVA)

eredményei; a félkveren szedett értékek statisztikailag szignifikdnsnak bizonyultak.

Napok Osszehasonlitas p-érték

3.nap CAésCo 3,566E-05
AAF és Co 0,024
AAF/CA és Co 0,018

7.nap CAésCo 0,771
AAF és Co 0,119
AAF/CA és Co 0,185

10.nap CAésCo 8,386E-05
AAF és Co 0,332
AAF/CA és Co 0,019
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1. 3. Az AAF/CA kezelés az ovalis sejtek differenciaciojat eredményezi

Az ovalis sejtek az epeutakban elhelyezkedd szomatikus Ossejtek
leszarmazottjainak tekinthetoek, ennél fogva szdmos morfologia és immunhisztokémiai
hasonldsdgot mutatnak az epelthamsejtekkel. A két sejttipus els6sorban az
elhelyezkedésiik és fenotipusuk alapjan kiilonithetd el. Az ovalis sejtekre jellemzo
szOvettani, immunhisztokémiai jellegzetességek azonosithatdak voltak azokon a
sejteken, melyek az AAF/CA kezelés hatdsara jelentek meg a patkanyméjak
parenchymajaban. Az ovalis sejtek, sziik lumenii cséveket vagy duktulusokat formaltak,
a duktulusokat alkoto sejteken immunhisztokémiai vizsgalatokkal, az ovalis sejtekre
jellemz6é AFP és DLK1 expressziot tudtunk kimutatni (8. A és B abra).

A duktulusok koril dezmin/sima izom aktin immunhisztokémiai reakcioval
¢lénken jel6l6dé myofibroblastokat azonositottunk (8. C és D &bra). A duktulusok az
ovalis sejtekre jellemzden bazilis membrannal hatarolva a parenchyma madjsejtjein
végzddtek. Az AAF/PH modellben gyakran megfigyelt jellegzetes, metszlapon ,,U”
alaka bazalis membran tobb helyiitt megfigyelhet volt (8. C és D abra).

A duktulusok kornyezetében elhelyezked6 bazofil cytoplazmaju kis hepatocytak
korul bazalis membran méar nem volt azonosithatd. Ezeknek a differencialodo
majsejteknek az alacsony endogén biotin tartalmat jelzi a halvany fest6désiik
streptavidinnal, ugyanakkor ez a jel616dés elkiiloniti 6ket a kornyez6 parenchyma érett
majsejtjeitél is (8. E &bra). Emellett a majsejtekre jellemzé HNF-4 élénk magi
expresszioja volt megfigyelhetd, mely egyértelmlien jelzi hepatocyta irdanyu

differenciaciojukat (8. F abra).
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8. &bra: Az ovalis sejtek és a kis hepatocytak jellemzése 10 napos AAF/CA kezelés

utan. (A) Bouin-fixalt mintabol keészil metszeten lathatd az AFP pozitiv ovélis sejtek
alkotta duktulusok beterjedése a parenchymaba a portalis tertiletek feldl. Lépték 50 um.
(B) OV-6 (piros) és DLK1 (z6ld) fluoreszcens jeldlés fagyasztott metszeteken. Szamos
DLK1 pozitiv sejt figyelheté meg az OV-6 pozitiv duktulusokban. Lépték: 50 um. (C)
Laminin (piros) és dezmin (z6ld) fluoreszcens immunhisztokémiai festés fagyasztott
metszeteken. A laminin pozitiv bazalis membrannal korilvett duktusok koril dezmin
pozitiv sejtek figyelhetok meg. A nagyobb nagyitasu kép az ovalis sejtek méjsejteken

végzOdo tipikus ,,U”-alakd laminin pozitiv bazélis membréanjat (nyil) mutatja. PV:
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portalis véna. Lépték: 200 um, nagyobb nagyitasi kép 25 pum. (D) Fagyasztott
metszeten laminin (piros) és SMA (z6ld) fluoreszcens festés. A laminin pozitiv bazalis
membrannal korllvett duktulus SMA pozitiv myofibroblastok kiséretében terjednek be
a parenchymaba a portalis teriiletek fel6l. A nagyitott képen szintén a duktulust hatarold
laminin pozitiv bazélis membréan ,,U”-alaka végz6dését lathatjuk. PV: portélis véna.
Lépték: 200 um Nagyitott kép Iéptéke: 25 um. (E) Streptavidin-TRITC-el jelolt
fagyasztott metszet a hepatocytakban levé endogén biotin kimutatasara. Az alacsony
endogen biotin tartalmd Kkis hepatocytakat (halvanypiros) magasabb biotin tartalmu
(élénkpiros) hepatocytak veszik koril. Lépték: 100 um. (F) HNF-4 (z6ld) és az OV-6
(kék) fluoreszcens jel6lés (ugyanez a teriilet lathaté az E-abran is). Az alacsony biotin
tartalm( kis hepatocytak magjai HNF-4 pozitivak. A differencial6dd, alacsony biotin
tartalm0 Kkis hepatocytdk az OV-6 pozitiv duktulusok kozvetlen kdzelében (mellett)

vannak. Lépték: 100 pum.

1. 4. Az AAF érzékenyiti az Gssejteket a kolsavra

Ahhoz, hogy az AAF illetve a kolsav kezelés méjsejtekre és epeuthamsejtekre
kifejtett hatasait szeparaltan vizsgalhassuk, az altalunk felallitott kisérleti csoportok 10
napos id6épontjanal kiilon-kulon lézermikrodisszekaltuk a hepatocytékat és a progenitor
sejteket is tartalmaz6 epelthamsejt/ovalis sejt kompartmentet. A lézermikrodisszekalt
szovetbdl RNS-t izolaltunk majd meghataroztuk a két legfontosabb epesavreceptor, a
TGR5 és az FXR relativ génexpresszios szintjét. Mig a TGR5 szintje mindkét
sejtpopuléciéban és minden kisérleti csoportban csokkent a kontrollhoz képest (9. A
abra, 10. tablazat), addig az AAF/CA csoportban az FXR szintje az epedtham/ovalis
sejteken (E/OS) emelkedett és csokkent a majsejteken (9. B abra, 10. tablazat).
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9. &bra: Az epesav receptorok és a szeneszcencidhoz kapcsolddd fehérjék relativ
mRNS szintje. (A) alapjan, a mikrodisszekalt hepatocytdkban (H) és az
epelthamsejtekben/ovalis sejtekben (E/OS) a kisérlet 10. napjan: Mig a TGR5 szintje
mindkét sejtpopulécidban és minden kisérleti csoportban csékkent a kontrollhoz képest,
addig az AAF/CA csoportban az FXR szintje az epeutham/ovalis sejteken emelkedett és
csokkent a majsejteken. Az oszlopok a mérések atlag értékeit jelolik, a szoras
feltlintetésével.
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10. tablazat: A lézermikrodisszekalt mintdk QRT-PCR adatainak statisztikai
elemzéséhez hasznalt Welch-féle két mintés t-teszt (kétoldalas) eredményei.

Gén Sejt- Osszehasonlitas p-érték
kompartment
TGR5 H Coes CA 0,011
TGR5 H Co és AAF 0,041
TGR5 H Co és AAF/ICA 0,085
TGR5 E/OS CoésCA 0,007
TGR5 E/OS Co és AAF 0,0009
TGR5 E/OS Co és AAF/CA 8,74E-05
FXR H CoésCA 0,301
FXR H Co és AAF 0,955
FXR H Co és AAF/CA 0,028
FXR E/OS CoésCA 0,001
FXR E/OS Co és AAF 0,04
FXR E/OS Co és AAF/CA 0,02
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9. &bra: Az IL-6, SCF és HGF mRNS expresszidja, QRT-PCR alapjan a teljes
majmintakban a kisérlet 10. napjan. A szeneszcencia-asszocialt HGF, IL-6 és az SCF

MRNS expresszidja is szignifikans mértékben emelkedett az AAF/CA csoportban (11.
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tablazat). Az oszlopok a mérések atlag értékeit jeldlik, a szoras feltlintetésével.

A teljes majbdl izolalt RNS QRT-PCR vizsgalata azt mutatta, hogy AAF kezelés
hatasara a szeneszcencia-asszocialt faktorok, mint a HGF és SCF relativ génexpresszios
szintje szignifikdnsan emelkedett (10. &bra, 11. tablazat), ugyanakkor a TNFR1, IFN-

gamma, valamint a Yap célgének, a CTGF és survivin szintje nem valtozott

szignifikansan (12. tablazat).
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11. tablazat: A teljes majmintakbol nyert QRT-PCR adatok statisztikai elemzéséhez

hasznalt Welch-féle kétmintas t-teszt eredményei (egyoldalas)

Gén Osszehasonlitas p-
értéek
HGF CoésCA 0,49
HGF Co és AAF 0,03
HGF Co és AAF/CA 0,03
SCF CoésCA 0,23
SCF Co és AAF 0,003
SCF Co és AAF/CA 0,002
IL-6 CoésCA 0,26
IL-6 Co és AAF 0,37
IL-6 Co és AAF/CA 0,01

12. tdblazat: A Yap-celgének [Birc5 (survivin) és a kotészoveti novekedési faktor

(CTGF)] és a szeneszcencia-asszocialt faktorok (IFNy, TNFR1) relativ mRNS-szintje

Birc5 (survivin) CTGF IFNy TNFR1
Co 10,41+/-3,46 0,44+/-0,15 0,001+/-0,0005 0,18+/-0,05
CA 6,3+/-1,42 0,29+/-0,005 | 0,0009+/-5,7E-05 | 0,23+/-0,15
AAF 8,05+/-5,05*(Co) 0,46+/-0,07 0,001+/-0 0,14+/-0,07
AAF/CA 10,6+/-6,69 0,57+/-0,14 0,0009+/-0,0001 0,3+/-0,06*(Co)

Az adatok atlagként + az atlag szérasaként vannak feltlintetve * p< 0,05
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2. A kolin deficiens etioninnal kiegészitett (CDE) - diéta hatasara kialakuld
duktularis reakcio6 befolyasolasa Imatinibbel

A kontroll csoportba tartozo egereket 6 hétig CDE diétan tartottuk, a kezelt
csoportba tartozo llatok a CDE diéta mellett Imatinib terdpiaban is részesultek.

2. 1. Szerkezeti valtozasok a méjban

Az Imatinib-kezelt allatok méjanak relativ tomege valamivel magasabb volt,

mint a kontrolloké, de a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (13. tablazat).

13. tablazat: A CDE- és a CDE+ Imatinib csoportokban mért adatok és eredmények
Osszefoglalo tablazata. Azokat az eredményeket jeloltik csillaggal (*), melyek a két
csoport kozott szignifikans kilonbséget mutattak. Szignifikans kildnbség volt a
periportalis kis hepatocytdk és a pericentralisan elhelyezkedd nagy hepatocytak
proliferacios aktivitasa kozott mindkét csoportban (CDE;**) és (CDE+ Imatinib;***).

CDE - csoport CDE + Imatinib-

csoport
Relativ majtdmeg (%) 4.63+0.11 54+0.43
CK-19 (%) 8.97£0.7* 5.21 +1.03*
Desmin (%) 18.01 £0.61* 145 +0.67*
PDGFR-B (%) 9.66 +2.23* 3.73 £ 3.09*
Picro-sirius voros (%o) 8.99 £ 0.4* 3.85 +£0.48*
Periportalis kis és nagy 18.61 £ 2.15* 36.64 +5.07*
hepatocytak aranya (%o)
Periportalis Kis 3.93 £ 0.27* ** 8.32 £ 1.18* ***

hepatocytak proliferacios
aktivitasa (%)
Pericentralis nagy
hepatocytak proliferacios

aktivitasa (%)

1.44 £ 0.16*,**
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A méjparenchyma ,,funkcionalis térképének” meghatarozasahoz harom zonalis
paraméter eloszlasat vizsgaltuk. A hepatocytdk endogén biotin tartalma magasabb a
periportalis sejtekben, mig a CYP2E1 preferencialis pericentralis expressziét mutat
normal egérmajban. Ez a zonalitas szinte teljesen elveszett a CDE-diétan tartott allatok
majaban (11. A, C abra). Imatinib kezelés hatasara a zonalitas megtartottsaga figyelhetd
meg (11. B, D ébra). Ettdl eltéréen azonban a zsiros degeneratio sulyosabb volt az

Imatinib-kezelésben részesiil6 allatok majaban (11. F abra).

C

CYP2FK1

11. 4bra: A majlebenyke zonalitasanak és a szteat6zis mértékének vizsgalata. A, C és E
CDE csoport; B, D és F CDE+Imatinib csoport. (A és B) CYP2EL (z6ld), (C és D)
Streptavidin-TRITC (piros) és DAPI (kék) fluoreszcensen jeldlt reakciok, valamint (E

és F) oil-o-red festes. Az Imatinib kezelt csoportban a maj zonalitdsdnak megtartottsaga
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figyelheté meg. A CYP2EL (z6ld) pericentralis expresszidja (B) és az endogén biotin
(piros) periportalis eloszlasa figyelhet6 meg az Imatinibbel kezelt &llatokban (D), mig a
csak CDE-diétan tartott egerekben ez a zonalitds nem figyelheté meg (A és C). A
szteatdzis foka megemelkedett az Imatinibbel kezelt allatokban, (F). P: portalis véna, C:

centralis véna.

2. 2. A méjsejtek és a duktularis reakcio jellemzése

Immunhisztokémiai vizsgalatok

Mind a majsejtek méretében mind pedig a duktularis reakci6 mértékében
jelent6s eltéréseket tapasztaltunk az Imatinib-kezelésben részesilt CDE diétan tartott
allatok majaban. A legszembetiinGbb kiilonbség a kis majsejtek tomeges megjelenése
volt a periportalis zondban. Ezek a kis hepatocytak nem olyan élesen hatarolodtak el a
szomszédos parenchymatol, mint a hepatocarcinogenezis modellek preneoplasticus
»gocai”, de konnyen megkiilonboztethetok voltak a polymorph megjelenésti, nagy
hepatocytaktol.

A Kkontroll, csak CDE-diétaban reszesilt allatok majaban is megfigyelhetok
voltak periportalisan elhelyezkedd kis madjsejtek, de ezek nem képeztek Gsszefolyd

mezoket.
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B-katenin

B-katenin

12. dbra: Az Imatinib hatdsa a duktuldris reakcidra és a hepatocytakra a CDE-diétan
tartott (A és C) valamint a CDE diétan tartott, Imatinibbel kezelt (B és D) egerekben.
(A) A CDE-diétan tartott allatok majabol készult metszeteken sz&mos duktulus (CK-19,
kék) figyelhet6 meg a majparenchymaban. (B) Az Imatinibbel kezelt allatok majaban
jelentdsen csokkent a duktularis reakcio Kiterjedese. A sejtmembrant (-kateninnel
(z6ld), a hepatocytdk magjait HNF-4 (piros) fluoreszcens festéssel tettik lathatova. P-
vel a portélis vénadgat, C-vel a centrélis vénat jeloltik. (C és D): A metszeteken f-
katenin (zold) és HNF-4 (piros) fluoreszcens festés lathatd. A portalis véna koril
emelkedett szamban figyelheték meg kis hepatocytak, melyek szdma tovabb emelkedik

az Imatinib-kezelt (D) csoportban. Lepték:100 um

A kontroll és az Imatinib-kezelt allatok majaban azonositott hepatocytak
méretbeli kiilonbségének szamszeriisitéséhez a sejtmembrant B-katenin immunfestéssel
tettlik lathatova (12. &bra). Morfometriai analizissel az egyes periportalis hepatocytak
becsiilt atmérdjét hisztogramon abrazoltuk (13. abra), és az Imatinib-kezelést kovetéen

nyilvanvald eltolodas volt megfigyelheté a kisebb sejtméret felé. Ha a kis- és nagy
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hepatocytdk kozotti hatart 22 pum atmérdre allitottuk be, a kis hepatocytdk aranya
szignifikansan magasabb volt az Imatinib-kezelt allatokban (13. tablazat).
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13. &bra: A hepatocytak becsiilt atméréje a portalis terekt6l 200 pm tavolsdgban a
CDE, (A) és a CDE+Imatinib (B) allatcsoportokban (B). Az Imatinibbel kezelt

csoportban a kisméretii hepatocytak nagyobb szamban fordulnak elé.
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PDGFR-p 3 PDGFR-p

14. dbra: Az Imatinib hatasa a myofibroblastokra és a fibrozis megjelenésére a CDE-
diétan tartott egerekben. CDE-csoport: A, C, E, és a CDE+Imatinib csoport; B, D, F
allatok majabol készilt dezmin (A és B), és PDGFR-B (C és D) fluoreszcens festés
fagyasztott metszeteken, valamint picro-sirius voros festés (E és F) paraffinba agyazott
metszeteken. Az Imatinib kezelés hatdsara a dezmin, és a PDGFR-B-pozitiv
myofibroblastok altal elfoglalt teriilet csokkenése figyelheté meg, amivel parhuzamosan

a fibrdozis mértéke is csokken.
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Morfometriai vizsgélatainkat CK-19 (12. A és B abra) és dezmin (14. A és B abra)
immunfestés utdn a duktularis reakcié mértékének és a myofibroblastok altal elfoglalt
terllet nagysadganak a meghatarozasara végeztik. Az Imatinib-kezelt allatok majaban
mind a duktularis reakcié mértéke, mind pedig a myofibroblastok altal elfoglalt tertlet

szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult (13. tablazat).

2. 3. Génexpresszios vizsgalatok

Morfologiai megfigyeléseinket teljes mértékben alatamasztotta a fagyasztott
mintakbdl izolalt mMRNS QRT-PCR vizsgélata.
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15. abra: (A) A CK-19, dezmin, SMA és a PDGFR-f relativ mRNS expresszidja az
CDE- és a CDE + Imatinib csoportok egész majabdl nyert mintdkbol, QRT-PCR
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analizis alapjan. A CK-19, dezmin, SMA és a PDGFR-pB relativ expressziokat a
GAPDH szintjéhez (100%) normalizaltuk. Az oszlopok a 22€T értéket jelolik. (B) Az
Imatinib kezelt allatok CK-19, dezmin, SMA és a PDGFR- expresszidjat CDE-diétan
tartott egerek mRNS szintjére vonatkoztatva is meghataroztuk. A CDE csoportot
szaggatott vonal jelzi, mig az Imatinib kezelt allatokbol vett mintat a piros oszlopok
jelolik. Az oszlopok a 2"44CT értéket jelolik. * p< 0,05

A CK-19, a dezmin, a simaizom-aktin (SMA) és a PDGFR-B relativ mRNS-
expresszids szintje szignifikansan alacsonyabb volt az Imatinib-kezelt egerekben (15. A
abra). A kontroll csoporthoz képest az Imatinib kezelés a CK-19, a dezmin, az SMA és
a PDGFR-B mRNS expresszio szintjének jelentés csokkentését indukalta; mindkozil a

PDGFR-B expresszio szintjének csokkenése volt a legszembetiinbb (15. B abra).
2. 4. A kis hepatocytak jellemzése

A kisméreti parenchymalis sejtek élénk magi hepatocyta nuklearis faktor 4
(HNF-4) pozitivitdsa alatamasztotta hepatocyta-iranyu elkotelezettségiket. A BrdU
beépilési arany mindkét csoportban szignifikdnsan magasabb volt a periportalisan
elhelyezkedd kis hepatocytakban, mint a pericentralis nagyméretli majsejtekben. Ezen
kivil a CDE diétan tartott allatokhoz képest az Imatinib-kezelt allatokban a kis
hepatocytadk proliferaciés aktivitasa magasabbnak bizonyult (13. tablazat). A
mikrodisszekalt mintdink ciklin D1 expressziojdnak QRT PCR-analizise szintén
alatdmasztotta a kis hepatocytdk magas proliferativ aktivitdsat (2,4% a Kkis
hepatocytakban és 1,335% a nagy hepatocytakban). Osszehasonlitva az albumin és a
PPARa relativ génexpresszios szintjét szintén eltérést tapasztaltunk a kismajsejtek és a

nagymajsejtek kozott (albumin: 1922% vs. 1535,5%; PPARa: 3,65% vs. 4,95%).
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V. MEGBESZELES

Az AAF/CA kezelés ovalis sejtes proliferaciot eredményez fiatal patkanyokban

Az egyik legtobbet tanulmanyozott ovalis sejtes proliferacioval jaré kisérletes
modellben, ha a hepatocytdk osztodasat gatoljuk AAF-fel, akkor a parcidlis
hepatektomiat kovetd regenerativ szignal elégséges massziv duktuldris reakcio
kivaltasara (Tetamatsu és mtsai 1984, Evarts és mtsai 1989). Ha az egyedfejlodés
viszonylag kés6i fazisaban 4 hetes, 60-70 g testtomegli patkanyokat kezeltiink
testtdmeghez viszonyitva az AAF/Ph kisérletben alkalmazottal azonos d6zisu AAF-fel a
valaszreakcid hasonlo volt, de jelentds kiilonbségeket is megfigyeltiink. Az AAF gatolta
a hepatocytdk osztodasat, tovabba eldidézett kismértékli periportalis biliris
sejtproliferaciot, de nem alakult ki nyilvanvald, a parenchymat is masszivan érintd
ovalis sejtes proliferacio. Ha viszont az AAF kezelést kombinaltuk kolsav- dusitott
diétdval (Huang és mtsai 2006, Fan és mtsai 2014), ami ismerten elésegiti mind a
hepatocytadk, mind az ovalis sejtek osztodasat, akkor mar 7 nappal a kezelés kezdete
utdn tipusos ovalis sejtes proliferacié alakult ki, ami késébb tovabb fokozodott.

Az ovalis sejtes reakcidé morfoldgiai megjelenése szinte tokéletesen megegyezett
a két modellben. A fiatal &llatok méajaban is az ovalis sejtek tipusos, dezmin pozitiv
csillag sejtekkel kortlvett duktulusokat formaltak és jol strukturdlt laminin pozitiv
bazalis membranhoz voltak kitapadva. A kdrnyezd parenchymahoz val6 viszonyuk is
megegyezett. Mindkét modellben a duktularis reakcié periportélis kiindulasu, az ovalis
sejtek alkotta duktulusok innen sugarszerti elrendezédésben terjedtek a parenchymaba.
A meglévo parenchymaval valo szoros kapcsolatukat, funkciondlis egyiittmiikddésiiket
mutatja, hogy a duktulusok mindig egy hepatocytan végzddnek, ami kiilondsen jol
megfigyelheté a laminin immunhisztokémiai festéssel. A bazalis membran nagyon
jellegzetes, a hepatocyta felé nyitott ,,U”-alaki képletet formal. Ennek a szoros
kapcsolatnak koszonhetden az ovalis sejtek alkotta duktulus lumindlis 0sszekottetést
biztosit az egymastol eltavolodott majparenchyma epe-canaliculusai és az interlobularis
epeutak kozott. Ez a fajta elrendez6dés biztositja a folyamatos epe-elvezetest,
ugyanakkor jelzi a duktulusok szoros kapcsolatat a korabban meglevé epeutakkal, ismét

azonossagot mutatva egyéb duktularis reakciokkal (Paku és mtsai 2004, Lenzi és mtsai
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1992, Sarraf és mtsai 1994). Bér jelen kisérletiinkben nem vizsgaltuk célzottan az
interlobuléris epeutakkal valo kapcsolatot, ezt jol mutatja az OV-6 immunfestés. Az
OV-6 ,ovalis sejtes markeren” (Dunsford és mtsai 1989) kivil a fiatal patkanyok
majaban kialakult duktularis reakcid pozitivnak bizonyult AFP-vel és DLK1-gyel két
hagyoményos, altaldnosan elfogadott ovalis sejtes markerrel is (Jensen és mtsai 2003,
Evarts és mtsai 1987, Paku és mtsai 2001, Santoni-Rugiu és mtsai 2005).

Az OV-6 immunreakcié markerként valo alkalmazasa mellett morfometriai
analizist kovetéen alkalmas a duktularis reakcié kvantitativ kiértékelésére is. Ez a
vizsgélat jol mutatta, hogy a kdlsavas-diéta nem idéz elé semmilyen valtozast, ezzel
szemben az AAF és még inkédbb az AAF/CA csoportban az OV-6 pozitiv teriilet aranya
fokozatosan emelkedett (pedig a kezelés 10. napjan az OV-6 immunfestés nagy
valoszintiséggel alulértékeli a duktulris reakcio Kiterjedtségét). Ebben az idépontban a
kombinalt kezelésben részesilt &llatok majaban megjelent egy Uj sejtpopulécio. HE
festett metszeteken a duktularis reakcidval szoros kapcsolatban, inkédbb a duktulusok
disztalis kornyezetében a kornyezd ,,régi” hepatocytdknal kisebb, de alakjukban
magjukban azokra emlékeztetd, basophil cytoplazmaval rendelkezé sejtek voltak
azonosithatoak. Ezek a sejtek mar negativak az ovalis sejtes markerekkel (AFP, DLK-1,
OV-6), nincs kapcsolatuk a laminint tartalmaz6é bazalis membrannal, nincsenek
korulottuk csillag sejtek, de magjuk HNF-4 pozitiv és cytoplazmajuk endogén biotin
tartalma jelentdsen kisebb a kornyezd hepatocytakénal. Megjelenésiik nagy
valdszinliséggel a regeneracid egy ujabb fontos staddiumat reprezentdlja, amikor a
duktuléris reakciot alkotd ovalis sejtek egy része hepatocytava differencialodik. Azért
beszélhetiink csak valdszintiségrdl, mert jelen kisérletiinkben nem volt lehetdségiink
egyértelmil sejt eredet vizsgalatokat végezni, de értelmezésiinket szdmos indirekt
megfigyelés tamasztja ala.

Hasonlo, kis basophil hepatocytdk ovalis sejtekb6l vald differencialodasat
kiilonboz6 kisérleti rendszerekben, tobbféle modszerrel igazoltdk (Evarts és mtsai 1989,
Dezs6 €s mtsai 2012, Lu és mtsai 2015). Az AAF/Ph modellben az alkalmazott AAF
dozisatol fiiggéen a differencialédas folyamatanak két idobeli lefutasaban és térbeli
elrendezddésében eltérd6 modja volt elkiilonithetd (Paku és mtsai 2004). A jelen
kisérletben leirt differencidlodas jellege inkabb az alacsony dozisi AAF kezelés

kovetkeztében kialakuléhoz hasonlit, mert a differencialodé sejtek nem alkotnak
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gyorsan proliferald, expanzivan novekedé regenerativ fokuszokat. Az ovalis sejtekre
jellemzé markerek (AFP, DLK-1, OV-6) expresszidjanak eltiinése szintén a
differencialodas mellett szol, csak ugy, mint a laminin kimutatasaval demonstralt
bazalis membran és a myofibroblastok eltiinése a kis hepatocytak kornyezetébol.
Ugyanezek a valtozasok voltak megfigyelheték az AAF/Ph és egyéeb Kisérleti
modellekben is (Santoni-Rugiu és mtsai 2005). Kilondsen fontos esemény a bazélis
membran eltiinése. Szovettenyészetben a majbol izolalt 6ssejtek cholangio- ill.
hepatocyta iranyu differencialédas jeleit mutatjak a tenyésztéedényben levo bazalis
membran jellegli anyagok (Matrigel) jelenlétében, ill. hianydban (Yin és mtsai 2002).
Mas Kisérleti rendszerekben is a Matrigel jelenléte fenntartotta illetve indukélta a
biliaris jellegli fenotipust (Couchie és mtsai 2002, Strick-Marchand és mtsai 2002), mig
pl. Kkeratinocytak esetében a bazéalis membrannal vald kontaktus elvesztése a
differencialodas feltétele (Adams és Watt 1989). Az érett laphamsejtek a
hepatocytdkhoz hasonléan nincsenek kapcsolatban a bazalis membrannal. A laminin
festés eltlinése tehat oki szerepet is jatszhat a hepatocytak kialakulasdban. Hasonldan
fontos szerepe lehet a HNF-4 nuklearis faktornak. Az ovélis sejtekben mar jelen van
szdmos hepatocyta ,,enriched” transzkripcios faktor, de a kis hepatocytakban megjelend
HNF-4 fontos indikatora és valdsziniileg induktora is a hepatocyta differencialédasnak
(Nagy és mtsai 1994). Genetikailag manipulélt egerek vizsgalataval igazoltdk, hogy
HNF-4 nélkul is kialakulhat majkezdemény az embridkban, de a valddi funkcionalis
majszovet kialakuldsanak elengedhetetlen feltétele a HNF-4 jelenléte (Li és mtsai 2000,
Duncan 2003). A HNF-4-t a hepatocyta transzkripcios faktorok hierarchigjaban afféle
mester-, karmester génnek tekintik (Kuo és mtsai 1992, Parviz és mtsai 2003) és emberi
majakban el6forduldo duktularis reakciok hepatocyta iranya differencialédasaban is
kulcsszerepet jatszik (Hakoda és mtsai 2003).

Munkacsoportunk figyelte meg és kozolte le (Dezsd €és mtsai 2012), hogy a
majsejtek kénnyen és megbizhatéan kimutathatdo endogén biotin tartalma alapjan jol
megkiilonboztetheték az ovalis sejtekbdl képzddott ,,uj” kis hepatocytak ,,régi” nagy
majsejtektél. Ebben a kozleményben az ovalis sejtek retrovirus fertdzésével és a
fert6zott sejtek kovetésével is sikeriilt igazolni a kis hepatocytdk ovalis sejtes eredetét.
Ezt tdmasztotta ald indirekt mdédon alacsony, endogén biotin tartalmuk. Ha ugyanis a

nagyméretii, biotinban gazdag cytoplazmaji majsejtek utddjai lennének biotin tartalmuk
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valdsziniileg nem csokkent volna drasztikusan. Jelenleg targyalt kisérletiinkben is az
AAF/CA csoportban megjelent Kis hepatocytak egyrészt jol megkiilonboztethet6k
voltak a régi parenchymatol alacsony biotin tartalmuk alapjan, de ugyanez a
megfigyelés nagy valoszinliséggel kizarta hepatocyta eredetiiket is.

Fenti eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az AAF/CA kisérleti
csoportban az allatok méjaban lezajlo duktularis reakcid és az ovalis sejtek egy részének
hepatocytakka torténd differencialédasa morfologiai €s funkciondlis értelemben is
szinte azonosnak tekintheté az AAF/Ph kisérleti modellben tapasztalt és nagyon sokat

elemzett elvaltozasokkal.

Miért van sziikség kolsavra a duktularis reakcid eléidézéséhez?

A duktularis reakcié standardjanak tekinthet6 AAF/Ph kisérletben az ovalis
sejtek el6idézéséhez elegendé volt a parcialis hepatektomiat koveté hagyomanyos
regeneracio gatlasa AAF-fel. A most bemutatott kisérletiinkben viszont az AAF kezelés
onmagaban nem idézett eld duktularis reakciot.

Az AAF hepatocyta proliferacidt gatlo hatasa egyértelmiien megfigyelhetd volt
most is. Kiilondsen szembetiing, hogy a kolsav kezelés altal az irodalmi adatoknak
megfeleld (Barone és mtsai 1996) atmeneti, intenziv hepatocyta proliferaciot teljes
mértékben meggatolta a parhuzamosan adott AAF. A vizsgalt 3 id6pont koziil 2-ben
alacsonyabb 1-ben magasabb volt az AAF kezelt allatok majaban a BrdU hepatocytakba
torténd beépiilése, mint a kontrollokban, de a kulénbségek statisztikailag nem voltak
szignifikansak. Ennek f6 oka az lehetett, hogy a kontroll hepatocytdkban is ebben a
korban mar viszonylag alacsony volt az osztodasi aktivitas és az alkalmazott allatszam
nem biztositott elég érzékenységet az ilyen kis kiilonbség kimérésére. Az AAF kisebb
hatékonysagahoz hozzajarulhatott, hogy az AAF metabolizalt forméja kotddik a DNS-
hez (Kriek 1992) és ezeknek a fiatal allatoknak a majaban alacsonyabb lehet a
metabolizal6 CYP enzimek aktivitasa, tovabba, hogy az AAF/Ph kisérletben mar AAF-
fel eldkezeltek a hepatocytak, amikor az osztddasi stimulus (Ph) éri dket, mig az
AAF/CA modellben néhany napra sziikség lehet, mig a ndvekvo allatokban megfeleld
szamu addukt kotodik a hepatocytak DNS-hez.

Az AAF elégtelenségét azonban, hogy dnmagéaban nem volt képes jelentds ovalis sejtes
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proliferaciét eléidézni egyéb kvantitativ kiilonbségek is magyarazzak. Megfigyelésiink
7 napja alatt a kontroll allatok méajanak sulya 15-20%-t nétt, ami jelentésnek mondhato,
de a parcidlis hepatektomiat kovetd 7 napban a visszamaradt majrészlet sulya
haromszorosara n6, azaz a névekedés 200%-0s. A Ph-t kovetden a jelolési technikatol
fliggben elég valtozatos mértékii hepatocyta proliferacios adatokat szoktak megadni,
tobbnyire 5-20% kozott. A mi fiatal patkdnyainkban ez az érték sohasem haladta meg az
1%-t. Minden valoszinliség szerint az egyedfejlédés kapcsan eléforduld majnovekedés
elmaradasa sokkal kisebb proliferativ nyomast gyakorol az éssejtekre, mint a parcialis
hepatektomiat kovetd elmaradt regeneracido. Amig nem ismert(ek) ezek a tényezd(k)
addig ezt a kérdést nem lehet pontosan megvalaszolni.

Az AAF/Ph és az AAF/CA modellt ismételten 0sszehasonlitva ugy tlinik, hogy
az AAF kezelés mindkét modellben képes a méjsejtek osztodasanak gatlasara, azonban
az egyedfejlédéssel kapcsolatos ndvekedés gatlasa onmagaban nem elégséges duktularis
reakcid indukalasara, ehhez szilkség van a kolsavban dusitott diétara is. Tehat funkcidjat
tekintve a kolsav helyettesiti a parcialis hepatektomiat.

Az AAF/CA csoportban a ,,proliferativ stimulus” azért eredményez duktularis
reakciot, mert az AAF miatt a hepatocytdk nem képesek vagy legalabbis nem megfeleld
mértékben proliferalni. Az dssejt medialta valaszt eldsegiti egy masik mechanizmus is.
Az epesavak, mint a bevezetOben Osszefoglaltuk bonyolult receptor csaladokon
keresztil fejtik ki hatdsaikat. Ezek kozll, irodalmi adatok alapjan szamunkra
legfontosabbnak az FXR ¢és a TGRS tlinik. Korabbi kisérletekkel egyezést mutatva
mindkét receptor mRNS-e kimutathatd volt ép majbdl mikrodisszekalt hepatocyta és
bilidris/ovélis sejtes mintdkban is (Yuan és mtsai 2015, Jung és mtsai 2014). A
regeneracioval kapcsolatos proliferacié kivaltasaban fontosabb szerepet jatszik az FXR
receptor (Huang és mtsai 2006, Fan és mtsai 2015). Eredményeink szerint ennek a
receptornak az expresszidja novekszik a duktularis reakciot alkoto sejteken ugyanakkor
csokken a hepatocytadkon. Tehat ez a receptor expresszidbeli valtas inkdbb az ovalis
sejtek felé tereli a proliferacios stimulust. Ugyanez a valtds nem volt megfigyelhetd a
TGRS receptor expresszidjaban. Ez a receptor irodalmi adatok szerint nem jatszik
szerepet a proliferacio eldidézésében. (Fan és mtsai 2015.)

Az epesavak szignaljanak kozvetitésében szerepet jatszhat a YAP jelatviteli ut is
(Anakk 2015) ezért megvizsgaltuk két YAP célgén (CTGF, survivin) (Bai és mtsai
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2012) expresszidjat, de egyik esetében sem sikeriilt fokozott termelddést kimutatni. Ez

az eredmény nem igazolja a YAP részvételét kisérleti rendszerlinkben.

A duktularis reakcio szabalyozasa az AAF/CA kisérleti allatokban

A parcidlis hepatektomiat kovetd és a duktularis reakcid részvételével zajld
regeneracioban mai ismereteink szerint azonos vagy legalabbis nagyon hasonld
novekedési faktoroknak tulajdonitanak dontd szerepet (Miyajima ¢és mtsai 2014,
Michalopoulos 2007, 2015), legfontosabb szerepet pedig egybehangzd vélemények
szerint a HGF (hepatocyta ndvekedési faktor) és az EGF (epithelidlis névekedési faktor)
receptor ligandjai elsésorban a TGFa (transzformald novekedési faktor) jatszik. Nem
teljesen tisztazott a ndvekedési faktorok fokozott termelddésének pontos szabalyozasa,
de ebben egész biztosan fontos szerepet jatszik a hepatektomia. Az AAF/CA Kisérletben
viszont ilyen beavatkozdsra nem keril sor. AAF kezelés hatasara a hepatocyték
elsdsorban a p21 hatds fokozodasdnak eredményeként celluldris szeneszcencia jeleit
mutatjak (Trautwein és mtsai 1999). A szeneszcencia egy nagyon intenziven vizsgalt,
bonyolult allapota a sejteknek (Herranz ¢és Gil 2018) ami kiilonb6z6 okok miatt
alakulhat ki, és az ilyen allapotba kerllt sejtek a legvaltozatosabb bioldgiai reakciokra,
tobbek kozott duktularis reakcidra (Lu es mtsai 2015) gyakorolhatnak befolyast. Ezt a
hatast részben bioldgiailag aktiv anyagok termelésével fejtik ki, a folyamat neve
szeneszcenciahoz tarsult szekretoros fenotipus (SASP) (Coppe és mtsai 2010, Guo
2017). Mi is megvizsgaltuk néhany ebbe a csoportba tartoz6 gén expresszidjat és azt
talaltuk, hogy a HGF (hepatocyta ndvekedési faktor), IL-6 (interleukin-6) és az SCF
(stem cell factor) mRNS expresszidja is szignifikans mértékben emelkedett az AAF/CA
csoportban. Kontrollként mas gyulladasban szerepet jatsz6 géneket is vizsgaltunk, az
IFNy (interferon gamma) és a TNFR1 (tumor nekrézis faktor receptor 1), CTGF
(kotészoveti novekedési faktor), survivin gének expresszioja nem valtozott érdemben,
jelezve hogy nem altalanos, specifitast nélkiil6z6 expresszid fokozodasrol van szd. A
HGF, IL-6 és SCF gének fontos szerepet jatszanak a maj hepatocytak és duktularis
reakcio részvételével zajlé regenerécidjaban is (Michalopoulos 2007, Miyaima 2014,
Nagy és mtsai 1998). Veleményiink szerint tehat a kombinalt kezelés hatasara a

hepatocytak szeneszcencia allapotaba jutnak és az ehhez kapcsol6d6 szekrécios valasz
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részeként termelddnek olyan novekedési faktorok/citokinek, amik eldidézik vagy

legaldbbis szerepet jatszanak a regenerécid szabalyozasaban.

Imatinib hatasa a CDE kisérlettel el6idézett duktularis reakciora

A CDE diéta 6 hét alatt kisérleti egereinkben az irodalmi adatoknak megfeleld

duktularis reakciot idézett el6. Ha az allatok a diéta alatt végig Imatinib kezelésben is
részesiiltek az eldidézett szoveti reakcio képe jelentésen mdodosult. A duktuléris reakcio
mértéke csokkent, ugyanakkor az Imatinib kezelt egerek majaban nagyobb teriiletet
foglaltak el az atlagosnal kisebb hepatocytak.
Morfologiai megfigyelésiunk objektiv igazolasara azt a tényt hasznaltuk fel, hogy a
duktularis reakcio sejtjei CK-19-t expresszalnak. CK-19 elleni antitesttel végzett
immunhisztokémiai reakcié morfometriai kiértékelése €s az egész majszeletbdl izolalt
CK-19 QRT PCR-ral valo kiértékelés egyarant szignifikansan csokkent expressziét
igazolt az Imatinib kezelt csoportban.

A Lkis” és ,nagy” hepatocytdk aranydnak meghatarozdsahoz, p-katenin
membranfestést kdvetden tobb latdtérben lemértiik az Gsszes hepatocyta atmérdjét. Az
igy kapott atmérok megoszlasa egyértelmiien jelezte a ,balra tolddast” azaz a kis
hepatocytdk aranyanak novekedését az Imatinib kezelt csoport méajaiban. A Kkis
hepatocytak mitotikus aktivitdsa magasabb volt az Imatinib kezelt allatokban, mint a
kontrollban, tovabba mindkét csoportban a kis hepatocytak proliferacidja nagyobb volt,
mint a ,,nagy” hepatocytdké. Ezeket az eredményeket szintén két eltérd modszerrel is
sikerilt igazolni a BrdU beépulés vizsgalataval és a cyclin D1 expressziéo PCR alapu
mérésével. A ,kis” hepatocytdk nem csak gy néznek ki, mint a hepatocytak, hanem
rendelkeznek a magasan differencialt hepatocytakra jellemz6 funkciokkal. Magjukban
kimutathato a mar kordbban targyalt, a hepatocyta fenotipus kialakitasaban
kulcsfontossag HNF-4 transzkripcios faktor (Kuo és mtsai 1992, Parviz és mtsai 2003)
¢s a kornyez6 hepatocytaknal nagyobb vagy azonos mértékben expresszalnak két
hepatocytakra specifikus fehérjét: albumint és peroxisome proliferator-activated
receptor alphat (PPARa) (Evarts és mtsai 1987, Kersten és mtsai 2017). Bar ebben a
kisérletben sem végeztlink sejteredet igazolasara szolgalo vizsgalatot az irodalmi hatter

alapjan (Carpentier és mtsai 2011, Sackett és mtsai 2009, Espanol-Suner és mtsai 2012)
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jogosan feltételezhetjik, hogy a kis hepatocytak a duktulusokbdl szarmaznak és ezt az
atalakulast, differencialodést segitette eld az Imatinib kezelés.

A duktularis reakcid kialakulasaban, progresszidjaban fontos szerepet jatszanak
a progenitor sejtek szamara ,niche-t” formaldé aktivalt csillag sejtek vagy
myofibroblastok (Takase és mtsai 2013). Az aktiv myofibroblastok viszont kollagén
termelésik révén a maj hegesedését is okozhatjék (Clouston és mtsai 2005, 2009, Kaur
és mtsai 2015), ezeért vizsgaltuk meg a fibrozis alakulasat kisérleti rendszertinkben. A
fibrozis meértékének legmegbizhatobb morfoldgiai vizsgalata a picro-sirius festés
morfometriai kiértékelése (Goodman és mtsai 2007). Ezzel a modszerrel a fibrozis
mértékének szignifikdns csokkenését észleltiik az Imatinib kezelt allatokban. Ezzel
tokéletesen 0Osszeillik a myofibroblastok markerekent hasznalhatdé dezmin és SMA
expresszid csokkenése ugyanazokban az allatokban. Fenti paraméterek: a duktularis
reakcio mértéke, fibrozis és myofibroblast markerek kdzétt szoros korrelaciot talaltunk
kordbbi munkainkban kisérletes és human méajmintakban is (Rokusz és mtsai 2016,
2017), de masok is beszamoltak ilyen Osszefiiggésekrél (Prakoso ¢és mtsai 2014,
Williams és mtsai 2014, Van Hul és mtsai 2009). Tehat Imatinib kezelés hatdsara
mérséklédott a myofibroblastos reakciod és csokkent a fibrdzis, a duktuléris reakcio is
mérséklddott, amiért legalabbis részben, a duktularis sejtek fokozott mértékii hepatocyta

iranyu differencialodasa felels.

Az Imatinib hatdsmechanizmusa

Az Imatinibet eredetileg a kronikus mieloid leukemia kialakuldsaért felelds
ber/abl tirozin kindz gatloszereként fejlesztették ki, de késdbbi vizsgalatok soran
megfigyelték, hogy hatékonyan gatol egyéb tirozin kindzokat is (Hantschel és mtsai
2008). Ezek alapjan az Imatinib a személyre szabott terépids gyogyszerek egyik
legnagyobb sikertorténete, amit tobbféle daganatos és nem daganatos betegség
kezelésére is sikeresen hasznalnak (Grimminger és mtsai 2010, Longo 2017). Az
Imatinib tobbek kodzott hatékonyan gatolja a PDGFR-t is (Roskoski 2018), aminek
fontos szerepe van a hepatikus myofibroblastok aktivalasaban (Klinkhammer és mtsai
2018). Kisérletiinkben a PDGFR aktivitasat nem tudtuk mérni, de a PDGFR-f3 csokkent

expresszidjat ki tudtuk mutatni mRNS és fehérje szintjén is. Az Imatinib gatolja ennek

64



az enzimnek nem csak az aktivitisat, hanem az expressziojat is (Liu és mtsai 2011).
Raadasul a PDGFR-B expresszio gatldsa kifejezettebb volt, mint a myofibroblast
markerek (dezmin, SMA) expresszidjanak csokkeneése, tehat valoban abszolit mértékii
gatlast sikeriilt eldidézniink, nem csak a receptort termeld sejtek szdmanak csokkenése
magyarazza az eltérést. Az Imatinib majfibrozist gatldé hatasat egyéb in vivo, tébbek
kozott CDE kisérleti rendszerekben is leirtak (Neef és mtsai 2006, Knight és mtsai
2018, EI-Agami és mtsai 2011, Kim és mtsai 2012, Kuo és mtsai 2012), de
regeneracioban jatszott szerepérdl legjobb tudasunk szerint eddig nem jelent meg
kdzlemeny.

Latszolag ellentmondas van a fibrozist gatld és regeneraciot elésegité hatés
kozott, mivel a duktularis reakcié kialakulasahoz sziikség van myofibroblastokra.
Eredmeényink arra utalhat, hogy a myofibroblastok matrix képzése viszont csak egy
karos, a regeneracié szempontjabdl sziikségtelen mellékterméke a myofibroblastoknak,
vagy erre csak a duktuléris reakcié korai szakaszaban van szilkség. Mint korabban is
irtuk a bazélis membran eltlinés indukalhatja a hepatikus progenitor sejtek hepatocyta
irdny( differencialodasat (Yin és mtsai 2002), ez esetben a bazalis membran
lerakddaséanak gatlasa elésegitheti a regeneraciot. Ezt a lehetéséget tamasztja ala, hogy
Espanol-Suner és mtsai (2012) ugyancsak CDE kisérleti rendszerben egy Iloporst nevii
ECM és bazélis membran lerakddasat gatlo szerrel a regeneracio gyorsulasat érték el.
Az Imatinib a PDGFR-en kivil szdmos mas tirozin kinazt is gatol, tobbek kodzott a
duktuléaris reakcidban biztosan fontos szerepet jatszé c-kit-et (Fujio 1994) is, nem
elképzelhetetlen, hogy a bonyolult szignalutak ugy alakulnak, hogy a fibrozis gatlasa
mellett a differencialodas iranyaba tolodik el a folyamat.

Kim és mtsai (2012) Imatinib hatdsdra a myofibroblastok szeneszcens
atalakulasat figyelte meg, melyek a korabban mar emlitett SASP reakcid (Guo és mtsai
2017) kereteben nagy mennyiségben termeltek IL-6-t. Ezt a lehetdséget mi is
megvizsgaltuk, sajnos a vékony nyulvanyokkal rendelkez6 myofibroblastok
mikrodisszekcidja nem lehetséges, ezért egész majszOvetben vizsgaltuk az IL-6
expresszid mértékét, de szignifikans névekedést nem tudtunk megfigyelni az Imatinib
kezelés utan. A negativ eredménynek azonban technikai okai is lehetnek, hiszen az
egész majszovet allomanydban elenyész6 hanyadot jelentenek csak a

myofibroblastokbol sz&rmaz6 RNS molekulak és azok ,.felhigulasa” megneheziti
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valtozésaik érzékeny vizsgalatat. Ezért, bar igazolni nem tudtuk, nem zérhaté ki ez
esetben sem, hogy a korabbi kdlsavas kisérletben leirthoz hasonléan az Imatinib altal a
myofibroblastokban eléidézett szeneszcenciahoz tarsuld gén expresszios profilvaltasnak

van szerepe a duktularis sejtek fokozott differencialédasaban.

A parenchyma valtozésai Imatinib kezelés hatasara

A CDE kisérleti modellben elsdsorban a duktularis reakciot és kdvetkezményeit
szoktak vizsgalni, de a szOvettani metszeteken feltiint, hogy az Imatinibbel is kezelt
allatok majaban a parenchymat, a hepatocytak elrendez6dését kevésbé zavarta meg a
CDE diéta. A m4j hatékony mitkddésének egyik alapfeltétele a kiilonbozé biokémiai
funkciok térbeli Osszerendezése. Ez a funkcionalis munkamegosztas a kétdimenzids
metszeteken a méajlebenykék ,,zonalitdsdban” nyilvanul meg. A szénhidrat, zsir, fehérje
anyagcsere enzimeinek megoszlasa nem egyenletes a majsejt gerendak mentén
(Jungermann ¢és Katz 1989). A zonalitas fenntartasaért elsdsorban a B-katenin felel6s
(Gougelet és mtsai 2014), felbomlasa sulyos anyagcserezavarokhoz vezethet. (Sekine és
mtsai 2006).

A zonalitds vizsgalatara két kiilonboz6 jellegzetes zonalis megoszlasu
paramétert vizsgaltunk: Az endogén biotin tartalom a periportdlis hepatocytakban
magasabb (Teutsch 1978) mig a CYP2E1 aktivitas a pericentralis majsejtekben (Lindros
1997) egészséges egerek majaban. A fenti markerek zonalitdsa szinte teljesen megsziint
a CDE kezelt allatok majaban, viszont tovabbra is jol felimerhetd volt, ha a diétat
folyamatos Imatinib kezeléssel egészitettlik ki. Ugyanakkor be kell sz&molnunk az
Imatinib kezelés karos hatasardl is. Az igy kezelt allatok hepatocytaiban sokkal
nagyobb mértékii volt a metabolikus zavarra utalo szteatdzis. Imatinib kezelést kovetd

fokozott maj elzsirosodasrol mar masok is beszamoltak (Nassar és mtsai 2010).

Rdviden dsszefoglalva a CDE kisérleti modellben a duktularis reakcié nagy
valoészinliséggel a mdj regeneracios erdfeszitésének tekinthetd. Az igy zajlo ,tartalék”
regeneracios mechanizmussal kapcsolatban harom f6 problémat szoktak felvetni: nem
elég hatékony, maj fibrozist eredményezhet és fokozza daganat kialakulasanak

kockazatat (Alison 2009). Kisérleteink szerint az Imatinib kezelés ndvelte a regeneracio
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hatékonysagéat, mérsekelte a fibrozist, rdadasul egy kézlemény szerint (Knight és mtsai
2008) kronikus CDE kiserletben az Imatinib csokkentette a majtumorok kialakulasanak

es¢elyét is, tehat feltétleniil érdemes a hasonl6 jellegti kisérletek folytatasa.
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VI. KOVETKEZTETESEK

1. Az AAF kezelés gatolta a postnatalis egyedfejlédés soran a hepatocytak
osztodasat. Ez a gatlas nem volt olyan latvanyos, mint a parcialis
hepatektomiat kovetd regeneracié gatlasa. Ezért elsésorban az lehet felelds,
hogy az egyedfejlddés soran sokkal kisebb mértéki a hepatocyta
proliferacio, ezért gatldsa sem lehet olyan drasztikus. A mérsékeltebb
gatlasban szerepet jatszhatott a fiatal majsejtek alacsonyabb fokozatl
metabolizmusa is. Mindenesetre ez a kisebb mértéki gatlas is funkcionalis
kdvetkezmenyeiben megegyezik a PH soréan tapasztaltakkal.

2. Eldidézhetd duktuldris reakcio fiatal patkdnyok majaban az egyedfejlodés
részét alkotd ndvekedés gatlasaval. Ez a gatlas azonban énmagaban nem volt
elégséges, ki kellett egésziteni agy masik ,,proliferaciés” stimulussal, ami a
mi esetiinkben a kélsav volt.

3. A kolsav kezelésnek latvanyos hatdsa volt az egyedfejlédéssel kapcsolatos
méaj novekedés gatlasara. A gatolt szeneszcens hepatocytak altal termelt
novekedési faktorok serkentették az dssejtek részvételével zajlo regeneraciot.
A kolsav jol ismert ndvekedési hatasat is inkabb ezekre a sejtekre fejtette ki,
mivel a kéarosodast kovetden a kolsav hatasat kozvetité FXR receptor
expresszidja is a karositds hatdsdra a hepatocytakrdl atkerilt az ovalis
sejtekre.

4. Imatinibbel igen eredményesen tudtuk befolyasolni a CDE Kkisérlettel
eléidézett duktularis reakciot. Az Imatinib serkentette a regeneraciot
ugyanakkor mérsékelte a kisérd fibrozis progresszidjat, sot segitett a tuléld

majparenchyma integritdsanak a megdrzésében is.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A maj kivalé regeneracios képessége jol ismert. Karosodas esetén, ha a
hepatocytak képesek belépni a sejtciklusba viszonylag révid id6 alatt helyreallitjak a
m4j tdmegét. Ha a majsejtek karosodnak, és nem képesek a regeneracios folyamatokban
részt venni, aktivalodik a maj ,,6ssejt” kompartmentje.

Kiserleteink soran egér és patkany méjakban vizsgaltuk az 6ssejtkompartment
részveételét a maj regenerativ folyamataiban. Egyrészt arra kerestiik a valaszt, hogy ha a
patkdnymaj postnatalis ndvekedése soran, a hepatocytdk osztddasa géatolt, akkor ezt
képes-e kompenzalni a duktuléris reakcié altal Iétrejott regeneréacids vélasz, illetve
befolyasolhato-e ez a folyamat kolsavval, mely irodalmi adatok alapjan elésegiti a
majregeneraciot. Masrészt arra is kivancsiak voltunk, hogy a kolin-deficiens etioninnal
kiegészitett diéta hatdsara kialakuld ¢élénk duktuldris proliferacio ¢és kotdszovet
lerakddas befolyéasolhatd-e Imatinibbel.

Mig a kontroll és a kolsavas diétan tartott patkanyok majaban jelent6s
morfoldgiai eltérések nem voltak megfigyelhet6k, addig az AAF gatolta a hepatocytak
osztodasat és gyér duktularis proliferaciot idézett el6 a maj postnatalis ndvekedése
sordn. Az AAF kezelést kolsavas diétaval kombinalva élénk duktularis proliferacio volt
azonosithatd, mely kérnyezetében a differencialddas jeleként kis hepatocyta csoportokat
figyeltink meg. Fiatal patkanyok majaban tehdt az egyedfejlodés részét alkoto
novekedés gatladsaval elétudtunk idézni duktularis proliferaciot és kdvetkezményes
differenciaciot. Az AAF-el torténé gatlds azonban 6nmagaban nem volt elégséges, ki
kellett egésziteni egy masik ,,proliferacios” stimulussal, ami a mi esetiinkben a kolsav
volt.

Kolin-deficiens etioninnal kiegészitett diétan tartott C57BI/6 egerekben az
Imatinib serkentette a regeneraciot, a duktularis reakcido mérseéklédésével parhuzamosan
periportalisan emelkedett szamban voltak megfigyelhetok kis hepatocytak. Emellett az
Imatinib kezelés mérsékelte a duktularis reakciot kisér6 fibrozist, a duktularis reakciot
kisér6 és a kotdszovetlerakodasért felelés myofibroblastok mennyiségét és azok
PDGFR-p expressziojat. A lebenykék zonalitasat vizsgalva az Imatinib kezelés segitette

a talélé majparenchyma integritisanak megorzéset.
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Vill. SUMMARY

Liver is well known for its enormous regenerative capacity. If the hepatocytes
are compromised the reserve stem cells can regrow the lost tissue by means of oval cells
differentiating into hepatocytes.

We have analysed the ductular reactions in mice and rat livers. We were curious
whether this standby system was able to compensate for oncogenic liver growth arrested
by 2-acetylaminofluorene (AAF) treatment or if it can be influenced by cholic acid
(CA), known to promote liver growth in several reactions. We have investigated the
influence of the tyrosine kinase inhibitor imatinib on one of the most widely studied
experimental models of chronic hepatic injury/regeneration in mice.

The histological structure of the liver was completely normal in the control and
CA groups at each time point. AAF was able to efficiently temper the proliferation of
hepatocytes in young rapidly growing rats. The AAF treatment resulted in a mild
periportal biliary cell proliferation, following the surgery these cholangiocytes invaded
the hepatic parenchyma, changed several phenotypic features, and turned into oval cells
which later differentiated into hepatocytes. The oval cells are regarded as the progenies
of the hepatic stem cells in the context of the cellular hierarchy of the liver. If such
animals were fed a cholic acid-enriched diet, this growth defect could be compensated
by the appearance of small biliary-looking cells emerging in the periportal zone and
later spreading into the parenchyma. In our present experiment another factor, a cholic
acid-enriched diet, was necessary to induce oval cell proliferation.

In choline-deficient, ethionine-supplemented diet (CDE) fed C57BI/6 mice
imatinib enhanced the emergence of small hepatocytes; at the same time, the ductular
reaction and extent of fibrosis shrinked; and the metabolic zonality of the hepatic
parenchyma was preserved. In addition, imatinib decreased the number of

myofibroblasts and their PDGFR- expression.
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Abstract

Introduction

The liver is well known for its enormous regenerative capacity. If the hepatocytes are com-
promised the reserve stem cells can regrow the lost tissue by means of oval cells differenti-
ating into hepatocytes. We were curious whether this standby system was able to
compensate for ontogenic liver growth arrested by 2-acetylaminofluorene (AAF) treatment
orif it can be influenced by cholic acid, known to promote liver growth in several reactions.

Methods

() Four weeks-old (60-70g) male F344 rats were kept on standard chow and treated with
solvent only, (ii) others were kept on 0,2% cholic acid (CA) enriched diet, (iii) treated with
AAF, or (iiii) given a combination of CA diet and AAF treatment (AAF/CA).

The proliferative response of epithelial cells was characterized by pulse bromodeoxyuri-
dine labelling. The relative gene expression levels of senescence-related factors and bile
acid receptors were determined by quantitative real-time polymerase chain reaction
analysis.

Results

AAF administration efficiently inhibited the physiological proliferation of hepatocytes in
young, male F344 rats after weaning. The activation of stem cells was indicated by the
increased proliferation of periportal biliary/oval cells (B/OC). If the rats were fed additionally
by cholic acid enriched diet, typical oval cell reaction emerged, subsequently the oval cells
differentiated into hepatocytes restituting liver growth. This reaction was mediated by
increased production of HGF, IL-6 and SCF by the damaged liver. Moreover, upregulation
of FXR expression on B/OC made them competent for bile acids. Our results indicate that
endogenous, autocrine mechanisms involved in liver ontogeny are also able to activate the
backup regenerative machinery of stem cells.
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Introduction

There are several non-tumorous growth reactions of the hepatic tissue with different origin,
regulation and function. We have observed certain differences between structural aspects of
postnatal ontogenic liver growth and compensatory hyperplasia induced by surgical partial
hepatectomy [1]. While the liver expands exclusively by the enlargement of pre-existent lob-
ules after partial hepatectomy, the generation of new lobules also contributes to physiological
growth. The regulation of these reactions is not completely understood, similar and divergent
mechanisms are also known [2] e.g. FGF and TGF f signalling seems to be the most important
during ontogenesis, while HGF and EGFR ligands are the most important for regenerative
growth. There is a well-known back up mechanism of compensatory hyperplasia. If the prolif-
erative capacity of the hepatocytes is compromised the so called oval cells emerge in the peri-
portal areas which regenerate the lost parenchyma by proliferation/differentiation [3]. This
tissue reaction is extensively characterized in rodents and shows similarities with certain forms
of ductular reaction in human liver [4, 5]. One of the most widely used experimental models of
oval cell proliferation/differentiation in rats consists of 2/3 partial hepatectomy (Ph) with con-
tinuous AAF administration [6]. The AAF treatment results in a mild periportal biliary cell
proliferation, following the surgery these cholangiocytes invade the hepatic parenchyma,
change several phenotypic features, and turn into oval cells which later differentiate into hepa-
tocytes [7, 8]. The oval cells are regarded as the progenies of the hepatic stem cells [9] in the
context of the cellular hierarchy of the liver.

As far as we know it has not been studied if this alternative mechanism can be elicited by
the hindrance of postnatal ontogenesis of the liver. In order to investigate this possibility
young rats following weaning were treated by AAF. AAF administration itself caused only
moderate periportal spreading of B/OC ductules, but if AAF treatment was complemented
with a diet enriched in cholic acid typical, intense B/OC proliferation was induced. The regula-
tion of this growth reaction has been analysed.

Methods

Animal experiments

F344 rats were in-house bred. The breeding animals were purchased from Charles-River Labo-
ratories (Ecully, France).

Plastic cages (556x334 mm, Animalab, Poznan, Poland) with wood chip bedding, card-
board tubes and paper wool nest material were used for housing. Rats were group-housed (5
rats/per cage) and kept on a 12hr light dark cycle (lights on at 7:00 hours) in a constant tem-
perature (23°C) and humidity (22%). They were provided standard chow (V1535000, SSNIFF,
Soest, Germany; 15mm pellets) and water ad libitum.

The experiments were conducted on 4 weeks-old (60-70g) male F344 rats randomly divided
into 4 groups: (i) Control animals (n = 15) were kept on standard chow and treated with sol-
vent only, (ii) others (n = 15) were kept on 0,2% CA diet (C1129 Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
was added to the standard chow by Altromin, Lage, Germany), (iii) treated with AAF (n = 15)
(A7015, Sigma-Aldrich, dissolved in 1% methylcellulose, administered daily by gavage, 5mg/
kg), or (iiii) given a combination of CA diet and AAF treatment (AAF/CA) (n = 24). Animals
were sacrificed on the 3rd, the 7th and the 10th days after the initiation of treatment (n = 5-8
per time points). Each animal was given 200 mg/kg bromodeoxyuridine (BrdU, B5002, Sigma-
Aldrich) intraperitoneally 1h before termination. During the experiments the wellbeing (the
positive mental state, the ability to achieve successful biological function, the innate behav-
iours, coping with potentially adverse conditions) and the health (body condition, weight,
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changes in body shape, posture, fur, facial expression, eyes, ears, nose, mouth, tail) was
assessed by the investigators every day.

After humanely sacrificing the animals using cervical dislocation, samples from the livers
were taken and fixed in Bouin’s solution for histological examination and the rest were snap-
frozen in liquid nitrogen.

The animal study protocols were conducted according to the National Institute of Health
(NIH) guidelines for animal care and were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of Semmelweis University (KA-1771).

Histological analysis

Immunohistochemistry. AFP (1:50, A0008, Dako, Glostrup, Denmark) immunostaining
was performed on Bouin’s-fixed paraffin embedded samples using the Novolink Polymer
Detection System (RE7140-K, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) and DAB (SK-4105, Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA) as chromogen. Frozen sections were fixed in methanol for
10 min and incubated at room temperature for 1h with the primary antibodies (OV-6: 1:50,
MAB2020, R&D, Minneapolis, MN; SMA: 1:100, M0851, Dako; Desmin: 1:200, PA1-37556,
Thermo Fisher Scientific; Laminin:1:200, Z0097, Dako; DLK1: 1:100, AF1144, R&D), then
with appropriate secondary antibodies (Alexa Fluor dyes conjugated antibodies, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA).

Morphometric analysis. The area occupied by B/OC was measured on OV-6 immunos-
tained frozen sections. Sections were scanned using Pannoramic Confocal system (3D-Histech
Ltd., Budapest, Hungary), and evaluated by the Image] 1.49k program (NIH, Bethesda, MD).

Determination of the BrdU-index. After pre-treating the frozen sections with 2N HCI
(10min, at room temperature) the incorporated BrdU was immunostained (BrdU anti-
body:1:20, 347580, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). 10.000 hepatocytes and 500 B/OC
were counted; the percentage of BrdU-positive cells was given as a result. Nuclei were stained
with DAPI (D9542, Sigma-Aldrich).

Quantitative real-time polymerase chain reaction

Microdissected samples. Frozen sections made from the livers of each experimental
group (on the 10 day of treatment) were fixed in methanol, stained with RNase-free haema-
toxylin and dried at room temperature. Laser microdissection of B/OC and hepatocytes
(~100.000 um?) was performed by using MMI CellCut laser microdissection (Eching, Ger-
many). Total RNA was isolated by the RNA Aqueous Micro Kit (AM 1931; Life Technologies,
Carlsbad, CA). The total amount of isolated RNA was used for reverse transcription.

Whole liver samples. Frozen sections from the livers (on the 10™ day of the experiment)
were collected in lysis buffer. Total RNA was isolated with TRIzol (cat. no. 15596-018; Life
Technologies). RNA concentration was measured by NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scien-
tific); 1ug RNA per sample was converted into cDNA.

A high-capacity cDNA reverse transcription kit (4368814; Life Technologies) was used for
cDNA synthesis as recommended by the supplier. PCR was performed by the QuantStudio™ 3
System (Thermo Fischer Scientific) sequence detection system, using Life Technologies Taq-
Man gene expression assays (TGR5: Rn01400316_s1; FXR: Rn00572658_m1; IL-6:
Rn01410330_m1; HGF: Rn00566673_m1; SCF: Rn01502851_m1; CTGF: Rn01537279_g1;
BIRC5: Rn00574012_m]1; IFNG: Rn00594078_m1; TNFR1: Rn00565310_m1) according to the
manufacturer’s instructions. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used
as endogenous control. All samples were run in triplicate, in a 20 pl reaction volume. Results
were obtained as threshold cycle (CT) values. Expression levels were calculated using the ACy
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method. The values were calculated as the mean values of three independent measurements,
and the expression levels of mRNA in all samples were defined as a ratio to GAPDH
expression.

Statistical analysis

Data are presented as means * standard error (SEM) or standard deviation (SD). We used the
R statistical environment (version 3.6.0) for all significance test. The statistical significance of
difference between groups was analyzed by analysis of variance (ANOVA, one-way) or Wel-
ch’s two sample t-test (two-sided). Since an elevation in the senescence-associated secretory
phenotype (SASP)-factors expression could be hypothesized, so for the analysis of these factors
we used the one-sided Welch’s-test with an alternative hypothesis of less expression in the con-
trol condition. Results were considered significant at P<0.05.

Results

In the present study, we were going to investigate if B/OC can contribute to the ontogenic liver
growth in rats. Since the B/OC proliferation and differentiation was defined by the histological
changes, the morphology of the livers was thoroughly analysed, followed by immunohisto-
chemical, morphometric, proliferation and gene expression studies.

The AAF/CA protocol induces typical oval cell proliferation

The histological structure of the liver was completely normal in the control (Fig 1A) and CA
groups at each time point (S1 Fig). No obvious change was seen in the liver of the AAF treated
animals on the 3" day, but on the 7™ and especially on the 10™ days the proliferation of B/OC
could be seen. Some of the ducts became tortuous, mitotic figures could rarely be seen. How-
ever, these altered B/OC ducts were confined to the periportal space, did not enter the paren-
chyma (S1 Fig).

The number of B/OC remarkably increased on the 3™ day in the AAF/CA group (Fig 1B).
Later typical “oval cells” penetrated the limiting plate and infiltrated the hepatic parenchyma
(Fig 1C). The B/OC formed ductules spread further on the 10™ day. In addition, rows or occa-
sionally small foci of hepatocyte-looking cells emerged with vacuolated, basophilic cytoplasm.
These newly formed groups of cells were always spatially associated with the oval cells (Fig 1D).

The OV-6 antibody recognizes Keratin 14 and 19 [10]. Although it labels normal cholangio-
cytes too it is regarded as an oval cell specific marker. The extent of B/OC proliferation can be
characterized by the relative area stained by OV6 (S2A and S2B Fig). This parameter gradually,
but not significantly declined in the Control and CA fed rats indicating that the area occupied
by B/OC decreases with age. However, the OV-6 stained area increased in the two other
groups especially in the AAF/CA treated animals (Fig 2A, S1 Table and S2B Fig). Since on the
10™ day the emerging, most likely B/OC derived new basophilic hepatocytes (see later) in the
AAF/CA rats were OV6 negative the quantitation of OV-6 staining even underestimated the
participation of the B/OC at this time-point.

Oval cell proliferation compensates for the growth inhibition of
hepatocytes

Cell proliferation was characterized by the evaluation of BrdU incorporation following pulse
labelling (S2C and S2D Fig). Since the cholangiocytes and oval cells could not be easily distin-
guished, they were evaluated together as one cell-compartment (B/OC) and the percentage of
labelled hepatocytes was counted separately.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736 May 29, 2020 4/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736

PLOS ONE Cholic acid promotes oval cell expansion

Fig 1. Histological characteristics of the livers after AAF/CA treatment. HE stained sections of control liver (A) and on the 3 (B), the 7" (C) and the 10" days (D) of
the AAF/CA treatment. The combined treatment elicited the gradual expansion of B/OC (arrows) into the parenchyma between 3-10 days and appearance of basophilic
small hepatocyte groups at 10 days (large arrowheads on (D)) which were localized closely to B/OC. Inset shows at higher power the small hepatocytes. Some of them
contain lipid droplets. Large arrows point at bile ducts. Scale bars: 100 um, Scale bar for inset 20 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736.9001

The ratio of BrdU marking the B/OC was gradually elevating (Fig 2B, S2 Table) while the
proliferative activity of hepatocytes declined with time (Fig 2C, S3 Table) in the control group,
but these variations did not seem to be biologically important. AAF treatment decreased the
BrdU incorporation in the hepatocytes, although the inhibition was far from complete (Fig 2C,
S3 Table). Increased BrdU labelling of B/OC serves as explanation for the expansion of this
compartment upon AAF administration.

Cholic acid enriched diet resulted in a substantial but temporary increase in proliferative
activity of hepatocytes without influencing the behaviour of B/OC. This hump of hepatocyte
proliferation was completely eliminated in the AAF/CA group, but the BrdU incorporation of
B/OC was significantly higher in the combined group (Fig 2B, S2 Table) at each time point.

The AAF/CA treatment results in B/OC differentiation

The oval cells show similarities to cholangiocytes, they are most likely descendants of stem
cells of the biliary cell compartment. The two cell types can be distinguished by their pheno-
type and arrangement. All the oval cell characteristic features were present on the cells evolving
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Fig 2. Quantitative analysis of the morphological alterations. A. The extent of OV-6 positive area in the
experimental groups. B. The proliferative activity (BrdU-index) of the B/OC. C The proliferative activity (BrdU-index)
of the hepatocytes. Data are represented as means + standard deviation of the mean.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736.g002

in the parenchyma of AAF/CA treated rats. They formed ductules with scanty lumen, and they
expressed AFP (Fig 3A) and DLK1 (Fig 3B). The ductules were accompanied by desmin/
smooth muscle actin positive myofibroblasts (Fig 3C and 3D). The ductules terminated on
hepatocytes and were surrounded by laminin containing basement membrane (Fig 3C and
3D). The cut surface of the basement membrane occasionally resulted in a characteristic “U”
shape. We observed this special arrangement during liver regeneration in the AAF/Ph protocol
[7,8].

The basophilic cells, which were closely associated with B/OC in the latest time point of
AAF/CA treated rats were not anchored on basement membrane. The forthcoming HNF4
staining with the formerly described alterations clearly indicated hepatocytic differentiation.
The low endogenous biotin content of the basophilic cells demonstrated by decreased avidin
binding distinguished them from pre-existent hepatocytes (Fig 3E and 3F).

AAF makes stem cells competent for cholic acid

RNA was isolated from microdissected B/OC and hepatocytes separately. The RNAs were
probed for the two major bile acid receptors. TGR expression was down regulated in both cell
populations in each experimental groups compared to the controls (Fig 4A, S4 Table). How-
ever, FXR, which is thought to transduce the proliferative signal of bile acids [11, 12], was
upregulated on the B/OC of the AAF/CA rats while its expression decreased on the hepato-
cytes (Fig 4B, 54 Table).

RNA was isolated from whole liver tissue of each experimental group as well. Real time RT
PCR demonstrated significantly increased HGF and SCF expression following AAF treatment
(Fig 4C, S5 Table). No such elevation could be detected in the expression of TNFR1, IFN
gamma, CTGF and survivin (S6 Table).

Discussion

AAF was able to efficiently temper the proliferation of hepatocytes in young rapidly growing
rats. If such animals were fed cholic acid enriched diet, this growth defect could be compen-
sated by the appearance of small biliary looking cells emerging in the periportal zone and later
spreading into the parenchyma. These cells formed ductules surrounded by basement mem-
brane, they expressed AFP, DLK1, they were closely associated with SMA/desmin positive
myofibroblasts and eventually differentiated into HNF4 expressing hepatocytes. These are typ-
ical features of the hepatic histological reaction, traditionally referred to as oval cell prolifera-
tion [13, 7, 14].

Although no lineage tracing was done in our present experiment, the architectural similari-
ties to the AAF/Ph experiment [15, 7] suggested that the oval cells of these young animals also
derived from cholangiocytes and differentiated into hepatocytes. The low biotin content of the
small hepatocytes also argued against their hepatocytic origin [8]. The function of the oval cells
is to rescue the liver parenchyma in the AAF/Ph experiment since the hepatocytes cannot
divide and regrow the missing liver mass [15, 8]. It is still not clear what kind of functional fail-
ure initiates the regeneration following partial hepatectomy and what mobilizes the stem cells
if the hepatocytes fail. Our results suggest that this mechanism is also activated if the physio-
logical liver growth lags behind. As far as we know, this has not been demonstrated before,
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Fig 3. Characterization of bile ducts (oval cells) and small hepatocytes on 10" days of the AAF/CA treatment. A. Bouin’s fixed section stained for AFP. AFP
positive B/OC ductules spread from the portal area into the parenchyma. Scale bar: 50 um. B. Frozen section stained for OV6 (red) and DLK1 (green). Numerous
DLKI1 positive cells are situated within the OV6 positive B/OC ductules. Scale bar: 50 um. C. Frozen section stained for laminin (red) and Desmin (green).
Laminin positive basement membrane framed ductules accompanied by desmin positive cells spread from the portal area into the parenchyma. Inset shows
typical “U” shaped (arrowhead) termination of B/OC ductules on hepatocytes. Desmin positive myofibroblasts are closely associated with the laminin positive
basement membrane. PV; Portal vein. Scale bar: 200 pm, Scale bar for inset: 25 um. D. Frozen section stained for laminin (red) and SMA (green). Laminin
positive basement membrane framed ductules accompanied by SMA positive cells spread from the portal area into the parenchyma. Inset as before shows typical
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“U” shaped (arrowheads) termination of B/OC ductules on hepatocytes. SMA, another established marker of myofibroblasts is also closely associated with the
laminin positive basement membrane. PV; Portal vein. Scale bar: 200 pm, Scale bar for inset: 25 pm. E. Frozen section stained with streptavidin-TRITC to detect
endogenous biotin. Group of small hepatocytes characterized by low endogenous biotin content are surrounded by native hepatocytes with higher biotin content.
Scale bar: 100 pm. F. The same area is visible on E., stained additionally for HNF-4 (green) and OV6 (blue). The nuclei of small hepatocytes with low biotin
content are positive for HNF-4. Differentiating small hepatocytes are in close vicinity of the OV6 positive B/OC ductules. Scale bar: 100 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736.9003

although ductular reaction was already induced in young animals by severe parenchymal dam-
age brought about by choline deficient diet [16].

Beside the evident agreements, there are subtle differences between these two models of
oval cell proliferation. The combination of proliferative drive (Ph) and impaired hepatocyte
proliferation (AAF) are sufficient to result intense oval cell proliferation/differentiation in the
AAF/Ph model. In our present experiment another factor, cholic acid enriched diet, was neces-
sary to induce oval cell proliferation albeit a less intense one than in the AAF/Ph experiment.
The most likely explanation is that there is no such intense activation drive on the stem cells in
these young animals. While the liver weight increased 15-20% in the control animals during
our 7 days observation period (from 3-10 days) in young rats, the liver weight increased
almost 200% in 7 days following 2/3 surgical Ph in adults ones. AAF almost completely blocks
hepatocyte proliferation in adult rats, while this blockage is far from complete in young rats,
probably due to lower CYP activity that is required to metabolize AAF [17]. After all it is not
so surprising that the intensity of oval cell proliferation and the distribution of the differentiat-
ing cells are more similar to the response we have seen after low dose AAF treatment in adult
rats [18].

Liver regeneration is thought to be mediated by three clusters of networks: cytokines,
growth factors and metabolic signals [19]. The most important and intensively studied meta-
bolic compounds, participating in the growth regulation of liver are bile acids. Bile acid signal-
ling is required for normal liver regeneration, its failure decreases liver regeneration after Ph
[11, 12]. The growth promoting effect of cholic acid has become obvious in the present experi-
mental system as well. Cholic acid enriched diet itself [20] resulted in an intense increase in
hepatocytic BrdU incorporation. This response was obvious in young rats in our CA group.
However, this reaction was almost completely blocked by the additional AAF treatment. What
is more, the cell proliferation, serving the physiological growth of the liver shifted to oval cells.
There are two major bile acid receptors in the liver farnesoid X receptor (FXR) and G-protein-
coupled bile acid receptor (TGR5). Bile acids influence liver regeneration through FXR [11,
12] while TGR5 signals distinct functions [12]. The switch we have experienced in FXR expres-
sion, down regulation on hepatocytes and up regulation on B/OC indicates that this altered
FXR expression might have contributed to the induction of stem cell driven regeneration.

RT-PCR from whole liver RNA revealed increased HGF, IL-6 and SCF expression in the
AAF treated rats, while no such elevation could be detected in the expression of TNFR1 and
IFNg. HGF is probably the most potent growth factor driving [9, 21] the proliferation of hepa-
tocytes and oval cells and such function is also known for IL-6 [22] and SCF [23]. These cyto-
kines are also synthetized by senescent cells as components of the senescent associated
secretory phenotype [24, 25]. AAF triggers stress induced senescence in hepatocytes [26].
There are other experimental models when stem cell derived ductular or oval cell reaction is
induced by the senescence of the hepatocytes [27, 28]. The combination of senescence related
growth factor production and the upregulation of FXR on B/OC might be major drivers of the
compensatory expansion of B/OC in our AAF/CA experimental model.

Hippo signalling and YAP activation are also known to be important determinants of liver
growth and size [29, 30] and bile acids can activate YAP [31], but we could not detect increased
steady state level of established YAP target genes (CTGF, survivin). We failed to detect
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Fig 4. Relative mRNA level of bile acid receptors and senescence associated proteins. A.B. Real-time QRT-PCR
analysis of TGR5 (A) and FXR (B) mRNA expression in microdissected hepatocytes (H) and biliary/oval cells (B/OC)
on the10™ day of the experiment. Bars represent SE. C. Real-time QRT-PCR analysis of IL-6, SCF and HGF mRNA
expression in whole liver samples on the 10 day of the experiment. Bars represent SE.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736.9004

increased production of IFNg, TNFRI, which are considered senescence-related factors [24].
However, these results support, that changes of HGF, 11-6, and SCF expression levels are
indeed related to senescence.

In conclusion, we describe a new mechanism, the inverse expression of FXR on hepatocytes
and B/OC, which can contribute to the activation of hepatic stem cells when the hepatocytes
are compromised. This mechanism is activated when the hepatocyte proliferation is hindered
during the postnatal physiological growth resulting in a stem cell proliferation/differentiation
mediated liver growth. The arousal of the hepatic stem cell compartment may inflict adverse
consequences e.g. fibrosis, tumorigenesis. Therefore, the long-term follow-up of these animals,
whose livers are partly grown by the participation of the stem cell compartment would be very
important.
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SUMMARY

Severe chronic hepatic injury can induce complex reparative processes. Ductular
reaction and the appearance of small hepatocytes are standard components of this
response, which is thought to have both adverse (e.g. fibrosis, carcinogenesis) and
beneficial (regeneration) consequences. This complex tissue reaction is regulated by
orchestrated cytokine action. We have investigated the influence of the tyrosine
kinase inhibitor imatinib on a regenerative process. Ductular reaction was induced
in mice by the widely used choline-deficient ethionine-supplemented diet (CDE). Test
animals were treated daily with imatinib. After 6 weeks of treatment, imatinib suc-
cessfully reduced the extent of ductular reaction and fibrosis in the CDE model. Fur-
thermore, the number of small hepatocytes increased, and these cells had high
proliferative activity, were positive for hepatocyte nuclear factor 4 and expressed
high levels of albumin and peroxisome proliferator-activated receptor alpha. The
overall functional zonality of the hepatic parenchyma (cytochrome P450 2E1 and
glucose 6 phosphatase activity; endogenous biotin content) was maintained. The
expression of platelet-derived growth factor receptor beta, which is the major target
of imatinib, was downregulated. The anti-fibrotic activity of imatinib has already
been reported in several experimental models. Additionally, in the CDE model ima-
tinib was able to enhance regeneration and preserve the functional arrangement of
hepatic lobules. These results suggest that imatinib might promote the recovery of
the liver following parenchymal injury through the inhibition of platelet-derived
growth factor receptor beta.

Keywords
choline-deficient ethionine-supplemented diet, ductular reaction, imatinib, liver fibrosis,
liver regeneration, PDGFR-f

Introduction

toxic injury (Itoh & Miyajima 2014; Michalopoulos &
Khan 2015). This latter pathway of regeneration has been

The liver has an enormous capacity to regenerate following
various types of injury. Obviously, the most efficient mecha-
nism is the compensatory hyperplasia of the hepatocytes,
studied mostly following surgical or chemical partial hepate-
ctomy (Riehle et al. 2011). However, there are well-known
backup mechanisms such as the enlargement, hypertrophy
of hepatocytes (Nagy ef al. 2001; Miyaoka et al. 2012) and
the regeneration that has been observed following chronic

© 2016 The Authors.
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the subject of very intense investigation over for many years.
There was almost complete agreement that the ‘new’ hepa-
tocytes derive from the hepatic stem/progenitor cells, which
are amplified through the so-called ductular reaction.
Recently, the origin and the precursor role of the ductular
reaction have been intensely debated. (Schaub et al. 2014;
Tarlow et al. 2014a,b; Yanger ef al. 2014). Nevertheless,
there is no doubt about the existence of a reserve
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regenerative mechanism in the liver (Boulter er al. 2013;
Grompe 2014; Itoh & Miyajima 2014; Michalopoulos &
Khan 2015). Whatever the origin of this regeneration is, it is
mostly associated with an intense ductular reaction. There
are good evidences even in human livers that this reserve
mechanism could result in complete recovery of hepatic
functions (Fujita et al. 2000; Quaglia er al. 2008). There are
three major problems concerning the outcome of this regen-
erative process: (i) it is often not efficient enough - liver
transplantation is frequently required in fulminant hepatic
failure, even if the explanted liver is rich in ductular reaction
(Demetris et al. 19965 Quaglia et al. 2008); (ii) the ductular
reaction, whatever its role is in the regenerative process,
could result in hepatic fibrosis or even cirrhosis (Williams
et al. 2014) and (iii) the ductular reaction could promote
carcinogenesis (Alison et al. 2009). The hepatic ductules are
closely associated with activated myofibroblasts, and these
cells are thought to provide the necessary microenvironment
or niche (Kordes & Haussinger 2013) for the ductular cells.
Thus, myofibroblasts are key players of liver regeneration,
but they are also responsible for the deposition of large
amounts of extracellular matrix (ECM) material resulting in
hepatic fibrosis. The optimization of the reparative process
by promoting regeneration and ameliorating the unfavour-
able consequences remains a great challenge.

It is well known that the activation of hepatic myofibrob-
lasts is driven by several growth factors, among others by
platelet-derived growth factor (PDGF) (Pinzani 2002). This
growth factor is acting through a tyrosine kinase receptor,
which can be efficiently inhibited by the clinically widely
used drug imatinib (Grimminger et al. 2010). Indeed, ima-
tinib efficiently attenuated the progression of hepatic fibrosis
in several experimental models (Neef et al. 2006; Knight
et al. 2008; El-Agamy et al. 2011; Kim et al. 2012; Kuo
et al. 2012). We have decided to study the impact of ima-
tinib treatment on one of the most widely used experimental
models of chronic hepatic injury/regeneration in mouse liver,
induced by choline-deficient ethionine-supplemented diet
(CDE) (Lenzi et al. 1992). Imatinib efficiently reduced the
extent of fibrosis and ductular reaction and also maintained
the metabolic zonation of the hepatic lobules. In addition,
the number of small hepatocytes increased significantly.
They proliferated and highly expressed hepatocyte-specific
genes. All these changes were assessed as signs of accelerated
regeneration due to the effect of imatinib.

Methods

Animal experiments

All experiments were conducted on 8-week-old male C57Bl/
6 mice kept under standard conditions. Ductular reaction
was induced with choline-deficient diet containing 0.5%
ethionine (CDE; Altromin, Lage, Germany). Animals in
Group 1 (n=8) received CDE ad libitum for 6 weeks;
Group 2 (n = 9) received imatinib treatment (25 mg/kg/day,
per os; Glivec, Novartis, Basel, Switzerland) besides CDE.

Each animal was given 200 mg/kg bromodeoxyuridine
(BrdU) intraperitoneally 1 h before termination. After sacri-
ficing the animals, samples from the liver were taken and
fixed in formalin for histological examination and the rest
were snap-frozen in liquid nitrogen.

Ethical approval statement

The animal study protocols were conducted according to
National Institute of Health (NIH) guidelines for animal
care and were approved by the Animal Care and Use Com-
mittee of Semmelweis University (Nr: KA-1771).

Morphological analysis

Immunobistochemistry. Frozen sections were fixed in
methanol for 10 min and incubated in room temperature
for 1 h with the primary antibodies (Table S1), then with
appropriate secondary antibodies (Jackson Immunoresearch,

West Grove, PA) and fluorescent dyes (Table S1).

Morphometric analysis

The area occupied by ductular reaction or myofibroblasts
was measured on three images from each liver, which were
captured from frozen sections immunostained for cytoker-
atin-19 (CK-19), desmin and PDGFR-B with a Bio-Rad con-
focal system (MRC 1024; Bio-Rad, Richmond, CA), using a
10 x objective. The area percentage was determined with
manual thresholding using the Image] 1.49k program (NIH,
Bethesda, MD). The ratio of small and large hepatocytes
and their proliferative activity was determined on frozen sec-
tions immunostained for B-catenin and BrdU, and nuclei
were outlined by 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Sec-
tions were scanned with the Pannoramic 250 Flash scanner
(3DHistech, Budapest, Hungary). On each section, hepato-
cytes in the 200 pm proximity of three portal areas were cir-
cumscribed manually using the Pannoramic Viewer 1.15.4
(3DHistech). Only those cells were counted, where the
nucleus was distinguishable. For each cell, an estimated
diameter was calculated by the program. The border
between small and large hepatocytes was set at 22 um. The
BrdU labelling index of 500 pericentral large hepatocytes
was also determined.

From each liver, three images from Picro-sirius red-stained
sections were captured with a Zeiss Axioskop 2 plus micro-
scope (Zeiss, Oberkochen, Germany) mounted with an Olym-
pus PD50 digital camera (Olympus, Tokyo, Japan), using a
5 x objective. The area occupied by fibrotic tissue was mea-
sured using the Quick PhotoMicro 2.2 (Promicra, Prague,
Czech Republic) software.

Histopathological analysis

Zonality of the liver lobules. To examine the distribution of
endogenous biotin and cytochrome P450 2E1 (CYP2E1)
isoenzyme, Streptavidin-TRITC and CYP2E1 labelling was
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performed on frozen sections. Glucose-6-phosphatase
(G6Pase) enzyme histochemistry was made on frozen sections
as described before (Teutsch 1981). Sections were scanned
with the Pannoramic 250 Flash scanner (3DHistech).

Oil red O staining. Frozen sections were fixed in 4%
paraformaldehyde, rinsed in 60% isopropanol and then
stained with oil red O working solution (60% oil red O
stock solution, 40% distilled water) for 10 min. After rins-
ing with 60% isopropanol, haematoxylin background stain-
ing was performed. Sections were scanned with the
Pannoramic 250 Flash scanner (3DHistech).

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction

Microdissected samples. Frozen sections made from the liv-
ers of Group 2 animals were fixed in methanol, stained with
RNase-free haematoxylin and dried at room temperature.
Laser microdissection of small and large hepatocytes was
performed by using the PALM MicroBeam system (Zeiss).
At least 100.000 pm? area containing small or large hepato-
cytes was collected. Total RNA was isolated by the RNA
Aqueous Micro Kit (cat. no. AM 1931; Life Technologies,
Carlsbad, CA). The total amount of isolated RNA was used
for reverse transcription.

Whole liver samples. Frozen sections from the livers of
groups 1 and 2 mice were collected in lysis buffer. Total
RNA was isolated with TRIzol (cat. no. 15596-018; Life
Technologies). RNA concentration was measured by Nano-
Drop 1000 (Thermo Fisher); 1 pg RNA per sample was con-
verted into cDNA.

A high-capacity ¢cDNA reverse transcription kit (cat. no.
4368814; Life Technologies) was used for cDNA synthesis
as recommended by the supplier. PCR was performed by the
ABI Prism 7300 sequence detection system, using Life Tech-
nologies TagMan gene expression assays (Table S2) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as endoge-
nous control. All samples were run in triplicate, in a 20 pl
reaction volume. Results were obtained as threshold cycle
(Ct) values. Expression levels were calculated using the ACt
method. The values were calculated as the mean values of
three independent measurements, and the expression levels
of mRNA in all samples were defined as a ratio to GAPDH
expression. The average fold change compared with the con-
trol group was calculated using AACt method from RT-
PCR data.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Instat
3.06 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Data are presented
as means =+ standard error (SEM). Deviation from Gaussian
distribution  was  tested Kolmogorov—Smirnov’s
method. Means were compared with Student’s or Welch’s t-
test according to the result of the F-probe. Results were con-
sidered significant at P < 0.05.

using
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Results

CDE model

Imatinib treatment facilitates the appearance of small hepa-
tocytes. The mice were kept on CDE for 6 weeks and were
sacrificed. Histological examinations revealed important
changes in the liver after imatinib treatment. The most strik-
ing difference was the appearance of small hepatocytes en
masse in the periportal zone. These small hepatocytes were
not as sharply separated from the neighbouring parenchyma
as the ‘“foci’ in hepatocarcinogenesis models, but they could be
easily distinguished from the polymorphic, large hepatocytes.
Small hepatocytes were present in the control livers (only
CDE) periportally as well, but they did not form large conflu-
ent fields. To quantify the difference between the imatinib-
treated and control animals, the cell membrane was visualized
by B-catenin immunostaining (Figure 1). By means of mor-
phometric analysis, the estimated diameter of individual peri-
portal hepatocytes was demonstrated on a histogram
(Figure 2) and an obvious shift towards smaller cell size could
be observed following imatinib treatment. When the border
between small and large hepatocytes was set at a diameter of
22 um, the ratio of small hepatocytes was significantly higher
in the imatinib-treated animals (Table 1). A morphometric
approach was also applied following CK-19 (Figure 1a,b) and
desmin (Figure 3a,b) immunostaining to analyse the extent of

Figure 1 (a and b) Effect of imatinib on ductular reaction and
hepatocytes in CDE-fed mice. (a) A great number of ductules
(CK-19, blue) extend into the parenchyma from the portal areas
in the CDE control animal (Group 1). (b) In the imatinib-
treated liver, there is a significant decrease in the amount of
ductular reaction, while an increased number of small
hepatocytes appear in the periportal areas. Cell membranes are
visualized by B-catenin (green), and hepatocyte nuclei are
labelled with HNF-4 (red). P stands for portal vein, and C
stands for central vein. (c and d) Higher magnification of a
portal area of a Group 1 (CDE; ¢) and a Group 2
(CDE+imatinib; d) animal. Sections are labelled with B-catenin
(green) and HNF-4 (red). Note the high number of small
hepatocytes surrounding the portal vein and the overall increase
in the number of hepatocytes in the imatinib-treated animal.
Scale bar for Figure 1: 100 pm.
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Figure 2 Estimated diameters of periportal hepatocytes in the
200 pm proximity of portal tracts in Group 1 (CDE; a) and
Group 2 (CDE+imatinib; b). Note the shift towards smaller cell
size in the imatinib-treated group.

Table 1 Summary of the results

Group 2
Group 1 (CDE)  (CDE+imatinib)

Relative liver weight (%) 4.63 £ 0.11 54 +0.43

CK-19 (%) 8.97 £ 0.7* 5.21 + 1.03*
Desmin (%) 18.01 + 0.61* 14.5 + 0.67*
PDGFR-B (%) 9.66 + 2.23% 3.73 + 3.09%*
Picro-sirius red (%) 8.99 £+ 0.4* 3.85 + 0.48*
Ratio of periportal small 18.61 + 2.15* 36.64 + 5.07*

and large hepatocytes (%)
Proliferative activity of
periportal small
hepatocytes (%)
Proliferative activity of
pericentral large
hepatocytes (%)

3.93 £ 0.27%%*%  8.32 £ 1.18%***

1.44 £+ 0.16%**  4.01 £ 0.56%***

Those results are marked with, *where there was a significant differ-
ence between Group 1 (CDE) and Group 2 (CDE + imatinib). There
was a significant difference between the proliferative activity of peri-
portal small and pericentral large hepatocytes in both Group 1
(CDE; **) and Group 2 (CDE+imatinib; ***). Data are presented as
means = SEM. P < 0.05. CDE, choline-deficient ethionine-supple-
mented diet; CK-19, cytokeratin-19; PDGFR-B, platelet-derived
growth factor .

I
o, | AL

Figure 3 Effect of imatinib on myofibroblasts and the extent of
fibrosis in CDE-fed mice. Desmin

(a and b) or PDGFR-B (c and d) labelled frozen and Picro-sirius
red-stained (e and f) paraffin-embedded sections of Group 1
(CDE; a, c and €) and Group 2 (CDE+imatinib; b, d and f)
animals. Imatinib treatment results in the reduction in the area
occupied by desmin and PDFGR-B-positive myofibroblasts
along with the reduction in the extent of fibrosis. Scale bar for
Figure 3: 100 pm.

ductular reaction and the area occupied by myofibroblasts.
Both values were significantly lower in the imatinib-treated
animals (Table 1). PDGFR is a well-known target of imatinib
(Grimminger et al. 2010), and hepatic myofibroblasts express
mostly the B subtype of this receptor (Kocabayoglu et al.
2015). PDGFR-B was highly expressed in the liver of CDE-fed
mice, but the expression was sharply reduced by imatinib
treatment (Figure 3c,d, Table 1). The extent of fibrosis was
evaluated by morphometric analysis of Picro-sirius red-stained
sections. This parameter was also significantly lower following
imatinib treatment (Figure 3e,f; Table 1). These morphologi-
cal observations were completely supported by the quantita-
tive real-time PCR examination of the steady-state mRNA
level of the RNA samples isolated from tissue slices. The rela-
tive mRNA expression levels of CK-19, desmin, smooth mus-
cle actin (SMA) and PDGFR-B were significantly lower in the
imatinib-treated mice (Figure 4a). Imatinib induced a signifi-
cant downregulation of CK-19, desmin, SMA and PDGFR-$
mRNA expression levels; among them, the decrease in
PDGFR-p expression level was the most striking (Figure 4b).
The relative liver weight of the imatinib-treated animals
was slightly higher than the weight of the controls, but the
difference was statistically not significant (Table 1).
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Figure 4 (a) QRT-PCR analysis of CK-19, desmin, SMA and
PDGFR-B mRNA in whole liver of Group 1 (CDE) and Group
2 (CDE+imatinib) animals. The relative expression levels of
CK-19, desmin, SMA and PDGFR-B were determined by
comparing with GAPDH expression level (100%). Bars
represent 22T values + SEM. (b) Expression of CK-19,
desmin, SMA and PDGFR-B in the imatinib-treated group
compared with the CDE control group. The sample from the
control group is indicated by the dotted line, while treated
samples are defined by red bars. Bars represent 27247 values
calculated by AACt method, and data are represented as means.

Characterization of small hepatocytes. The nuclear hepato-
cyte nuclear factor 4 (HNF-4) staining of the small cells
supported their hepatocytic commitment. The BrdU incorpo-
ration rate was significantly higher in the periportally
located small hepatocytes than in the pericentral large hepa-
tocytes in both groups. Furthermore, the small hepatocytes
in the imatinib-treated animals had higher proliferative rate
than the small hepatocytes in the controls (Table 1). Quanti-
tative real-time PCR analysis of cyclin D1 expression of
microdissected samples also supported the high proliferative
activity of the small hepatocytes (2.4% in small hepatocytes
vs. 1.335% in large hepatocytes). The steady-state level of
albumin and peroxisome proliferator-activated receptor
alpha (PPARa) mRNAs was higher or comparable in the
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Figure 5 (a—d) Imatinib treatment preserves zonality of the liver
in CDE-fed mice. (a and b) CYP2E1 (green); (c and d)
Streptavidin-TRITC (red) and DAPI (blue) labelled; (e and f) oil
red O stained frozen sections of Group 1 (CDE; a, ¢ and e) and
Group 2 (CDE+imatinib; b, d and f) animals. The pericentral
expression of CYP2E1 (green) and the periportal distribution of
endogenous biotin (red) can be observed in the imatinib-treated
animals (b and d), while the normal distribution of these two
markers is lost in the mice fed with CDE only (a and ¢). The
degree of steatosis increased in the imatinib-treated group (f;
Group 2). P stands for portal vein, and C stands for central
vein. Scale bar for Figure 5: 100 pm.

small hepatocytes than in the large ones (albumin: 1922%
vs. 1535.5%; PPARa: 3.65% vs. 4.95%).

Structural characterization of the liver. To get a ‘functional
map’ of the liver parenchyma, we investigated the distribu-
tion of three zonal parameters. G6Pase activity and endoge-
nous biotin content of hepatocytes are higher in the
periportal cells, while CYP2E1 shows preferential pericen-
tral expression in normal mouse liver (Figure S1). This zon-
ality was almost completely lost in the mice fed with CDE
diet (Figure 5a,c). However, it was well preserved, when
imatinib was also administered (Figure 5b,d). Similar results
were obtained with G6Pase enzyme histochemistry (data not
shown). On the contrary, fatty change was more advanced
following imatinib treatment (Figure Se,f).

Discussion

We have investigated the influence of the tyrosine kinase
inhibitor imatinib on one of the most widely studied experi-
mental models of chronic hepatic injury/regeneration in

mice. Imatinib enhanced the emergence of small
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hepatocytes; at the same time, the ductular reaction and
extent of fibrosis shrinked; and the metabolic zonality of the
hepatic parenchyma was preserved. The small hepatocytes
showed high proliferative activity and their nuclei contained
HNF-4 — a nuclear factor responsible for terminal differenti-
ation of hepatocytes (Nagy ef al. 1994) — and expressed
highly hepatocyte-specific genes: albumin and PPARa. In
our interpretation, these results mean that imatinib acceler-
ated the regeneration in liver chronically damaged by the
CDE diet.

Imatinib, a small-molecule tyrosine kinase inhibitor, has
been designed originally for the treatment of chronic myel-
ogenous leukaemia, but it turned out to inhibit several tyro-
sine kinase receptors efficiently, including PDGFR
(Hantschel er al. 2008). After all, it was not surprising that
in addition to the oncological applications it suppressed
fibrogenesis in several experimental systems (Neef et al.
2006; Knight et al. 2008; El-Agamy et al. 2011; Kim et al.
2012; Kuo et al. 2012) including the CDE model of hepatic
fibrosis. We can confirm the anti-fibrotic effect of imatinib
in our experimental model, but in addition, the regeneration
of the hepatic parenchyma was also more efficient.

Ductular reaction has been at the centre of studies investi-
gating liver regeneration following chronic liver damage. Its
biological role and function is still debated (Riehle et al.
2011; Itoh & Miyajima 2014; Michalopoulos & Khan
2015). The ductules can contribute to liver regeneration by
differentiation into hepatocytes, even if this does not happen
in all experimental models. There is, however, a general
agreement that ductular reactions have unfavourable conse-
quences as well, namely they can cause fibrosis and promote
carcinogenesis (Alison et al. 2009; Williams et al. 2014).
Our results suggest that by targeting myofibroblasts imatinib
can diminish one of the adverse effects, fibrogenesis, without
hindering regeneration. In fact, in our experiment the regen-
eration was even accelerated. Espanol-Suner et al. (2012)
were also able to facilitate regeneration by the prostaglandin
12 analogue iloprost, a drug inhibiting ECM and laminin
deposition in the CDE model. These seem to be contradic-
tory results, because it has been assumed that myofibroblasts
were required for the growth of ductular reaction, which
could be the precursor of hepatocytes. However, the hepato-
cytic but not ductular origin of regeneration has recently
been demonstrated convincingly in the CDE model (Schaub
et al. 2014; Tarlow et al. 2014a,b; Yanger et al. 2014). Fur-
thermore, detailed analysis by Van Hul et al. (2009)
revealed that CDE first activates myofibroblasts and initiates
fibrosis, and the ductular reaction develops later. Knight
et al. (2008) reported decreased tumour rate in a chronic
CDE experiment if imatinib was administered in parallel.
Thus, imatinib seems to promote regeneration while decreas-
ing the adverse by-products of ductular reaction. The cellu-
lar origin of the regenerating small hepatocytes was not
addressed in our experiments. The decreased intensity of
ductular reaction, together with the emergence of small hep-
atocytes, indirectly suggests their ductular origin. Regardless
of whether they derive from hepatocytes or the ductular

reaction, myofibroblasts seem to play a key role in the regu-
lation of chronic injury-induced tissue reaction. Imatinib
influences all these processes through the inhibition of
PDGFR-B, one of the major receptors driving hepatic myofi-
broblasts. It has been reported in other experimental systems
that, besides functional inhibition, small-molecule tyrosine
kinase inhibitors can decrease the expression of this receptor
(Liu et al. 2011). We observed this downregulation at both
mRNA and protein levels. The decrease in PDGFR-B was
greater than the reduction in the myofibroblast markers des-
min and SMA; thus, this is an absolute downregulation, not
only the consequence of decreased numbers of expressing
cells. Kim et al. (2012) explained the anti-fibrotic activity of
imatinib by inducing cellular senescence and the so-called
senescence-associated phenotype (Coppé et al. 2010) in
myofibroblasts. Interleukin 6 (IL-6) secretion was increased
as part of this well-orchestrated reaction. IL-6 is a well-
known regenerative cytokine for the liver (Cressman et al.
1996). Unfortunately, myofibroblasts cannot be microdis-
sected. We were not able to demonstrate upregulated IL-6
mRNA expression in our RNA samples isolated from whole
liver tissue (data not shown). This can be explained by the
‘dilution’ of myofibroblast RNA in whole liver samples, so
the participation of this mechanism in the imatinib-induced
accelerated regeneration cannot be excluded.

The hepatocytes are specialized in the liver parenchyma to
function with maximal efficiency. Their metabolic function
depends on their position along the porto-central axis of the
hepatic lobule. The result of this specialization is the zona-
tion of the liver lobule (Jungermann & Katz 1989). The dis-
ruption of zonation results in severe metabolic dysfunction
(Sekine et al. 2006). During the CDE-induced fibrosis and
parenchymal injury, the zonal distribution of three different
functional markers almost completely disappeared. Imatinib
proved to be beneficial in this aspect as well because the
zonality was preserved in the treated mice.

Besides all these favourable effects, steatosis was also
enhanced following imatinib treatment. Hepatic toxicity,
including fatty change in imatinib administration, has
already been reported (Nassar et al. 2010), but this side
effect might be reduced by optimalization of the dosage or
schedule of treatment.

In conclusion, imatinib reduced fibrogenesis but acceler-
ated liver regeneration by enhancing the emergence of small
hepatocytes and preserving the functional zonation of liver
parenchyma in the CDE model of chronic hepatic injury.
This result may reveal a new paradigm for the treatment of
chronic liver diseases.
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Supporting information

Additional Supporting Information may be found online
in the supporting information tab for this article:
Figure S1. Distribution of CYP2E1 and endogenous biotin
on frozen sections made from the liver of untreated 8 weeks

old C57Bl/6 mouse. A: CYP2E1 (green) shows pericentral
expression. B: Streptavidin-TRITC (red) and DAPI (blue)
labeled section. Endogenous biotin shows preferentially peri-
portal localization. Scale bar for Figure S1: 100 pm.

Table S1. Primary antibodies, fluorescent dyes used for the
immunohistochemical studies.

Table S2. Gene expression assays used for quantitative real-
time PCR.
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