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A majregeneracio jellemzése

A maj hatékony regeneraciés mechanizmusokkal rendelkezik. A
majsejtek vagy hepatocytak feln6tt allatokban a hosszu élettartamu, nagyon
ritkdn o0sztddd, hagyomanyos felosztas szerint un. ,stabil” sejtek kozé
tartoznak, de majkarosodas utan gyorsan képesek belépni a sejtciklusba és a
regeneracioban részt venni. Ragcsalokban a leggyakrabban alkalmazott
kisérleti modellben a maj 2/3-anak eltavolitasat (un. parcialis hepatektomiat)
kovetSen 7-8 nap alatt helyreall az eredeti tomeg, de az allatok akar 90%-os
hepatektomiat is képesek tulélni. Ami viszont teljesen egyedi képessége a
majszovetnek, hogy ha a hepatocytak is sulyosan karosodnak és nem képesek
hatékony regeneraciora, akkor aktivalodik egy ,tartalék” sejt kompartment,
mely lassabban, kevésbé hatékonyan, de tdbbnyire képes a majtomeg
potlasara. Kisérleteinkben ezt a ,tartalék” regenerdciés mechanizmust
vizsgaltuk.
A duktularis reakcié majszovetben

A duktularis reakciot alkotdé duktulusok neviiknek megfelel6en
vékony, sziik, gyakran csak virtualis lumennel rendelkez6, tobbnyire
kanyargos lefutasu képletek, melyek a majszévet meglévd epett rendszerét
kotik 6ssze a hepatocytakbol felépiil6 parenchymaval. Ez a fajta elrendez6dés
nem mindig nyilvanvalo, és hagyomanyos fénymikroszkopos metszeteken
nehezen tanulmanyozhato, igy az ovalis sejtek duktuldris elrendezddését
hosszu ideig nem ismerték fel.

Az epett haldzattal 6sszefiiggd lumindlis kapcsolatukat bizonyitja,
hogy retrogrdd moddon feltdlthetéek a choledochuson és intrahepaticus
epeutakon keresztiil. Ez a kapcsolat és az epeutakhoz hasonld szerkezeti

elrendez6dés egyarant az epeutakkal vald szerves kapcsolatukra utal.

A Hering csatornak jellemzése



A duktularis reakciot alkoté duktulusok tulajdonképpen az epeutak
terminalis,  specialis  szakaszanak a  Hering csatorndknak a
meghosszabbitasai. A Hering csatornak sajatos képz6dmények, melyek
Osszekottetést biztositanak a maj parenchyma epe canaliculusai és a portalis
tractusokban taldlhatd ,elvezetd” epeutak kozott. Az epeutakhoz hasonldan
bazalis membrannal vannak koriilvéve, de citoplazmajuk ultrastruktaralis
vizsgalata mar hepatocyta szerli elemeket is feltart. Elhelyezkedésiik a
majszdvet hierarchiajaban és fenotipusuk egyarant predesztinalja ket arra a
feladatra, hogy epeutakat érint6 karosodas esetén cholangiocyta, mig
parenchyma  karosodast koveten hepatocyta iranyaba tudjanak
differencialodni. Szamos, humdn majakon tett és kisérleti megfigyelés
tamasztja ala ezt a szerepiiket, mindezen eredmények alapjan ma altaldnosan
elfogadott nézet, hogy a Hering csatorndkat alkoto sejtek képesek a majszovet
szomatikus Gssejtjeiként viselkedni. A duktularis reakcio vagy az azt alkotd
ovalis sejtek pedig a regeneracios hierarchiaban az Gssejtek amplifikacios
kompartmentjének felelnek meg.

Az ovalis sejtek aktivacioja, differencialédasa

A duktularis/ovalis sejtek hepatocytakka torténé
differencidlodasanak elSidézésében fontos szerepe van a HNF-4
transzkripcids faktornak; megjelenése a magokban funkcionalis jelent&sége
mellett gyakran alkalmazott markere is a differencialédd sejtek
felismerésének. A differencialodas soran a sejtek jellegzetes morfologiai
atalakulason mennek keresztiil, a cytoplasma aranya megnd, a sejtek
hepatocytakhoz hasonld poligonalis alakot vesznek fel, megjelennek
kozottik az epecanaliculusok. Az atalakulas egyik fontos kezdeti,
immunhisztokémiai vizsgalattal jol kovethetd 1épése a bazalis membran

eltlinése a sejtek koriil, amivel egyiitt eltlinnek a koérnyez8 myofibroblastok



is. A morfoldgiai valtozasokat fontos funkcionalis érés is kiséri: jelentésen
fokozédik az albumin, csdkken illetve eltlinik az AFP termelés, a sejtek
connexin és integrin mintazata a hepatocytakéhoz valik hasonléva, ami
bizonyosan segiti a kornyez8 parenchymaba val6 beolvadast.
A duktularis reakcié szabalyozasa

Szamos adat tdmasztja ala a TGFa, FGF rendszer és a CTGF
szerepét a duktularis reakcio el6idézésében. A PDGF-nek bizonyitott szerepe
van a myofibroblastok aktivizalasaban és ezen keresztiil befolyasolhatja az
ovalis sejtek viselkedését ¢és hozzajarul a fibrozis kialakulasahoz.
Gyulladasos mechanizmusok szerepére utal az IFN y halozat aktivizalodasa,
a TNF és IL-6 citokinek részvétele, az NF-kB —STAT3 nuklearis faktorok
megnovekedett aktivitdsa. Az emlitett novekedési faktorok, szignalutak
hatékonyan gatolhatéak a molekularisan célzott vagy ujabban személyre
szabottnak nevezett terapias probalkozasok kapcsan  kifejlesztett
vegyiiletekkel. Ezek a szerek potencialisan alkalmazhatoak a kisérletes, de
akar az emberi majban kialakuld duktularis reakcidk vizsgalatara,
befolyasolasara.
Kisérleti modellek
Az AAF/Ph kisérleti modell

Az AAF (2-acetilaminofluorén)/Ph (parcialis hepatektomia) az
egyik legtobbet hasznalt, legjobban jellemzett duktularis reakcio/ovalis sejtes
proliferaciés kisérleti modell. Elénye, hogy konnyen reprodukalhatd, jol
szinkronizaltan  idézhet§ el  vele intenziv  ovalis  sejtes
proliferacié/differencialddés, hatranya, hogy nem adaptalhat6 egerekre. Bara
kisérletben hasznalt AAF karcinogén hatasu vegyiilet, a kisérletekben
hasznalt alacsony ddzis miatt nem alakulnak ki daganatok az allatok majaban.

A modell Iényege egy 10-14 napos AAF kezelés, ennek a periddusnak a



kozepén 2/3-0s sebészi hepatektomiat végeznek. 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 6ssejtek valaszolnak és ennek eredményeként alakul
ki az ovalis sejtes reakcid. A parcialis hepatektomiat kovetéen jelentGsen
felgyorsul az ovalis sejtek osztodasa és hosszu, néha csaknem az egész
lebenykén atéré duktulusokat formalnak. A koérnyezé hepatocytakban
cellularis szeneszcencia markerei mutathatoak ki és fokozodik az apoptotikus
aktivitas is. Az ovalis sejtek vagy legalabbis egy résziik késébb hepatocytava
differencialodik.
A CDE Kkisérleti modell

A CDE (kolin deficiens, etioninnal kiegészitett diéta) modellt kémiai
hepatokarcinogenezis kisérletek kapcsan irtak le. Az etionin régen vizsgalt
hepatokarcinogén hatasu vegyiilet, a daganatok kialakulasat f6ként metionin
antagonista hatdsdval magyaraztak, ami akadalyozza a kolin bioszintézisét. A
kolin és egyéb lipotrop faktorok megvonasa a karcinogén hatasu vegyiiletek
metabolizmusanak befolyasolasaval mas szervekben is fokozta daganatok
kialakulasanak az esélyét. Nagyon fontos, hogy a CDE modellt sikeriilt
adaptalni egerekre is. Ez lehet6vé tette a duktularis reakcid vizsgalatat
genetikailag moddositott allatokon, a Cre-lox sejteredet kovetd rendszer
alkalmazasat, tovabba az allatok nagysagrenddel kisebb stlya miatt sokkal
kisebb mennyiségben van sziikség az alkalmazott vegyszerekre.
A postnatalis egyedfejlodéssel kapcsolatos és a regenerativ
majnovekedés osszehasonlitasa

Parcialis hepatektomiat kovetéen a hepatocytak —intenziv

proliferacioba kezdenek és kompenzatorikus hyperplasia, bioldgiai reakcioba



sorolhatd folyamat révén regeneraljak a maj allomanyat. A hepatocytak
azonban mas novekedési reakciokban is részt vesznek. A perinatalis
id6szakban a hepatocytdk intenziv proliferacidja eredményezi a ma4j
tomegének gyors novekedését.

A két folyamatot Osszevetve sok hasonldsdgot, de jelentGs
eltéréseket is meg lehet figyelni. Parcialis hepatektomiat kovetSen a
megmarado lebenyek kizarélag az 6ket alkoto lebenykék novekedése révén
nagyobbodnak meg. A postnatalis maj novekedés fazisaban viszont 1j
lebenykék is képz6dnek, szamuk megnd, de ndvekszik méretiik is, amihez
hozzajarul a hepatocytak megnagyobbodasa is.

Meglepé modon arra nincs adat, hogy az egyedfejlédés kapcsan
tapasztalhaté majnovekedés gatlasaval elidézhet6-e a regenerativ novekedés
elmaradasat kompenzalni képes duktularis reakcio.

Az epesavak szerepe a majregeneracioban

Az epesavak a maj altal termelt epevaladék egyik legfontosabb
komponensét alkotjak. A hepatocytakban termel6dnek. Az epesavak két
receptorcsaladon keresztiil befolyasoljak a maj metabolizmusat. A nuklearis
receptorok koziil els6ként a farnesoid X receptort (FXR) ismertek fel, a masik
szignalut membran G protein receptorokon keresztiil vezet, amik koziil
valdsziniileg legfontosabb a Takeda G protein kapcsolt receptor 5 (TGRS).
Ezeken a bonyolult 6sszetett receptor rendszereken keresztiil a majat ér6 jelek
igen valtozatos metabolikus és egyéb bioldgiai funkcidkat befolyasolnak,
melyek koziil csak a sejtproliferacioval foglalkozunk.

Régi megfigyelés, hogy az epe kivezetése a szervezetbll gatolja,
mig a belsd elterelés nem befolyasolja a maj regeneraciot. Az epesavakat
megkotd miigyanta szintén hatékonyan gatolta a majregeneraciot. Ezek a

megfigyelések egyértelmilivé tették, hogy az epének az epesav tartalma



befolyasolja a regeneraciot. Az utdbbi évtizedben meggy6z6 bizonyitékok
tamasztottak ala, hogy a Hippo-Yap szignalutnak meghatarozé szerepe van

tobb szerv, tobbek kozott a maj méretének meghatarozasaban.

Célkituzések

1. Gatolhato-e a postnatalis, fiziologiads maj ndvekedés AAF-fel
patkdnyok majaban?

2. El6idézhet6-e duktularis reakcid6 patkanyok madajaban a
postnatalis novekedés gatlasaval?

3. Lehet-e kolsavval befolyasolni a maj Ossejtek részvételével

4. Befolyasolhato-e a maj duktularis reakcidja kis molekulastlyu

tirozin kinaz gatlo gyogyszerrel?



Moédszerek

Allatkisérletek

Kisérleteinket Intézetiink Aallathdzaban tenyésztett him F344
patkanyokon és C57B1/6 egereken végeztiik, melyeket standard koriilmények
kozott tartottunk. A tenyésztés €s a kisérletek soran a Semmelweis Egyetem
kisérleti allatok gondozasara kidolgozott ajanlasait kovettiik (KA-1771), a

terminalas cervikalis diszlokacioval tortént.

Allatkisérleti modellek:

Koélsavban gazdag diéta alkalmazasa F-344 patkanyokon

Négy hetes him F-344 patkdnyokat random moédon 4 csoportba
osztottuk:
I. Kontroll csoport (Co) (n=15): standard tapon tartott allatok
II. Kélsav-csoport (CA) (n=15): 0,2%-0s kolsav tartalmu diétdn (C1129,
Altromin, Lage, Németorszag) tartott csoport
II. 2-Acetilaminofluorén (AAF) -kezelt csoport (n=15): 1%-o0s
metilcellulézban oldott AAF (A7015, Sigma-Aldrich, 5Smg/kg, naponta per
os) kezelésben részesiil csoport
IV. AAF/kolsav (AAF/CA) csoport (n=24): 0,2%-os koélsav tartalmui diétan
tartott, és emellett AAF kezelésben is részestiilé csoport

Az allatokat a kezelés és/vagy diéta 3., 7. és 10. napjan terminaltuk.
Az eltavolitott majak egy részét Bouin-féle fixaldba tettiik majd paraffinba
agyaztuk, a masik részét folyékony nitrogénen lehiitétt izopentaban

fagyasztottuk €s felhasznalasig -80°C fokon taroltuk.

Kolin-deficiens, etioninnal kiegészitett diéta alkalmazasa C57Bl/6

egereken



Az egereket két csoportba osztottuk:

I. Kontroll csoport (n=8): Nyolc hetes him C57Bl/6 egerek kolin-deficiens,
0,5 %-os etioninnal kiegészitett tapot kaptak 6 hétig (Altromin,
Németorszag).

II. Kezelt csoport (n=9): Nyolc hetes him C57B1/6 egerek kolin-deficiens, 0,5
%-os etioninnal kiegészitett tapot kaptak 6 hétig (Altromin, Németorszag),
emellett naponta Imatinib kezelésben is részesiiltek (25mg/kg, per os, Glivec,
Novartis, Basel, Svajc).

Az allatok terminalasa utan a majak egy részét formalinban
rogzitettiik és paraffinba agyaztuk, mas részeit pedig folyékony nitrogénen
lehiitott izopentanban lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk.

Szovettani és morfologiai vizsgalatok

A fagyasztott metszeteken kiilonb6z6 immunhisztokémiai
vizsgalatokat végeztiink (BrdU, BD Pharmingen kat: 347580; CK (pan)-
FITC, Dako kat: F0859; CK19, Novocastra kat: NCL-CK19; CK19, DS
Hybridoma Bank kat: TROMAIII; Dezmin, Neomarkers kat: RB-9014; Beta-
Katenin, Sigma; Laminin, Dako kat: Z0097; OV-6, R&D Systems kat: MAB
2020; SMA, Dako kat: M0851; AFP, Dako kat: A0008; DLK-1, R&D Kkat:
AF1144; Cyp45011E1, MBL).

A metszeteket a Pannoramic Confocal Scanner (3D Histech,
Budapest) segitségével scanneltiik, majd a tovabbi morfoldgiai elemzéshez
fotokat készitettiink.

A patkdnymdjmintdk Bouin-féle fixaloban rogzitett, paraffinba
dgyazott mintaibol késziilt metszetein AFP (Dako) immunhisztokémiai
reakcidt végeztiink, a Novolink Polymer detektaldé rendszert (RE7140-K,
Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) és DAB (SK-4105, Vector

Laboratories, Burlingame, CA) kromogént hasznalva. A metszeteket a



Pannoramic Confocal Scanner (3D Histech, Budapest) segitségével
scanneltiik, majd a tovabbi morfologiai elemzésekhez fotokat készitettiink
(Pannoramic Viewer).
Kotoszovet altal elfoglalt teriilet nagysaganak meghatarozasa
A kot6szovet altal elfoglalt teriilet nagysagat az egér majmintakon
Picro-sirius vorossel festett, paraffinba agyazott blokkokbdl késziilt
metszeteken elemeztiik. A vizsgalt tertilet nagysagahoz képest a kotészovet
altal elfoglalt tertilet aranyat digitalis médon hataroztuk meg. Zeiss Axioskop
2 plus fotomikroszkoppal (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) 5x nagyitasu
objektiv hasznalataval harom, random helyzetli felvételt készitettiink. A
metszeteket a Quick PhotoMicro 2.2 (Promicra, Praga, Csehorszag)
programmal elemeztiik.
A majlebenykék zonalitasanak meghatarozasa és a szteatozis vizsgalata
A CDE- modellben a  majlebenykék  zonalitasanak
meghatarozasahoz Cyp450IIE1 fluoreszcens immunhisztokémiai reakciot és
Streptavidin-TRITC (016-020-084, Jackson Immunoresearch, Cambridge
House, UK) festést végeztiink. A szteat6zis mértékének vizsgalatahoz a Oil-

red-O festést a CDE-modell egérmajain végeztiik el.

A duktularis reakcié altal elfoglalt teriilet meghatarozasa

A duktularis reakcio kiterjedtségének vizsgalatara az egér
majmintdkon CK19 (TROMAII), a patkanymdj mintdkon a CK19
(Novocastra) antitesteket hasznaltuk. A bescannelt metszetek teriiletér6l
harom, random helyzetli felvétel késziilt 10x nagyitasi objektiv
hasznalataval, majd a képeken az Image] 1.49 (NIH, Bethesda, MD)
programmal mértiik le a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet szazalékos
aranyat.

A BrdU-index meghatarozasa
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Az allatokat BrdU (200 mg/kg, fizioldgias soéoldatban, BrdU,
B5002, Sigma-Aldrich) intraperitonealis adasa utan 1 6raval terminaltuk.
A proliferaciés index szamitasa a kolsav-gazdag modellben

Laminin, BrdU ¢és DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) festett
metszeteken azonositottuk a portalis tereket és az ovalis sejteket. A
hepatocytak magjukrol konnyen felismerhetéek. Kisérleti csoportonként
10.000 majsejt és 500 ovalis sejt keriilt leszamolasra. A proliferacios indexet
az 0ssz-sejtszam és BrdU jelzett sejtek aranyabol hataroztuk meg.
A proliferaciés index szamitasa a kolin-deficiens, etioninnal kiegészitett
modellben

A hepatocytdkat béta-katenin fluoreszcens immunhisztokémiai
reakciéval a magjukat DAPI festéssel tettiik lathatovd, melyet a BrdU
immunhisztokémiai reakcioval kombindltunk. A portalis tér 200pm-es
kornyezetében a kis- (22um atmérd alatti) és nagyméretli (22 pm atmérd
feletti) majsejteket a beta-katenin festés alapjan kiilonitettiik el, a program
segitségével (Pannoramic Viewer 1.15.4, 3DHistech, Budapest) az egyes
majsejtek atmérdjét is meghataroztuk.
Génexpresszios vizsgalatok

A vizsgalatainkhoz hasznalt minden majmintab6l a totdl RNS
izolalasat a gyartd el6irasainak megfeleléen RNAqueous Micro Kittel
(Ambion, AM 1931) végeztiik el. Az RNS mintakat felhasznalasig -70 °C-on
taroltuk.

Reverz transzkripcid: A cDNS szintézis¢hez a cDNA High Capacity
Archive kitet (Applied Biosystems, 4368813) hasznaltuk a gyart6 ajanlasa
szerint. Valos idejli kvantitativ PCR: A kiilonb6z6 gének (TGRS, FXR, IL-6,
HGF, SCF, CTGF, BIRCS, IFNG, TNFR1, HGF, Albumin, PPARq, Cyclin
D1, Desmin, CK19, SMA, PDGFR-f) szoveti expresszidjat RNS-izolalast és
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reverz transzkripciot kovetéen valos ideji kvantitativ PCR (QRT-PCR)
technikaval vizsgaltuk. A QRT-PCR segitségével a polimeraz lancreakcid
minden egyes ciklusaban meghatarozzuk az addig keletkezett termék
mennyiségét. Az Applied Biosystems TagMan Gene Expression Assay™
rendszerét hasznaltuk. A kiértékeléshez a GAPDH (Applied Biosystems
4352338E) haztartasi gént valasztottuk referenciaként. A kiilonb6z6 probakat
ugyanahhoz a bels6 standardhoz (GAPDH) viszonyitva, ACt vagy a AACT
modszerrel hataroztuk meg a génexpresszios szinteket.
Statisztikai analizis

A kisérleti adatok elemzése Student-féle t-teszttel, kétmintas Welch-
féle t-probaval (egyvégli és két-végli) és egy szempontos varianciaanalizissel
(Anova-teszt) tortént. Szignifikancia szint: eredményeinket p<0,05 értekek

esetén tartottuk szignifikansnak.
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Eredmények

Az AAF Kkezeléssel kombinalt kolsavas diéta hatasara megjelend ovalis
sejtes proliferacio jellemzése

A kolsavas diétan tartott négy hetes F-344 patkdnyok majaban rutin
szovettani modszerekkel a kisérlet egyik id6pontjaban sem volt detektalhatd
eltérés. Az AAF kezelésben részesiil6 patkanyok majaban a 3. napon nem,
ellenben a 7. és kiilonosen a 10. napon ovalis maggal rendelkez6 sejtek
alkotta, sziik lumen{ duktulusok jelentek meg a periportalis régioban, melyek
a kornyez6é majparechymaba nem terjedtek be.

A kontrollhoz képest, az AAF/CA csoportba tartozé6 majak
szovettani metszetein mar a 3. napon kifejezett ovalis sejtes proliferacio volt
megfigyelhetd. A 7. napon tipusos ovalis sejtek alkotta csévek penetraltak a
periportalis majparenchymaba, ez a 10. napon valt igazan kifejezetté. Az
ovalis sejtek alkotta duktulusok koérnyezetében, sokszor a duktulusok altal
koriilvetten sorokban vagy kisebb csoportokban hepatocytakra emlékeztetd
sejtek jelentek meg.

Mivel az egyedfejlédés soran a maj novekedése részben a
majlebenykék méretének ndvekedésével valosul meg, a kontroll és a kdlsav-
csoportban az altalunk vizsgalt mindharom idSpontban az OV-6 pozitiv
teriilet relativ aranya fokozatosan csokkent. Az AAF és kiilondsen az
AAF/CA csoportban az OV-6 pozitiv teriiletek relativ aranya a vizsgalt
idépontokban fokozatosan emelkedett. Mivel az AAF/CA csoportban
megjelend, ovalis sejtekbdl differencialodo kis hepatocytadk az OV-6
antitesttel nem jelolddtek, igy ebben a csoportban az immunhisztokémiai
reakci6 altal fest6dd teriilet relativ nagysaga alulértékelt.

A kontroll csoportban az epettham/ovalis sejt-kompartment

osztddasi aktivitdsa emelkedett, a hepatocytaké pedig csokkent, de ezek a
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valtozasok statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak. Az AAF-kezelés
csokkentette a hepatocytak proliferaciojat, de ez a gatld hatas nem bizonyult
tokéletesnek; és ebben a kisérleti csoportban az epetithamsejtek/ovalis sejtek
emelkedett proliferaciés aktivitisa magyardzza ezen kompartment
szamottevl kiterjedtségét az AAF kezelés hatdsdra. Mig a kolsavas diéta
hatasara a majsejtek osztodasi aktivitasa ugyan jelent6sen, de csak atmene
tileg emelkedett, addig az AAF/CA csoportban a hepatocytak osztodasi
aktivitisa nem valtozott szignifikdnsan. Osszehasonlitva a kontroll
csoporttal, az epeutham/ovalis sejtek proliferacids aktivitasa minden vizsgalt
idépontban szignifikansan magasabbnak bizonyult.

Az ovilis sejtek az epeutakban elhelyezkedd szomatikus Gssejtek
leszarmazottjainak tekinthet6ek, ennél fogva szamos morfologia ¢és
immunhisztokémiai hasonldésdgot mutatnak az epetthamsejtekkel. A két
sejttipus els6sorban az elhelyezkedésiik és fenotipusuk alapjan kiilonithet6 el.
Az ovalis sejtekre jellemz6 szovettani, immunhisztokémiai jellegzetességek
azonosithatéak voltak azokon a sejteken, melyek az AAF/CA kezelés
hatasara jelentek meg a patkanymajak parenchymajaban. Az ovalis sejtek,
szlik lumen( csoveket vagy duktulusokat formaltak, a duktulusokat alkotd
sejteken immunhisztokémiai vizsgalatokkal, az ovalis sejtekre jellemzé AFP
és DLK1 expressziot tudtunk kimutatni. A duktulusok koriil dezmin/sima
izom  aktin  immunhisztokémiai  reakcidval  ¢€lénken  jel6l6d6
myofibroblastokat azonositottunk.

A duktulusok kdrnyezetében elhelyezkedd bazofil citoplazmaju kis
hepatocytak koriil bazalis membran mar nem volt azonosithatd. Ezeknek a
differencialodé majsejteknek az alacsony endogén biotin tartalmat jelzi a
halvany festédésiik streptavidinnal, ugyanakkor ez a jeldl6dés elkiiloniti ket

a kornyez6 parenchyma érett majsejtjeitdl is. Emellett a majsejtekre jellemzd
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HNF-4 ¢lénk magi expresszioja volt megfigyelhetd, mely egyértelmten jelzi

Az AAF illetve a kdlsav kezelés majsejtekre és epeuthamsejtekre
kifejtett hatdsainak szeparalt vizsgalatdhoz a kisérleti csoportok 10 napos
id6pontjanal kiilon-kiilon lézermikrodisszekaltuk a hepatocytdkat és a
progenitor sejteket is tartalmazo epeuthamsejt/ovalis sejt kompartmentet. A
1ézermikrodisszekalt szovetb6l RNS-t izolaltunk majd meghataroztuk a két
legfontosabb epesavreceptor, a TGRS és az FXR relativ génexpresszios
szintjét. Mig a TGRS szintje mindkét sejtpopulacioban és minden kisérleti
csoportban csokkent a kontrollhoz képest, addig az AAF/CA csoportban az
FXR szintje az epeutham/ovélis sejteken emelkedett és csokkent a
majsejteken.

A teljes majbol izolalt RNS QRT-PCR vizsgalata azt mutatta, hogy
AAF kezelés hatasara a szeneszcencia-asszocialt faktorok, mint a HGF, IL-6
és SCF relativ génexpresszios szintje szignifikansan emelkedett, ugyanakkor
a TNFR1, IFN-gamma, valamint a Yap célgének, a CTGF és survivin szintje
nem valtozott szignifikansan.
A kolin deficiens etioninnal kiegészitett (CDE) - diéta hatasara kialakulo
duktularis reakcio befolyasolasa Imatinibbel

Az Imatinib-kezelt allatok majanak relativ tomege valamivel
magasabb volt, mint a kontrolloké, de a kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans. A majparenchima ,,funkcionalis térképének” meghatarozasahoz
két zonalis paraméter eloszlasat vizsgaltuk. A hepatocytdk endogén
biotintartalma magasabb a periportdlis sejtekben, mig a CYP2El
preferencialis pericentralis expressziot mutat normal egérmajban. Ez a
zonalitas szinte teljesen elveszett a CDE-diétan tartott allatok majaban.

Imatinib kezelés hatasara a zonalitas megtartottsaga figyelhet6 meg. Ett6l
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eltér6en azonban a zsiros degeneratio silyosabb volt az Imatinib-kezelésben
részesiil6 allatok majaban.

Mind a majsejtek méretében mind pedig a duktuldris reakcio

mértékében jelentds eltéréseket tapasztaltunk az Imatinib-kezelésben
részesiilt CDE diétan tartott allatok méjaban.
A legszembetiin6bb kiilonbség a kis majsejtek tomeges megjelenése volt a
periportalis zénaban. A kontroll, csak CDE-diétaban részesiilt allatok
majaban is megfigyelhetdek voltak periportalisan elhelyezkedd kis majsejtek,
de ezek nem képeztek dsszefolyd mezdket.

A kontroll és az Imatinib-kezelt allatok méajaban azonositott
hepatocytak méretbeli kiilonbségének szamszerisitéséhez a sejtmembrant [3-
katenin immunfestéssel tettiik lathatéva. Morfometriai analizissel az egyes
periportalis hepatocytdk becsiilt &tmér6jét hisztogramon abrazoltuk, és az I
matinib-kezelést kdvetden nyilvanvalo eltolodas volt megfigyelhet a kisebb
sejtméret felé. Ha a kis- és nagy hepatocytak kozotti hatart 22 pm atmérére
allitottuk be, a kis hepatocytak aranya szignifikansan magasabb volt az
Imatinib-kezelt allatokban.

Morfometriai vizsgalatainkat CK-19 és dezmin immunfestés utan a
duktularis reakcio mértékének és a myofibroblastok altal elfoglalt tertilet
nagysaganak a meghatiarozasira végeztik. Az Imatinib-kezelt allatok
majaban mind a duktuldris reakcié mértéke, mind pedig a myofibroblastok
altal elfoglalt teriilet szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult.

Morfologiai megfigyeléseinket teljes mértékben alatamasztotta a
fagyasztott mintakbol izolalt mRNS QRT-PCR vizsgalata. A CK-19, a
dezmin, a simaizom-aktin (SMA) és a PDGFR-f relativ mRNS-expresszios
szintje a kontroll csoporthoz képest szignifikansan alacsonyabb volt az

Imatinib-kezelt egerekben; mindkoziil a PDGFR-B expresszié szintjének
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csokkenése volt a legszembetlinGbb.

A kisméretli majsejtek élénk magi hepatocyta nuklearis faktor 4
(HNF-4) pozitivitasa alatamasztotta hepatocyta-iranyu elkotelezettségiiket. A
BrdU beépiilési arany mindkét csoportban szignifikdnsan magasabb volt a
periportalisan elhelyezked6 kis hepatocytakban, mint a pericentralis
nagyméretli majsejtekben. Ezen kiviil a CDE diétan tartott allatokhoz képest
az Imatinib-kezelt allatokban a kis hepatocytak proliferacios aktivitasa

magasabbnak bizonyult.
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Kovetkeztetések

1. Az AAF kezelés gatolta a postnatalis egyedfejlédés soran a hepatocytak
osztodasat. Ez a gatlas nem volt olyan latvanyos, mint a parcialis
hepatektomiat kovetd regeneracio gatlasa. Ezért els6sorban az lehet felelSs,
hogy az egyedfejlédés soran sokkal kisebb mértéki a hepatocyta proliferacio,
ezért gatlasa sem lehet olyan drasztikus. A mérsékeltebb gatlasban szerepet
jatszhatott a fiatal madjsejtek alacsonyabb fokozati metabolizmusa is.
Mindenesetre ez a kisebb mértéki gatlas is funkcionalis kdvetkezményeiben
megegyezik a PH soran tapasztaltakkal.

2. El6idézhetd duktularis reakcio fiatal patkdnyok majaban az egyedfejlodés
részét alkotd novekedés gatlasaval. Ez a gatlas azonban 6nmagaban nem volt
elégséges, ki kellett egésziteni agy masik ,,proliferacidos” stimulussal, ami a
mi esetiinkben a kolsav volt.

3. A kdlsav kezelésnek latvanyos hatasa volt az egyedfejlédéssel kapcsolatos
maj novekedés gatldsara. A gatolt szeneszcens hepatocytdk altal termelt
novekedési faktorok serkentették az Gssejtek részvételével zajlo regeneraciot.
A kolsav jol ismert novekedési hatasat is inkabb ezekre a sejtekre fejtette ki,
mivel a karosodast kdvet6en a kolsav hatasat kozvetité FXR receptor
expresszidja is a karositds hatasara a hepatocytakrol atkeriilt az ovalis
sejtekre.

4. Imatinibbel igen eredményesen tudtuk befolyasolni a CDE kisérlettel
eléidézett duktularis reakciot. Az Imatinib serkentette a regeneraciot
ugyanakkor mérsékelte a kisérd fibrozis progresszidjat, s6t segitett a taléld

majparenchyma integritasanak a meg6rzésében is.
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