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1. A majjcirrhosis vizsgalata kisérleti rendszerekben €s human majmintakon

A jelen palyazatban végzett kisérletek korabbi munkaink folytatasat jelentik. Az el6zmények
Osszefoglalasa megtalalhatd a 100 931. szdmu OTKA palyazat zarojelentésében.

A médjcirrhosis potencialisan valamennyi kronikus méajbetegség végsd kozos kimenete, amit
hagyomdanyosan a méjbetegségek irreverzibilis végstadiumanak tekintettek. A cirrhosis 1ényege
korbevett allebenykék alkotjak, ami stlyos mikddészavart idéz eld. Az allapot egyetlen
hatékony kezelése a majtransplantatio. A cirrhotikus septumokban majdnem mindig
megfigyelhetd valtozatos intenzitasi duktuldris reakcid, aminek a szerepe, jelentdsége nem
ismert.

A kisérletes allatokban eléidézett méajcirrhosisok tobbsége reverzibilis, a fibrosist eldidézo
tobben figyelték meg human majakban is a cirrhosis regresszidjat (Arch Pathol Lab Med
124,1599-1607, 2000) és megkérddjelezték a human betegség irreversibilitdsat. Az utdbbi
években egy oriasi klinikai ,,kisérlet” zajlik, aminek fontos szerepe lehet a kérdés tisztazasaban.
Az 1j antivirdlis gyogyszerek radikalisan megvaltoztattak a virus Thepatitisek és
kovetkezményes kronikus majbetegségek lefolyasat. Mind a B, mind a C virus fertdzott betegek
tobb mint 90%-ban sikertiil a virusok elimindldsa és valoban ezzel parhuzamosan — tobbnyire
nem invaziv mddszerekkel — detektaljak a maj fibrosis mérséklédését. Azonban csaknem
minden nagy klinikai vizsgalatban, valtozo aranyban de talalnak olyan betegeket, akikben a
sikeres virustalanitas ellenére a fibrosis mértéke nem csékken vagy akar progredial a szokésos
szovédményekkel egyiitt (J Gastroenterol 52,129-140, 2017). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a cirrhosis nem egységes allapot, legalabbis eltéré stadiumai lehetnek, kiilonb6z6 klilnikai
viselkedéssel. Ezek elkiilonitésének, felismerésének az elméleti jelentdség mellett fontos
klinikai konzekvenciai is lehetnek.

Kisérleti egerekben és patkanyokban széntetraklorid, tioacetamid kezeléssel idéztlink eld
kisérletes majfibrosist illetve a kisérlet késdbbi idépontjaiban a majat mar komplett allebenykék
alkottak azaz definicié szerint cirrhotikusak voltak. Ezekben a kisérletekben morfometriai
modszerekkel jellemeztik a duktularis reakcid, a fibrozis ¢és néhany egyéb paraméter
alakulasat, az eredmények részben megtalalhatoak az el6z6 palyazatunk zarodjelentésében
(OTKA 100 931) és megjelentek kozlemény formajaban is (Plos One 12(4):e0176518, 2017).
Ezek koziil az eredmények koziil csak azt szeretném felidézni, hogy nem sikeriilt forditott
korrelaciot megfigyelni a hepatocytdk és a duktuldris reakciot alkoto sejtek osztodasi aktivitasa
kozott, tehat nem tadmasztottdk ald azt az elképzelést, hogy a cirrhotikus maj parenchymat a
hepatocytak osztodasi képtelensége (cellularis szeneszcencia) miatt a duktuldris reakciobol
szarmazo differencialodo sejtek alkotnak.

Ujabb kisérleteinkben elemeztiik ezekben a majakban a fibrozis progressziodjat. A majkarositast
kovetd elsé fazisban centralis necrosis jon létre, majd ennek ,,gydgyulasi” fazisaban centro-
centralis, néha centroportalis kotdszovetes septumok alakulnak ki gyulladasos sejtekkel,
duktularis reakcioval. Az igy kialakuld ,,cirrhosisokban” (septumokkal korbezart allebenyek) a
ma4j eredeti szerkezete még felismerhetd volt. Az allebenykéken beliil gyakran azonosithatoak
voltak a vena portae 4gai, néha komplett portalis triasok, mig a centralis vénak a septumokban



kertiltek. Az erek pontos azonositasat miigyantaval valo feltoltésiik tette lehetdvé a vasculaturat
korrozios készitményeken jellemeztik. Ez az allapot egyértelmiien reverzibilis volt, a
széntetraklorid vagy tioacetamid kezelés felfiiggesztése utan helyredllt a lebenykés szerkezet.
Ezzel szemben ha a patkanyok majaban tovabb tartd széntetraklorid/fenobarbital
kombinacioval idéztiik el cirrhosist (Hepatology 31,851-857, 2000) az eredeti kdzleménnyel
Osszhangban a szerkezeti valtozasok irreversibilnek bizonyultak. Részletesebben vizsgalva a
cirrhosis jellege kiilonbozott a fentebb leirt rovid tava kezelésben latottol, inkabb hasonlitott,
ahhoz, amit elérehaladott human cirrhoticus majakban tapasztaltunk (J Hepatology 66,778-786,
2017). A majakban nagy parenchyma-mentes (extinct) teriiletek voltak, melyekben a
duktularis reakcio epeut szerii képleteibdl ,,budding” formdjaban alakultak ki, a terminalis vena
portae agak kornyezetében ,,allebenykék”, melyek azonban kiilonbozve a révid tavi modell
allebenykeit6l mar nem tartalmaztak portalis trias maradvanyokat, nem voltak benniik
egyaltalan felismerhetdek a lebenykés szerkezet nyomai.

A kisérleti allatokon tapasztaltakkal j6 6sszhangban human cirrhotikus méjak kozott is jelentds
kiilonbségeket tudtunk megfigyelni. Az eldrehaladott cirrhosisok jellemzése részben szerepel
el6z8 zérdjelentésiinkben, az eredményeket komlettdlva 2017-ben sikeriilt publikalni (J
Hepatol 66,778-786,2017). A munka lényege roviden, hogy elérehaladott human cirrhosisban,
foként a mdj tokja alatt nagy sejtmentes kotOszovetes teriiletek alakulnak ki, melyekben a
duktularis reakciokbol kis bimbo-szer(i képzédményeket formalva képzédik maj parenchyma.
Ez a folyamat mindig vena portae agak kornyezetében torténik és nem eredményez akar
nyomaiban felismerhetd lebenykéket. Azdta sikertilt 3 olyan human cirrhotikus méjat talalnunk,
melyek bar teljesen atépiiltek, de benniikk a lebenykés szerkezet maradvanyai még
azonosithatéak voltak: portalis triasok voltak az allebenykék egy részében, a septumokban
pedig fellelhetdek voltak a centralis vénak maradékai.

A kisérletes és a human adatokat Osszevetve elképzeléseink szerint a madj cirrhosis
progresszidjanak két szakasza kiilonithetd el. Az elsd szakaszban a meglevd parenchymat csak
felszabdaljak a képzddd kotdszovetes septumok, a parenchyma legaldbbis részleges
regeneracidja a hepatocytdk osztddasa révén valosul meg. Az igy torzult szerkezetli méajakban
valoszinlileg vascularis elzarodasok miatt (Hepatology 61,1696-1707, 2015) gdcosan elpusztul
a parenchyma (parenchymal extinction). Ezeken a teriileteken a tulélé ductulusok sejtjei
kezdenek osztodni, differencidlodni és a hepatocyta bimbokbol ismét cirrhotikus méj alakul ki,
de ebben mar az eredeti szerkezet nyomokban sem ismerhetd fel és ez a m4j a karositdo dgens
megsziinése utan sem képes az eredeti lobularis szerkezet visszaallitasara. Hipotézisiinket
indirekt modon alatamasztja, hogy sem human, sem kisérleti fibrosis/cirrhosis modellekben
sem sikeriilt igazolni a duktularis reakcio részvételét a m4j parenchyma staedy state allapotanak
a fenntartdsaban, ezzel szemben elérehaladott cirrhosisban az allebenyek tobbsége klonalis és
a ductularis reakciobdl szarmazik (Hepatology 49,1655-1663, 2009), tovabba a teljes értéki
majregeneracio elofeltétele a sinusoidalis sejtek ,,talélése” (PNAS 107,10371-10376, 2010),
ami az extinct teriileteken bizonyosan nem valdsul meg.

Természetesen, amennyiben a stadium beosztdsunk helyesnek bizonyul, 6nmagédban ezek a
megfigyelések nem bizonyitjak a masodik stadium irreverzibilitasat, de j6 munkahipotézisnek
bizonyulhat az ilyen jellegii vizsgalatokhoz.

2. A mjj regeneracio tanulmanyozasa human majakban massziv majnecrosist kovetoen.

A cirrhosisnal joval ritkabb, de szintén ¢letet veszélyeztetd majelégtelenséggel jarhat a
méjparenchyma massziv necrosisa, ami igen valtozatos okok miatt alakulhat ki. A betegek kis
hanyadaban a parenchya regeneraciora képes, de a betegek tobbsége beavatkozéas nélkiil
meghal. Maig az egyetlen hatékony kezelés a m4j transplantatio. Nagyon fontos lenne ebben az



elvaltozasban is a regeneraCido mechanizmusanak tisztazasa, ami segithet annak az eldontésében
is, hogy mely betegek szorulnak transplantatiora.

Kisérleteinkben 13 fulmindns majelégtelenség miatt explantdlt majat dolgoztunk fel
részletesen. Kétféle regeneracidos mechanizmust sikeriilt elkiiloniteni, melyek valamennyi
vizsgalt majban vagy-vagy jelleggel fordultak eld, tehat nem keveredtek egymassal.

A vizsgalt mintak egy részében alig alakult ki duktularis reakcid, ezekben a szervekben a
majsejtek mutattak jelentds valtozasokat. Intenziv osztédasi aktivitasuk mellett megvaltozott
az elrendez6désiik is. Trabeculak helyett acinaris mirigy szerti képleteket formalnak, néhol a
centralis lumenben epepigment volt lathat6. Ennél is meglepdbb volt, hogy immunhisztokémiai
vizsgalattal onkofetalis fehérjék: alfa-fetoprotein és glypican 3 expresszié volt kimutathato
benniik.

A masik csoportban a necrotikus teriileteken intenziv duktularis reakcid alakult ki és a
cirrhosisnal leirtakkal szinte tokéletesen megegyezve a ductulusokbol kiindulé bimbodk, a
portalis véna agai koriil focus szerli sejtcsoportokat alakitottak ki. Ezek a focusok egymasba
olvadva igyekeztek potolni az elpusztult parenchymat de azt tokéletesen egyik majban sem
sikeriilt megvaldsitaniuk. A necrotius teriileteken a duktulusok gyakran a nagyobb epeutakbol
kidgazd vakon végzddo kis csoveket alkottak, melyeknek nem volt Osszekottetése a
parenchymaval. A rendelkezésre allo kis esetszdm miatt nem sikeriilt kapcsolatot talalni a
klinikai paraméterek és a regeneracié mintazata kozott, de a morfologiai kép alapjan sejthetd,
hogy a korabban leirt, méjsejtek részvételével zajlo regenerdciod jobb hatasfokkal miikodik.
Felnott emberi majban az emlitett onkofetalis markerek eddig kizarélag daganatokban voltak
kimutathatéak. Eredményiink a hepatocytak in vivo retrodifferenciacios képességére utal |
tovabba az emlitett biomarkerek szintjének szérumbeli monitorozasa segithet azoknak a
betegeknek az azonositasdban, akikben a hepatocytdk részvételével zajlo valdsziniileg
hatékonyabb regeneraci6 zajlik és ezért nagyobb esélyiik van spontan regeneraciora.

A masik csoportban leirt jelenségek: intenziv duktularis reakcio, bimbozas Gtjan a portalis véna
agak kornyezetében zajlo majsejt focusok kialakulasa, tokéletlen regeneracid, pontosan
megfelelnek a cirrhosis altalunk masodiknak nevezett stadiumaban megfigyeltekkel. Ez a
hasonlosag arra utalhat, hogy ez egy az evolucid soran kialakult és megbrzott, sztereotip
regeneracidos mechanizmus (a kozlemények megjelenése ota sikeriilt nagyon hasonldéakat
megfigyelni egy Budd-Chiary szindromas majban). A regeneracid beinditasaban,
fenntartasaban szerepe lehet a portalis véna altal szallitott faktoroknak. Tovabbi eredeti
megfigyelésiink a vakon végz6dd ductulusok jelenléte a nekrotikus majakban. Elképzelésiink
szerint a biliaris rendszer és a parenchyma kapcsolatanak megszakaddsa miatt nem johet 1étre
tokéletes regeneracid, mert nincs olyan struktira, ami orientalhatné a regeneracioban részt vevo
sejteket. Ha hasonl6 vak epeutakat sikeriilne talalnunk eldrehaladott cirrhotikus majakban is az
tovabbi kozos nevezd lenne a két alapvetden eltérd eredetli, de egyarant tokéletlen
regeneraciohoz vezetd folyamat kozott.

3. Az ovalis sejtek képesek a mdj egyedfejlodés kapcsan 1étrejové ndvekedésének a
helyettesitésére is.

A m3j progenitor sejtjeit ragesalokban, magjuk alakja miatt, hagyomanyosan ovalis sejteknek
hivjak. Ezek, funkciojukat tekintve, azonosnak tekinthetdek az emberi majban duktuléris
reakciot alkoto sejtekkel. Nagyon sok kisérletes modell igazolja, hogy ha kisérleti allatokban
gatoljak a hepatocytdk osztodasat regenerativ folyamatokban, akkor a szomatikus dssejtekbdl
szarmaz6 ovalis sejtek jelennek meg és egy résziik hepatocytava alakulva segiti elé a m4;j
kapcsolatos majnovekedést akadalyozzak meg.

Kisérletinkben anyjuktol elvalasztott, fiatal (60-70g) F344 patkanyokban 2-



acetaminofluorénnel (AAF) gatoltuk a maj novekedését. Az AAF kezelés BrdU beépiilés
vizsgalata alapjan hatékonyan gatolta a hepatocytak osztddasat, de valodi ovalis sejtes reakciot
nem valtott ki. A majregeneracidé metabolikus szabéalyozésaban nagy szerepet tulajdonitanak az
epesavaknak. A fiatal, novekedésben levo patkanyok kolsavval torténd kezelése (tapba kevert
kolsav formajaban) atmeneti hepatocyta proliferacié novekedést eredményezett, ami irodalmi
adatok alapjan varhato volt, a maj szerkezetében valtozast nem tudtunk megfigyelni. Ha viszont
az AAF kezelést kombinaltuk kolsavban gazdag tappal valo etetéssel, tipusos ovalis sejtek
jelentek meg a majban és a kezelés 7-10 napjan hepatocytava differencialodva kompenzaltak
az elmaradt novekedést.

Az ovalis sejtek nem csak megjelenésiikben hasonlitottak az egyéb modellekben eléfordulo
progenitor sejtekre, de expresszaltdk az azokra jellemzé OV-6, AFP, DLK-1 fehérjéket. A
kezelés eredményeként megjelend ,kis hepatocytak” a magi HNF-4 pozitivitas igazolta a
funkcionalis differencialodast. A kis hepatocytdk ovalis sejtes eredetét igazold kisérletet nem
végeztiink, de a sejtek alacsony endogén biotin tartalma kizarta hepatocyta eredetiiket és az
egyeb kisérleti modellekhez val6 nagyfoku strukturélis egyezések alapjan alaposan gyanithato
a kis hepatocyték ovalis sejtes eredete.

Az egész majbol izolalt RNS mintdkban kimutattuk a hepatocyta growth factor (HGF) és stem
cell factor (SCF) fokozott expressziojat AAF kezelés utan. Az AAF irodalmi adatok alapjan
cellularis szeneszcenciat idéz eld a hepatocytdkban. a fentebb emlitett két ndvekedési faktor
részét képezi az un szeneszcenciahoz tarsuld szekrecios fenotipusnak (SASP) (Annu Rev Pathol
5,99-118, 2010). Mivel ezek a novekedési faktorok irodalmi adatok szerint serkentik az ovalis
sejtek novekedését, elképzelésiink szerint az AAF 4ltal hepatocytdkban eldidézett
szeneszcencianak fontos szerepe van a kompenzatorikus ovalis sejtes ndvekedés eléidézésében.
Ugyanakkor az AAF kezelés onmagaban nem volt elégséges ovalis sejtes reakcid kivaltasahoz.
Az epesavak tobbféle receptorhoz kotdédve fejtik ki bonyolult hatasaikat. A ndvekedés
eldidézésében ezek koziill az FXR receptornak van legfontosabb szerepe, mig a TGR
receptorokon keresztiil inkdbb a metabolikus hatdsok szabalyozodnak. A két receptor
expresszigjat vizsgalva microdissecalt hepatocytakbol ¢és biliaris/ovalis sejtekbdl (a két
sejtpopulacid nem kiilonithetdé el megbizhatéan a microdissectiohoz hasznalt halvany
hematoxilin festés alapjan) izolalt RNS-ben azt talaltuk, hogy a TGR expresszio szintje
mindkét sejtpopulacioban csokkent AAF kezelés hatdsara. Az FXR expresszid a
hepatocytakban csokkent a biliaris/ovalis sejtekben  viszont nétt. Azaz AAF kezelés
szeneszcenciat idézett el a hepatocytdkban a biliaris sejteket €s a koztiik levd szomatikus
Ossejteket pedig kompentensé tette a kolsav proliferativ hatdsanak a kifejtésére. A két
mechanizmus egyiittesen 1dézte eld az ovalis sejtes proliferaciot/differencialodast a fiatal
allatok majaban. Eredeti kérdésiinkre valaszolva pedig sikeriilt bizonyitani, hogy az ovalis
sejtes reakcid képes részt vallalni az egyedfejlodéssel kapcsolatos majndovekedes
kompenzalasaban is.

Eldkisérleteink szerint a kolsavban gazdag diéta serkentette az ovalis sejtes reakcidt a
hagyomanyos AAF/Ph kisérletben is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az epesavaknak
fontos szerepe lehet a méj progenitor sejtes reakcidinak szabdlyozasaban és érdemes tovabbi
kisérleteket végezni ezen a nagyrészt feltaratlan teriileten.

4. Az AAF/BDL kisérleti modell
Részben a fenti kisérlet folytatdsaként, az epesavak hatdsanak tanulmédnyozésara alakitottunk
ki egy masik, 0j duktularis proliferacioval jaro kisérleti rendszert. Az ovalis sejtes reakcio
tanulmanyozasara hasznalt talan legelterjedtebb kisérleti rendszer az AAF/Ph, AAF kezelés
kombinalasa sebészi parcialis hepatectomiaval (Ph). Ebben a kisérletben a Ph utdn a m4j
kizarolag az ovalis sejtek osztodasa/differencialodéasa révén regeneralodik.
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helyett lek6tottiik a ductus choledochust (BDL).

A mitét utan rendkiviil intenziv duktularis reakcio alakul ki a majakban, ami azonban sok
Az AAF/BDL rendszerben a duktularis reakciot alkotd sejtek nem termelnek onkofetalis
markareket (AFP, DLK1) és nem figyelhetéek meg hepatocytava differencialodas jelei.
Ugyanakkor a duktularis reakci6 szokatlanul intenziv, egy honappal a miitét utan a patkanyok
majanak tomege eléri a testtomeg 15-17%-t szemben a normalis 4%-Kkal ¢s ezt a hatalmas majat
szinte kizarélag a duktularis reakciod alkotja, hepatocytak alig talalhatoak benne.

Ez a kezelési protokoll egy éves tulélés alatt nem okozott daganatot az allatokban. Ha viszont
az AAF/BDL protokoll elé6tt az allatoknak dietil-nitrozamint (DEN) is adunk a patkanyok 80%-
aban 1 éves korra cholangiocarcinomak alakulnak ki szemben a DEN —AAF/Ph kisérlettel
(Solt-Farber kémiai hepatocarcinogenezis), ami hepatocellularis carcinomak kialakulasaval
jar. Tehat azonos inicidlast kdvetden a promoter hatds megvaltoztatdsaval mas daganat alakul
ki, jelezve, hogy azonos daganat prekurzor sejtpopulaciobol kiilonb6z6 daganatok alakulhatnak
ki a promocid valtoztatasaval. Ezekkel a kisérletekkel még nem jutottunk el a publikacioig.
Tovabbi vizsgalatokkal remélhetéleg fontos adatokat nyerhetiink az epesavaknak a duktularis
reakciok szabalyozasaban bet6ltott szerepérdl valamint a hepatocytdk-cholangiocytdk kozotti
atalakulas lehetdségeirdl, jelentdségeérol.



