A Thy-1 (CD90) antigén expresszidjanak vizsgalatajban

A Thy-1 t6bb sejtféleségen , tobbek k6z6tt mesemaiis €és haemopoeticdssejtek
felszinén is jelenlgvantigén, funkciéja nem ismert. Nagy publicitaghéth a patkanyok
majaban az AAF/Ph kisérleti rendszerréiadzett ovalis sejteken valé Thy-1 expresszio,
egyrészt mert alatAmasztotta az ovalis sejtek p@tencsontveli eredetét, masrészt mint
felszini antigén kivaléan alkalmazhat6 volt az avékjtek FACS segitségével todén
izolalasara. HEizetes kisérletiink eredménye nem egyezett megaaiinoadatokkal ezért
vizsgaltuk meg részletesen a Thy-1 expressziétjéé mRNS szinten is tobbféle kisérleti
rendszerben.

Ep, felrdtt patkanyok méajaban a Thy-1 molekula konfokaliknmézkoppal a periférias
idegatmetszeteken kivil csekély mértékben a ndggpkutak kordl volt kimutathato.
Nagyobb feloldast immunelektonmikroszképos modstex epeutak koruli Thy-1
expresszio nagy valosfiseggel az un. portalis fibroblastok nydlvanyaihokt k6theb.

Az AAF/Ph ovalis sejtek proliferacidjaval jaro kiteti modellben konfokalis mikroszképpal
egyértelnien megfigyelhét volt, hogy a Thy-1 jel nem az ovalis sejtekherdra az ovalis
sejtekkel szoros térbeli kapcsolatbamI8MA pozitiv myofibroblastokhoz kéth&ta desmin
pozitiv aktivalt stellat sejtek/myofibroblastok j@hvkisebb mértékben mutattak Thy-1
pozitivitast.

A kollagenaz perfuziét kovéen szuszpenzid@bizolalt ovalis sejtekdl ill. szovettani
metszetekél microdissecalt ovalis sejteéb izolalt RNS-ben valés idéjRT-PCR
modszerrel nem volt kimutathatd a Thy-1 mRNS, aisgont jelen volt a myofibroblastokat
is tartalmazé frakciobal izolalt RNS-ben, igazolliagy a Thy-1 molekula RNS szinten sem
termebdik az ovalis sejtekben.

Patkanymajban éidézett kisérletes majfibrosis modellben ill. huntémhotikus
majmintakban egyarant a myofibroblastokhoz vothk® a Thy-1 expresszio
immunfluorescens vizsgalataink szerint.

Ezek az eredmények egyértéilem alatamasztjak, hogy a Thy-1 expresszié nem s
fel az ovalis sejtek csont\ileredetének igazolaséra viszont ennek a molekklanavabbi
vizsgalata hozzajarulhat, a majpatologia egyik d&grosabb fejezetének, a kilonboz
myofibroblast populacidk eredetének és jaleagének jobb megértéséhez. Az ovalis sejtek
Thy-1 expresszidjanak cafolatardl sz6l6 megfigy@hdet szamos kébb megjelent
kozlemény is igazolta.

A maj szerkezetének vizsgalata a regeneracio soran

A mdj kivalo regeneracios képessége kozismertgsaalis hepatectomiat (Ph) koget
regeneracio a legtébbet tanulmanyozott, nem dagaméivekedési reakciok kozé tartozik.
Az is &ltalanosan elfogadott, hogy a legtobbet salfikban tanulményozott, Ph-t kodet
regeneracio elvileg kompenzaciés hyperplasianal feeég, mivel az eltavolitott majlebenyek
nem rbnek vissza, hanem a megmaradt lebenyek novekeélése @ll helyre a maj eredeti
tdbmege. A majszovet altalanosan elfogadott moriai@apegysége a maj lebenyke (lobulus)
(A maj funkciondlis alapegysége maig is tartd alawmitak targyat képezi, ezt kisérleteinkben
nem vizsgaltuk). Az egyes majlebenyek regenerdiixekedése elvileg haromféleképpen
torténhet meg: a/ a majlebenykék novekedése; ivajlebenykék kégmése c/ a két folyamat
kombinalédasa révén. Meglkémaodon napjainkig sem volt tisztazva, hogy a featiom
lehetiség kozll melyik torténik meg a majregeneracié soEnek az a magyarazata, hogy a
maj lebenykéinek mérete meglebsdn nehezen vizsgalhatd. A majlebenykéek egy boityolu
hierarchikus rendszert alkotva épitik fel a majgtét Ezen a hierarchian belll a lebenykék
mérete valtozik a hilustdl vald tavolsag alapj@vabba a kilonbdzlebenykék tengelye sem



parhuzamos. Eldth adddik, hogy hagyomanyos szovettani metszetekebhemykék

meéretéél szinte semmi felvilagositas nem nyethdflunkacsoportunk kidolgozott egy Uj
modszert mely lehéveé teszi a majlebenykék méretének objektiv vizégaldzokat a
korabbi megfigyeléseket hasznaltuk ki, hogy a/ gaokalatti lebenykék az emlitett
hierarchidban azonos helyet foglalnak el b/ tengelgmi Iényegében azonos a centralis
vénak legperifériasabb agaval, egymassal parhuzemowbleges a maj felszinére. Ezért ha
a hepaticus vénakon keresztll fluorescens gyantéivagrad modon feltoltottiik a centralis
vénak agrendszerét és rajtuk keresztil a sinusaigdaknaj felszinén megbizhatdan
kirajzolodtak a lebenykék hatarai. A maj felsairkészitett digitalis felvételeken pedig
képelems programok segitségével a lebenykék tdegges paraméterei objektiven meg
voltak hatarozhat6ak. MAdszerink természetesenacgalkzini lebenykék méretémyujt
egyértelni felvilagositast, de az emlitett hierachikus elesidés miatt ez legalabbis
tendencigjaban tikrézi a mélyben zajl6 folyamatadkat

A/ Fenti modszert alkalmazva dsszehasonlitottuldp postnatalis, fiziolégids ndvekedését a
sebészi parcialis hepatectomiat kidvetgeneracioval. Megallapitottuk, hogy az
egyedfejbdés szlletést kouefazisaban a méj tomegének gyarapodasahoz Uj lkékeny
képzdeése és a lebenykék fokozatos ndvekedése is hodz&# utdbbi folyamatban pedig
szerepe van a hepatocytak megnagyobbodasanakageAerativ névekedés soran viszont
kizarolag a mar meglévebenykék mérete ndvekszik, Uj lebenykék nem &dpek és a
hepatocytak sem képesek tovabbi megnagyobbodaseseheracié eredményeként
megnagyobbodott lebenykék viszont bonyolultabbkezaatiek. Ez tukroddik az egy
centralis vénat kortlvévportalis vénaagak szamanak megndvekedésébenptoaiban,
hogy killénb6d zonalis megoszlast mutato enzimek (pl CYP 4501| Blutamin szintetaz).
A szokésos koncentrikus elrenddgs helyett karéjozott expresszios mintazatot makat
Feltételezésiink szerint ezen utobbi szerkezetzatok oka, hogy az idealis porto-centralis
tavolsag ne novekedjen jeléatmértékben a lebenykék megnagyobbodasa kovetlesztéb

B/ Ha parcidlis hepatectomiat ko%eh a hepatocytdk osztédasat meggatoljuk, akkorja méa
tdbmege a progenitor/ovalis sejtek részvételevdbdidt. Az ovalis sejtek a Hering
csatornakbadl kiindulva infiltraljadk a m4j allométy majd az ovalis sejtebkordlirt, kis
hepatocytakbdl allo sejtcsoportok un. focusok dlzddi ki €s ezek egymassal 6sszeolvadva
potoljak a hianyz6 majtémeget. Ennek a szovetiaidalak egyik legtdbbet tanulmanyozott
modellje az un AAF /Ph kisérleti modell, ami acetaofiuorén kezelés és parcialis
hepatectomia kombindlasabdl all (az AAF a hepatdcitNS-éhez kédve gatolja azok
osztodasat). Ebben a kisérleti modellben is, fdnkeint modszeriinket alkalmazva,
megallapitottuk, hogy a maj tomege kizarélag angkék méretének ndvekedése révén all
helyre. Az ovalis sejtek részvételével zajlo regaa® két kulcs eleme az ovalis sejtek
szaporodasa majd ezt kofeh a focusok megjelenése. Az ovalis sejtek eredetét
elrendeddését korabbi munkainkban elemeztiik. Ujabb kisgrikben a focusok
kialakulasét, szerkezetét jellemeztilk részleteseberodissecalt ovalis sejtek
génexpresszidjanak valds ildg T-PCR maodszerrel torténvizsgalataval megallapitottuk,
hogy a portalis té#t tAvolabbi (distalis) ovalis sejtek differenciddteak (magasabb AFP,
albumin TAT, TO2 expresszi0) rdadasul osztodasmiik is gyorsabb (magasabb cyclin A
expresszio, BrdU beépllés). Ezért természetes, adggusok nem random alakulnak, ki a
maj parenchymaban, hanem mindig a distalis ovalteldbl szarmaznak és egy terminalis
portalis ag koré rendédnek, centralis vénakat sohasem foglalnak maguddukat
félretoljak. A focusok szerkezetét vizsgalva amegallapithatd volt, hogy nem tekintbek

a kis hepatocytak véletlensdralmazainak, hanem felismerbek benniik az ovalis sejtek
alkotta ductusok maradvanyai (basalis membraneatesz a kis hepatocytak



acinaris/tubularis elrendédése, sinusoid sZegrstruktirak stb.). Ezek utan nem volt
megle@, hogy az ovalis sejtek retrovirusokkal toiéransductiojat kovéen végzett ,pulse-
chase” kisérlet igazolta, hogy a focusok nem cierakdeiek. Mindezek a szerkezeti
megfigyelések igazoljak, hogy a progenitor sejiekzrételével zajlo regeneracié nem
véletlenszdf, hanem egy nagyon j0l szervezett bioldgiai reaksi@ focusok is inkabb
pseudo-focusok, melyekben felismethatmajparenchymara jelleielrendeddés és ezeért
novekedéstik soran kis atrendeessel kialakulhat béliik a maj eredeti lebenykés
szerkezete. (Ezen utdbbi kisérletiink eredményenled) allnak kdzlés alatt.)

A primer hepatocyta mitogén, TCPOBORP altal kivédlpyoliferativ valasz vizsgalata

Felnstt allatok majaban intenziv majsejt proliferaci@zhed el az un. primer hepatocyta
mitogén vegyuletekkel is. Ezek kdzul kisérleteinkbeCAR receptoron keresztil hato
TCPOBOP netr vegyuletet vizsgaltuk. A regenerativ hepatocytdif@racio egyik
leghatékonyabb gatlészere a TGF-beta névekedésirfdkkozott expressziojanak
jelentbséget tulajdonitanak a regenerativ valasz leddliias is. Kisérletiink eéidelében
majukban fokozott mennyiségben aktiv TGF-bétat edfrtranszgén és azonos genetikai
hattefi, de vad genotipusu egerekben vizsgaltuk meg a BCHAltal kivaltott proliferativ
valaszt. Meglep médon sem a kumulativ BrdU beépulésben, sem agbrdU beépiiléssel
vizsgalt proliferacio dinamikajaban nem talaltunikdnbséget a két csoport kozott. Ezzel
0sszhangban a kulonkbrépontokban vizsgélt cyclin A expresszidban sem|ttai&
szignifikans kilénbséget, ami azt jelenti,hogy aFfig&ta nem géatolja a TCPOBOP altal
kivaltott proliferativ valaszt. A transzgén egématban a TGF-béta hatékonysagat
bizonyitja, hogy ugyanezen egérvonalon elvégzetiifés hepatectomiat kouen a
regenerativ valasz jelgigen lassubb, elhz6dobb.

A Klinikai gyakorlatban a majsebészet egyik nagy ptoblémaja a cirrhotikus majak rossz
regenerald képessége. Ennek pontos oka nem isieeszerepet jatszhat benne a méjak
fokozott TGF-béta termelése is. Ha viszont a TCP®B@al kivaltott proliferacié rezisztens
a TGF-béta gétlas irant érdemesnek gondoltuk meg&ini a mitogén vegytlet hatasat
cirrhotikus majakon. Kronikus széntetraklorid, eggsik csoportban pedig tioacetamid
kezeléssel idéztunk@&majcirrhozist és ezeket az allatokat kezeltik TBR®-pal. Mindkeét
cirrhotikus csoportban sikerilt jeléstmértek proliferativ valaszt kivaltani, bar annak
mértéke (BrdU beépiilés, cyclin A expresszid) sfikgmnsan elmaradt a kontroll (nem
cirrhotikus) allatokon tapasztalt valasztol. A dsét proliferativ valaszt legalabbis részben
magyarazhatja a fibrotikus méjakban tapasztaltZokq27 expresszié. Eredményink igy is
biztatonak tekinthét mert feltarja annak a letdstegét, hogy cirrhotikus majon végzett
sebészeti beavatkozast ket primer hepatocyta mitogén hatasu vegyuletekissdd a
regeneraciot.

TCPOBOP-pal nem sikertlt érdemileg befolyasolni senovélis sejtek részveételével zajlo
regenerativ valaszt, sem pedig a galaktézamintmlézdett heveny majelégtelenség tuléléesét.
(A TCPOBORP cirrhotikus méjra gyakorolt hatédsardléxisérleteink jelenleg allnak kbzlés
alatt)

A Hering csatornak jellemzése ép, human majban

A Hering csatornak, az epeutrendszer legdistalisabkaszai, melyek 6sszekottetést
biztositanak az epeutak és a hepatocytak alkotteagaliculusok k6zott. Elnevezésiket
leiréjukrol kaptak, aki éiszor figyelt meg olyan révid, 2-3 sejtsor hosszasdgctulusokat a
majban, melyek alkotasadban epeuthamsejtek és logpataegyarant részt vesznek.
Egyértelnti azonositasuk maig is ezen a tulajdonsagukon aéspeizért ehhez



elektronmikroszkoépiéra van sziikség. Az utobbi @dixen jeleritsen megé6tt az érdelddés
ezen struktarak irant,mert egyertéwvé valt, hogy asket felépid sejtek alkotjak a majbeli
6s/progenitor sejteket. Korabbi munkankban leirhdgy patkanyméjban a sajatos CK19+/7-
immunfenotipus alkalmas ezeknek a struktiraknadzanositasara, ugyanakkor néhany
huméan minta vizsgalata azt is egyérté tette, hogy ilyen immunfenotipusu epeutak nem
talalhatéak human majakban. Jelen munkankban @pamunajakban jellemeztik az epeut
rendszer legdistalisabb szakaszat. A CK7 immuniéaitkalmas volt az epeutak és a
hepatocytak egyértelrelkilonitésére. A CK7 immunfluorescens metszetaidkalis
mikroszkoppal tortéhvizsgalata ill. sorozatmetszetéklszamitdgép segitségével végzett 3D
rekonstrukcids vizsgalatokkal megallapitottuk, hagyép emberi majakban az epeutak a
periportalis kddszovetldl kilépve latszélag beterjednek a majparenchyméaba
majparenchyma infiltraciéja azonban csak latsz@aguert az emberi majban is rudimenter
formaban jelen vannak a néhany mas allatfajbarept, jegesmedve jol fejlett interlobularis
vascularis (kdiszovetes) septumok és a distalis epeductulusokssggnmok mentén
tejednek, azaz intraparenchymalisak, de mégseneképm a lobulusok allomanyaba. A
tradicionalis, eredetileg leirt Hering csatornaikcezeknek az epeutaknak a terminalis
szegmentumanak felelnek meg. Ezeknek a hosszuldsmkmak az egységes, és nagyobb epe
utaktdl eltéé (CD56+/CD133+/CD10-) immunfenotipusa utal arra, hegjatos funkcionalis
egységet alkotnak. Kulonb&2letkort emberekih szarmazo majmintak vizsgalataval
megallapitottuk, hogy ez az elrendldés €s immunfenotipus az Gjszulottek majaban meg ne
alakul ki, hanem postnatalisan jon létre. LegnatpysiAmban az intraparenchymalis
ductulusok 12 év koruli korban voltak megfigyeltek, ké$bb ritkabba valtak.

A human majakban éforduld ductularis reakciok osztalyozasa

Szamos emberi majmegbetegedésben szaporodngletatszel képHddmenyek a maj
allomanyaban, amiket az utébbblien ductularis reakcié név alatt szoktak 6sszelioigla
Ezek a reakciok nem csak kulonBdzetegségekben fordulnaléghanem megjelenésiikben
is jelents kulonbségek vannak kozo6ttik, ami tukidik valtozatos elnevezésikben
(ductularis proliferacio, ductularis hepatocytakermedier hepatobiliaris sejtek stb.) is.
Sajnos ezek az elnevezések tobbnyire 6nkényesetéésaz ilyen targyu kozlemények
eredmeényei gyakran nehezen velb&tdssze. A ductularis reakciok patoldgiai, biokgi
szerepe, jeleisége viszont alig ismert. Véleményunk szerint gwads reakciok jobb
megertésehez az 8lepésként egy racionalis, reprodukalhato osztélgazvan szikség. Ez
alapjan elkilonithéek lennének a killénbézipusok és ezutan az egyes tipusok 6nallo
vizsgalataval kbnnyebben lenne tanulmanyozhat6 azetepe, jelefisége.

Intézetlink szévettani archivumébdl tobb mint 600kbB6z betegségeld szarmazo, de
intenziv ductularis reakcioval jaré majmintat vakastunk ki és ezeken immunhisztokémiai
reakciokat végeztink a ductuléaris reakciokon lediggbban leirt antigének vizsgalatara. Az
antitestek tobbsége (pl. CK7, CK19, EpCAM) valamgmnintan pozitiv eredményt adott,
méasok (CEA, AFP, DLK, DMBT-1) negativnak bizonyktdnarom antitest eltér
kifejezédése alapjan azonban a vizsgalt ductularis reakoiglisége harom csoportba volt
sorolhatd: | primitiv ductulusok (CD56+/EMA-/CD10Q4) epeuti obstructioval jaré
ductulusok (CD56-/EMA+/CD10-) és lll. hepatocytariyu differencialédas jeleit mutato
ductulusok (CD56+/EMA+/CD10+). Az I. tipusu reakééként primer biliaris cirrhosisban,
FNH-ban fordult &), a Il. epekbetegségben, a Ill fulminans majelégtelenségben,
cirrhosisban. Az eredményeiniikészilt kbzlemény, reményeink szerint hasonlé
vizsgalatokat inspiralhat, ami végul elvezetheuetdlaris reakciok racionalis
osztalyozasahoz.



A DLK expresszio alkalmazasa human daganatok éiffealdiagnosztikajaban.

A DLK ismeretlen funkcioju gén, mely magas szinéxpresszalt a hepatoblastokkal sok
hasonlosagot mutato ovalis sejtekben. Ez adtaletetjthogy megvizsgaljuk a DLK
expressziot human hepatoblastomakon. A vizsgélt mimt harminc daganat egyarant
pozitivnak bizonyult, mig a differencialdiagnoszailag szoba j6& primitiv gyerekkori
daganatok és hepatocellularis carcinomak kozil ngalny ganglioneuroblastomaban és
HCC-ben észleltiink pozitivitast. Ezek alapjan a DA.Kepatoblastomak 0j szenzitiv és
specifikus markerének felel meg. Hasonl6éan hasatolkizonyult ez az antitest a mellékvese
eredel phaeochromocytomak és kéregtumorok diagnosztaaas.



