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I. A kutatas célja

Ma mar altaldnosan elfogadott, hogy a méajban is talalhatéak olyan primitiv sejtek, melyek
képesek hepatocytakka és epelut hamsejtekké differencialodni. Ezek a maj 6ssejtek azonban
kilénbbznek a klasszikus hemopoeticus vagy epidermalis 6ssejtektol, ugyanis ezek az un.
fakultativ hepaticus 6ssejtek nem vesznek részt a mindennapos sejtpotlasban, csak akkor
aktivizaldédnak, ha valami megakadalyozza a hepatocytakat az osztodasban. Az egyik
legelterjedtebben hasznalt kisérleti rendszer az 6ssejtek aktivizalasanak és az utodsejtek
viselkedésének tanulmanyozasara a 2 Acetaminofluorénnel (AAF) torténé kezelés és partialis
hepatectomia (Ph) kombinalasabdl allé un. AAF/Ph kisérlet. Ennek soran viszonylag
szinkronizaltan nagy szamban jelennek meg a kisérleti patkanyok majaban az ssejtek utddai
az un. ovalis sejtek és differencidlédnak hepatocytakka. Mi is ezt a kisérleti rendszert
alkalmaztuk a hepaticus 6ssejtek differencialodasanak vizsgalatara.

A majban a Hering csatornakat felépit6 sejtek alkotjak az 6ssejt populaciot. Sajnos
ezek a kepletek nem azonosithatoak egyértelmtien hagyomanyos szévettani metszeteken.
Kisérleteinkben célul tiiztuk ki olyan immunfenotipus marker talalasat, mely megkdnnyiti
ezeknek a képleteknek az azonositasat és vizsgalatat.

Az elmult négy évben f6 célkitiizésunk az ovalis sejtek differencidlédasanak vizsgélata
volt. Immunhisztokkémiai mddszerekkel sikerilt jellemezni a folyamatot és bebizonyitottuk,
hogy a differencialodés folyamata kiils6 beavatkozassal befolyasolhato, felgyorsithatd. Ez a
megfigyelés potencialisan a klinikumban is alkalmazhaté modszer kifejlesztéséhez is
vezethet.

A pélyazat indulasakor nagyon igéretesnek tiintek azok a probalkozasok, melyek
csontvel6 dssejteket igyekeztek majsejtekké differencialtatni. Az ilyen iranyu prébalkozasaink
nem hoztak sikert 6sszhangban az ilyen kisérleteket altalanosan kisért kiabrandultsaggal.

Tovabbi munkainkban megvizsgaltuk, hogy az ,,6ssejt markernek” tekintheté AFP
expresszid véletlenszeriien figyelhet6-e meg a human majrakok egy csoportjaban. Illetve,
hogy a human majakban gyakran eléforduld un. ductularis reakcié minden esetben 6ssejt
eredet reakcionak tekinthet6-e?

1. Eredmények

A cytokeratin 19+/7- fenotipus jellemzd a patkdny maj dssejtekre
Az intermedier filamentumok legnagyobb csaladjat a citokeratinok alkotjak, melyeknek t6bb
mint 20 altipusa ismert. Ezeknek az altipusoknak az expresszidja jellemzé a kilonbdz6
sejttipusokra. Tobb szévetben az éssejteket jellegzetes citokeratin expressziojuk alapjan
sikerlilt azonositani. Ezért célzottan megvizsgaltuk az epetthamsejtek citokeratin dsszetételét
patkanymajban. A Hering csatornaknak megfelelé legkisebb epeutagak konzekvensen
CK19+/7- nak bizonyultak szemben a nagyobb epeutak CK 19+/7+ fenotipusaval. AAF
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preferencidlisan a CK19+/7- sejtek proliferdlasat lehetett el6idézni, ugyanakkor az epeutak
altalanos proliferacids stimulusanak tekinthet6 epeut lekotéssel ez a preferencialis osztodas
nem volt eléidézheté. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a CK19+/7- fenotipus a maj ssejtek
sajatossaga patkanyokban. Sajnos ez a fenotipus nem stabil, mert az ovalsejtes proliferacio
késoébbi stadiumaiban az ovalis sejtek atmenetileg alacsony szinten bar, de CK7 —t termelnek.
A CK19+/7- ductulusok részletes morfoldgiai elemzésével sikertlt megfigyelniink, hogy a
Hering csatornak az eddig ismerteknél sokszor joval hosszabb, gyakorta kanyargos, elagaz6do
csovecskéket alkotnak, melyek azonban sohasem Iépik at a limiting plate-t és nem jelennek
meg intralobularisan a hepatocytak kdzott. Ez kiilonbdzik az emberi méaj szerkezetétol,
tovabbi kilénbség, hogy az ép emberi majban nem sikerilt CK7- ductulusokat
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azonositanunk. A CK7- ductulusokat vizsgalva az egyedfejlodés soran leirtuk, hogy ez a
fenotipus még nincs jelen a majban a sziletés idején kb. 14 napos korban jelenik meg. Ez arra
utalhat, hogy a maj 6ssejtek nem az egyedfejlodés soran visszamaradt primitiv sejtek, hanem
aktiv folyamat eredményeként jonnek létre. (Hepatology 42:863-870,2005)

Az ovalis sejtek differencialodasanak jellemzése
Ellentmondasos adatok jelentek meg az AAF dozis differencialodést befolydsol6 hatasardl az
AAF/Ph kisérleti rendszerben. Ezért megvizsgaltuk kilonb6zé AAF dozisok hatasat a kiserlet
kimenetelére. El6zetes kisérletek soran megfigyeltiik, hogy az ovalis sejtek
differencialodasanak idébeli es térbeli megoszlasa valoban fiigg az alkalmazott vegyszer
dozistdl. Az elokisérletek alapjan beéllitottunk egy alacsony és egy magas dozisu Kisérleti
modellt és a tovabbiakban részletesen jellemeztiik ezeket. Az alacsony dézisu modellben az
ovalis sejtek hamarabb alakultak at hepatocytakka. A differencialodas szinkronizaltan szinte
valamennyi ovalis sejtet érintette anélkiil, hogy elrendezédesiuk megvaltozott volna, azaz az
Uj, kis hepatocytak is tubulusszeriien sorokba rendezettek voltak. Nagyobb dézisu AAF
kezelést kdvetéen a differencialodas jelei t csak kesébb lehetett megfigyelni és a majban
elszortan alakultak ki monoklonalis eredetiinek tiin focusok, melyek kdzo6tt azonban
valtozatlanul sok ovalis sejt is jelen volt, tehat az atalakulas nem érintette mindegyikuiket.
Celluléris szinten a két eltér6 differencidlddasi folyamatban azonos elvaltozasok voltak
megfigyelhet6ek. El6sz6r a differencialodo sejtek magjaban megjelent a HNF-4 transcriptios
faktor és a sejtek koril degradalddott a bazalis membran. Ezt kdvetéen hirtelen atmeneti
fokozatok nélkil lehetett megfigyelni a biliaris fenotipus markerek (OV-6, AFP, a6 integrin,
Connexin 43) elttinéset és a hepatocyta specifikus tulajdonsagok (alintegrin, Cx 32,
polarizalt CD26) megjelenését. (Hepatology 39:1353-1361, 2004)

Trijodtironin felgyorsitja az ovalis sejtek hepatocytakka torténd differencialodasat.
Az Un. primer hepatocyta mitogének elézetes majpusztulas nélkil is jelentés hepatocyta
hyperplasiat képesek eléidézni. Ha AAF/Ph protokollal kezelt allatoknak adtunk primer
mitogeneket (trijodtironint (T3) vagy 6lomnitratot a hepatocytdk nem voltak képesek a
sejtciklusba Iépni (az AAF DNS-hez valo kdtodése miatt). Ehelyett az ovalis sejtek mitotikus
aktivitasanak fokozodasat lehetett megfigyelni, amit nagyon gyorsan, a kezelést kdvet6 48
oran belil az ovalis sejtek jelentos részének hepatocyta irdnyu differencialodasa kovetett. A
differencialodast részletesen a T3 kezelést kdvetoen jellemeztik: (1) Immunhisztokémiali
maodszerrel a fentebbi pontban leirtakhoz hasonld valtozasokat figyeltiink meg. Az ovalis
sejtes fenotipus markerek (AFP,0V6, basalis membran) eltiinését, a hepatocyta markerek
(HNF-4, Cx 32, CD26, Cytochrom P450) megjelenését lehetett észlelni. (2) A kontroll ovalis
sejtek és a differencialt Uj hepatocytak microdissectiojat kovetéen valds idejii, quantitativ
PCR mddszerrel is az AFP mRNS expresszid csokkenését, a hepatocytakra jellemzé albumin,
triptofan oxigenaz, tirozin aminotranszferaz expresszidjanak fokozodasat mutattuk ki. (3) A
hormonkezelt allatok szérumaban a bilirubin szint szignifikans csokkenését ill. a maj
szintetikus funkcidjat tiikr6z6 protrombin szint emelkedését lehetett megfigyelni, jelezve,
hogy a differenciadlodasnak szervezet szintjen is észlelheté majfunkcio javulas volt a
kdvetkezménye. Annak igazolasara, hogy a majban hirtelen megjelend ,,kis” hepatocytak
valéban az ovalis sejtekbél szarmaznak, az ovalis sejteket a hormonkezelés el6tt retrovirussal
»jeloltik meg”, a jelzés késobb a kis hepatocytakban volt fellelhetd.
Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a maj 6ssejtek részvételével zajlo regeneracioja
felgyorsithat6. Ez a megfigyelés elvi hattéril szolgalhat a klinikai gyakorlatban pl. fulminans
maéjelégtelensegben a regeneracio felgyorsitasara iranyul6 prébalkozasokhoz.




A munka kozlésre vald elékészités fazisdban van. Kérem, hogy a jelentésben foglaltak
alapjan készilt mindgsitést az OTKA késébb kiegészité eljarasban médositsa, figyelembe
véve késébb megjelent kozleményeinket.

A transdifferencialddas jelentésége majsejtek genezisében
Jelen palyazat kezdeti id6pontjaban a kisérletes majkutatasok egyik legizgalmasabb és
legigéretesebb terilete a csontvelsi 6ssejtek hepatocytakka torténé atalakulasa un.
transzdifferencialodasa volt. Ha ez a folyamat reprodukalhatonak bizonyult volna és
bevaltotta volna a hozza fiizott reményeket szamos majbetegség- elvaltozas kezelésében
jelenthetett volna komoly elérelépést. llyen iranyu kisérletek a benyujtott palyazatban is
fontos szerepet toltottek be. A transzdifferencialodas jelenségét a DPPIV negativ (muténs)
Fisher F344 patkanyvonal segitségével szerettilk volna vizsgalni (Laconi E és mtsai. Am J
Pathol 153:319-329, 1998). Sajnos ez a Fisher mutans patkany kereskedelmi forgalomban
nem kaphato és csak a palyazati periodus masodik feleben sikerult beszerezni. Harom a
palyazatban leirt kisérletet végeztiink, de csontvel6 eredetii hepatocytat egyik esetben sem
sikerdlt talalnunk. A tovabbi kisérletektol azért tekintettiink el, mert a teriileten egyre inkabb
a kiabrandultsag uralkodott el és a témaban keszilt 6sszefoglald kdzlemények mindegyike
ugy foglalt allast, hogy a transzdifferencialodas jelensége ha egyaltalan el6fordul hepatocytak
vonatkozasaban akkor is egy nagyon ritkan lejatszédé folyamat, mely nem képes jelentés
mérteka hepatocyta pétlasra (Mechanisms of Dev. 120: 117-130, 2003; Seminars in Liv Dis
23:363-371, 2003; Hepatology 43:2-8, 2006).

Ehhez a kérdéskorhoz csatlakozik kovetkezo kiserletunk. A transdifferencialodas
elméleti megalapozéaséaban fontos mérfoldké volt az a kdzlemény mely egy csontveléi éssejt
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Ezen cikk nyomén sokan hasznéaltak a Thy-1 antitestet az ovélis sejtek jellemzésére,
izolalasara FACS-szal. Az AAF/Ph Kkisérleti rendszerben megvizsgaltuk konfokalis és
immunelektronmikroszkdpiaval a Thy-1 expressziot és az antigént nem az ovalis sejtek
felszinén, hanem az azokkal szoros kdzelségben levé myofibroblastokon (stellat sejteken)
lehetett kKimutatni. A perfuzidval izolalt ovalis sejtekb6l nyert RNS-ben kimutathato volt az
AFP, de nem a Thy-1 mRNS, holott a teljes nem parenchymalis frakciobol izolalt RNS-ben
kimutathat6 volt a Thy-1 mRNS. Tehat egy mésik maddszerrel is siker(lt alatamasztani, hogy a
csontveldi 6ssejt marker nem az ovalis sejtek sajatja.

Tioacetamid indukalta majfibrosis vizsgalata TGFS-1 transzgén egereken.
Tioacetamiddal indukaltunk majfibrosist olyan egerekben, melyek a majukban egy albumin
promoter altal iranyitott transzgénrél fokozott mértékben termeltek TGFp-1-t. A transzgén
egerekben, a vad tipushoz hasonlitva gyorsabban alakult ki maj fibrosis/cirrhosis, a regresszio
mértéke viszont lasstbb volt, sét a kisérlet végére sem allt vissza a szabalyos majszerkezet.
Mivel a majcirrhosis emberekben tobbnyire irreversibilis folyamat, a transzgén egerek
viselkedése jobban hasonlit a human megbetegedéshez. VVéleménylink szerint ez a kisérleti
rendszer alkalmasabb a human fibrotikus méajbetegségek modellezésére, mint a vad tipusu
egereken végzett vizsgélatok. (Eur. J. Gastroenterology and Hepatology 16:127-133, 2004).

Az alfafetoprotein expresszio prognosztikus marker human hepatocelluldris
carcinomaban.
Harminchét human majrékot vizsgaltunk meg imunhisztokémiai maédszerrel. A hatranyos
prognosztikai markernek tekintett magi P53 pozitivitas, a CD44 expresszié ill. magasabb
hisztoldgiai grade statisztikailag gyakrabban fordult el6 a 21 AFP termel6 daganatban, mint
az AFP negativokban. Ez utobbi csoportban viszont gyakoribb volt a kedveré markernek
tekintett magi B-catenin pozitivitas. Bar a betegek tulélését nem volt modunk vizsgalni.




Eredményeink aldtdmasztjak azt a korabban elsésorban kisérleti rendszerekben tett
megfigyelést, hogy az AFP expresszio kedvezétlen prognosztikus marker emberi
hepatocelluléris carcinoméakban. (World J. Gastroenterol 11:5015-5018, 2005).

I11. A 2002-2006 periddusban kapott egyéb kutatasi tamogatasok

ETT 240/2001
ETT 032/2006
OTKA TS 49 887

1V. Nemzetkozi egytttmiikdodések

Snorri S, Thorgeirsson Laboratory of Experimental Carcinogenesis, National Cancer Institute,
Bethesda MD USA

Hanne Cathrine Bisgaard The Danish Stem Cell Research Centre (DASC), Department of
Molecular and Cellular Medicine, The Panum Institute, University of Copenhagen, Dania

Tadahisa Teramoto™ Dept of Biochemistry and Molecular Biology, Kansas University
Medical Center, Kansas city KA USA

X Ebbél az egyuttmiikodésbsl késziilt kézleményre sajnos nem keriilt ra az OTKA tdmogatés
Yano Y, Hayashi Y, Teramoto T, Nakaji M, Nagy P, Ninomiya T, Wada A, Hirai M, Kim S,
Seo Y, Yoon S, Kasuga M. Apoptotic pathway related to oval cell proliferation J.
Gastroenterol. Hepatol 19:866-872, 2004

V. A megjelent kozleményekre tortént hivatkozasok

Schnur J, Olah J, Szepesi A, Nagy P, Thorgeirsson SS.:Thioacetamide- induced
hepatic fibrosis in transforming growth factor beta-1 transgenic mice
European Journal of Gastroenterology and Hepatology 16:1-7, 2004

CIT:7
Shek FW EUR J GASTRO HEPATOL 16 123 2004
Ding XK AM J PATHOL 166 1655 2005
Hung KS BIOCHEM BIOPHYS RES CO 336 324 2005
Avraham Y NEUROBIOL DIS 21 237 2006
deGouville AC DRUG NEWS PERS 19 85 2006
Wang CH GENE THERAPY 13 1000 2006

Prosser CC WORLD J GASTROENTER 12 509 2006



Paku S, Nagy P, Kopper L, Thorgeirsson SS.: AAF-dose dependent differentiation of
oval cells into hepatocytes: confocal and electron microscopic studies.
Hepatology 39:1353-1361, 2004

CIT: 13
Michalopoulos GK HEPATOLOGY 41 535 2005
Brooling JT HEPATOLOGY 41 906 2005
Cimica V GENOMICS 86 352 2005
Santoni Rugiu E APMIS 113 876 2005
Sicklick JK AM J PHYSIOL 290 G859 2006
Nagaya M HEPATOLOGY 43 1053 2006
CorcelleV EXP CELL RES 312 2826 2006
Sicklick JH AM J PHYSIOL 291 G575 2006
Walkap MH STEM CELLS 24 1833 2006
Fougere-Deschatrette C  STEM CELLS 24 2098 2006
Dudas J HISTOCHEM CELL BIOL126 549 2006
Katoonizadeh A LIVER INT 26 1225 2006
Koenig S HISTOCHEM CELL BIOL126 723 2006

Paku S, Dezs6 K, Kopper L, Nagy P.: Immunohistochemical analysis of cytokeratin 7
expression in resting and proliferating biliary structures of rat liver
Hepatology 2005, 42: 863-870,

CIT: 3
SantoniRugiu E APMIS 113 876 2005
Schnater JM J. HEPATOL 45 377 2006
Dudas J HISTOCHEM CELL BIOL126 549 2006

VI. A tovabbi kutatas tervezett iranyai

Meg szeretnénk vizsgalni, hogy mennyire rendszerspecifikus a primer mitogének regeneraciot
serkent6 hatasa, azaz fulminans majelégtelenség allatkisérleti modelljének kifejlesztése utan
megvizsgalnank, hogy a regenerécié és az allatok tulélése befolydsolhato-e primer hepatocyta
mitogénekkel.

Az ovalsejtek kdzvetitésével zajlo regeneracio elsé Iépéseit mar részletesen jellemeztiik.
Arrol azonban még nagyon keveset tudunk, hogy az ovalis sejtekbél kialakulo uj, ,,kis”
hepatocytak hogyan szervezédnek majszovetté.

Régi terviink az AAF/Ph kisérlet soran lezajlé morfoldgiai valtozasok ¢sszevetése a complett
Solt-Farber hepatocarcinogenezis modellben torténtekkel. Els6 ranézésre a szoveti reakciok
nagyon hasonloak, mégis az egyik modellben az allatok 90%-ban majrak alakul ki, mig a
maésikban ez sohasem fordul elé. Mikor észlelhet6 legkorabban kiillénbség és mi az? A fenti
kisérletekben a morfoldgiai vizsgalatokon tal molekularis biologiai vizsgalatok vegzését is
tervezzilk a pontosabb szabalyozasi mechanizmusok, klonalitas kérdésének vizsgalatara.

A patkanymajak epeudtrendszerének vizsgalata meglep6 eredményt hozott, hasonlo
részletességgel szeretnénk megvizsgalni az ép emberi méajban a biliaris rendszert.
Amennyiben sikeril progenitor sejtek részvételével zajlo regeneradl6dé human majmintakat
gyijtenunk, szeretnénk megvizsgalni az allatkisérletekben tapasztaltakat emberi szdvetekben.
Vajon minden emberi majban megfigyelhet6 ductularis reakcio a progenitor sejtrendszer
aktivizalodasat jelenti?




