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Roviditések jegyzéke

AAF 2-acetilaminofluorén
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AlH autoimmun hepatitisz
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ALL akut limfoid leukémia
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CCO citokrom c oxidaz

CDAA kolin deficiens, L-aminosavakat tartalmazo6 diéta
CDE kolin deficiens, etioninnal kiegészitett diéta
CK citokeratin

CML krénikus mieloid leukémia

CPA collagen proportionate area

CYP2E1 citokrom p450 2E1

DDC 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidin
DEN dietilnitrozamin

DLK delta like protein

DMN dimetilnitr6zamin
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EGFR epidermalis novekedési faktor receptor
FGF fibroblaszt novekedési faktor

GGT gamma-glutamil transzferaz
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IL interleukin
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KO knockout

LSM liver stiffness measurement
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Mdr2 multidrug resistance associated protein 2
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MMP matrix metalloproteinaz

mTOR mammalian target of rapamycin
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PSC primer szklerotizalo kolangitisz

seBi szérum bilirubin

SMA simaizom aktin

STAT-3 signal transducer and activator of transcription 3
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l. Bevezetés és irodalmi hattér

I.1. A majcirrdzis — rovid attekintés

A majcirrdzis (magyarul majzsugor) diffuz folyamat, melyre a klasszikus WHO-
definicié szerint fokozott kotdszovet-felhalmozodas (fibrozis) ¢€és a normalis
majszerkezet allebenykés, gobds atépiilése jellemzd (Anthony és mtsai 1978). A
betegség elnevezése a gorog kirros szobdl szarmazik, ami sargat jelent. A szot Laennec
alkotta meg 1819-ben, a cirrotikus gobok szinére utalva (Laennec 1819, Desmet és
Roskams 2004). Leggyakoribb kivalto okai az alkoholos majbetegség (ALD),
kiilonb6z6é virusfertézések (foként hepatitisz B (HBV) és C (HCV) virus), nem
alkoholos eredetli szteatohepatitisz (NASH), autoimmun hepatitisz (AIH), primer
biliaris kolangitisz (PBC), primer szklerotizalo kolangitisz (PSC), Wilson-kor,
hemokromatozis, valamint kiilonboz0 tarolasi betegségek. Az esetek egy részében (5-30
%) nem deriil fény az etioldgiai tényezdre, ekkor kriptogén cirrdzisrol beszéliink, de a
legujabb elképzelések szerint ezek jelentds részét , kiégett” NASH okozhatja (Caldwell
2010).

Klinikailag a cirrozist két jol elkiilonitheté stadiumra oszthatjuk. Az els6
szakaszban a beteg akar évtizedekig is tliinetmentes lehet, ezt kompenzalt cirrdzisnak
természetes lefolyasa soran kialakulo majelégtelenség, ill. portalis hipertenzid tiinetei
lehetnek pl. sargasag, aszcitesz, nyel6csé varix vérzés, hepatikus enkefalopatia,
hepatorenalis, portopulmonaris és hepatopulmonaris szindroma, szplenomegalia, caput
Medusae, spontan bakterialis peritonitisz. A kompenzalt szakaszbol a dekompenzacid
évi 5%-os rataval kovetkezik be (D’ Amico 2014). A dekompenzacio jelentdsen rontja a
tulélést, a kompenzalt cirrdzis diagnodzisa utani 1 és 2 éves medidn tulélés 95 és 90%,
mig a dekompenzacid utdn mar csak 60 és 45% (D’ Amico és mtsai 2006). A majcirrozis
— kiillondsen egyes etiologiai tényezok esetén (NASH, HBV, HCV, hemokromatézis,
ALD) — jelentdsen noveli a hepatocellularis karcinoma (HCC) kialakulasanak esélyét. A
HCC-k 70-90%-a cirrdzis talajan alakul ki (D’ Amico 2014).

A betegség a sulyos, gyakori kezelést igényld szovOdmények, és a kronikus
lefolyas miatt hatalmas terhet r6 a tarsadalomra. Egy becslés szerint a kompenzalt

esetekkel egyiitt a vilag lakossadganak 1%-a szenvedhet cirrdzisban (Schuppan és Afdhal
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2008). A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint Magyarorszdgon a majbetegségek
okozta halalozas a 2000-es évek eleje ota csokkend tendenciat mutat, azonban 2017-ben
még mindig 3243 halaleset tortént majbetegség kovetkeztében, amely dontd
tobbségében cirrdzisban szenvedd betegeket jelenthet. A majatiiltetések szdma ezzel
szemben fokozatosan novekszik, de igy is a haldlozashoz képest elenyészd szamu, 80
betegen végeztek majtranszplantaciot 2018-ban (Nemzeti Szervdonacids Regiszter
adata). A majatiiltetés az egyetlen tartdés gyogyuladssal kecsegtetd terapids lehetdség,
azonban a donorok alacsony szama, a nagy koltség €és a hozza sziikséges magas szintli
szakmai hattér miatt Magyarorszagon, de mas orszagokban sem érheté el elég széles

korben.

1.2. A mdj mikroszkopos anatdmidja

A m3j legismertebb ¢s leggyakrabban hasznalt morfologiai alapegységeinek a
lobulus (elsé leiras: Weppler, 1665) és az acinus (els6 leiras: Rappaport, 1958)
tekinthet6. A klasszikus lobulus (majlebenyke) nagyjabol hatszog alaka, kb. 1 mm
atmérdji. Az acinus ovalis alakq, tengelyében terminalis portalis vénaaggal. Az acinus
hepatocitdi a tdpanyag- és oxigénellatottsdg alapjan harom zondra oszthatéak. A mjj
sejtjeinek kb. 60%-at, ill. a m4j tomegének 80%-at hepatocitak alkotjak. A majsejtek
egy sejtrétegbdl allo gerendakba rendezddnek, melyeket modosult kapillarisok, a kb. 10
um atméréji szinuszoidok hatarolnak (1. abra). A szinuszoidok nem rendelkeznek
strukturalt bazalis membrannal. Endotélsejtjeik fenesztraltak, 100-200 nm atmérdji
nyilasokkal, ill. az endotélsejtek kozott is intercellularis rések talalhatok, igy a majsejtek
folyamatosan érintkeznek a filtralodo plazmaval. Az endotélsejtek és a hepatocitak
kozott talalhaté a Disse-tér vagy periszinuszoidalis tér, melyben a szinuszoidokbdl
kiaramlo plazma érintkezésbe keriil a majsejtek bazolaterdlis felszinének
mikrobolyhaival. A vér a portalis terek feldl a szinuszoidokba keriil, ahol a majartéria
iranyabol érkezd artérias és a portalis véna feldl érkezé vénas vér keveredik. A
szinuszoidok vérét a vena centralis gyljti Ossze, végill a majvénak a vena cava
inferiorba 6molve vezetik el a vért. A Disse-térben talalhatok a csillag- vagy régebbi

neviikkon Ito-sejtek, amelyek nyugvé allapotban A-vitamint tarolnak, valamint részt
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vesznek a maj periportalis tereiben taldlhaté kotOszoveti rosthdlozat szintézisében. A
majsejtek altal termelt epe a hepatocitdk kozt sajat fallal nem rendelkezd
kanalikulusokban gytilik 0ssze. Az epe aramlasa ellentétes irany( a vér aramlasaval, a
lebenyke belseje feldl a portalis tér fel¢ torténik. Az epeutrendszer elsé bazalis
membrannal és sajat hambéléssel rendelkez szakaszai a majsejtekhez U-alakban
kapcsolodo Hering-csatornak (1. abra), amelyek mai tudasunk szerint tartalmazzak a
maj sajat 6ssejtjeit. A Hering-csatornak a majartéria és portalis véna terminalis agaival
egylitt egy kezdetleges vaszkuldris szeptumban, a majlebenyke teriiletén kiviil
helyezkednek el (Dezs6 és mtsai 2009). A Hering-csatornak az epét a mar csak
kolangiocitak altal hatarolt duktulusokba vezetik, melyek aztin a portalis terekben
talalhato interlobularis duktulusokba futnak. Az interlobularis epeutak a ductus
hepaticus communisban végzédnek, amely Kivezeti az epét a majbol (Arias és mtsai
2020).

Centrilis véna

Szinuszoidok

Epe-
kanalikulus

Mijartéria g

Portilis véna dg

Epent

1. dabra A szabalyos majszovet mikroszkdpos felépitése. Két klasszikus majlebenyke
részlete lathatd, portalis tridszokkal, centralis vénaval és a vaszkularis szeptumban
elhelyezkedd képletekkel (Hering-csatorna, portalis véna és majartéria agai). (Forras:

Arias és mtsai, 2020)

10
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I.3. A cirrotikus méj szerkezete

Szovettani metszeteken a cirrotikus maj majsejtekbol allo allebenykékbdl,
valamint az ezeket kompletten korbezard kotdszovetes szeptumokbol épiil fel, a

szeptumok allomanyaban epeutakkal, gyulladasos sejtekkel, érképletekkel (2. abra).

2. dbra A cirrotikus mdj szerkezetének harom dimenzids rekonstrukcidja. Az
allebenykék, a kotdszovetes szeptumokban futd vénas és artérias agak, valamint epeutak
keriiltek abrdzolasra. A portdlis véna 4gai belépnek az dallebenykékbe; azok
centrumaban helyezkednek el. Az attekinthetdség kedvéért az allebenykéket koriilvevo
kotdszovetes szeptumok €s a duktularis reakcid képletei nincsenek feltiintetve. (Forras:

Dezs6 és mtsai, 2017)

11
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1.3.1. A majban korosan képzddott kotdszovet jellemzoi

A cirrotikus mdj makro- és mikroszkoposan is legszembe6tlébb elvaltozasa a
fokozott mértékli hegszovet képzdodés, fibrozis. A fibrézis fokozott mennyiségi
kollagén lerakodasat jelenti 0j kotszovet képzodése soran, amelyet a fibrogenezis
folyamata soran aktivaloddé miofibroblasztok termelnek. (Anthony és mtsai 1978).
Gyakorlatilag egyfajta sebgyogyulasi folyamatnak foghaté fel, amelyet kiilonb6zo
majkarositd hatdsok valtanak ki (Tsukada és mtsai 2006, Friedman 2008). Fontos
hangstlyozni, hogy a méjfibrézis nem jelent egyet a majcirrozissal, a cirrozis fogalmaba
beletartozik a majparenhima atépiilése, valamint a WHO-definicibban nem emlitett
vaszkularis eltérések (porto- és arterioszisztémas, ill. intrahepatikus shuntok)
kialakuldsa is (Desmet ¢s Roskams 2004). M4jfibrozis 6ndlléan, cirrdzis nélkiil is
eléfordulhat, pl. tuberkuldzisban, szarkoidozisban, besugarzas hatasara, kongenitalis
fibrozisban vagy veno-okkluziv Dbetegségben (Anthony ¢és mtsai 1978). A
majfibrozisnak a kotdszovet lerakodasanak lokalizacidja szerint tobb megjelenési
formaja 1étezik. A Disse-térben, a majsejtek kozott lerakodd kotészovetet pericellularis
vagy periszinuszoidalis fibrézisnak nevezziik. Ez a folyamat, melyet szinuszoidalis
folytonos bazalis membran kialakuldsdhoz, €s igy a mdj anyagcseréjének romlasahoz
vezet, ami cirrozisban hozzajarul a majfunkcié romlasahoz (Schuppan és Afdhal 2008).
Emellett beszélhetiink periportalis vagy pericentralis fibrozisrol, annak megfelelden,
hogy jellemzden melyik ér koriil rakodik le kotdszovet. A kialakult cirrotikus méjra
jellemz6 az un. athidald, ,,bridging” fibrozis, ilyenkor a kotészovet két vaszkularis
képletet kot Ossze (porto-portalis, porto-centralis szeptumok). Ezeket a parenhima
folytonossagat megszakitdé kotdszovetes nyaldbokat szeptumoknak nevezziik (Desmet
2005). A fibrozis egy kiilonleges formaja a parenhima kipusztulas (parenchymal
extinction), amely soran a feltehet6leg vaszkularis okok miatt kipusztult majparenhimat
egy nagy, egybefiiggd teriileten helyettesiti kotdszovet (Wanless €s mtsai 1995).

A kivalto oktol fiiggden jelentds kiilonbségek lehetnek a kotdszovet-lerakodas
jellemzOen a portalis, mig NASH vagy alkoholos majbetegség esetén a pericentralis

régiobol indul ki (Bedossa és mtsai 2003). PBC és PSC-re porto-portalis, kroénikus virus

12
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hepatitiszekre porto-centralis, mig alkoholos cirrozisra és NASH-re a pericellularis és
pericentralis fibrozis jellemzd (Rosselli és mtsai 2013). Szemben a viralis és autoimmun
eredetli cirrdzissal alkoholos méjbetegség ¢s NASH esetén a fibrozis mellé nem tarsul

jelentds gyulladas (Schuppan és Pinzani 2012).

1.3.1.1. A majfibrézis stddiumanak megitélésére hasznalt pontrendszerek

Els6ként Knodell és mtsai (1981) dolgoztak ki pontrendszert az akkor még
kronikus aktiv  hepatitisz  kategoéridba tartozd virdlis hepatitiszek aktivitdsanak
szdmszerusitésére (Hepatic Activity Index — HAI). Ezzel a rendszerrel a f6 probléma az
volt, hogy a nekroinflammatorikus paraméterek mellett a fibrozisra adott pontszam is az
aktivitast jellemezte, igy eléfordulhatott, hogy ugyanabba a kategoériaba keriilt egy
kevéssé aktiv gyulladdsos statusza (,.kiégett”) cirrotikus mdj egy magas gyulladasos
aktivitast,, de csak kevéssé fibrotikus madjjal (Germani és mtsai 2010). Az azota
kifejlesztett kiilonboz6é score-rendszerek (pl. Scheuer-, Ishak-, Batts-Ludwig-,
METAVIR-score) mar kiilonvalasztjadk a nekroinflammatorikus aktivitas és a fibrozis
mértékének értékelését; elobbi adja a ,,grade”-et, vagyis az aktivitas fokat, utobbi a
»stage”-et, vagyis a betegség stadiumat (Scheuer 1991, Ishak és mtsai 1995, Batts és
Ludwig 1995, Bedossa és mtsai 1996). A fibrozis kiterjedtségét az Ishak-score-ban 0-6-
ig, mig a tobbi emlitett rendszerben 0-4-ig terjedd szemikvantitativ skalan lehet
értékelni. A legmagasabb érték mindegyik rendszerben a cirrotikus majat jeloli.

Fontos kiemelni, hogy ezek a rendszerek kronikus virushepatitiszre lettek
gyulladasos folyamatok és a fibrozis mintazata nagyban kiilonbozhet az etioldgiatol
figgben (Standish és mtsai 2006). Emellett a score-rendszerek egyik legfontosabb
problémédja a patologus altal adott pontszam jelentés mértékii inter- és intraobszerver
variabilitdsa (Standish és mtsai 2006). Ezen kiviil azonos stddiumon beliil hatalmas
kiilonbségek lehetnek a fibrozis mértékében, mivel a pontszdm nem csak a kotdszovet
mennyiségétdl, hanem a maj szerkezeti eltéréseitdl (szeptumok kiterjedtsége,

lokalizacidja, biopszia pontos helye) is fligg (Standish és mtsai 2006).

13
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1.3.1.2. A majfibrozis morfometriai jellemzése

A szemikvantitativ pontrendszereken kiviil napjainkban igény van objektiven és
reprodukalhatoan mérhetd szovettani paraméterekre a fibrozis mértékének pontosabb
meghatarozasara, valamint a cirrozis progresszidjanak, ill. az esetleges regresszid
dinamikajanak monitorozasara. Szamos szerz6 a maj kotdszovet tartalméanak digitalis
meghatdrozasat ajanlja a pontrendszerek alkalmazasa mellett (Standish és mtsai 2006,
Calvaruso és mtsai 2009, Germani és mtsai 2010, Hytiroglu és mtsai 2012). Ennek
soran a valamilyen festékkel, altaladban pikrosziriusz vordssel megjeldlt kollagének altal
elfoglalt teriilet szazalékos ardnyat mérik meg az egész majminta Osszteriiletéhez
viszonyitva (collagen proportionate area — CPA). Igy lehetségessé valik a maj
kotdszovet-tartalmanak folytonos valtozoval valo jellemzése, ami azért is elényds, mert
ezt a mérdszamot statisztikailag is korrekt modon lehet kiilonbozd klinikai vagy
hisztologiai paraméterekkel dsszehasonlitani. Szamos tanulmdny vetett dssze azonos
mintdkon digitalis analizissel meghatarozott CPA értékeket a kiilonboz6é score-
rendszerekkel meghatarozott fibrozis stadiumokkal. A legtobb esetben a két paraméter
jol korreldlt, bar ez az Osszehasonlitds az el6bb leirtak alapjan statisztikailag nem
korrekt (Germani és mtsai 2010). Tobb tanulméany is ramutatott arra, hogy a fibrézis
progressziojanak kovetésére alkalmasabb a CPA meghatarozas, mint a kiilonb6z6 score-
rendszerek (Goodman és mtsai 2007, Roselli és mtsai 2013)

A fibrozis kiterjedtségének jellemzésére mds, morfometriai analizissel
meghatarozhaté paramétereket is hasznalnak, ilyenek pl. a kotdszovetes szeptumok
vastagsaga, ill. a cirrotikus gobok atmérdje (Nagula és mtsai 2006, Kumar és mtsai
2008, Sethasine és mtsai 2012).

A cirrotikus méj szovettani vizsgalata majbiopszia soran nyert mintabol torténik,
melyet leggyakrabban perkutdn, ritkdbban transzjuguldris uton vesznek. Az &tlagos
méretll majbiopszia az egész maj csak mintegy 1/50000 részét tartalmazza (Afdhal és
Nunes 2004), kis mérete szamos diagnosztikus hibdra ad lehetdséget. Egyszeri
mintavétel soran a cirrozis 10-30%-ban nem keriil felismerésre (Afdhal ¢s Nunes 2004).
Colloredo és mtsai (2003) felhivtak a figyelmet a biopszia mérete €s a fibrozis grade, ill.
stadium Osszefliggéseire. Eredményeik alapjan legalabb 11 portalis tér jelenléte

sziikséges a mintaban ahhoz, hogy a grade és stage ne legyen alulértékelve. Standish és
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mtsai (2006) szerint ehhez transzjugularisan négy, perkutan pedig két minta vétele
javasolt egy alkalommal. Hall és mtsai (2013) szerint etiol6giatol fiiggden 22-28 mm?-
es mintaméret sziikséges, ahhoz, hogy az altaluk vizsgalt 100 mm?-es teljes blokkokbol
mért CPA-hoz képest 90%-os biztossdggal csak 5%-os eltérés legyen. Ez (a
Semmelweis Egyetem Transzplantacids Klinikdjan is hasznalt) 16 G-s tiinél 28-34 mm-

es mintahosszt jelent a formalin fixalas altal okozott zsugorodast is beleszamolva.

1.3.1.3. A majfibrozis non-invaziv jellemzése

Az 1j tipusu antivirdlis szerekkel kezelt, és virusmentességet elérd betegek
esetén etikai okokbol nem végeznek ismételt majbiopszidkat (Serfaty 2016). Ezen kiviil
a majbiopszia fent részletezett hidnyossagai is indokoljak, hogy igény van a majfibrozis
mértékének non-invaziv vizsgalatokkal vald kovetésére. Tobbek kozott azért is lenne
fontos olyan non-invaziv markerek validalasa, melyek elére jelzik a fibrozis mennyiségi
valtozasait, mert igy le lehetne roviditeni az antifibrotikus szerek klinikai vizsgalatait,
ill. érzékenyen és gyakran lehetne vizsgéalni a terdpias hatékonysagot (Trautwein és
mtsai 2015). Erre egyszerii és olcsé modszer lenne egy vérbdl mérhetd biomarker. Az
idedlis szérum fibrozis marker méjspecifikus, nem befolydsolja a szintjét a maj- vagy
vesefunkcio, €s informaciot ad a fibrozis stddiumar6l, a matrix depozicid6 vagy
felszivodas aktivitasarol (Afdhal és Nunes 2004). Az elmult évtizedekben szamos
vérben mérhetd szintli markert vagy ezekb6l szamitott paramétert vizsgaltak, azonban
egyelore nem all rendelkezésre validalt szérummarker a majfibrozis mértékének
vizsgélatara (Thuluvath és Krok 2005, Germani és mtsai 2010).

Egy Gjabb non-invaziv, a majfibrozis mértékét becsld modszer a tranziens
elasztografia (TE) (Sandrin és mtsai 2003). Elényei koz¢ tartozik, hogy fajdalmatlan,
nincsenek mellékhatasai, valamint hogy a biopszidhoz képest jéval nagyobb térfogatot,
a maj kb. 1/500-ad részét képes vizsgalni (Schuppan és Afdhal 2008). Hatranya, hogy
nem végezhetd aszciteszes, extrém elhizott vagy nagyon szlik interkosztlis résekkel
rendelkezé betegen (Ziol és mtsai 2005), valamint a mérést befolydsolja a maj

gyulladasa, az extrahepatikus kolesztazis, pangéasos szivelégtelenség fennalldsa vagy ha
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a beteg kozvetleniil a vizsgalatot megel6zéen étkezett (Tapper és mtsai 2015). A TE-vel
mért méj merevség érték (Liver Stiffness Measurement — LSM) jol korrelalt a
METAVIR score-ral (Ziol és mtsai 2005), az Ishak-score-ral és a CPA-val is, utobbival
az Ishak-score-hoz képest erésebb mértékben (Isgro és mtsai 2013). A TE-t Eur6paban
¢s hazankban is hasznaljak a klinikai gyakorlatban, foként HCV-s betegek kovetésére
(Tapper és mtsai 2015, Egyedi és mtsai 2015).

1.3.2. Duktularis reakcid

Szovettani metszeten a fokozott kotdszovet felhalmozodas mellett a cirrotikus
maj egyik legszembeotlobb eltérése az epetthoz hasonld képletek megjelenése a
kotdszovetes szeptumokban, amelyeket gytijtdnéven duktularis reakcionak neveziink. A
duktularis reakcié elnevezést hagyomanyosan Popperhez kotik (1957), aki etionin
tartalmu diétan tartott patkanyok majaban megfigyelt epeutak leirasara hasznalta elészor
a kifejezést, valamint leirta, hogy emberben is megfigyelhetd hasonld jelenség a
cirrotikus méjban. A reakcio elnevezés arra utal, hogy a jelenség szerves részét képezik
az epeuti hamsejtekhez hasonlo epitelidlis elemek mellett a gyulladasos ¢és
mezenhimalis sejtek, erek, ill. az ECM elemei (Roskams és mtsai 2004, Gouw ¢€s mtsai
2011). A duktularis sejtek jellemzden pozitivak az epeuti marker citokeratin (CK) 7-re
¢és 19-re, és mai tudasunk alapjan ds-/progenitor sejteket tartalmaznak (Turanyi és mtsai
2010).

Egy 2004-es konszenzus kozlemény a duktularis reakcidt duktularis fenotipusu,
de nem feltétleniil duktuléris eredetli jelenségként definidlja €s egységesen duktularis
reakci6 elnevezést javasol (Roskams és mtsai 2004).

Ha sikeriilne a maj progenitor sejtjeinek regeneracioban betdltott szerepét
pontosan megismerni, Ugy lehetdség nyilna akéar a cirr6zis lefolyéasat is befolyasolni,
akar a regenerativ folyamatok eldsegitésével, akar a progenitor sejtek aktivaciojaval
Osszefliggésbe hozott karos folyamatok (fibrozis, karcinogenezis) gatlasaval (Kohn-

Gaone és mtsai 2016a).
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1.3.2.1. Duktularis reakcid allatkisérletes modellekben

A mjj kitind regeneracios képességgel rendelkezik. Ha a patkany vagy egér m4j
2/3-at sebészi uton eltavolitjak (sebészi parcialis hepatektomia — PH), a majtomeg az
érett majsejtek osztdodasa révén 5-7 nap alatt helyreall mindkét fajban (Michalopoulos és
DeFrances 1997, Santoni-Rugiu és mtsai 2005). Azonban ha a majsejtek osztodasi
aktivitasa karosodott vagy gatolt, ugy kiilonb6zé majkarositdé hatdsokra a maj un.
fakultativ dssejtjei aktivalodnak (Nagy 1995). Az elnevezés arra utal, hogy ezeknek a
sejteknek nem 4llando feladata az elpusztult majsejtek potlasa, csak sziikség esetén
lépnek miikddésbe. A legelfogadottabb elképzelés szerint a progenitor sejtek a Hering-
csatorndkban elhelyezkedd Ossejtekbdl szarmaznak (Verhulst és mtsai 2015). Ezzel
szemben 4ll az a régdta fennalld, és Uj eredmények 4altal is alatamasztott elmélet,
folmertilt, hogy a progenitor sejtek hemopoetikus 0Gssejtekbdl is szarmazhatnak
(Petersen ¢és mtsai 1999), de ha létezik is ilyen jelenség, az csak nagyon csekély
mértékben jarul hozza a majregeneraciohoz (Thorgeirsson és Grisham 2006). Hasonléan
érdekes ¢és ellentmondésos kérdés az, hogy a progenitor sejtek szarmazhatnak-e a médj
csillagsejteibdl. Ezt megerdsitd (Yang €s mtsai 2008) és cafolo (Scholten és mtsai 2010)
kozlemények is jelentek meg az elmult évtizedben, a kérdés egyelore eldontetlen
(Riehle és mtsai 2014).

A progenitor sejtek részvételével lezajlo méajregeneracid klasszikus kisérleti
modellje patkdnyon a 2-acetilaminofluorén (AAF) kezelés és sebészi parcialis
hepatektomia (PH) kombinacidja (AAF/PH) (Tetamatsu és mtsai 1984). Az AAF a
hepatocitak DNS-ével adduktokat képezve meggatolja azok osztodasat (Michalopoulos
2014). A sebészi PH keltette regeneracios stimulusra az AAF-el kezelt maj a Hering-
csatornakbol kiinduld ovalis sejtes reakcioval valaszol (Paku és mtsai 2001), amelynek
sejtjei hepatocitakka differencialodva potoljak az elvesztett majtomeget (Evarts €s mtsai
1987, Dezs6 és mtsai 2012). Az ovalis sejtek, melyek neviiket magjuk alakjarol kaptak
kolangiocitdkra (CK 19), és hepatocitakra (albumin) jellemzé markereket is kifejeznek
(Farber 1956, Duncan és mtsai 2009). Ezek alapjan elfogadott, hogy a patkany majban
az AAF/PH kisérleti modellben az Gssejt-medialt regeneracid epeut eredetii progenitor

sejtek részvételével zajlik le.
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A 2000-es évekre a maj Ossejt-kutatas sulypontja egér kisérletekre tevodott at,
nagyrészt a genetikailag modositott egértorzsek elterjedése miatt (Grompe 2014). Mivel
az AAF egérben nem képes gatolni a hepatocita osztodast (Michalopoulos és Khan
2015), igy az AAF/PH-t61 eltérd kisérleti rendszereket alkalmaznak a progenitor sejtek
vizsgalatara. Gyakran hasznalt modellek, amelyekben a patkany ovalis sejtekhez
hasonlo fenotipusu sejtek jelennek meg példaul a kolin deficiens, etioninnal kiegészitett
diéta (CDE) vagy a 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidin (DDC) kezelés (Miyajima
¢s mtsai 2014). Fontos kiemelni, hogy bar ezekben a modellekben megjelennek az
allnak fonn a patkdnyban és egérben megfigyelt reakciok kozott, pl. az egér progenitor
sejtek a patkany ovalis sejtektdl eltéréen nem pozitivak alfa-fetoproteinre (AFP) és delta
like proteinre (DLK) (Jelnes ¢s mtsai 2007). Az elmult években heves vita alakult ki
arrol, hogy az egér méjban honnan szarmaznak a progenitor sejtek, ill. hogy egyaltalan
birnak-e regenerativ funkcioval. A kérdést szamos kutatdcsoport az in. linage tracing
modszerrel vizsgalta (Lemaigre 2015), melynek segitségével adott sejtpopulaciokat
permanensen meg lehet jeldlni (pl. egy fluoreszcens jellel), és a jelolés az adott sejtek
utédaiban is megmarad. Igy lehetévé vélik a kiilonboz6 majkarosité modellekben
megjelend duktuléris reakcio, ill. G majsejtek eredetének vizsgalata.

Schaub és mtsai (2014), Tarlow és mtsai (2014a), ill. Yanger és mtsai (2014)
egerekben kiilonb6z6 majkarositd hatdsok alkalmazasat kovetden sem tudtdk igazolni,
hogy a duktularis reakci6é jelentésen hozzajarulna 0 majsejtek képzéséhez. Ezzel
szemben Tarlow és mtsai (2014b), Sekiya és Suzuki (2014), valamint Yanger és mtsai
(2013) DDC-kezelt, ill. epett lekotésen (bile duct ligation, BDL) atesett egerekben,
Michalopoulos ¢és mtsai (2005) patkanyon végzett BDL-t koveten irtak le majsejt
eredetli duktularis sejteket. Espafiol-Sufier és mtsai (2012), valamint Shin és mtsai
(2015) nem talaltak progenitor sejt eredetii hepatocitakat a DDC modellben, azonban a
CDE modellben sikeriilt igazolniuk progenitor sejt eredetli majsejtek 1étét. Rodrigo-
Torres és mtsai (2014) hasonldé eredményre jutottak, és a CDE modellben az 1j
hepatocitakat képzd progenitor sejtek bilidris eredetét irtdk le. Fontos kiemelni, hogy a
fentebb idézett, a progenitor sejtek regenerativ funkcidjat cafold tanulmanyokban a

crer

gatolja (Miyajima és mtsai 2014, Kaur és mtsai 2015, Huch és Doll¢ 2016). Lu és mtsai
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(2015) mouse double minute 2 homolog (Mdm?2) knockout (KO) egereken irtdk le a
Mdm?2 kiiitését kovetden a majsejtek csaknem 100%-a szeneszcens, osztodasra képtelen
allapotba keriil (p53 ¢és p21 pozitiv lesz), hasonldoan a patkany AAF/PH patkany
modellhez, melyben az AAF kezelés szintén a hepatocitdk p21-pozitivitdsat okozza
(Trautwein €és mtsai 1999).

A fenti, sokszor egymasnak ellent mond6 eredményekbdl is kitlinik, hogy korant
sincs egyetértés az egér progenitor sejtek eredetét és funkciojat illetden. A progenitor
sejt elnevezés igy ma a sejtek morfologiai tulajdonsidgain (a portalis térbol a
parenhimaba terjedés, epeuti hamsejt markerek kifejezése), és nem eredetén alapszik

(Itoh 2016).

1.3.2.2. Duktuléris reakciéo human méjban

Az eldbb emlitett allatmodellekhez hasonléan az emberi méj esetében is régota
kérdés, hogy a legkiilonbozébb akut és kronikus majbetegségek soran megjelend
duktularis reakciok tartalmaznak-e progenitor sejteket, és van-e szerepiik a
majregeneracioban. A Kiterjedt majnekrozis soran megjelend duktularis proliferacio
tekintetében erre erds bizonyitékok ismertek. Fulmindns majelégtelenség miatt Un.
»auxiliary” (kiegészitd) majtranszplantacion atesett betegekben vizsgaltdk a nativ maj
(Fujita és mtsai 2000, Quaglia és mtsai 2008). Ezekben a méjakban nagy szamban
figyelhetok meg olyan, magas proliferacios aktivitassal bird, duktularis képletekbe
rendez0d6 sejtek, amelyek mérete az epeuti és majsejtek kozott van, és egyszerre
fejeznek ki kolangiocita (CK19, CK7) és hepatocita (albumin, HepParl) markereket.
Ezeket a sejteket intermedier hepatobiliaris sejteknek nevezik, mert bar biologiai
szerepiik valdsziniileg azonos a patkany ovalis sejtekével, azonban fontos kiilonbségek
is fenndllnak koztiik, pl. az intermedier sejtek nem AFP pozitivak (Roskams és mtsai
2004).

A legtobb kronikus majbetegségben is megfigyelhetd duktuldris reakcid, de

ennek biologiai funkcidja a mai napig ellentmondésos. Szamos eredmény utal arra,

19



DOI:10.14753/SE.2020.2398

hogy a mar emlitett allatmodellekhez és a fulminans majelégtelenséghez hasonloan a
cirrotikus majakban is lehet regenerativ szerepe a duktularis reakcionak. Wanless és
mtsai (2000) kisméretii majsejt csoportokat, un. kis goboket irtak le cirrotikus
majakban, a mar emlitett parenhima kipusztulas teriiletén. Falkowski és mtsai (2003)
eredményei szerint a legtobb ilyen kis gdb kozvetlen kapcsolatban all duktularis
sejtekkel, ami arra utalhat, hogy a kis gobok majsejtjei duktularis eredetiieck. Stueck és
Wanless (2015) megerdsitették ezt az elképzelést, és leirtdk a kis gobok ,,érésének”
citokrom c¢ oxidaz (CCO) expresszid6 mintazatat. Eredményeik alapjan a cirrotikus
gobok dontd tobbségében a majsejtek egységesen vagy CCO-negativak vagy CCO-
pozitivak, ami erdsen a cirrotikus gobok Ossejtes eredetére utal. Ezen feliil a szerzok a
g0bok egy részérdl kimutattak, hogy klonalis eredetti.

Az elmult évtizedben teret nyert az az elképzelés, hogy a kronikus
majbetegségekben a duktularis reakcid akkor kezd el regenerativ funkcidval birni,
vagyis hepatocitakka differencialodni, amikor a majsejtek nagy része mar Szeneszcens
allapotba keriilt, vagyis képtelen az osztddasra. Erre utald adatokat eldszor Falkowski és
mtsai (2003) kozoltek, akik azt talaltak, hogy HCV-s betegekben a majsejtek
proliferacios aktivitdsa egészen a METAVIR F3-as stddiumig nd, majd F4-es, tehat
cirrozisnak megfeleld stadiumban csokken, mig a duktularis sejtek proliferacios
aktivitasa folyamatosan nd, legnagyobb mértékben épp az F3 és F4 stadium kozott.
Clouston és mtsai (2005) szintén az F3 stddiumig ndvekvd, majd ott lecsokkend majsejt
proliferacios aktivitast irtak le 115 HCV-s beteg vizsgalata soran, bar az F3 és F4
stddium kozti csokkenés statisztikailag nem volt szignifikdns. A duktularis sejtek
proliferacids ratdja szignifikans korreldciot mutatott a majsejtek p21-indexével (a p21-
pozitiv majsejtek aranya az Osszes majsejthez képest). A p21 (ciklin dependens kindz
inhibitor 1) a szeneszcens sejtek egyik leggyakrabban hasznalt markere.

Mindemellett a fentiekt6l eltéré megfigyelések is ismertek. Eleazar és mtsai
(2004) eredményei alapjan a duktularis reakcio proliferacios aktivitdsa nem fligg dssze a
fibrozis stddiummal. Stueck és Wanless (2015) eredményei alapjan sem a majsejtek,
elérehaladtaval. HCV-s betegekben Prakoso és mtsai (2014) nem talaltak emelked6 p21

expressziot a fibrozis stddium eldérehaladtaval, Crary és Albrecht (1998) pedig a fibrozis
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stiddiummal péarhuzamosan emelkedd hepatocita proliferacidos aktivitasrol is
beszamoltak.

A duktularis reakcionak nem csak jotékony (regeneracid), hanem artalmas
majbetegségben leirtak, hogy a duktuldris reakcid kiterjedtsége Osszefiigg a fibrozis
progresszidjaval (HCV — Clouston és mtsai 2005, Svegliati-Baroni és mtsai 2011,
Prakoso és mtsai 2014; NASH — Richardson és mtsai 2007; hemokromatozis — Wood és
mtsai 2014; ALD - Roskams és mtsai 2003). A duktularis sejtek szoros kapcsolatban
allnak az un. aktivalt miofibroblasztokkal (Kiss és mtsai 2001, Lorenzini és mtsai
2010), melyek a differenciaciohoz sziikséges mikrokdrnyezetet biztositjak (Kordes és
Haussinger 2013). Ezek a simaizom aktin (SMA) pozitiv sejtek a mdjcirrdzis sordn
felhalmozdodd kotdszovet 6 forrdsai (Lee és mtsai 2015), igy nem meglepd, hogy a
duktularis reakcid és a kotdszovet felhalmozodasa szoros Osszefiiggést mutat. Az
azonban korant sem egyértelmi, hogy milyen iranyu a kapcsolat a két jelenség kozott.
Van Hul és mtsai (2009) CDE diétan tartott egereken kimutattak, hogy az ECM
lerakodas idében megeldzi a progenitor sejtek megjelenését, valamint irdnyitja a
progenitor sejteket terjedését a portalis térbdl a kornyez6 lebenyke belseje felé. Kohn-
Gaone ¢és mtsai (2016a) egérben leirtak, hogy tioacetamid (TAA) kezelés hatdsara a
duktularis reakcid periportalisan jelenik meg, azonban a fibrogenezis centralisan indul,
¢és a parhuzamosan kialakulé gyulladasos kornyezet hatasara ,,vandorolnak™ a duktularis
sejtek a centralis véndk kornyékére és a szeptumokba. Kallis és mtsai (2011)
eredményei szerint az ECM atépiilés kulcsfontossadgu a progenitor sejtek aktivacidjaban
szén-tetraklorid (CClg), ill. CDE diétan tartott egerekben. Ezzel szemben olyan
kisérletes adatok is ismertek, melyek alapjan a duktularis reakcid kiterjedése is
megeldzheti, ill. eldsegitheti a kotdszovet lerakddasat a majban. Clouston €s mtsai
(2005) duktularis reakcio jelenlétét irtak le FO fibrozis stadiumu HCV-s betegekben.
Chobert és mtsai (2012) kisérletében AAF adasa CCls-el kezelt patkanyoknak kiterjedt
ovalis sejtes reakciot eredményezett, mely sulyosbitotta a fibrozist.

Ezekbdl az eredményekbdl is latszik, hogy a duktularis reakcio és fibrozis kozti
kapcsolat részletei egyeldre nem tisztazottak. A duktularis sejtek maguk is termelnek a
csillagsejteket aktivalo, ¢és igy a fibrozis kialakulasat elOsegitd faktorokat (pl.

vérlemezke eredetli ndvekedési faktor B (PDGFRp), transzformald novekedési faktor
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(TGFp)) (Williams €s mtsai 2014, Kaur és mtsai 2015), igy valoszinusithetd, hogy a két
sejttipus kolcsondsen hat egymasra, és interakcidjuk segiti mind a fibrdzis, mind a

duktularis reakcié kialakulasat (Kohn-Gaone és mtsai 2016b).

I.4. A fibrogenezis molekularis hattere

A cirrotikus majban felhalmozddd kotészovet {6 forrdsai az aktivalt
miofibroblasztok (Tsukada és mtsai 2006). Egyes elképzelések szerint ezek a sejtek az
un. portalis fibroblasztokbdl is szarmazhatnak, de a ma legelfogadottabb allaspont
szerint dontd részben a m4j csillagsejtjeibdl (stellate cell) differencidlodnak (Lee és
mtsai 2015). A csillagsejtek tobbek kozott a kiillonbozé majkarositd hatasokra
felszabadulo6 reaktiv oxigéngyokok, lipopoliszacharid, interleukin-1 béta (IL-1p), tumor
nekrozis faktor a (TNF-o)) hatasara aktivalodnak, és a-SMA-t kezdenek el expresszalni
(Kaur és mtsai 2015). Az aktivacié kezdetén a csillagsejtek iniciacidja zajlik, melynek
soran a sejt fibrogén és kontraktilis fenotipust vesz fol, és érzékennyé valik kiilonb6zo
novekedési faktorokra (Friedman 2008). Az aktivalt sejtek kiilonb6z6 ECM
komponenseket (kollagén I és III, laminin, fibronektin, hialuronsav, vitronektin,
szindekan, dekorin, stb.), valamint metalloproteinazokat (MMP-2, MMP-9) ¢és
metalloproteinaz inhibitorokat (TIMP-1) is szintetizalnak (Tsukada és mtsai 2006).
2000), melynek B-tipust receptorat (PDGFRp) az inicidcid soran fokozott mértékben
kezdik el expresszalni a csillagsejtek (Lee és mtsai 2015). A normél humén és patkany
m4j csillagsejtjei nem fejezik ki a PDGFRpB-t (Pinzani és mtsai 1996, Wong és mtsai
1994). Patkdnyban azonban mind CCls-mérgezést, mind BDL-t kovetden néhany 6ran
beliil megjelenik a csillagsejteken (Wong és mtsai 1994), mig human HBV és HCV
fert6zott majakban a fibrozis eldrehaladtaval emelkedd szintli expresszigjat irtak le
(Pinzani és mtsai 1996). A PDGF tobbek kozott az egyik f6 kemotaktikus inger a
sériilés helyére vandorldé miofibroblasztok szdmara (Friedman 2008). PDGFRJ kiiitott
egéren csokkent, mig autoaktivalt PDGFRB-t kifejezd egereken fokozott mértékii
majfibrozist irtak le kronikus CCls kezelést kovetden (Kocabayoglu és mtsai 2015).
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Egy masik csillagsejt-mitogén novekedési faktor az epidermalis ndvekedési
faktor (EGF) (Friedman 2008). Az EGF az EGF receptoron (EGFR) keresztiil hat,
hasonléan mas novekedési faktorokhoz, pl. a TGFa-hoz, amphiregulinhoz, heparin koto
EGF-hez (Hb-EGF) (Komposch és Sibilia 2015). A human cirrotikus majban
emelkedett EGF mRNS szintet irtak le, mig az egészséges majban nem detektalhat6 az
EGF mRNS (Komiives és mtsai 2000). Erdekes a modon kiilonbz6 EGFR-ligandoknak
kiilonbozé hatasa lehet a majfibrozis progressziojara: amphiregulin KO egérben
csokkent (Perugorria és mtsai 2008), mig Hb-EGF KO egéren fokozott mértéki
(Takemura ¢és mtsai 2013) kotoszovet-lerakodast irtak le kronikus CCls kezelés, ill.
BDL hatéasara.

A majfibrozis kialakuldsdban kulcsszerepet tolt be a TGF, mely kiilonb6zd
majkarositd hatasokra tobbek kozott majsejtekbdl, Kupffer-sejtekbdl, granulocitakbol,
endotélsejtekbodl és miofibroblasztokbdl szabadul fel (Dooley és ten Dijke 2012). A
TGFB-nak harom izoforméja ismert (B1, B2, B3), ezek koziil a B1 a legjobban jellemzett.
Sejttenyészeten gatolja a hepatocitdk osztddasat, valamint apoptdzist indukal a
majsejtekben, mig az aktivalt miofibroblasztokat proliferdciora, valamint kollagén és
egyéb ECM komponensek termelésére serkenti (Dooley €s mtsai 2012, Nakatsukasa ¢és
mtsai 1990). In vivo a TGFB a miofibroblasztok kollagéntermelésének legf6bb
stimulatora (Tsukada és mtsai 2006, Friedman 2008). Mind human mintakban, mind
kisérletes koriilmények kozott emelkedett TGFP1 expressziot irtak le cirrotikus
majakban (Nagy és mtsai 1991, Nakatsukasa és mtsai 1990). A madjsejtjeiben
folyamatosan aktiv TGFP1-et termeld transzgén egérben magas TGFB1 szérumszint
mellett spontan diffiz majfibrézis fejlodik ki (Sanderson és mtsai 1995).

Természetesen a miofibroblasztokra szamos egyéb jelatvivé molekula is hatassal
van (pl. fibroblaszt novekedési faktor (FGF), endothelin-1, nitrogén-monoxid, adenozin,
TNFa). A miofibroblasztok majcirrozis kialakulasaban jatszott szerepe valdsziniileg
sokrétlibb a fokozott ECM termelésnél, pl. eldsegitik kiilonboz6 gyulladasos sejtek
2008).

A duktularis reakcio szabalyozasaban is szamos citokin, ill. ndvekedési faktor
vesz részt, melyek egy része kozos a miofibroblasztokra hatékkal. A TNF ¢és az 1L-6

kozponti szerepét tamasztja ald, hogy IL-6, ill. TNF-a receptor KO egerekben csokkent
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progenitor sejtes valasz alakul ki CDE diéta hatasara (Knight és mtsai 2000). Az ovalis
sejtek proliferacidja soran emelkedett nuklearis faktor kappa B (NF-kB) és signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT-3) aktivitas figyelheté meg, elébbi a
TNF, mig utobbi az IL-6 altal aktivalt jelatviteli Gt fontos tagja (Sanchez és mtsai 2004).
Az IL-6 fontos szerepet jatszik a duktularis sejtek kiillonboz6 novekedési faktorok iranti
érzékennyé tételében is (Santoni-Rugiu és mtsai 2005). Ilyen novekedési faktor pl. a
hepatocita novekedési faktor (HGF), TGFa és az a FGF, melyek f6 forrasai a
csillagsejtek, és szerepet jatszanak az ovalis sejtek proliferacidjaban és

rrrrrr

c ey

(Nagy és mtsai 1996). Erdekes médon mig az EGF csak az ovalis sejtekben valtott ki
megnovekedett proliferaciot, addig a HGF adasa egyenlé mértékben novelte a
reakcio kiterjedésében.

Humén méjban, massziv majnekrdzisban megjelend duktuldris reakcio sejtjein is
leirtdk a TGFa, EGFR, HGF, c-met, TGFpB, TGFp receptor expresszigjat (Kiss és mtsai
2001).

I.5. A cirrdzis tanulméanyozasara hasznalt allatmodellek

A cirrdzis in vivo vizsgalatira szdmos allatfajt alkalmaztak (pl. csimpénz,
pavian, kutya, nyul), de leggyakrabban ragcsalokat, altalaban patkanyokat vagy
egereket hasznalnak (Starkel és Leclercq 2011). Elényds tulajdonséagaik tobbek kozott a
kis méret, a relative rovid élettartam, a konny(i tarthatosag és tenyészthetoség (Liu és
mtsai 2013). Emberben gyakorlatilag lehetetlen a cirrézis kialakuldsanak, lefolyasanak
pontos idébeli kdvetése, kiillondsen igaz ez a kompenzalt, tlinetmentes szakaszra. A
cirrdzis kisérletes allatmodellei viszont lehetévé teszik a betegség lefolydsanak
dinamikus, tobb iddpontban végzett vizsgalatat, valamint a korai szakasz
tanulmanyozasat is (Smith 2013). A genetikailag modositott egérmodellek lehetdvé
teszik specifikus molekuldk szerepének vizsgalatat a cirrdzis patogenezisében (Iredale

2007).
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Természetesen minden kisérleti 4allatmodellnek vannak hatranyai. Egy
allatfajban hatalmas kiilonbségek lehetnek a génexpresszidoban, az immunoldgial,
metabolikus, ill. farmakologiai folyamatokban mind az emberhez, mind mas
allatfajokhoz képest (Starkel és Leclercq 2011). Emellett nem minden humaén etiologiai
tényezoére van megfeleld allatmodell, pl. a ragcsalokat nem lehet HBV-vel, HCV-vel
fertézni (Smith 2013). Ezen kiviil emberben a madjcirrézis altalaban évtizedek alatt
alakul ki, mig ragcsalokban sokszor még az allat €lettartamahoz viszonyitva is joval
rovidebb 1d6 sziikséges a majfibrozis/cirrdzis kifejlddéséhez (Smith 2013). A
kotészovetes atépiilés mintdzata is kiilonbozhet; mig emberben a legtdbb etioldgiai
tényez0 periportalisan kezdddd fibrozist valt ki, addig széamos allatmodellben
pericentralisan indul a kotdszovet felhalmozddasa (Starkel és Leclercq 2011). Mindezek
miatt jelenleg nem ismert olyan rendszer, ami a human cirr6zist minden aspektusaban
modellezni tudnd (Liu és mtsai 2013). Egereken végzett kisérletek soran azt is
figyelembe kell venni, hogy kiilonbozd egértdrzsekben ugyanaz a kivaltd hatds
nagymeértékben eltérd sulyossagu fibrozist okozhat (Liu és mtsai 2013).

A cirrézis gyakran alkalmazott allatmodelljei a kovetkezd csoportokba oszthatok

a kivalto hatas szerint (Crespo Yanguas és mtsai 2016, Wu és Norton 1996):

kémiai vegyiiletek ethanol

tioacetamid (TAA)
széntetraklorid (CCly)
dimetilnitr6zamin (DMN)
dietilnitr6zamin (DEN)

modositott Osszetételll | metionin €s kolin deficinens diéta (MCD)

tapok kolin deficiens, etioninnal kiegészitett diéta (CDE)

kolin deficiens, L-aminosavakat tartalmazo diéta
(CDAA)

magas zsirtartalmu diéta (HFD)

epeut lekotés BDL
immunolodgiai heterolog szérum kezelés
mechanizmus concanavalin A

Schistosoma-fert6zés
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genetikailag ~ modositott | multidrug resistance associated protein 2 (Mdr2) KO

allatmodellek egér

A tovabbiakban két, patkanyon és egéren is elterjedten hasznalt vegyiilet, a CCly
¢s TAA hatasa kertil részletes bemutatésra.

A CCls az egyik legszélesebb korben és legrégebb oOta hasznalt anyag a
majkutatasban. A 20. szazad elején szamos ipari célra hasznaltak, s6t, még emberen is
igen elterjedten alkalmaztak féreghajtoként (Lamson és mtsai 1928). A 30-as években
mar hasznaltdk patkany modellekben cirrozis kivaltasara (Laquet 1932, Cameron és
Karunaratne 1936). A CCls-et a citokrom p450 2E1 (CYP2E1) enzim metabolizalja,
amelyet a pericentralis és midzonalis hepatocitak fejeznek ki. Ennek soran triklormetil
(CCl3") gyok keletkezik, ami centrilobularis nekrdzist okoz (Crespo Yanguas és mtsai
2016). Mivel a CYP2E1 enzim mas szervekben csak alacsony szinten fejezddik ki, igy a
CCls csak enyhe extrahepatikus hatassal rendelkezik (Liu és mtsai 2013). A CYP2E1
enzimet indukalo szerekkel a majkarositd hatas potencirozasa, és igy a fibrozis/cirrdzis
kialakulasanak felgyorsitasa érhetd el. Ilyen szer pl. a fenobarbital (PhB), melyet az
allatok ivovizében oldva hosszu ideje hasznalnak a CCls-el kombinélva
allatkisérletekben (McLean és mtsai 1969). A CCls szamos kiilonbdzé mddon juttathato
be az allat szervezetébe, pl. gyomorszondan &t, intraperitonedlisan, szubkutan vagy
inhalaci6 utjan. A cirrozis kivaltasdhoz ismételt adagolasra van sziikség, a kezelések
kozott nem szabad hosszu idének eltelnie, mert a parenhima regeneralddhat az eltelt 1d6
alatt (Pérez Tamayo 1983). A legtobb protokoll heti két-harom doézist alkalmaz. A
kisérleti allatok termindlasat célszerli két-harom nappal az utols6 dozis beadasat
kovetden i1ddziteni, ennél kordbban az akut hatasok (nekrézis, gyulladas), késébb pedig
a parenhima helyredllitasat célzd folyamatok domindlhatjak a szdvettani képet (Starkel
¢és Leclercq 2011).

A CCls-hez hasonloan a TAA-nak is volt human alkalmazasi terilete, az el6z6
szazad 40-es éveiben narancsveédd szerként hasznaltdk (Childs ¢és Siegler 1945).
Maijtoxikus hatdsa hamar kideriilt, Fitzhugh és Nelson (1948) mar 1948-ban cirrdzist
valtott ki patkanyokban TAA tartalmu tap etetésével. Metabolizmusa sordn a flavin

tartalmi monooxigenaz ¢s a citokrém p450 enzimek tioacetamid-S-oxidot képeznek, a
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reakcio soran képz6dd szabadgyokok okozzak a sejtkarositdo hatist (Low és mtsai
2004). A majon kiviil a vesére (tubularis nekrozis) és a thymusra is toxikus (Barker és
Smuckler 1973). Ismételten intraperitonealisan adagolva vagy ivovizben oldva
alkalmazzak cirrozis kivaltasara (Delire és mtsai 2015). A majban akutan centrilobularis
nekrozist okoz (Gupta 1956a), de emellett a periportalis hepatocitakat is karositja
(Starkel és Leclercq 2011).

Rovidebb idejii adagolas esetén mind a CCls, mind a TAA kivaltotta majfibrozis
reverzibilis lehet a kezelés megsziintetése utan (Schuppan és Pinzani 2012), de mindkét
vegyiilet hasznalataval leirtak irreverzibilis cirrdzist is (Cameron és Karunatre (1936),
Maros és mtsai (1975), Fischer-Nielsen és mtsai (1991), ill. Kobayashi és mtsai (2000)
CCls-kezelt patkanyokon; Gupta (1956b), ill. Popov és mtsai (2006) TAA-kezelt
patkanyokon; Quinn és Higginson (1965), ill. Popov és mtsai (2011) CCls és TAA-
kezelt egereken).

1.6. Célzott terapias szerek alkalmazasa cirrotikus allatmodelleken

Az onkoldgiat az elmult évtizedben forradalmasitotta az in. kis molekulastlyt
gatloszerek elterjedése, melyek célzottan egyes daganattipusok novekedését segitd
molekuldkat képesek gatolni (Huang és mtsai 2014). Ezeknek a gyogyszereknek egy
nagy csoportja az Un. tirozin kindz inhibitorok, melyek tirozin kindz aktivitassal
rendelkezé receptorok, ill. fazios fehérjék mikodését gatoljak. Mivel a fibrogenezisben,
ill. a duktuléris reakcio kialakulasaban szerepet jatszo receptorok egy része a receptor
tirozin kindzok csaladjaba tartozik, (pl. EGFR, PDGFR, c-met, vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF) receptor, FGF receptor, c-kit), igy nem meglepd, hogy
szamos tirozin kinaz gatlo hatisat vizsgaltdk meg a mdjfibrozis és méajregeneracio
kiilonféle allatmodellein (Qu és mtsai 2016).

Az elséként kifejlesztett és a klinikai gyakorlatban elterjedt tirozin kinaz gatl6 az
imatinib (STI-571, Glivec, Gleevec) volt (Druker és mtsai 2001) (3. abra). Eredetileg a
kronikus mieloid leukémidban (CML) kérosan miikdddé Ber-abl fuzios fehérje gatlasara

fejlesztették ki, de a c-kit és PDGFR tirozin kindzokat is hatékonyan gatolja, ennek

crer

27



DOI:10.14753/SE.2020.2398

stromalis tumor (GIST), dermatofibrosarcoma protuberans, Philadelphia-kromoszéma
pozitiv akut limfoid leukémia (ALL)) (Igbal és Igbal 2014). Féként a PDGFR
fibrogenezisben betoltott kozponti szerepe indokolja, hogy allatkisérletes modellekben
szamos szervben vizsgaltak az imatinib kotészovet felhalmozddasra gyakorolt hatésat.
Tiidében (Li és mtsai 2009), szivben (Liu és mtsai 2014), vesében (Wang és mtsai
2005), borben (Distler és mtsai 2007) is leirtak antifibrotikus hatdsat, de a legtobb errdl
beszamolo tanulméany a madjat vizsgalta, ahol tobb kiilonb6zd kisérleti modellben is
hatékony fibrozist gatldo szernek bizonyult (Yoshiji és mtsai 2005, Yoshiji és mtsai
2006, Neef ¢s mtsai 2006, Knight és mtsai 2008, El-Agamy és mtsai 2011, Kim és mtsai
2012, Kuo és mtsai 2012). Emellett hosszi tavon CDE diétan tartott egereken az
imatinib kezelés csokkentette a progenitor sejtek szamat és a tumorincidenciat (Knight
¢s mtsai 2012), mig TAA-kezelt patkdnyokban a duktularis reakcid kiterjedtségét is
(Kim és mtsai 2012).

i
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3. dabra Az imatinib a c-kit receptor ATP-koté helyéhez kotdédve inaktiv allapotban

stabilizalja a receptort, igy gatolja a jelatvitelt (Forrds: Rubin és mtsai, The Lancet,

2007;369:1731-40).
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Egy masodik generacios Bcr-abl gatloszerrdl, a nilotinibrdl is leirtdk, hogy
TAA-val kezelt patkanyokon (Shaker és mtsai 2011), valamint CCls-kezelt, ill. epeut
leko6tésen atesett egereken (Liu és mtsai 2011) képes csokkenteni a fibrozist.
erlotinibet (4. abra) is sikeresen alkalmaztak kiilonb6z6 allatkisérletes modellekben a
kotészovet felhalmozodas gatlasara; DEN-kezelt patkanyokon, CCls-kezelt, ill. BDL-en
atesett egereken is antifibrotikus hatast fejtett ki, valamint jelentdsen csokkentette a
tumorincidenciat a DEN-kezelt allatokban (Fuchs ¢és mtsai 2014). Emellett
neurofibromatoézis 2 (NF2) gén kiiitott egerecken képes volt gatolni a progenitor sejtek

osztodasat (Benhamouche és mtsai 2010).

Citoplazma

P
m Sejtciklus 4
Proliferacio 1"

4. abra Az erlotinib az EGFR gatlasa révén az abréazolt jelatviteli ut felfiggesztésével

Sejtmag

csokkenti a sejtek proliferacios aktivitasat (Forras: Bowman B: FADD and its

phosphorylation mediate mitogenic signaling in mutant Kras tumors, Thesis, 2015).

A tobbek kozott PDGFRP és VEGFR elleni hatdssal rendelkezd sorafenibet
bir nagy jelentdséggel, hogy szamos allatkisérletes modellben gatolja a fibrozis
progressziojat, pl. TAA-kezelt (Hong és mtsai 2013), epett lekotott, valamint DMN-
kezelt patkdnyokban (Wang és mtsai 2010), ill. CCls-kezelt egereken (Deng és mtsai
2013).
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Az eddig felsoroltak mellett még tobb kis molekulasulyu gatloszer (brivanib,
vatalanib) (Qu és mtsai 2016), ill. az immunszupresszans, mammalian target of
rapamycin (mTOR) gétl6 rapamycin (Bridle és mtsai 2009, Wang ¢és mtsai 2014)
antifibrotikus hatdsarol is beszamoltak kiilonb6z6 allatkisérletes modellekben.

Az emlitett gyogyszerek altal gatolt receptor tirozin-kinazok a duktularis reakcio
szabalyozasaban is fontos szerepet jatszanak, ennek ellenére a legtobb idézett
tanulmany nem vizsgélta a duktularis reakcidra kifejtett hatast. Emellett a
megfigyelések dontd tobbsége csupan egy kisérleti idépontra vonatkozik, igy az

antifibrotikus hatds dinamikajarol sem all rendelkezésre részletes ismeretanyag.

I.7. A cirrézis klinikai jellemzése

A cirrotikus betegek klinikai allapotanak jellemzésére hagyomanyosan a Child-
Pugh stddiumokat hasznaljdk. Child és Turcotte (1964) eredetileg a portoszisztémas
shunt operacion atesett cirrotikus betegek posztoperativ haldlozasi kockazatat becslésére
alakitotta ki a rendszert, melyet Pugh és mtsai (1973) 1973-ban moédositottak, igy
alakult ki a ma is hasznalatos rendszer, melyben az albumin, bilirubin, protrombin id6
(ill. International Normalized Ratio - INR) értékekre, valamint az aszcitesz és hepatikus
enkefalopatia meglétére, ill. sulyossdgéara adott pontszdmok alapjan soroljak a betegeket
A, B vagy C stadiumba. Napjainkban a transzplantacios varolistak rangsoroldsara a
MELD score (Model for End-Stage Liver Disease) hasznalatos (Kamath és mtsai 2001).
A pontszamot az aktualis bilirubin, kreatinin, INR, valamint a legujabb ajanlasok szerint
a szérum-natrium értékekbdl lehet kiszamolni egy interneten elérhetd kalkuldtor

segitségével (https://optn.transplant.hrsa.gov/resources/allocation-calculators/meld-

calculator/). A f6 kiilonbséget a Child-Pugh stadiumokhoz képest a szubjektiv elemek
hidnya és a vesefunkcio figyelembe vétele adja.

A cirrozis jellemzésére gyakran hasznalt klinikai paraméter a portdlis nyomas
becslésére hasznalt HVPG (hepatic vein pressure gradient). A HVPG normalisan 3-5
Hgmm, 6 Hgmm fol6tti érték portalis hipertenziot, 10 Hgmm {616tti HVPG klinikailag

szignifikans portalis hipertenziot jelez; efolott az érték folott szamithatunk nyeldcso
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varixok kifejlédésére (Garcia-Tsao és mtsai 2010), a varixok vérzése pedig 12 Hgmm
folott varhatod (D’ Amico 2014). Tobb tanulmany eredményei szerint a HVPG korrelal a
szovettani mintan mért CPA-val, ill. mas szOvettani paraméterekkel (szeptumvastagsag,
gobok mérete) (Nagula €s mtsai 2006, Kumar ¢s mtsai 2008, Calvaruso ¢és mtsai 2009,
Sethasine és mtsai 2012). A HVPG hasznalatanak hatranya, hogy nem alland6, szamos
tényezOotol fiigg, mértékét befolyasolja a gyulladas, a csillagsejt aktivacié mértéke, az
esetleges gyogyszeres terapia (Calvaruso és mtsai 2009). Ezen kiviil mérése draga, és

jol képzett operatort igényel, igy elérhetdsége korlatozott (Lemoine és mtsai 2008).
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1.7.1. Kisérletek a cirrozis osztalyozasara

Az elsé kisérlet a cirrdzis kompenzalt-dekompenzalt szakaszra osztasanal
részletesebb klinikai osztalyozasara a IV. Baveno konszenzus konferencian tortént, ahol
a betegség lefolyasat négy stadiumra osztottak (De Franchis 2005). Ezt finomitotta
tovabb egy 2014-es felosztas, mely 6t stddiumot kiillonboztet meg (D’Amico 2014): L.
staddium — kompenzalt cirr6zis oesophagus varixok nélkiil; II. stadium — kompenzalt
cirrdzis oesophagus varixok megjelenésével; III. stddium — fels§ gasztrointesztinalis
vérzés mas dekompenzald esemény nélkiil; IV. stadium — aszcitesz, sargasag vagy
hepatikus enkefalopatia megléte; V. stddium — tobb mint egy dekompenzald tényezd
jelenléte. A mortalitas a stadiumok el6rehaladtaval n6, az V. stadiumba tartoz6 betegek
87%-a meghal 6t éven belill. Garcia-Tsao és mtsai (2010) a kompenzalt cirrdzist a
HVPG érték alapjan osztanak tovabbi alcsoportokba (6 Hgmm alatt — nincs portalis
hipertenzi6; 6-10 Hgmm kozott — klinikailag nem szignifikans portalis hipertenzio; 10
Hgmm fol6tt — klinikailag szignifikdns portalis hipertenzio).

A jelenleg hasznalt score-rendszerek a cirrotikus mintdkat egyetlen kategoridba
soroljak, igy a cirrdzis szovettani diagnodzisa magiban nem hordoz semmilyen
klinikailag relevans informéciot a dekompenzacidé vagy a HCC kialakulasanak
kockézatéra, ill. a terapias valaszra. Ezt a hianyossagot probalja orvosolni a Laennec-
osztalyozas, mely a METAVIR rendszeren alapul, azonban a legmagasabb, 4-es
stadiumot harom alcsoportra osztja a szeptumvastagsag és a cirrotikus gobok mérete
alapjan (Kutami és mtsai 2000): 4A - vékony szeptumok, 4B - legalabb két széles
szeptum ¢és a minta kevesebb mint felében kis gobok, 4C - legalabb egy nagyon széles
szeptum vagy a minta nagy részében kis gobok jelenléte. Ez az osztdlyozas (a 4-es
stadium tovabbi felosztasa) egy 215, foként alkoholos cirrdzisban szenvedd betegbdl
allo csoportban jol korrelalt a HVPG értékkel, a Child-Pugh stadiummal és a MELD

score-ral (Kim és mtsai 2011).
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1.8. A cirrdzis regresszioja

ey ey

kozos, irreverzibilis végallapotanak tekintették. ElGszor Pérez-Tamayo (1979) vetette
ol, hogy a cirrdzis reverzibilis lehet. A kovetkezd évtizedekben szamos tanulméany irta
le a majfibrozis regresszidjat a kivaltd hatds megsziintetését kovetden (Desmet és
Roskams 2004). Végiil a kronikus viralis hepatitiszek kezelésében az elmult években
lezajlo robbanésszerii fejléddés vezetett ahhoz, hogy napjainkban mar redlis alternativa
lehet a betegség regresszidjanak elérése, és ennek kdszonhetden a cirrdzis szemlélete
atalakuloban van (Bedossa 2015). Az etiologiatol fliggetleniil egységes, egyféle
kimenetelli allapot helyett azonban ma mar nagyon is heterogén, dinamikusan valtozo
betegségnek tekintik (Bruno ¢és mtsai 2016), amelyben bizonyos etiologidk
(virushepatitiszek, ALD) esetén a kivalté hatds megsziintetését kovetden lehetséges a
regresszid. Egy nemzetk6zi munkacsoport (Hytiroglu és mtsai 2012) — nem teljesen
meglepden — a cirrdzis elnevezés elvetését javasolja, tobbek kozott azért, mert az orvosi
koztudatban a cirrdzishoz nagyon szervesen hozzatartozik az irreverzibilitds fogalma. A
cirrozis helyett az elérehaladott allapotti kronikus majbetegség kifejezés hasznalatat
javasoljak, ebbe a csoportba sorolandok azok az esetek is, ahol van szerkezeti torzulas
és jelentds fibrozis, de a hagyomanyos score-rendszerekben még nem tartoznanak a
cirrozis kategériaba. A stadiumok megallapitasa etiologia specifikus kellene, hogy
legyen (Hytiroglu és mtsai 2012). Ezzel egylitt a majfibrozis stadiumanak megitélésére
hasznalt score-rendszerek hianyossagai is eldtérbe keriiltek. Mivel ezekben a
beosztasokban a cirrdzist végstadiumnak tekintik, és minden cirrotikus maj egy
stadiumba tartozik, igy nem kiilonithetd el, hogy melyik esetben van még esély
regressziora, és melyik az, amely valoban végallapotnak felel meg (Rosselli és mtsai
2013). A fibrozis esetleges reverzibilitasat befolyasolo szerkezeti valtozasok
meghatarozasa az esetleges antifibrotikus terapidk szempontjabol is fontos lenne. Az
irreverzibilitassal leginkabb a kollagének kozti keresztkotések kialakuldsat hozzak
Osszefliggésbe (Garcia-Tsao ¢€s mtsai 2010), melyeket a lizil-oxiddz enzimek alakitjak
ki. Gatlasuk a kivalté dgens megsziintetését kovetden segitette a fibrozis regressziojat
(Liu és mtsai 2016). A klinikai lefolyas szempontjabol a porto-centralis szeptumoknak

van nagy jelentdsége, mert lehetévé teszik az intrahepatikus porto-szisztémas és arterio-
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szisztémads shuntok kialakuldsat. Ezeken keresztiil a vér egy része elkeriili a majsejteket,
fontos hatarvonalnak tartjdk a még visszafordithatd, és a mar irreverzibilis cirrozis
kozott (Desmet és Roskams 2004).

Napjainkra sziikségessé¢ valt a cirrozis osztdlyzasa a kiilonbdz0 prognodzist
betegek elkiilonitéséhez. Igény van olyan objektivan, reprodukalhatéan mérhetd
paraméterekre, melyek segithetnek az osztalyozasban, ill. annak eldrejelzésében, hogy
melyik esetek reagalnak jol gyogyszeres terapiara, és melyik esetekben nincs realis
esély a regressziora (Garcia-Tsao és mtsai 2010). Ezzel parhuzamosan felértékel6dott az
etiologiai tényezOk szerepe, igy olyan paraméterek is nagy jelentdséggel birhatnak,

melyek kiilonbéznek egyes etioldgiaju cirrotikus betegekben.
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1. Célkituzések

A cirrotikus m4j szdvettani metszeten mérhetd morfoldgiai paraméterei
(kotoészovet, duktularis reakcid, ill. aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt
teriilet, kotdszovetes szeptumok vastagsaga, majsejtek és duktularis sejtek
proliferacids aktivitasa) kozotti dsszefiiggések keresése human mintakon.

A humédn mintdkon elemzett morfologiai paraméterek és a betegség
etiologiai tényez6i, a betegek laboratoriumi értékel, valamint a cirrozis
szovoédményeinek fennallasa kozti Osszefiiggések keresése, a cirrdzis
esetleges osztalyozasa céljabol.

A kotészovet felhalmozodasanak és a duktularis reakcio Kiterjedtségének,
valamint a majsejt és duktularis Sejt osztodas dinamikajanak részletes
tanulmanyozasa egér majfibrozis modellekben.

A tirozin-kinaz gatlé imatinib €s erlotinib hatasanak vizsgalata a fibrozis és

duktularis reakcio progresszidjara egér majfibrozis modellekben.
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11l. Modszerek

111.1. Huméan mintak

Vizsgalatainkat 56, a Semmelweis Egyetem Transzplantacidos és Sebészeti
Klinikajan 2010 és 2012 kozott transzplantacido soran eltavolitott cirrotikus majon
végeztiik. A cirrdzis etiologiai tényezdinek megoszlasa a kovetkezd volt: 30 HCV, 4
HBV, 11 ALD, 5 AIH, 4 PSC, 1 PBC, 1 kriptogén eredetli. 13 majban (10 HCV, 1-1-1
ALD, AIH, PBC) HCC is kialakult. A kutatasban harom normal majat hasznaltunk
kontrollnak. Minden, a kutatasban felhasznalt majbol nagyméretii, legalabb 1 cm?
teriiletli kimetszés kertiilt bedgyazasra a VII. szegmentumbol, ahonnan €16 betegekbdl a
majbiopszas mintakat is veszik. A human mintakon végzett kisérleteket a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdga 125/2010 sz. hatdrozataban
engedélyezte.

Minden beteg esetén adatokat gylijtottiink a transzplantaciét megel6zd utolso
laborvizsgalat eredményeibdl. A maj- €és vesefunkcio f6 paraméterei (szérum bilirubin
(SeBi), aszpartat-aminotranszferaz (AST), alanin-aminotranszferaz (ALT), alkalikus
foszfatdz (ALP), albumin, szérum 6sszfehérje (TP), gamma-glutamil transzferaz (GGT),
INR, kreatinin), valamint kvalitativ vérkép adatok (hemoglobin szint (Hb),
fehérvérsejtszam (WBC), thrombocytaszdm (Thr)) keriiltek feljegyzésre. A szérum
bilirubin, INR és kreatinin értékekbdl kiszamoltuk a MELD pontszamot. Ezen kiviil azt
is ellendriztiik, hogy a betegek kortorténetében szerepel-e nyel6csé varikozitas, varix

vérzés, ill. barmilyen foku aszcitesz vagy enkefalopatia.

111.2. Allatkisérletek

Kisérleteinket az Intézet Allathdzaban 8 hetes him egereken végeztiik, amelyeket
standard koriilmények kozott tartottunk. Az allatkisérleteket az Amerikai Egyesiilt
Allamok Nemzeti Egészségkutaté Intézetének (NIH) allatkisérletekre vonatkozo
protokolljai szerint végeztiik, betartva a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdganak irdnyelveit.

Tiz kisérleti csoportot alakitottunk ki (5. abra):
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Kontroll modellek:

I. Vad tipust, C57Bl/6 egereket széntetraklorid (CCls) (0,2 ml/kg napraforgdolajban
oldva, gyomorszondan at heti 2x) és fenobarbital (PhB) (0,5 g/l, ivovizben oldva)
kombinaciojaval kezeltiink (I. VT+CCls, n=49).

Il. Vad tipusu, C57BI/6 egereket TAA-val (300 mg/l, ivovizben oldva) kezeltiink (II.
VT+TAA, n=50).

I11. Méjukban aktiv TGFp-t kifejez6 transzgén egereket kezeltink TAA-val (300 mg/l,
ivovizben oldva) (III. TGFB+TAA, n=61). Ezekbe az allatokba albumin promoterhez
kotott sertés TGFP1 cDNS-t transzfektalnak, igy az egér maéjsejtjei a transzgénrol
folyamatosan termelik a TGFB-at, melynek szérum szintje a vad tipusi egerekben

mérhetd szint tobbszordse (Sanderson és mtsai 1995).

A CCls kezelést megkiséreltiik TGFpB transzgén egereken is, azonban a vad

tipust egereken alkalmazott dozist nem toleraltdk az allatok.

Gyobgyszerrel kezelt modellek:

IV. Vad tipust, C57Bl/6 egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 25 mg/kg dozisban szajon at vizben oldott imatinibet (Glivec, Novartis, Basel)
is adtunk (IV. VT+TAA+imatinib, n=54).

V. TGFp transzgén egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé naponta
25 mg/kg dozisban szajon at vizben oldott imatinibet is adtunk (V.
TGFB+TAA+imatinib, n=38).

VI. Vad tipusu, C57Bl/6 egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 5 mg/kg dozisban szdjon at erlotinibet (Tarceva, Roche, Basel) is adtunk,
melyet elészor dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottunk fel, amit vizzel higitottunk
tovabb (VI. VT+TAA+erlotinib, n=48).

VIl. TGFpB transzgén egereknek TAA kezelés (300 mg/l, ivovizben oldva) mellé
naponta 5 mg/kg dozisban szdjon at vizben oldott erlotinibet is adtunk, melyet el6szor

DMSO-ban, majd vizben oldottunk f61 (VII. TGFp+TAA+erlotinib, n=38).
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Az |-VII. modellben a kezeléseket 18 hétig folytattuk, a kisérlet kezdetétdl
szamitott 3., 6., 9., 12, 15. és 18. héten terminaltunk csoportonként 5-16 allatot. A ’0’
idépont adatait 5-5 egészséges vad tipusq, ill. transzgén egér majabol mért értékek
adjak. A VI. és VII. modellben az erlotinib kezelést eleinte megkiséreltiik 10 mg/kg/nap

dozisban alkalmazni, de ezt az allatok nem toleraltak, igy felére csokkentettiik a dozist.

Terapias modellek:

A fenti gyogyszerrel kezelt modellek mellett, ahol a majfibrozist kivaltdo agens
adasaval egy id6ben kezdtiikk meg a gyogyszerek alkalmazasat, az imatinib ¢és erlotinib
hatasat megvizsgaltuk mar kialakult majfibrozisra is egy terapias kisérletben. Ehhez a
kovetkezd harom kisérleti modellt allitottuk fol:

VIII. Vad tipust, C57Bl/6 egereket 27 hétig kezeltiink TAA-val (300 mg/l, ivovizben
oldva) (VIII. Ter. kontroll, n=18).

IX. Vad tipusu, C57Bl/6 egereket 27 hétig kezeltink TAA-val (300 mg/l, ivovizben
oldva). A TAA adasanak 19. hetétdl az allatok naponta 25 mg/kg dozisban per 0s
imatinib (a fent leirt modon feloldva) kezelésben is részesiiltek (IX. Ter. imatinib,
n=18).

X. Vad tipust, C57Bl/6 egereket 27 hétig kezeltiink TAA-val (300 mg/l, ivovizben
oldva). A TAA adasanak 19. hetétél az allatok naponta 5 mg/kg dozisban per 0S
erlotinib (a fent leirt modon feloldva) kezelésben is részesiiltek (X. Ter. erlotinib,
n=17).

A terapids kisérlet 21., 24. és 27. hetén (vagyis a gyogyszeres kezelés kezdetétdl

szamitott 3., 6. €s 9. héten) csoportonként 5-7 allatot terminaltunk.
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5. abra A kilonbozo kisérleti modellek sémas dbran

Minden éllat a termindlast megelézden 20, 2, ill. 1 éraval 500 mg/kg dozisu

intraperitonealis brémdeoxiuridin (BrdU) kezelésben részesiilt.

I11.3. Szovettani feldolgozas

A humén méjakbol rutin szovettani feldolgozas soran formalin-fixalt, paraffinba
agyazott blokkok késziiltek. Az allatok terminalasat kovetden a majak egy részét BrdU-
fixaloban (96%-os alkohol, desztillalt viz és 35%-o0s formaldehid 6:3:1 aranyu elegye)
fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A majak mas részeit folyékony nitrogénben lehiitott
izopentanban lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk.

A paraffinba 4gyazott blokkokbol késziilt metszeteket xilolal és leszalld
alkoholsorral rehidraltuk, majd a specialis festések és immunhisztokémiai reakciok
elvégzése mellett minden human és egér mintabol hematoxilin-eozin (HE) festés
késziilt. Az elvégzett festéseket kovetden a metszeteket felszallo alkoholsorral
dehidraltuk, majd a human mintdk esetén Pertex-szel, az egér mintdk esetén Dako

Fluorescent Mounting Mediummal (Dako, Glostrup, Dania, kat. szam: S3023) fedtiik.
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I11.4. Morfometriai vizsgéalatok

I11.4.1. A kotdszovet morfometriai vizsgalata

A kotészovet altal elfoglalt teriilet nagysagat a human és egér mintdkon egyarant
pikrosziriusz vorossel festett, paraffinba agyazott blokkokbdl késziilt metszeteken
elemeztiik. A pikrosziriusz vords tobbek kozott az I-es és Ill-as kollagénhez kotddik
(Szendr6i és mtsai 1984, Standish és mtsai 2006), mas, gyakran alkalmazott kot6szovet-
jelolésekkel szemben (pl. retikulin, trikrém) alkalmas a mdj kollagéntartalmanak
kvantitativ meghatarozasara (Germani és mtsai 2010). A festéshez a deparaffinalt
metszeteket 30 percig pikrosziriusz oldatban (0,2 g Sziriuszvords festék feloldva 100 ml
telitett pikrinsav oldatban), majd 2 percig Tercier-butil akoholban tartottuk. Mind a
human, mind az egér mintdk esetén digitalis médon hataroztuk meg a kotdszovet altal
elfoglalt teriilet aranyat (vagyis a mar emlitett CPA-t mértiikk le). A mérés a human
mintdkrol négy, 4x nagyitasu random latotéren tortént, az egér metszetekrdl pedig az
erre a célra egy Zeiss Axioskop 2 plus fotdmikroszkoppal (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) 5x nagyitast objektiv hasznalataval hdrom, random helyzeti felvételt
készitettiink. A human mintékat a Cue-2 (Olympus, Tokio, Japan), mig az egér mintakat
a Quick PhotoMicro 2.2 (Promicra, Praga, Csehorszag) programmal elemeztiik. A
human metszeteken ezen kiviil lemértiik a harom legvastagabb szeptum vastagsagat is.
A vastagsag mérése a szeptumok 6. abran jelzett részén tortént; a harom mérés atlaga

adta meg az egy mintara jellemzd szeptumvastagsag értéket.
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6. dbra A kotészovetes szeptumok vastagsaganak mérését kotdszovettel kompletten

korbezart allebenykéket (*) tartalmazdé mintdkon végeztiik. A nyilhegyek altal
kozrefogott teriilet vastagsagat mértilk; minden mintdban a harom legmagasabb érték

atlaga adta a szeptumvastagsag értéket.

I11.4.2. A duktularis reakcid és az aktivalt miofibroblasztok morfometriai vizsgalata

A human mintakon az aktivalt miofibroblasztok, valamint a duktularis reakcio
altal elfoglalt teriiletet SMA (egér monoklonalis, kat. szam: M0851; Dako, Glostrup,
Dania; higitas: 1:200), illetve CK7 elleni antitesttel (egér monoklonalis, kat. szdm: MU-
255-UC; Biogenex, Fremont, CA; higitas: 1:100) jelolt paraffinos metszeten mértiik le a
Cue-2 programmal, négy random 4x nagyitast latotérben. A human mintakon a CK7
elleni antitest hasznalatat a CK19-el szemben az indokolta, hogy a gyenge CK7 festddés
segitségével azonosithatok voltak az esetlegesen el6forduld intermedier hepatobiliaris

sejtek a majban. A human majakbol az immunhisztokémiai festések egy Leica Bond
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immunfestd automata hasznalataval késziiltek. Az immunhisztokémiai reakciok
eléhivasa diaminobenzidin (DAB) kromogén alkalmazasaval tortént.

Az egér majakon a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet meghatarozéasa
céljabol fagyasztott metszeten végeztiink CK 19 elleni immunfluoreszcens jelolést. A 12
um vastag metszeteket -20°C-0s metanolban fixaltuk 10 percen at, majd 3x5 perces
phosphate buffer saline-el (PBS) torténé mosast kovetéen 1 o6ran at szobahémérsékleten
inkubaltuk a CK19 elleni primer ellenanyaggal (patkdny monoklonalis anti-CK 19
antitest; kat. szam: TROMA-III; Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City,
IA; higitas:1:200). Ujabb 3x5 perc PBS-es mosis utan a metszeteket fél oraig
inkubaltuk fluorokrémmal konjugalt, patkany ellen termeltetett szekunder antitesttel
(donkey anti-rat 1gG secondary antibody, Alexa Fluor 488 conjugate; kat. szam: A-
21208; Invitrogen, Carlsbad, CA; higitas: 1:400). A metszeteket egy Bio-Rad MRC
1024 konfokalis mikroszkoppal (Bio-Rad, Richmond, CA) vizsgaltuk, majd fotdztuk le.
Minden metszetrél harom, random helyzetl teriiletr6l késziilt felvétel 10x nagyitasa
objektiv hasznalataval, majd a képeken az Image] 1.49 (NIH, Bethesda, MD)

programmal mértiik le a duktularis reakci6 altal elfoglalt teriilet szdzalékos aranyat.

I11.4.3. A proliferacios aktivitas értékelése

A hepatocitdk, és a duktularis reakcio proliferdcios aktivitdsdnak jellemzése
céljabol a human metszeteken Ki-67 immunhisztokémiai reakcié elvégzését kovetden
(egér monoklonalis anti-Ki-67 antitest; kat. szam: M7240; Dako, Glostrup, Dania;
higitas: 1:400) 5000 majsejtet €s 500 duktuléris sejtet szdmoltunk le. Ugyanebbdl a
célbol az egerek BrdU kezelésben részesiiltek. A BrdU egy timidin analdg, mely az
éppen S-fazisban 1évo sejtek DNS-¢ébe épiil be, igy ellene termelt antitest hasznalataval,
immunhisztokémiai modszerrel lathatova tehetok az osztodo sejtek. A CCls-kezelt
csoportban megfigyelt rendkiviil alacsony osztodasi aktivitas tette indokolttd harom
doézis BrdU adésat. Az egerek majabol késziilt paraffinos metszeteken a BrdU elleni
immunreakcid elvégzéséhez sziikséges DNS denaturaciot 15 percen at tarto 3N
sosavban valo inkubalassal értiikk el. Az endogen peroxidazokat 30%-0s metanol-

hidrogén peroxid keverékkel blokkoltuk, valamint 3%-os tejpor/PBS oldattal altalanos
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blokkolast végeztiink. A primer antitest (egér monoklonalis anti-BrdU antitest, kat.
szdm: 347580; BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ; higitas: 1:20) alkalmazasat
kovetéen biotinnal konjugalt anti-egér szekunder antitestet (Vector Laboratories,
Burlingame, CA; kat. szam: BA-2000) alkalmaztunk, majd a metszeteket ABC-Kkit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA; kat. szam: PK-6100) hasznalataval hivtuk eld,
amelyet hasznalat eldtt fél oradval bekevertiink. Az eléhivashoz DAB-0t hasznaltunk
kromogénként. Ezeken a metszeteken 2500 majsejtet és 500 duktuléaris sejtet

szamoltunk le.

111.5. Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzés a Statistica 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa, OK) szoftver
hasznalataval tortént. A valtozok normalis (Gauss-) eloszlastol valo eltérését
Kolmogorov Szmirnov-, ill. Lillefor-probaval ellendriztiik. A human mintdkon mért
szOovettani paraméterek, ill. a laborértékek kozti Osszefiiggéseket Spearman-féle
rangkorrelacioval vizsgaltuk. A kiilonb6z6 szempontok (virdlis/nem viralis, HCC/nem
HCC) szerint csoportositott adatokat nem paraméteres, Mann-Whitney U teszttel
hasonlitottuk ssze, mivel nem minden valtozo6 bizonyult normal eloszlasunak.

Az éllatkisérletekben az egyes kisérleti csoportok kiilonb6z6 idépontokban mért
értékei kozotti kiilonbség vizsgalatara két utas ANOVA (two-way analysis of variance)
probat végeztiink (a valtozok normdl eloszldsuak voltak; a két valtozd a kisérleti
csoport, ill. az idépont). Az egyes csoportokon beliil a valtozok kozti Gsszefliggeést
Spearman-féle rangkorrelacioval vizsgaltuk. Az eredményeket mindenhol p<0,05 esetén

tekintettiik szignifikansnak.
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IV. Eredmények

IV.1. Korrelacids vizsgalatok a cirrotikus méjak morfometriai paraméterei €s a betegek
klinikai adatai kozott

A cirrotikus méjakbol vett mintakban mind a HE-, mind a pikrosziriusz festéssel
lekerekedett kotdszovetes szeptumokkal kompletten korbezart allebenykék voltak
megfigyelhetok. Az allebenykék az SMA immunhisztokémiai jeloléssel ellatott
metszeteken is kirajzolddtak, az aktivalt miofibroblasztok szeptalis elhelyezkedésének
koszonhetden. A CK7 immunhisztokémiai reakcio €élénken jeldlte a duktuléris reakcio
¢s a normal epeutak hamsejtjeit, emellett a kolesztazis hatasara tobb mintdban is
megfigyelhetdk voltak halvany CK7-pozitivitast mutatd hepatocytak az allebenykékben,
amelyek azonban a halvany jel616dés miatt a morfometriai vizsgalat soran kisziirhetoek

voltak. A morfometriai vizsgalatok céljabol késziilt festéseket a 7. abra reprezentalja.

7. dbra Reprezentativ abrak a cirrotikus méjakbol késziilt festésekrél. Hematoxilin-
eozin festés (A), pikrosziriusz voros festés (B), SMA immunhisztokémiai reakcio (C),

CK7 immunhisztokémiai reakcio (D).
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A morfometriai vizsgalatok soran mért adatok atlagait az 1. tdblazat, mig a betegek
klinikai adatainak atlagat a 2. tdblazat mutatja be. A részletesebb klinikai és

morfometriai adatokat a 3. tablazat tartalmazza.

1. tablazat A morfometriai vizsgalatok soran mért paramétereinek atlagai. Azok a
paraméterek szerepelnek félkovéren szedett betlitipussal, melyek kozott szignifikans
kiilonbség volt a virdlis, ill. nem virdlis csoport kozott. Harom normél majon mért
morfologiai paraméterek 4tlagértékei is feltiintetésre keriiltek. Pikrosziriusz —
kotdszovet altal elfoglalt teriilet ardnya, hep. prol. — majsejt proliferacios aktivitas, dukt.

prol. — duktularis sejt proliferacios aktivitas

nem viralis
atlag (tartomany) | viralis csoport normal
csoport atlag
(n=56) atlag (n=34) majak (n=3)
(n=22)

pikrosziriusz (%) 17,74 (7,82-29,65) 16,59 19,5 4,71
SMA (%) 16,08 (7,85-26,27) 15,73 16,63 2,54

CK7 (%) 4,64 (0,75-16,58) 5,06 4 0,56

szeptumvastagsag (um) | 202,76 (78,66-309) 291,5 270,5 -

hep. prol. (Ki-67 %) 0,403 (0-1,64) 0,37 0,43 0,41
dukt. prol. (Ki-67 %) 0,632 (0-2,8) 0,58 0,74 0,27
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2. tablazat A betegek laborértékeinek atlagai, valamint a cirrozis szovodményeinek
eléfordulasa. Azok a paraméterek szerepelnek félkovéren szedett betiitipussal, amelyek

kozott szignifikans kiilonbség volt a viralis, ill. nem viralis csoport kdzott.

nem viralis
atlag (tartomany) | viralis csoport referencia
csoport atlag
(n=56) atlag (n=34) értékek
(n=22)
életkor (év) 49,38 (20-67) 51,88 455 -
SeBi (pmol/L) 52,79 (8,6-270) 44,7 65,3 0-21
INR 1,48 (1,05-4-74) 1,37 1,65 0,85-1,25
kreatinin (pmol/L) 87,89 (30,9-605) 78,24 102,81 62-106
AST (IU/L) 80,27 (24-236) 85,57 72,07 1-46
ALT (IU/L) 59,06 (12-204) 64,34 50,92 1-49
ALP (1U/L) 319,33 (48-1037,7) 266,65 400,76 50-136
GGT (IU/L) 119,11 (20-575) 113,26 128,13 9-52
TP (g/L) 73,78 (59,5-96,5) 72,93 75,08 60-80
Alb (g/L) 34,3 (19-45) 35,46 32,55 30-50
Hb (g/L) 122,98 (84-172) 128,77 114,05 125-160
WBC (G/L) 5,44 (1,43-23) 4,88 6,3 4-10
Thr (G/L) 91,49 (31-259) 80,53 108,43 150-400
MELD 14,57 (7-30) 13,26 16,59 -
aszcitesz 58,9% (33 beteg) | 58,8% (20 beteg) | 59,1% (13 beteg)
enkefalopatia 42,9% (24 beteg) | 38,2% (13 beteg) | 50% (11 beteg)
nyel6csé varixok 87,5% (49 beteg) | 85,3% (29 beteg) | 90,9% (20 beteg)
varix vérzés 39,2% (22 beteg) | 32,4% (11 beteg) | 50% (11 beteg)
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3. tablazat A fobb klinikai adatok és morfoldgiai paraméterek bemutatasa, az egyes
esetek etiologiai tényezdivel egyiitt. Az esetleges HCC fennalldsa szintén feltiintetésre

keriilt. Pikro. — kotoszovet altal elfoglalt tertilet aranya, hep. prol. — majsejt proliferacios

aktivitas, dukt. prol. — duktularis sejt proliferacids aktivitds, szeptumvastags. —
szeptumvastagsag.
3129 | ek | Erilagia | AST | AP [pikro. | Ck7 | sma | | O | TR

sorszam | aum | aum | @) | ©6) | @) | oo | fon) | qum)
1 Ffi, 54 HCV 99 211 | 14,48 | 8,86 | 24,53 | 0,04 0 221,66
2 Ffi, 55 HBV 41 111 [ 14,24 | 552 | 21,22 0 0 195,66
3 Ffi, 54 HCV 115 277 12799 | 6,13 | 26,27 0 0,2 274
4 Ffi, 65 | HCV/HCC | 43 96 12,1 | 1,25 | 10,79 | 0,16 0,2 128,33
5 Ffi, 57 | HCV/HCC | 77 93 2293 | 341 | 1758 | 0,12 0,4 228,66
6 N6, 45 ALD 39 360 |2345]| 7,79 | 20,56 | 0,28 0,4 211,33
7 Ffi, 58 HBV 90 399 | 1295 8,61 | 11,75 0 0,2 226
8 Ffi, 57 ALD 187 48 7,82 | 0,75 7,85 0,24 0,2 176
9 Ffi, 46 | HCV/HCC | 184 207 | 1292 | 4,44 | 1544 | 0,08 0,2 179
10 Ffi, 49 HCV 52 248 | 11,65]| 6,77 | 16,73 | 0,12 0,2 214
11 Ffi, 53 HCV 81 102 | 11,63 | 4,02 | 11,15 | 0,16 0,2 147
12 Ffi, 44 PSC 72 729 | 22,47 2,73 18,6 0,4 0,4 241,66
13 N6, 47 | HCV/HCC | 83 119 [ 19,15 3,55 17,8 0,6 0,4 253,33
14 Ffi, 67 ALD 67 437 145 | 5,08 | 13,69 | 0,24 0,4 184,33
15 Ffi, 61 | kriptogén 74 360 | 18,46 | 1,76 | 13,62 | 0,12 0,6 193,66
16 Ffi, 53 PSC 54 294 9,3 2,41 8,73 0,16 0 125
17 NG, 58 HCV 116 198 [ 1391 4,73 | 21,51 | 0,48 1,2 211
18 Ffi, 53 HBV 59 473 | 25,82 | 3,34 | 17,86 0 0,2 240
19 Ffi, 39 ALD 38 450 | 19,67 | 3,74 | 16,22 | 0,36 0,6 221,66
20 N6, 54 | HCV/HCC | 124 531 | 14,19 | 5,65 | 14,79 | 0,96 1,2 120,66
21 Ffi, 55 HCV 64 294 11994 | 2,7 16,5 0,8 0,8 235
22 Ffi, 50 [ HCV/HCC | 110 321 | 18,76 | 4,26 | 17,83 | 0,32 0,6 267,66
23 Ffi, 37 HCV 58 181 9,06 34 13,66 | 0,68 0,8 135,66
24 Ffi, 46 | HCV/HCC | 166 288 | 2464 | 6,3 2453 | 0,48 1,6 218,66
25 Ffi, 44 ALD 38 220 118,97 | 6,51 16,1 0,48 1,2 168
26 Ffi, 56 HCV 50 179 199 | 4,39 | 16,28 | 1,64 1 168
27 Ffi, 47 ALD 73 655 | 2533 | 4,31 | 18,43 0,8 0,8 154,66
28 N6, 35 HCV 68 617 | 21,07 | 5,65 | 14,94 0,6 0,8 168,3
29 Ffi, 52 HCV 83 383 | 12,45 | 3,58 | 14,56 0 1 263
30 Ffi, 57 | HCV/HCC | 59 223 | 29,65| 4,54 | 14,01 | 0,08 0,6 263,66
31 N6, 50 AlH 53 515 28,86 | 2,69 18,9 0,4 0 242
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32 Ffi, 51 ALD 24 99 2442 | 3,66 | 199 | 0,08 0,2 309

33 Ffi, 55 HBV 43 82 8,88 | 1,23 | 9,09 0,2 0,6 186

34 Ffi, 56 HCV 83 585 | 14,46 | 6,8 | 16,14 | 0,52 1,2 264,33

35 Ffi, 57 ALD 53 466 |19,85( 6,69 [ 1938 | 0,64 1,6 204

36 N¢, 20 AlH 56 141 | 16,26 | 2,49 | 17,27 | 0,12 1,4 275,66
37 Ffi, 53 HCV 62 166 | 16,13 | 3,13 | 16,24 | 0,32 1,4 161,33
38 No¢, 27 AlH 39 179 | 1454 2,11 | 10,86 | 0,28 2,8 162,66
39 Ffi, 54 | ALD/HCC | 236 475 | 1794 7,14 [ 1327 | 0.2 0,6 303,66
40 Ffi, 28 PSC 52 378 | 2579 | 4,7 | 1561 | 0,36 0,2 226

41 Ffi, 55 | ALD/HCV | 25 263 | 12,34 1 8,33 | 0,16 0,4 138

42 Ffi, 50 HCV 45 197 932 | 265 | 8,62 | 0,44 0,4 78,66

43 Ffi, 45 HCV 42 322 2431 3,61 | 1406 | 0.2 0,4 297,66

44 Ffi, 42 | HCV/HCC | 75 292 21,23 6,15 | 17,68 | 0,36 0,6 231,33

45 Ffi, 43 HCV 231 343 |1881| 3,79 | 11,95 | 0,36 0,4 167

46 Ffi, 57 | HCV/HCC | 107 284 |10,35| 4,08 | 10,95 | 0,16 0,6 206,33

47 Né6, 57 | AIH/HCC | 74 349 [1899| 53 | 1492 ] 032 0,2 241,33

48 Ffi, 51 HCV 88,3 | 258 |16,44] 10,39 | 19,23 | 0,32 0,4 175,33

49 Ffi, 50 HCV 127 369 |11,38 | 16,58 | 14,5 | 0,48 0,4 127,33

50 Ng, 55 HCV 58 240 |18,03| 57 13,3 | 0,28 0 152,66

51 Ffi, 21 PSC 136,6 | 1037,7 | 24,79 | 1,25 234 | 0,48 0,4 242,66

52 Ffi, 46 ALD 86 313 | 14,67 | 568 | 1421 | 0,68 0,8 159

53 N6, 35 AlH 76 310 | 18,48 | 33 17,7 | 0,68 1 218,66
54 Né,42 | PBC/HCC | 29 774 21,08 435 | 2381 | 1,56 1 229,33
55 Ffi, 56 ALD 29 227 | 23,43 | 3,53 | 22,77 | 0,64 1,4 176,33

56 Ng, 61 HCV 101 114 (13,06 | 593 | 1505 | 1,6 0,6 142,66

Az 1. tablazatban lathato, hogy a cirrotikus betegek esetén a majsejt proliferacios
aktivitason kiviil a mért morfologiai paraméterek jelentdsen emelkedettek voltak a
normal méjakhoz képest.

A kotdszovet altal elfoglalt teriilet nagyaga (pikrosziriusz) szignifikans
korrelaciét mutatott az aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt teriilettel (SMA), a
szeptumvastagsaggal, valamint az ALP értékkel is (8. 4bra). Az SMA értéke
szignifikdnsan 0sszefliggott a szeptumvastagsaggal és a duktularis reakci6 altal elfoglalt
teriilettel (CK7) (9. abra). A CK7 ezen kiviil az AST értékkel is szignifikansan korrelalt
(9. abra). A legtobb mintaban igen alacsony, 1% alatti Ki-67 indexet hataroztunk meg a
hepatocitakban és duktularis sejtekben is. Szignifikans, negativ Osszefliggés allt font a
majsejtek proliferacids aktivitasa (hep. prol.) és a szeptumvastagsag kozott (9. abra). A
majsejtek és duktularis sejtek proliferacios aktivitasa (dukt. prol.) is korrelalt, azonban a

varttal ellentétben pozitiv 0sszefiiggést talaltunk a két paraméter kozott (9. abra). A
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duktuléris sejtek proliferacidja szignifikdnsan Ossszefiiggott a SeBi (r=0,33), INR
(r=0,34), kreatinin (r=-0,32), valamint ezek alapjan nem meglepé6 moédon a MELD
pontszammal is (r=0,29). A kreatinin értékkel a majsejtek proliferacios aktivitasa is
korrelalt (r=-0,42). A cirrozis kiilonboz6 szovédményeinek (aszcitesz, nyel6cso
varikozitds, varixvérzés, hepatikus enkefalopatia) megjelenése és a szdvettani
paraméterek kozott nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést. A duktuldris reakcid altal
elfoglalt tertilet kozel szignifikans szinten nagyobb volt a hepatikus enkefalopatia
diagnodzissal rendelkezd betegekben (p=0,057). A kiilonb6zd szovédmények és a
klinikai

hemoglobinszinttel

paraméterek koziil az aszcitesz jelenléte
(p=0,027),
(p=0,0443) és magasabb albuminértékekkel (p=0,0164) fliggott dssze.

szignifikdnsan alacsonyabb

a varixvérzés szignifikdnsan alacsonyabb AST
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8. dabra Szignifikans Osszefiiggés a kotdszovet altal elfoglalt teriilet (pikrosziriusz) €s a
miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet (SMA) (A) (r=0,54), a szeptumvastagsag (B)
(r=0,61) ill. az ALP értek (C) (r=0,38) kozott, valamint a miofibroblasztok altal
elfoglalt teriilet (SMA) és a szeptumvastagsag kozott (D) (r=0,45).
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9. dbra Szignifikans Osszefliggés a duktularis reakci6 altal elfoglalt teriilet (CK7) és a
miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet (SMA) (A) (r=0,29), valamint az AST-érték
kozott (B) (r=0,28), ill. a majsejtek proliferacidos aktivitdsa (hep. prol.) és a
szeptumvastagsag (C) (r=-0,28), valamint a duktularis reakcio proliferacios aktivitasa

kozott (D) (dukt prol.; r=0,55).

A HCC diagnozist, ill. nem tumoros betegek adatait 6sszehasonlitva a HCC-s
cirrotikus betegekben szignifikdnsan magasabb AST és ALT értékeket talaltunk, a
morfologiai paraméterek kozott nem volt jelentds kiillonbség. A virdlis, ill. nem viralis
eredeti mintdkat Osszehasonlitva szignifikans eltérés mutatkozott a kotdszovet altal
elfoglalt teriilet nagysadgaban ¢s az ALP értékben, mindkét esetben a nem viralis csoport
javara (10. abra). Emellett a HCV/HBV etioldgiaja betegek hemoglobin szintje

szignifikdnsan magasabb, mig MELD pontszdma szignifikdnsan alacsonyabb volt.
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10. dbra A viralis csoportohoz képest a nem viralis csoportban a kotészovet nagyobb

teriiletet foglalt el (A), ill. magasabb ALP-értékek alltak font (B).

IV.2. Allatkisérletes vizsgalatok eredményei

IV.2.1. Kontroll cirrotikus modellek

Mind a CCls, mind a TAA kezelt egerek majaban kompletten korbezart
allebenyek alakultak ki a kisérlet végére, azonban a karositd hatastol fliggben a
kotészovet-felnalmozodas dinamikaja eltéré volt (11. abra). Az irodalmi adatoknak
megfelelden a VT+TAA csoportban a fibrogenezis eleinte csekély mértékii volt, majd
hirtelen indult névekedésnek, mig a CCls kezelés mar a kisérlet kezdetén is jelentds
mértekli kotdszovet-felhalmozodast okozott. A VT+CCls csoportban mar a kezelés 3.
hetén kialakultak a centralis vénakat 0Osszekotd kotdszovetes szeptumok, mig a
VT+TAA csoportban csak a 6. héttdl voltak megfigyelhetdek. A kisérlet 6. hetén a
VT+CCls csoportban szignifikdnsan nagyobb mértékii fibrozist mértiink a VT+TAA
csoporthoz képest. A 9. hétre a VT+TAA csoport beérte a CCls kezelt csoportot,
innentdl parhuzamosan alakult a fibrozis mértéke a két modellben. A TGFB+TAA
csoportban minden iddpontban nagyobb mértékii kotészovet-felhalmozodas volt

megfigyelhet6 a VT+TAA csoporthoz képest (13. abra A).
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TGFBITAA

11. dbra Reprezentativ képek a harom kontroll cirrotikus modellbél, pikrosziriusz
vorossel festett metszetekbdl késziilt fotok. Egység: 200 upm. (A-D: VT+CCls; E-H:
VT+TAA; I-L: TGFB+TAA). A vad tipusi egerekben a CCls kezelés eleinte
szignifikdnsan nagyobb mértékli kotdszovet felhalmozodast valtott ki a TAA kezeléshez
képest, de a késébbi idopontokra a kiilonbség eltlint, a fibrozis mértéke hasonld volt a
két modellben. A TGFP transzgén egerekben a kotészovet-lerakodas az Osszes

idépontban kifejezettebb volt a vad tipust egerekhez képest.

Erdekes modon a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet nagysaga a 3. héten
azonos volt a VT+CCls és a VT+TAA csoportokban, az eltéré mértéki fibrozis ellenére.
Ezutan viszont élesen elvaltak a két modell értékei (12. abra). A TAA modellben a
kisérlet teljes idOtartama alatt joval kifejezettebb duktularis reakcio alakult ki, a
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kiilonbség a 9. héttdl volt szignifikdns. A fibrozis mértékéhez hasonléan a TAA kezelés
a TGFp transzgén egerekben emelkedett mértékii duktularis reakciot valtott ki a vad

tipusu allatokhoz képest (13. dbra B).

VTl VT+TAA TGFJ{HTAA

i} hét

12. dbra Reprezentativ képek a harom kontroll modellb6l, CK19 elleni

immunfluoreszcens jeloléssel (zold) ellatott metszetekbdl késziilt képek. Egység: 200
um (A-D: VT+CCly; E-H: VT+TAA; I-L: TGFB+TAA). A vad tipust egerekben a
TAA kezelés eleinte a CCls kezelés altal kivaltotthoz hasonlé mértékii duktularis
reakcio kialakuldsat eredményezte, de a késObbi iddpontokban szignifikdnsan nagyobb
mennyiségli duktularis reakcid volt megfigyelhetd a TAA-kezelt allatokban. A TGFf
transzgén egerekben a fibrozishoz hasonloan a duktularis reakcié mértéke is emelkedett

volt a vad tipust egerekhez képest.
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A majsejtek és a duktularis reakcid osztodasi aktivitasara is kiilonb6zo hatast
fejtett ki a két fibrogén vegyiilet. A CCls igen alacsony mértékii osztodasi aktivitast
valtott ki, amely a kisérlet elérehaladtaval nem valtozott jelentdsen. Ezzel szemben
mindkét TAA kezelt csoportban dtmeneti emelkedést kdvetden folyamatos csokkenés
volt megfigyelheté a hepatocitak és a duktularis reakcid osztodasaban, ez foként a
duktularis reakcio esetén volt kifejezett (13. abra C, D). Az emelkedett TGFp expresszio

nem volt jelentds hatassal az osztodasi aktivitasra a TAA kezelt allatokban.
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13. dabra A kontroll modellek (1. VT+CCly, Il. VT+TAA, lll. TGFB+TAA) eredményei.
A *-al jelolt idépontokban szignifikans kiilonbség volt a VT+CCly, ill. a VT+TAA
csoportok kozott. A kotdszovet altal elfoglalt tertilet szignifikdnsan nagyobb volt 6 hét
kezelés utan a VT+CCls csoportban (A), mig a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet
szignifikansan alacsonyabb volt a 9. héttdl kezdve a kisérlet végéig (B). A m4jsejtek (3.
és 9. hét) és a duktularis reakcio (6. €s 9. hét) osztddasi aktivitasa (BrDU-index) is
szignifikansan alacsonyabb volt a VT+CCls csoportban (C, D) Az abran az egyes
idépontokhoz tartozo atlagértékek, valamint a standard hiba (SEM) szerepel.
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1V.2.2. Imatinib és erlotinib kezelés hatdsa a TAA-indukalt cirrdzis kialakuldsara

Az imatinib kezelés hatdsdra feltlinden csokkent a fibrozis és a duktularis
reakci6 altal elfoglalt teriilet a TAA kezelt vad tipusu egerekben. A kotdszovet
mennyisége a 9., 12., és 15. héten, mig a duktularis reakcid kiterjedtsége a 9. és a 12.
héten szignifikdnsan alacsonyabb volt az imatinib-kezelt allatokban (14., 15., abra, 16.
abra A, B). Hasonl6 tendencia volt megfigyelhet6 az erlotinibbel kezelt vad tipust
egerekben a vad tipusu kontroll allatokhoz képest, azonban ez a kiilonbség nem
bizonyult szignifikdnsnak egyik idépontban sem (17., 18. dbra, 19. dbra A, B). A gatlo
hatas mindkét gyogyszer esetén csak atmenetinek bizonyult, a 18. hétre mind a fibrozis,
mind a duktularis reakcié mennyisége elérte a kontroll allatok szintjét (16. és 19. abra
A, B). A transzgén egerekben egyik gydgyszer sem volt képes dtmenetileg sem gatolni

sem a kotészovet-lerakodas, sem a duktuldris reakcid progressziojat.
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14. dbra Reprezentativ képek az imatinib kezelt csoportokbdl és kontroll modelljeikbdl,
pikrosziriusz vordssel festett metszetekbdl késziilt fotok. Egység: 200 um. (A-E:
VT+TAA; F-J: VT+TAA+imatinib; K-O: TGFB+TAA, P-T: TGFp+TAA+imatinib).

Az imatinib kezelés a vad tipusu egerekben a kezdeti iddpontokban latvanyosan
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csOkkentette a kotoszovet kialakulas mértékét, azonban a késdbbi idépontokra ez a hatés
elmult. A TGFp transzgén egerekben az imatinib kezelés nem okozott jelends

kiilonbséget a kotoszovet-lerakodas dinamikajaban a kontroll csoporthoz képest.
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5

15. abra Reprezentativ képek az imatinib kezelt csoportokbdl és kontroll modelljeikbdl,
CK19 elleni immunfluoreszcens jeldléssel (zold) ellatott metszetekbdl késziilt fotok.
Egység: 200 um. (A-E: VT+TAA; F-J: VT+TAA+imatinib; K-O: TGF+TAA, P-T:
TGFB+TAA+imatinib). Az imatinib kezelés a vad tipusi egerekben a kezdeti

58



DOI:10.14753/SE.2020.2398

idépontokban jelentdsen csokkentette a duktularis reakcio kiterjedtségét, de a kisérlet
végén ez a hatds mar nem volt megfigyelhet6. A TGFp transzgén egerekben az imatinib
kezelés nem okozott valtozast a duktularis reakcid kialakuldsanak dinamikdjaban a

kontroll csoporthoz képest.
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16. dbra Az imatinib-kezelt csoportok (V. VT+TAA+imatinib, V.
TGFB+TAA+imatinib) és ezek kontroll csoportjainak (II. VT+TAA, III. TGFB+TAA)
eredményei. A  *-al jelolt id6pontokban szignifikdns kiilonbség volt a
VT+TAA+imatinib, ill. a VT+TAA csoportok kozott. Az imatinib-kezelés atmenetileg
szignifikansan csokkentette a kotdszovet (A), valamint a duktularis reakcid altal
elfoglalt teriilet (B). A duktularis reakcid osztodasi aktivitasa (BrDU-index) a 6. héten
szignifikansan alacsonyabb volt a VT+TAA+imatinib csoportban a VT+TAA
csoporthoz képest (D). Az abran az egyes id6pontokhoz tartozoé atlagértékek, valamint a

standard hiba (SEM) szerepel.
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17. dabra Reprezentativ képek az erlotinib kezelt csoportokbdl és kontroll modelljeikbdl,
pikrosziriusz vordssel festett metszetekbol késziilt fotok. Egység: 200 pm. (A-E:
VT+TAA; F-J: VT+TAA+erlotinib; K-O: TGFB+TAA, P-T: TGFB+TAA+erlotinib).

Az erlotinib kezelés a vad tipusu egerekben csokkentette a kotdszovet-lerakodas
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mértékét, de az imatinib kezeléssel ellentétben a hatds nem volt szignifikdns mértékii
egyik idépontban sem. A TGFf transzgén egerekben nem volt megfigyelhetd kiilonbség

az erlotinib kezelés hatasara.
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18. abra Reprezentativ képek az erlotinib kezelt csoportokbdl és kontroll modelljeikbdl
CK19 elleni immunfluoreszcens jeldléssel (zold) ellatott metszetekbdl késziilt fotok.
Egység: 200 um. (A-E: VT+TAA; F-J: VT+TAA+erlotinib; K-O: TGFB+TAA, P-T:
TGFB+TAA+erlotinib). A duktularis reakcid kialakuldsadt a vad tipusu egerekben
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szintén mérsékelte az erlotinib kezelés, de szignifikans kiillonbség itt sem mutatkozott.
A TGFp transzgén egerekben nem volt megfigyelhetd kiilonbség a duktularis reakcid

mértékében az erlotinib kezelés hatasara.
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19. dbra Az erlotinib-kezelt csoportok  (VI. VT+TAA+erlotinib, VI
TGFB+TAA+erlotinib) és ezek kontroll csoportjainak (II. VT+TAA, III. TGFB+TAA)
eredményei. A *-al jelolt id6pontban szignifikans kiilonbség volt a VT+TAA+erlotinib,
ill. a VT+TAA csoportok kozott. A majsejtek osztodasi aktivitasa (BrDU-index)a 12.
héten szignifikansan magasabb volt a VT+TAA+erlotinib csoportban a VT+TAA
csoporthoz képest (D). Az dbran az egyes id6pontokhoz tartozé atlagértékek, valamint a
standard hiba (SEM) szerepel.

A majsejtek és a duktularis reakcid osztodasi aktivitdsira mindkét gyogyszer
csak egy-egy id6pontban fejtett ki szignifikans hatast a vad tipusi egereken. Az
imatinib-kezelt csoportban a 6. héten a duktularis reakcio (16. abra D), mig az erlotinib-

kezelt csoportban a majsejtek osztéddsa volt szignifikdnsan alacsonyabb a kontroll
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TAA-csoporthoz képest (19. dbra C). A TGFp transzgén egereken egyik szer sem volt

képes szignifikansan befolyésolni az osztodasi aktivitast (16. és 19. abra C és D).

1V.2.3. Imatinib és erlotinib kezelés hatdsa a mar kialakult TAA-indukalt cirrdzisra

(terapias modellek)

Az imatinib és erlotinib hatasat megvizsgaltuk vad tipusu egerekben TAA
kezeléssel kivaltott, mar kialakult majcirrozisra is. A kezelések soran egyik gyogyszer
sem volt képes megallitani a fibrozis és a duktularis reakcid progresszidjat (20. abra).
Az erlotinib kezelés hatasara az altalunk vizsgalat paraméterekben nem volt szignifikans
kiilonbség. Ezzel szemben az imatinib kezelés megkezdése utan 3 héttel (a TAA kezelés
21. hetén) szignifikdnsan kiterjedt fibrozist, duktularis reakciot, ill. duktularis sejt
osztodasi aktivitast tapasztaltunk (21. abra). Ez a hatas atmenetinek bizonyult, a tovabbi

idépontokban szignifikans eltérés egyik paraméterben sem volt megfigyelhetd.
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20. dbra Reprezentativ képek a terapias modellekb6l (A-C, J-L: Ter. kontroll; D-F, M-
O: Ter. imatinib; G-I, P-R: Ter. erlotinib). A-l: Pikrosziriusz vorossel festett
metszetekbdl késziilt fotok. J-R: CKI19 elleni immunfluoreszcens jeloléssel (z6ld)

ellatott metszetekbdl késziilt képek. Egység: 200 um. Az imatinib addsa a 21. héten (3
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hét imatinib kezelés utan) szignifikdnsan emelkedett mértéki fibrozissal és duktularis
reakcioval jart, késobb ez a kiilonbség eltiint. Az erlotinib kezelés nem okozott

szignifikans kiilonbséget egyik idépontban sem.
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21. dbra A terapias kisérlet modelljeinek (VIII. Ter. kontroll, IX. Ter. imatinib, X. Ter.
erlotinib). A *-al jelolt iddpontokban szignifikans kiilonbség volt a Ter. imatinib, ill. a
Ter. kontroll csoportok kozott. Az imatinib kezelés atmenetileg szignifikansan nagyobb
mértéki fibrozist, duktularis reakciot, valamint duktularis sejt osztodast (BrDU-index)
valtott ki (A, B, D). Az abran az egyes idopontokhoz tartoz6 atlagértékek, valamint a
standard hiba (SEM) szerepel.

66



DOI:10.14753/SE.2020.2398

IV.2.4. A cirrotikus modellekben mért paraméterek korrelacios analizise

Az egyes kisérleti csoportokban mért kiilonb6z6 paraméterek kozti 0sszefliggést
Spearman-féle rangkorrelacidos analizissel vizsgaltuk. Az elemzés soran minden
paraméter esetén egy-egy kisérleti csoportbdl az 0sszes adatot felhasznaltuk, tekintet
nélkil a kisérleti idépontra. A szignifikdns Osszefliggések a 4. tdblazatban lathatok. A
kotészovet €s a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet aranya szoros, szignifikans
korrelaciot mutatott mindegyik kisérleti csoportban (22. 4dbra). A fibrézis mértéke és a
majsejtek osztodasi aktivitasa két modellben szignifikansan fliggott 6ssze (VT+CCly,
VT+TA+erlotinib), mindkét esetben pozitiv modon (23. abra E, F). Ugyanebben a két
modellben a duktuléris reakcid kiterjedtsége is szignifikans, pozitiv modon korrelalt a
hepatocitak osztodasaval (24. abra C, D). Ezzel szemben a fibrézis és a duktularis
reakcio osztodasi aktivitdsa harom modellben is szignifikdns, negativ korrelaciot
mutatott (VT+TAA, TGFB+TAA, TGFB+TAA+imatinib; 23. abra A, B, D) az egy
modellben megfigyelt szignifikans, pozitiv korrelacié mellett (VT+TAA+imatinib; 23.
abra C). A duktularis reakcio kiterjedtsége és osztddasi aktivitasa kozott két csoportban
allt font szignifikans korrelacio, egy esetben pozitiv (VT+TAA+imatinib 24. abra B)
egy esetben pedig negativ (TGFB+TAA; 24. dbra C). A mijsejtek és a duktularis
reakcio osztodasi aktivitasa kozott egyik modellben sem sikertilt szignfikans, negativ
Osszefliggést talalnunk, ezzel szemben két modellben (VT+TAA-+imatinib, Ter.

imatinib) pozitivan korreldlt a két paraméter (24. abra E, F).
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4. tablazat A mért paraméterek kozti korrelaciok a kiilonbozd kisérleti csoportokban.
Az adatok Spearman-féle korrelacios egyiitthatoknak felelnek meg. pikro. — kotdszovet
altal elfoglalt tertilet; CK19 — duktuléris reakcié altal elfoglalt teriilet; hep. prol. —

majsejt proliferacios aktivitas, dukt. prol. — duktularis reakcid proliferacios aktivitas.

CK19- [ CK19-

pikro.- | pikro.- pikro.- hep. dukt. | hep. prol.-

CK19 | hep. prol. | dukt. prol. | prol. prol. dukt. prol.
I. VT+CCl4 (n=49) 0,66 0,48 n. sz. 0,37 n. sz. n. sz.
Il. VT+TAA (n=50) 0,83 n. sz. -0,33 n. sz. n. sz. n. sz.
II. TGFB+TAA (n=61) 0,81 n. sz. -0,56 n. sz. -0,41 n. sz.
IV. VT+TAA+imatinib (n=54) 0,94 n. sz. 0,31 n. sz. 0,33 0,32
V. TGFB+TAA+imatinib (n=38) 0,81 n. sz. -0,46 n. sz. n. sz. n. sz.
V1. VT+TAA+erlotinib (n=48) 0,92 0,53 n. sz. 0,55 n. sz. n. sz.
VII. TGFB+TAAterlotinib (n=38) 0,89 n. sz. n. sz. n. sz. n. sz. n. sz.
VIII. Ter. kontroll (n=18) 0,61 n. sz. n. sz. n. sz. n. sz. n. sz.
IX. Ter. imatinib (n=18) 0,63 n. sz. n. sz. n. sz. n. sz. 0,47
X. Ter. erlotinib (n=17) 0,81 n. sz. n. sz. n. sz. n. sz. n. sz.
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22. dabra A kotészovet és a duktularis reakcio altal elfoglalt teriilet kozti Osszefliggés a
kiilonboz6 egér kisérleti csoportokban. Pikrosziriusz — kotdszovet altal elfoglalt teriilet;

CK19 — duktularis reakci6 altal elfoglalt teriilet
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23. dbra A kot6szovet altal elfoglalt tertilet, valamint a duktularis reakcié (A-D) vagy a
majsejtek proliferacios aktivitasa (E, F) kozti Osszefliggés kiilonbozo kisérleti
csoportokban. Pikrosziriusz — kotdszovet altal elfoglalt teriilet; CK19 — duktularis
reakcio altal elfoglalt teriilet; hep. prol. — majsejt proliferaciés aktivitas, dukt. prol. —

duktularis reakcio proliferacios aktivitas.
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24. abra A duktularis reakci6 altal elfoglalt teriilet, valamint a duktularis reakcio (A, B)
vagy a majsejtek proliferacids aktivitasa (C, D), ill. a majsejtek és a duktularis reakcio
proliferacids aktivitasa (E, F) kozti Osszefiiggés kiilonbozd kisérleti csoportokban.

Pikrosziriusz — kotészovet altal elfoglalt teriilet; CK19 — duktuldris reakcio altal
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elfoglalt teriilet; hep. prol. — majsejt proliferacios aktivitds, dukt. prol. — duktularis

reakcio proliferacios aktivitas.
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V. Megbesz¢lés

Annak ellenére, hogy a cirrdzis széles korben kutatott, vildgszerte sulyos
problémat okozo betegség, egészen a kozelmultig kevesen vizsgaltak a patogenezisben
fontos szerepet jatszo folyamatok, pl. a fibrogenezis, majsejt szeneszcencia, duktularis
reakcid, miofibroblaszt aktivacid kapcsolatdit. Még napjainkban is tobb kérdés,
kiilonosen a duktuléris reakcid bioldgiai funkcidja erésen vitatott. Kutatdsaink sordn
human és egér majakat vizsgéltunk. A human mintdk végstadiumu, atiiltetés soran
eltavolitott majakbol szdrmaztak, mig az egér kisérletek a m4j koros elvaltozdsainak
megjelenésétdl a cirrdzis kialakuldsaig tartottak, igy a két vizsgélat egyiitt lefedi a
betegség természetes lefolyasat. A cirrdzis gyogyszeres befolydsolasa is aktudlis és
nagy jelentdségli téma; egér kisérleteinkben két tirozin-kindz géatld gyogyszer hatasat
vizsgaltuk a betegség lefolyasara, valamint a mar kialakult méjcirrézisra.

Humén vizsgélataink erdssége, hogy majbiopszids mintdk helyett nagyméretii
szovettani blokkokat elemeztiink, igy nem kellett szamolnunk a biopszids minta kis
méretébdl adodo mintavételi hibakkal. Ezen kiviil a kotészovet, duktularis reakcio, ill.
aktivalt miofibroblasztok 4altal elfoglalt teriiletet digitalis képanalizis segitségével
mértiik le, igy értékeink nagyobb informéciotartalommal birnak a gyakran hasznalt
szemikvantitativ értékelésekhez képest.

A hegszovet altal elfoglalt teriilet aranya digitalis morfometriai analizissel
(CPA) mérve modszertdl fiiggben altalaban 1-7% a normal, ill. 12-36% a cirrotikus
majakban (Germani és mtsai 2010); eredményeink megfelelnek ezeknek az értékeknek.
A nem virdlis eredetii cirrotikus mintdkban szignifikansan magasabb mértékii fibrézist
talaltunk a viralis eredetli csoporthoz képest. Hall és mtsai (2013) hasonlé eredményre
jutottak etioldgianként 10 esetet vizsgdlva; mind az ALD-s, PBC-s, PSC-s és AIH-s
betegek mdjaiban magasabb CPA értékeket mértek, mint HCV vagy HBV eredetii
cirrézisban. Az alkohol jelentdsebb fibrozist kivaltd potencialjat jelzi, hogy Lemoine és
mtsai (2008) ALD-s és HCV-s betegeket Osszehasonlitva mind magasabb fibrozis-
pontszamot, mind magasabb HVPG ¢és Fibroscannel mért LSM értékeket talaltak az
alkoholos eredetli cirr6zisban. Emellett Nagula és mtsai (2006) is szignifikdnsan

crer

Eredményeink szerint az ALP érték a fibrozis mértékéhez hasonldan szignifikdnsan
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magasabb volt a nem virdlis csoportban, emellett szignifikans korrelaciét talaltunk a
CPA ¢és az ALP-értékek kozott. A némileg meglepd eredmény hatterében a fokozott
mennyiségl kotdszovet epeelfolyast gatlo hatasa allhat.

A kotészovet mennyisége szignifikdnsan Osszefiiggétt a  szeptumok
vastagsagaval. A szeptumvastagsag meghatarozasanak fontossagat jelzi, hogy tobb
tanulmany (Nagula és mtsai 2006, Kumar és mtsai 2008) eredményei szerint is
szignifikansan Osszefligg a portalis hipertenzié mértékével, igaz, a szeptumvastagsagot
mindkét kutatasban csak szemikvantitativ modon elemezték. Viola és mtsai (2009) a
dekompenzalt cirrozisban szenvedd betegek majaban vastagabb szeptumokat mértek
(median: 212,6 um), mint a kompenzalt betegekben (median: 159,6 pm); 169,01 pm
szeptumvastagsag folott a betegeknek szignifikdnsan nagyobb esélye volt a
dekompenzéciora. A mi mintdink median szeptumvastagsaga 208,7 um volt, ami annak
tilkrében, hogy transzplantacion atesett betegekbdl szarmaznak, teljes dsszhangban van
Viola és mtsai adataival. A mar emlitett Laennec-osztalyzas a szeptumok vastagsaga és
a kis gobok mérete alapjan osztalyoznd a cirrozist (Kutami €s mtsai 2000). Az altalunk a
fibrézis és szeptumvastagsag kozott leirt erds korreldcid megerdsiti, hogy a
szeptumvastagsag meérése a CPA ¢értekhez hasonléan alkalmas lehet a fibrdzis
mértékeének jellemzésére.

Az altalunk mért CPA ¢€s szeptumvastagsag értékek szignifikans Osszefiiggést
mutatattak az aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt tertiletet jellemz6 SMA értékkel,
ami azt jelzi, hogy még az eldrehaladott, transzplantaciot igényld esetekben is aktiv
fibrogenezis folyik a majban. A magas SMA értékek arra mutatnak ra, hogy az aktivalt
miofibroblasztokok igéretes terapias célpontként szerepelhetnek elérehaladott
cirrozisban is, mivel a miofibroblasztok altal a szinuszoidokra, erekre Kkifejtett
kontrakcios hatas hozzajarul a portalis hipertenzio fokozodasahoz (Friedman 2008). A
duktuléris reakcid €s az SMA-pozitiv miofibroblasztok szdma, ill. az altaluk elfoglalt
tertilet kozott Svegliati-Baroni €s mtsai (2011), ill. Prakoso és mtsai (2014) is
szignifikans korrelaciot mutattak ki HCV-s betegpopulaciokban, melyekben minden
fibrézis stddium reprezentalva volt.

A human majakban a kétdszovet €s a duktularis reakci6 kiterjedtsége kozott nem
talaltunk szignifikans korrelaciot. Ezzel ellentétben a miofibroblasztok altal elfoglalt

teriilet szignifikdnsan korrelalt a CK7-pozitiv teriilettel. Ennek hatterében az allhat,
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hogy az aktivalt miofibroblasztok a duktuldris sejtekkel szoros térbeli kapcsolatban
allva kovetik a duktuldris reakcio kiterjedését (Dezs6 és mtsai 2007). Bar a fibrozis és
duktularis reakcié kozti korrelaciét szamos tanulmany leirta, mindegyik a fibrozis
stadiumokkal vetette 6ssze a duktularis reakcid mértékét, igy ezek az eredmények a mi
kutatasunkkal szemben nem csak cirrozis stddiumot eléré majakbol szdrmaznak; ez
allhat annak hatterében, hogy a mi mintdinkban nem talaltunk ilyen dsszefiiggést. Egér
kisérleteinkben, ahol az emlitett human tanulmanyokhoz hasonldéan tobb kiilonb6zé
fibrozis stadiumbol szarmaznak az adatok minden kisérleti csoportban erds korrelaciot
talaltunk a fibrézis és a duktularis reakcidé mértéke kozott. A humdn majakban
meghatarozott CK7-pozitiv teriilet az AST értékekkel is korrelalt. Ez utalhat arra, hogy
rosszabb majfunkcio mellett kifejezettebb duktularis reakcid alakul ki, de természetesen
arra is, hogy a duktularis reakcioé ront a majfunkcion. Hasonldé eredményt Eleazar és
mtsai (2004), ill. Prakoso ¢és mtsai (2014) is kozoltek. Eleazar ¢és mtsai
szemikvantitativen értékelték a duktularis reakciot, mely Osszefiiggést mutatott az
AST/ALT arannyal és a direkt bilirubin értékekkel. Prakoso és mtsai beteganyagaban
igen gyenge statisztikai erdsségli volt a morfometridval mért duktularis reakcio teriilet
¢és az AST-értek kozti korrelacié (=0,167), azonban a betegek csupan 5,7%-a tartozott a
METAVIR szerinti F4, vagyis cirrdzis stadiumba. Az altalunk mért CK7 és a
rendelkezésre 4ll6 AST értékek kozott valamivel erdsebb korrelacio allt fent (1=0,28),
vagyis ez az Osszefliggés erdsebb a cirrozis stadiumban. Erdemes megemliteni, hogy a
betegségiik lefolyasa alatt valamikor hepatikus enkefalopatidban szenved$ betegekben
nagyobb teriiletet foglalt el a duktularis reakcio, de a kiilonbség mértéke nem érte el a
szignifikanciaszintet. Ezen kiviil a duktularis sejtek proliferacios aktivitasa
szignifikansan 6sszefliggdtt a MELD pontszammal. Ezek a megfigyelések azt mutatjak,
hogy a klinikailag rosszabb allapoti betegekben kifejezettebb és aktivabb a duktularis
reakcio.

A majsejtek és duktularis sejtek proliferacios aktivitasa szignifikans, pozitiv
modon korrelélt a vizsgalt human mintakban. Yoon és mtsai (2011), valamint Stueck és
Wanless (2015) adataihoz hasonléan a duktularis sejtek magasabb proliferacios
aktivitassal rendelkeztek a majsejteknél, de mindkét sejttipus proliferacidja igen
alacsony mértéki volt. Elképzelhetd, hogy ezek az explantalt majak mar a cirrdzis egy

végsd, un. ,.burned out” fazisdban vannak, ahol mar mindkét sejtpopulacié jelentds
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hanyada szeneszcens allapotban lehet. Erre utal az is, hogy a cirrotikus mintdkban a
majsejt proliferacios aktivitas gyakorlatilag megegyezett az egészséges, kontroll
majakban mérttel. Eredményeink nem tdmasztjak ald azt az elképzelést, hogy az
osztodasra képtelenné valt majsejtek helyett a duktularis sejtek fokozott proliferacidja
altal regeneralodik a méjparenchyma (Falkowski és mtsai 2003), mert ebben az esetben
forditott sszefliggést varnank a két paraméter kozott. Ennek ellenére Stueck és Wanless
megfigyeléséhez (2015) hasonléan ALD, HCV, ill. PSC etiol6giaji mintdinkban is
megfigyeltiink a duktularis reakcioval kdzvetlen kapcsolatban allo kis goboket, amelyek
a parenhima kipusztulas teriiletein megmaradt portalis vénaagak mentén alakultak ki. Ez
alapjan a duktularis sejtek birhatnak regenerativ funkcioval a cirrotikus majban,
azonban a duktularis reakcio sejtjeinek csak kis hanyada differencialodik majsejtekkeé,
igy elképzelhetd, hogy a nagy teriiletli mintainkon szadmolt proliferacios aktivitasban
nem reprezentaltak a regenerativ szerepet jatszo duktularis sejtek. A duktularis sejtekbol
kialakuld kis gobok szerkezete eltér a normalis parenhimatol: a portalis vénaag
centrdlisan helyezkedik el, azonban az epeutak a gob felszinén, a centralis vénadg,
valamint az artériak pedig a goboket koriilvevd kotdszovetben helyezkednek el. Erdekes
modon az, hogy a regenerativ funkcioji kis gobok kialakuldsat a portalis vénaagak
»szervezik”, nagyon hasonlit a patkdny AAF/PH modellben az ovalis sejtekbdl
kialakuld fokuszok szerkezetéhez, azonban mivel a patkdny modellben az altaluk
végbemend regeneracid egyébként ép szerkezetli majban zajlik, a fokuszok képesek
visszadllitani az eredeti szerkezetet. Ezzel szemben a human cirrotikus méjban és
fulminans majelégtelenségben is a kis gobok a parenhima kipusztulas teriiletein, tehat
mar karosodott szerkezetli majban jonnek létre, valamint felépitésiik is eltér a normal
parenhimatol, igy nem képesek visszaallitani a mdj ép szerkezetét. Ez alapjan a
parenhima kipusztulds jelezheti a cirrdzis irreverzibilis stadiumanak kezdetét (Dezsd és
mtsai 2017, 2020).

A szeptumvastagsag szignifikdns, negativ modon korreldlt a majsejt
proliferacios aktivitassal, tehat a cirrdzis stddiumat eléré majakon beliill is az
elérehaladottabb fibrozissal rendelkezdkben sériilt jobban a méjsejtek replikativ
potencialja.

Mig a human mintaink mind cirrotikus majakbol szarmaznak — igy segitségiikkel

leginkabb keresztmetszeti képet tudtunk alkotni a betegségrol — addig egér
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kisérleteinkben hosszmetszeti nézetben vizsgaltuk a fibrozis és a duktularis reakcio
progressziojat. Két gyakran hasznalt vegyiilettel, CCls-el és TAA-val valtottunk ki
majfibrézist vad tipust egereken. Utobbi kezelést majukban aktiv TGFB-t termeld
transzgén egereken is elvégeztik. A kisérletek kezdetétdl egyenld idokozonként (3
hetente) terminaltunk allatokat, igy a kezdddd fibrozistol egészen a cirrdzisig stadiumig
a betegség stddiumainak teljes skaldja reprezentalva volt. Minden allat majabol késziilt
metszeten négy paramétert mértiink: a fibrézis, ill. a duktuléris reakcié altal elfoglalt
terliletet, valamint a majsejtek és duktularis sejtek osztdoddsi aktivitdsat. Az aktivalt
miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet mérését megbizhatéan miikodo egér ellenes SMA
antitest hianyadban nem tudtuk elvégezni.

Mind a CCls, mind a TAA kezelés progressziv fibrozist valtott ki a vad tipusa
egerekben, azonban a kotdszovet-lerakodéas dinamikéja kiillonbozd volt. Az irodalmi
adatoknak (Salguero és mtsai 2008) megfeleléen a TAA kivaltotta fibrozis kezdetben
jelentésen kisebb mértékii volt a CCls-kezelt csoporthoz képest, majd a 9. héttol
gyakorlatilag egyforma mennyiségli fibrozist mértiink a két csoportban. A CCls- és
TAA-kezelt csoportokban az elsd, 3. heti kisérleti idépontban még azonos mennyiségii
duktularis reakci6 volt jelen, ezutan viszont a CCls kezelés kivaltotta duktularis reakcio
végig joval csekélyebb mértékii maradt. A fibrézis adatokal osszevetve ez azt jelenti,
hogy a kivaltod hatastol fliggéen valtozo lehet a fibrozis és duktuléris reakcid ardnya; a
CCls-kezelt vad tipusu egerekben egy ,,egységnyi” duktularis reakciora tobb kotdszovet
jut. Hasonlo jelenség figyelhetd meg human mintainkban is: a nem viralis csoport
szignifikdnsan magasabb mértékli fibrozisahoz jelentdsen kisebb kiterjedtségii
duktularis reakcio tarsult. A két vegyiilet eltérd duktularis reakcié indukalod képessége
mogott a hatdsmechanizmus kiilonbozdsége allhat: mig a CCls tisztan centrilobularis
nekrozist okoz, addig a TAA a periportalis hepatocytékat is karositja, ami kivalthatja a
ellenére a CCls-kezelt csoportban is szignifikans, er6s moéodon korrelalt a fibrozis
Kiterjedtségével.

A vartaknak megfelelden (Schnur és mtsai 2004) a TGFp transzgén egerekben a
TAA minden idépontban kifejezettebb fibrozist okozott, mint a vad tipusu allatokban. A

fokozott kotészovet-lerakodas mellé hasonld mértékben emelkedett Kkiterjedtségii
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duktuléris reakcio is tarsult, a majsejtek és duktularis sejtek osztodasi aktivitdsa
azonban nem tért el jelentés modon a vad tipusu egerektdl.

Ha a majfibrozis elérehaladtaval a duktularis sejtek vennék at a szeneszcenssé
varhatnank a két sejttipus osztddasi aktivitasa kozott. Ilyet egy kisérleti csoportban sem
sikeriilt megfigyelniink, s6t, két modellben szignifikéans, pozitiv korrelaciot talaltunk. Ez
természetesen nem zarja ki, hogy duktuldris sejtek atalakulhatndnak majsejtté, de
ellentmond annak, hogy jelentds szamban poétolnak a hepatocytakat. Stueck és Wanless
(2015), valamint munkacsoportunk (Dezs6 és mtsai 2017) is a parenhima kipusztulas
teriiletein irta le a duktularis sejtekbdl kialakulod kis majsejtgobok kialakulasat. Egér
kisérletei modelljeink koziil egyik csoportban, még a hosszabb id6tartamu terapias
modellekben sem figyeltiink meg parenhima kipusztulast, igy elképzelhetd, hogy az
altalunk vizsgalt majak még nem voltak a cirrdzis olyan eldrehaladott allapotaban, hogy
megfigyelttel megegyez6 szerkezetii kis géboket 1 év id6tartamt CCls, valamint TAA-
kezelésben részesiilé patkdanyok madjaban is megfigyeltiink a parenhima kipusztulas
teriiletein, ez alapjan valosziniisithetd, hogy kronikus majartalmak esetén a duktularis
reakcionak csak a cirrozis legvégsd fazisaban van regenerativ szerepe (DezsO €és mtsai
2017). Mindazonaltal eredményeink nem tamasztjak ala, hogy egérben a cirrdzis
kialakuladsanak folyamata soran a duktuldris reakcionak jelentds regenerativ szerepe
volna.

Az imatinib és erlotinib antifibrotikus tulajdonsagat szamos ragcsalo modellben
leirtdk, de a duktuléris reakcidra kifejtett hatast ezek koziil csak kevésben vizsgaltak.
Ezen kiviil gyakorlatilag az 0sszes tanulmany csak egy kisérleti idépontot elemzett, igy
kisérleteinkben az eddigi ismerteknél bévebb informaciot tudtunk kapni a két gyogyszer
hatasanak dinamikdjarol.

Az imatinib-kezelés atmenetileg szignifikansan csokkentette a fibrozis és
duktuléris reakci6 altal elfoglalt teriiletet a TAA-kezelt vad tipusu egerekben, de a
kisérlet végére a gatld hatds megsziint. Ez ramutat arra, hogy egy kisérleti idépont
eredményei alapjan nem lehet hosszutavi kovetkeztetést levonni egy szer antifibrotikus
hatasarol. Az imatinib antifibrotikus hatasat feltehetéen a miofibroblasztok PDGFR j3-

expresszidjanak down-regulacigja altal fejti ki (Kim ¢és mtsai 2012b). Ezt
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munkacsoportunk korabbi, patkanyokon elvégzett kisérleteinek nem publikalt
eredményei is aldtdmasztjdk. A klasszikus AAF/PH kisérleti protokoll sordn a
hepatektomia utan adott egy heti imatinib kezelés jelentdsen csokkentette a dezmin-
pozitiv miofibroblasztok altal elfoglalt teriiletet, azonban az ovalis sejtes valasz mértéke
nem csokkent (s6t, a sejtek mérete megnovekedett). Egy masik kisérletiinkben CDE
diétan tartott egereket 6 hétig kezeltiink parhuzamosan imatinibbel is. A kezelés a
PDGFRp expresszid, ill. mRNS-szint szignifikdns csokkenését okozta, emellett pedig a
fibrozis, a duktularis reakcio és a csillagsejtek kiterjedését is szignifikdnsan gatolta a
kontroll (csak CDE) egerekhez képest. A PDGFRp expresszio csokkenése nagyobb
mértékll volt, mint a dezmin- vagy SMA-expresszid¢, ebbdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy az imatinib elsddlegesen a miofibroblasztok PDGFR-t kifejez6 csoportjara hat, és
ezeknek a sejteknek a gatlasa vezet a duktularis reakcio és a fibrozis csokkent mértékii
kifejlédéséhez (Rokusz és mtsai 2016). Borkham-Kamphorst és mtsai (2008) CCls-
kezelt patkanyokban vizsgaltak a kiilonb6z6 PDGF izoforméak (PDGF-A, -B, -C, -D) és
PDGF receptorok (-a, -p) expresszidjat. Eredményeik szerint mind a PDGF izoformak,
mind a receptorok expresszidjanak csucsa a kezelés kezdte utan 4 héttel volt, mig a 8.
hétre a kezelés nélkiili allapotra csokkent vissza. Ez azt mutatja, hogy az emelkedett
PDGF ¢és PDGFR expresszio a majfibrozis kialakulasanak kezdeti szakaszara jellemzo,
ami magyardzhatja az imatinib kezelés atmeneti hatasat, ill. a terapas kiseérletben
mutatott hatastalansadgat is. A vad tipusi egerekkel szemben a transzgén egereken
teljesen hatastalannak bizonyult az imatinib kezelés. Tobb tanulmany is leirta
kiilonb6zé CML sejtvonalakon a TGFp jelatviteli Gt potencidlis szerepét az imatinib-
rezisztencia kialakuldsdban (Tipping és mtsai 2003, Chung és mtsai 2008, Smith ¢és
mtsai 2012). Ez alapjan valosziniisithetd, hogy a transzgén egerekben a magas TGFf
szérumszint miatt hatdstalan az imatinib.

Az imatinibr6l korabban leirtak, hogy fibrotikus egér és patkany majakban is
képes csokkenteni a kotdszovet mennyiségét (El-Agamy és mtsai 2011, Kim és mtsai
2012). Az, hogy a mi kisérletiinkben nem sikertilt ilyen hatast kimutatni valdsziniileg
annak is kdszonhetd, hogy a gyogyszeres kezelést mar régota fennalld, eldrehaladottabb
allapota cirrotikus majakon kezdtiik meg, mint az emlitett tanulményok. A cirrotikus
majakban leirt magas TGFp-expresszionak (Nagy ¢s mtsai 1991, Nakatsukasa és mtsai

1990) szerepe lehet az imatinib terapias kisérletben mutatott hatastalansagaban is.
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Az erlotinib az imatinibhez hasonléan atmenetileg gatolta a fibrozis és a
duktularis reakcio progresszidjat a TAA-kezelt vad tipusu egereken, de ez a hatds egyik
idopontban sem érte el a szignifikanciaszintet. Mivel az EGFR-nek felteheten
antifibrotikus (Hb-EGF; Takemura és mtsai 2013) és profibrotikus (amphiregulin;
Perugorria és mtsai 2008) hatasu ligandjai is vannak, igy elképzelhetd, hogy az EGFR
gatldsa soran az antifibrotikus hatds kiesése miatt nem kovetkezik be szignifikans
valtozas a fibrozis mértékében a TAA-kezelt allatokban. A transzgén egerekben még a
vad tipusu csoportban megfigyelt mértékli hatast sem tudta kivaltani az erlotinib
kezelés. Az imatinibhez hasonldéan az erlotinibrdl is leirtdk, hogy egér és patkany
majban eldidézett majfibrozisban is mérsékli a lerakodott kotdszovet mennyiségét
(Fuchs és mtsai 2014). A TGFp-t az erlotinib rezisztenciaval is sszefliggésbe hozték,
ami indokolhatja a terapias kisérletben mutatott hatastalansagat. Erlotinib-rezisztens
tiildorak sejtvonalon alkalmazott TGFf-gatldas csokkentette a rezisztencidért felelds
protein kinaz Ca-expressziot (Abera és Kazanietz 2015). Egy erlotinib-rezisztens tiidé
adenokarcinoma sejtvonalon, valamint érdekes modon kiilonbozé, EGFR-gatloszerrel
kezelt tumorsejtvonalakon (fej-nyaki laphamrak, holyagrak, nem kissejtes tiidorak) is
fokozott TGFB1 expressziot irtak le (Yao és mtsai 2010, Kumai €s mtsai 2014). Utobbi
megfigyelés felveti annak a lehetdségét, hogy a TAA-kezelt vad tipusu egereken
megfigyelt kezdeti antifibrotikus hatast a kezelés hatdsara a duktularis sejtek

megndvekvd TGFB-expressziodja ellensulyozza a késébbi iddpontokban.

79



DOI:10.14753/SE.2020.2398

VI. Kovetkeztetések

Human cirrotikus méjakban a kotészovet altal elfoglalt teriilet az aktivalt
miofibroblasztok altal elfoglalt teriilettel és a szeptumvastagsaggal, mig az
aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet a szeptumvastagsaggal és a
duktularis reakcio kiterjedtségével mutatott szignifikdns Osszefliggést. A
majsejtek €s duktularis sejtek proliferacids aktivitdsa pozitiv korrelaciot
mutatott. Eredményeink alapjan a duktuldris sejteknek a majcirrozis
elérehaladott szakaszaban lehet regenerativ szerepe, fokalis jelleggel.

A humén cirrotikus méjakban a koétdszovet altal elfoglalt teriilet aranya az
ALP értékkel, a duktularis reakcié kiterjedtsége az AST értékkel fiiggott
Ossze szignifikansan. A morfologiai paraméterek és a cirrdzis klinikai
szOvOdményei kozott nem talaltunk szignifikans 0sszefliggést.

A kotészovet és duktularis reakci6 altal elfoglalt tertilet valamennyi altalunk
vizsgalt egér kisérleti modellben erds, szignifikdns korrelacidot mutatott, a
karositd hatastol fliggetleniil. A majsejtek és duktularis sejtek osztodasi
aktivitasa kozott nem talaltunk forditott dsszefliggést. Eredményeink alapjan
a kiilonboz6 modellekben a duktuldris sejtek nem jarulnak hozza jelentdsen
a majregeneraciohoz.

A TAA-kezelt vad tipust egerekben az imatinib és erlotinib-kezelés is
atmenetileg csokkentette a fibrozis €s duktularis reakcid Kkiterjedtségét,
azonban a gatld hatads a kisérlet végére megsziint. Egyik szer sem volt
hatassal a fibrozis és duktularis reakcid mértékére a TGFp transzgén

egerekben.
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VII. Osszefoglalas

A majcirrozis vilagszerte és hazankban is népbetegség, ennek ellenére a
patogenezisben szerepet jatszd kiilonbozoé folyamatok — pl. fibrogenezis, duktularis
reakcid kialakuldsa, miofibroblasztok aktivacioja, majsejtek ¢és duktuldris sejtek
proliferacids aktivitdsa —, egymashoz valo viszonya, dinamikaja kevéssé ismert. Ezek
pontosabb megismerése, illetve a duktularis reakcié bioldgiai szerepének megértése
hozzésegithetne a betegség prognozisdnak pontosabb meghatarozasdhoz. A fibrogenezis
gyogyszeres gatlasa a jovOben a majatiiltetés alternativajat jelenthetné.

Kutatasaink sordn human ¢és egér madjakban vizsgaltuk a fent felsorolt
folyamatok dinamikajat, egymashoz valod viszonyat. A kotészovet, duktuléris reakcio,
ill. aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt teriiletet digitalis képanalizis segitségével
mértik le. Human mintdink 56 db, transzplantacid soran eltavolitott, valtozatos
szén-tetraklorid és tioacetamid egér-modelleket hasznaltunk. A tioacetamid kezelés
mellett antifibrotikus hatasu tirozin-kinadz gatlokkal, imatinibbel és erlotinibbel kezelt
kisérleti csoportokat is kialakitottunk.

Human mintdinkban szignifikdns, pozitiv iranyt Osszefliggést taldltunk a
kotdszovet €s aktivalt miofibroblasztok altal elfoglalt teriilet, valamint a legvastagabb
kotdszovetes szeptumok atmérdje kozott. A majsejtek és a duktularis sejtek proliferacios
aktivitasa kozott szignifikans, negativ irdnya korrelacio allt fent. Eredményeink alapjan
a duktularis sejteknek human mdajban a majfibrozis eldrehaladott szakaszéban lehet
regenerativ szerepe, fokalis jelleggel. Valamennyi egér modelliinkben erds, szignifikans
Osszefliggést talaltunk a kotdszovet és duktuléris reakcié mennyisége kozott, azonban a
majsejtek és duktularis sejtek proliferacids aktivitasa kozott nem taldltunk forditott
iranytu Osszefiiggést. A tioacetamid kezelés mellett adott imatinib és erlotinib
atmenetileg csokkentette a fibrozis €s duktularis reakcio kiterjedtségét, de a gatld hatas
a kisérlet végére megsziint. Kialakult cirrézisban mindkét gyogyszer hatastalannak
bizonyult. Eredményeink alapjan a cirrozis kialakuldsa sordn szoros kapcsolat
igazolhat6 a fibrogenezis és duktularis reakcid kozott, de a duktuldris reakcid sem a

humén méajakban, sem az egér modellekben nem jarult hozza jelentés mértékben a ma4j

crer
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VIII. Summary

Although liver cirrhosis is a common disease both worldwide and in Hungary,
little is known about the relation and dynamics of the different pathogenetic processes,
e. g. fibrogenesis, ductular reaction, activation of myofibroblasts, proliferative activity
of hepatocytes and ductular cells. Studying the details of these processes and
understanding the biological function of ductular reaction could help in determining the
prognosis of the disease. Inhibition of fibrogenesis with drugs could provide an
alternative for liver transplantation in the future.

We studied the relation and dynamics of the processes above in cirrhotic human
and mouse livers. The area occupied by fibrosis, ductular reaction and activated
myofibroblasts was measured by digital image analysis. Human liver samples were
taken from 56 explanted livers with diverse etiology. Mouse liver fibrosis was induced
by carbon-tetrachloride and thioacetamide. The thioacetamide induced liver fibrosis was
treated with the antifibrotic tyrosin-kinase inhibitors imatinib and erlotinib

Analysis of human samples showed a significant, positive correlation between
the area occupied by fibrosis, activated myofibroblasts and the diameter of the thickest
fibrotic septa. There was significant, negative correlation between the proliferative
activity of hepatocytes and ductular cells. According to our results in human liver the
ductular cells only focally play a regenerative role, in the late phase of cirrhosis. We
found strong, positive correlation between the extent of fibrosis and ductular reaction in
all mouse models, but there was no negative correlation between the proliferative
activity of hepatocytes and ductular cells. Imatinib and erlotinib treatment temporarily
decreased the amount of fibrosis and ductular reaction in thioacetamide induced liver
fibrosis, but this effect disappeared by the end of the experiments. Both drugs were
ineffective when applied in established liver cirrhosis. In conclusion there is a strong
connection between fibrogenesis and ductular reaction during the development of
cirrhosis, but ductular reaction does not play a significant regenerative role neither in

human, nor in mouse liver.
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XI. Koszonetnyilvanitas

Abban a szerencsés helyzetben lehettem, hogy harom olyan ember egyengette
utamat a tudomanyos, majd a patoldgiai munkaban, akire példaképként tekinthetek.
Koszonom Dr. Dezsé Katalinnak, Dr. Paku Sandornak ¢és Dr. Nagy Péternek a
mérhetetlen mennyiségli segitséget, kdszonom, hogy mindenben szamithattam rajuk, és
nem utolsésorban koszonom a gyakorlatilag végtelen tiirelmet is.

Koszoném Dr. Matolcsy Andras Professzor Urnak, hogy az Intézetben
végezhettem TDK- és PhD-munkamat, majd rezidensként is szamitott ram.

Koszonom Dr. Kovalszky Ilona Professzor Asszonynak, a Patologiai
Tudomanyok Doktori Iskola korabbi vezetdjének PhD-tanulmanyaimban nyujtott
segitségét.

Ko6sz6ndm héazi opponensemnek, Dr. Zalatnai Attila Docens Urnak értekezésem
alapos, koriiltekintd biralatat.

Ko6szondm Sztodola Andrasnak ¢és Borza Monikédnak az allatkisérletek
kivitelezését. Koszondm Kaminszky Zsuzsanak a technikai segitséget.

Ko6szondm Dr. Bugyik Edinanak, Dr. Szabod Vanesszanak és Dr. Sziics
Armandénak a laborban egytitt t61tott €években a tarsasagot, segitséget.

Koszondm az intézeti kollégdimnak, Dr. Scheich Balintnak, Dr. Regds
Eszternek, Dr. Sapi Zoltannak, Dr. Aratd Gabriellanak és Dr. Hajdu Melindanak, hogy
tdmogattak, mind emberileg, mind szakmailag.

Végiil koszonettel tartozom csaladomnak, nélkiiliik — foként édesapam lelkes

tamogatasa nélkiil — ez a munka nem késziilhetett volna el.
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