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1. Roviditések jegyzéke

AIlH- autoimmun hepatitis ALD- alkoholos majbetegség

Apo- apolipoprotein ASGPr- asyaloglikoprotein receptor

bp- bazispar CIT- hideg ischaemias 1d6

CLDN-1- claudin-1 CLDN-6- claudin-6

CLDN-9- claudin-9 CTL- cytotoxikus T-lymphocyta

CyA- cyclosporin A DC- dentritikus sejt

DC-SIGN- dentritic cell-specific intracellular adhaesion molecule-3-grabbing non-
integrin

dCt- relativ expressziod EDC- extended donor criteria

ER- endoplazmatikus retikulum ERK- extracellularis szignal regulalé kinaz
ETR- kezelés végi virusvalasz EVR- korai virusvalasz

FK- tacrolimus GAG- gliikkoz-aminoglikanok

GM-CSF- granulocyta-macrophag colonia stimulalo faktor

GTP- guanozin-trifoszfat HAI- hisztologiai aktivitasi index (score)
HCC- hepatocellularis carcinoma HCV- hepatitis C virus

HCVcc- sejtkultirdban termelt HCV HCV-Lp- HCV-szerli partikulum
HCVpp- HCV pseudopartikulum HDL- high-density lipoprotein

HLA- human leukocyta antigen HOMA- homeostasis model assesment
HS- heparan-szulfat HTK- hisztidin-triptofan-ketoglutarat
Huh7- human hepatoma 7 sejtvonal HVR- hipervariabilis régio

IFG- impaired fasting glicaemia, emelkedett éhomi vércukor

IL- interleukin IFN- interferon
IPF- initial poor function I/R- ischaemias/reperfuzios karosodas
IR- inzulin-rezisztencia IRS-inzulin receptor szubsztrat

ITBL- ischaemias tipusu epeuti karosodas JAK- Janus kinaz

JAM- junctional adhaesion molecule LDL- low-density lipoprotein
LDL-R- low-density lipoprotein receptor LEL- nagy extracellularis hurok
LPL- lipoprotein-lipaz

L-SIGN- liver-specific intracellular adhaesion molecule-3-grabbing non-integrin

LVP- lipo-viro-partikulum MEK- mitogén-aktivalt protein kindz kinaz
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MELD- model for end-stage liver disease
MTOR- mammalian target of rapamycin
NK- természetes 610 sejt

NTR- nem transzlalodoé régiod

OKT3- muromonab-CD3

PBC- primer biliaris cirrhosis

PKA- protein-kinaz A

PSC- primer sclerotizal6o cholangitis
kinaz

RT- retranszplantacio

sE2- solubilis E2 glikoprotein

SEM- standard error of mean

SRB1- scavanger receptor B 1

aktivator

T-DM- tranziens diabetes mellitus
TMD- transmembran domain

UNOS- United Network for Organ Sharing

MLV- ragcsalo leukémia virus

NFAT- nuclear factor of activated T-cells
NODAT- new onset diabetes mellitus
OGTT- oralis gliikoz-tolerancia teszt
OLT- orthotopicus majatiiltetés

PBMC- peripheral blood monouclear cell
PNF- primary non-function

Raf- proto-onkogén szerin/treonin-protein
RES- retikulo-endothelialis rendszer
RVR- rapid virusvalasz

SEL- kicsi extracellularis hurok

SHCV- vérbal izolalt HCV

STAT- szignal transzducer és transzkripcid
SVR- tartos virusmentesség

Th sejtek- T helper lymphocyta

TNF- tumor necrosis faktor

UPA-SCID- urokindz plazminogén aktivator- sulyos kombinalt immundeficiencia

UPR- unfolded protein response

VLDL- very low-density lipoprotein

UW- University of Wisconsin

WIT- meleg ischaemids id6

ZAK- zonula occludens asszocialt protein kinaz

Z0O- zonula occludens
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2. Bevezetés

A majatiiltetés leggyakoribb indikéciodja szinte valamennyi transzplantacids kozpontban
a hepatitis C virus (HCV) fert6zés altal okozott majcirrhosis. A HCV miatt végzett
majatiiltetés utan a virus kiujuldsa biztosan bekovetkezik, és csak 1d6 kérdése. Ez
komoly problémat jelent, mert a kiGjulas klinikai korlefolyasa lehet joindulata
(évekig/évtizedekig tartd), de lehet gyors is, mely progressziven cholestasishoz és
majelégtelenséghez vezet.

Ezért Iényeges kérdés az, hogy vajon mar a donorvalasztas befolydsolja-e a késdbbi
kimenetelt a HCV tekintetében. Ugyancsak kiemelt probléma annak eldontése, hogy
vajon eldre lehet-e jelezni, hogy kinél, mikor, és milyen modon tjul ki a HCV, ennek
ugyanis terapias kovetkezményei vannak.

Munkdm sorén azzal foglalkoztam, hogy vannak-e klinikai jelei, prediktiv faktorai a
HCYV kiujulasnak. Emellett részletes molekularbiologiai vizsgalatokat végeztem annak
eldontésére, hogy vajon lehet-e kiilonbséget tenni a HCV kiajulas korlefolyasa és az
alkalmazott antiviralis kezelés sikeressége tekintetében a sejtszintli vizsgéalatok
eredménye alapjan.

Az elsé témamban retrospektiv mdédon elemeztem azt, hogy a majatiiltetés utan
kialakulé de novo diabetes valoban jelzi-e a viruskitjulast, illetve munkacsoportunk
vizsgalta, hogy vajon a donor- recipiens parositds hatassal van-e a késObbi
eredményekre. Ezt a két témat roviden ismertetem, az eddig elért eredmények
bemutatasaval.

A masodik teriiletet, annak tudomanyos igénye miatt bévebben fejtem ki. Ebben a
kutatdsban a majatiiltetésen atesett betegek majbiopszids mintdiban, valamint
beiiltetésre  kerlilt donormdjakbol vett ékbiopszidkban vizsgiltam a HCV
sejtbelépésehez sziikséges receptorok expresszidinak valtozasat a HCV kitjulasakor és

az antiviralis kezelés utan.
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3. Irodalmi hattér

3.1. A hepatitis C virus epidemiologiaja:

A hepatitis C virus jelentdsége abban rejlik, hogy vilagszerte rendkiviil magas a
népesség fertdézottsége (kb. 170 millié fertézott a Foldon és kb. 100.000 virushordozo
hazankban (1-3)), és az altala okozott betegség sokszor igen sulyos, akar fatalis
kimenetelli is lehet. Amennyiben a szervezet nem tudja eradikélni a virust és kronikus
infekcid alakul ki, ugy a beteg varhato élettartama kb. 8-12 évvel kevesebb, mint a
HCV-vel nem fert6z6dott embereké (4). Az infekcid leggyakoribb okai a fert6zott beteg
vérével vald kontamindcio (vérkészitmények transzfuzidja sordn, intravénas
droghasznalat kapcsan, hemodializis soran), a szexudlis Gton torténd infekcio, illetve
eléfordulhat transzplacentaris terjedés is (Osszefoglalva (5;6). A virus genotypusok
prevalenciajat a Foldon az 1.4bra mutatja. Az 1-es, 2-es és 3-as genotypusok vilagszerte
elterjedtek, mig az 5-0s és 6-0S genotypusok csak bizonyos régiokban talalhatoak meg,
tobbnyire Afrikdban (6sszefoglalva (7)). Eurdpaban az 1b és 2 genotypusok széles
korben elterjedtek, elsdsorban az idésebb korosztalyban, ellenben az intravénas drog
hasznalok korében a 3a és 1a genotypusok fordulnak eld gyakrabban (8;9). Hazankban
az esetek 90%-ban az 1-es genotypus okozza az infekciot, azon beliil is tilnyomod
tobbségben az 1b (10).

1. abra- A hepatitis C virus vilag prevalenciaja (forras: www.ontariohepatitistreatment.com)
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3.2. A hepatitis C virus szerkezete:

A hepatitis C virus egy kb. 9600 nucleotide hosszisagi egyszali RNS virus (2. abra),
mely a Flaviviridae csaladba tartozé Hepacivirus genus egyik tagja. 1989-ben izolaltak
el6szor és gyorsan bebizonyosodott, hogy a korabban non-A, non-B hepatitisnek

nevezett kronikus majgyulladés korokozoja (11;12).

2. abra- A hepatitis C virus (HCV) szerkezete (forras: www.nature.com)

envelope protease/helicase polymerase

5'NCR 3'NCR
p21 p35 p75 p23 p70 54 aa p27 p56-p58 p68
() () (e ) (pr) (vs2d @hss ) (vsea) EnsaeT) [Cnssa ) (T Rsss )
Viral Zas  SeONM
5 . protease protease RNA-dependent
Life < capsid envelope ? ri:t‘::se NTPase cofactor ? ? RNA-polymerase
Cycle P Helicase
ER
Stress
Oxidative Stress Signaling Oxidative Stress
Apoptosis Binds Transcription Apoptosis
Host < Proliferation to PKR Proliferation
Cell Signaling Inhibits IRF3 Signaling
Transcription Transcription
Transformation Transformation
\ Wnt pathway Inhibits PKR
p53 family Wnt pathway

A HCV genom tartalmaz egy Un. ,,open reading frame”-t, mely az atir6d6 géneket
tartalmazza, illetve az RNS szal 5°- és 3° végén talalhaté nem transzlalodé (nem kodold)
régiokat (NTR) (13), melyek a virus genom replikaciojat szabalyozzak (14;15).

Az open reading frame transzlacidja egy kb. 3000 aminosav hosszusagu poliprotein
lancot eredményez, melyet virdlis €s gazdasejt proteazok strukturalis és non-strukturalis
fehérjékre hasitanak mind az atiras alatt, mind kozvetleniil utdna (6sszefoglalva (16)). A
strukturalis fehérjék a virus nukleokapszidot €s envelope boritasat alkotjak (core, El,
E2, p7), a non-struktaralisak (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) a virus
replikacio6 szabalyozoi.

A core protein nemcsak vazat alkotja a virus partikulumnak, de sejt regulacids szerepe

is van, tobbek kozott az apoptdzis szabalyozéasa (17). Az El és E2 envelope fehérjék
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glikoproteinek, a virus gazdasejthez tortén6 kapcsolodasaban és sejtbe jutasaban (entry)
kulcsszerepet jatszanak (Osszefoglalva (18;19)). Mindkét fehérje un. I-es tipusu
transzmembran fehérje, egy N-terminalis ectodomain ¢és egy rovid C-terminalis
transzmembran domain (TMD) alkotja 6ket. A két envelope fehérje heterodimert alkot,
melyben a kovalens kapcsolddast diszulfid hidak biztositjak (20;21). Az ectodomainek
segitségével kotddik az EI-E2 komplex a gazdasejt plazmamenbranjanak azon
célmolekuldihoz, mely révén be tud Iépni a sejtbe (Isd. késobb). Tovabba
kulcsfontossaguak az entry soran létrejovo membranfuzidban (22;23), emellett, mivel
nagymértékben glikozilalt régiok, szerepiik van a gazdaszervezet immunvalaszanak
elkeriilésében is (24). Az E2 glikoprotein N-terminalis végén taldlhatd, 27 aminosav
hosszlisagu hipervariabilis régido 1 (HVR 1) szerepe szintén sokrétli. Amellett, hogy a
virus partikulum egyik vaz komponense, szerepe van a HCV sejtbe jutasaban (Isd.
késébb), a virus partikulumok dsszerendezésében ¢€s sejtbdl torténd kiszabadulasaban,
illetve a membran fzioban is (25).

A non-strukturalis fehérjék koziil az NS2 és NS3 protedzok (utobbi aktivalasahoz az
NS4A, mint kofaktor sziikséges), melyek a poliprotein lanc co-, és posttranszlacios
hasitasdban vesznek részt (26;27). A HCV strukturalis és non-strukturalis fehérjéi
egyarant modulaljak a gazdaszervezet immunrendszerét és igy nemcsak a kronikus
fertdzés létrejottében, hanem a fertdzés kovetkeztében létrejové immunszupresszidoban
is szerepiik van (28).

A virus replikacidja egy Un. ribonukleoprotein komplexben torténik a gazdasejt
endoplazmatikus retikulum (ER) rendszerével szoros asszocidcioban, a képz0do
poliprotein az ER membranja altal hatarolt intracellularis térbe keriil (29). Ebben a
folyamatban kulcsszerepet jatszanak az NS4B, NS5A ¢és NS5B non-strukturdlis
fehérjék, melyek koziil az NS5B egy RNS-dependens RNS polimeraz (16). A
poliprotein lanc, mikézben az ER lumenbe transzlokalddik szinte azonnal hasitodik is a
mar emlitett strukturalis és non-strukturalis fehérjékre. A gazdasejt homeosztazisa
szempontjabol kulcsfontossagti a HCV strukturalis fehérjéinek konformaci6 valtozésa
az ER-ben (érés, ,folding”), ugyanis a nem megfelelden csomagolt és rendkiviili
mennyiségben termelt virus fehérjék (elsésorban az E1-E2 glikoproteinek, melyek
dimerizalédnak is az érés folyamata alatt) a sejt szamdra gyakran végzetes

endoplazmatikus stressz reakciot valtanak ki (,unfolded protein response”-UPR)
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(30;31). Ennek soran részben a hibdsan csomagolt fehérjék konformacié valtozasat
katalizalo fehérjék (glucose-related proteinek/heat shock proteinek/chaperonok)
hatasara, részben a sejt Ca homeosztazisanak felboruldsa miatt egy sor jelatviteli ut
aktivalodik, melyek a noxa sulyossaganak fiiggvényében a sejt apoptdzisahoz
vezethetnek (31).

A HCV genom rendkiviil valtozékony, a replikécio soran nagyon gyakoriak a mutéciok,
ezért még az egy beteg vérében keringd HCV partikulumok is jelentés mértékben
eltérhetnek egymastol strukturalis szempontbdl (32). Az RNS szal legstabilabb része a
core proteint kodold nukleotide szekvencia, a leginkébb variabilis pedig a mar kordbban
targyalt HVR 1 (33). Mindezek alapjan a hepatitis C virust 6 genotipusba €s tobb, mint
100 szubtipusba osztjak (34), melyek kiilonboznek mind epidemioldgiai szempontbol,
mind a gyogyszeres kezelésre adott valaszban (Isd. késdbb). A genotypusok szamozasa
(1-t61 6-ig), és a szubtipusok osztalyozasa (a, b, ¢) aszerint tortént, hogy a kiilonb6z6
variansokat mikor izolaltak (34). Az egyes genotipusok poliprotein lancanak aminosav

szekvenciaja akar 30%-ban is eltérhet egymastol.

3.3. A HCV altal okozott akut és kronikus hepatitis kialakulasanak immunologiai

okai, illetve az extrahepatikus manifesztaciok:

A hepatitis C virus hepatotrop virus, replikidcidja a madjban torténik és ennek
kovetkeztében az esetek 65-80%-ban kronikus hepatitist okoz (6sszefoglalva (3)). Az
esetek 20%-ban spontan gyogyulas kovetkezhet be, melyre fiatal nébetegek esetén van
nagyobb esély (0sszefoglalva (35)).

Szamos extrahepatikus betegség tarsulhat a HCV infekcidhoz, tgymint kevert
cryoglobulinaemia; ehhez tarsult vagy ettél fiiggetlen glomerulonephritis;
lymphoproliferativ betegségek (elsésorban B-sejtes non-Hogdkin lymphomak);
Sjogren-sicca  syndroma;  polyarthralgia és  arthritis  (tarsulhatnak  kevert
cryoglobulinaemidhoz is; tobbségében reuma faktor pozitivitdst lehet észlelni);
depresszio; kognitiv zavarok és faradtsag (utobbi szintén lehet a kevert
cryoglobulinaemia részjelensége); inzulin rezisztencia-II. tipust diabetes mellitus

(6sszefoglalva (36)). Az inzulin rezisztencia sulyosbitja a HCV okozta majfibrosis

10
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stlyossagat (37;38), valamint hatranyosan befolyasolja az antiviralis kezelésre adott
valaszt (39).

Annak ellenére, hogy a HCV a ma4jsejtekben torténd replikacidja soran kifejezett ER
stresszt valt ki, mely az esetek jelentOs részében a majsejtek apoptdzisdhoz vezet (Isd.
korabban), a HCV mégsem mondhaté direkt cytopathogen koérokozonak, az altala
okozott majkarosodast a gazdaszervezet immunrendszere okozza (Osszefoglalva
(28;40)). A szervezet elso valaszreakcidja az infekciora az I-es tipust interferonok (IFN
a/B) termelddése a hepatocytakban ¢€s plasmacytoid dendriticus sejtekben (DC)
(0sszefoglalva (41;42)). Az interferonok hatasara egyrészt 2°-5’ oligoadenilat szintetaz
termelddik a sejtekben, mely részben gatolja a HCV replikéciojat, részben a fertdzott
sejtek apoptozisdhoz vezethet (43). Ezenkiviil a human leukocyta antigén (HLA) II-es
tipustt fehérjéinek termelddését is eldsegiti az antigén prezentaldé dendriticus sejtek
plazmamembranjaban. A DC sejtek 0sszekotik a természetes €s szerzett immunitast. Az
aktivalodott DC sejtek a természetes 616 sejteket (NK) és cytotoxikus T-lymphocytakat
(CTL, CD8" T-lymphocytak) aktivaljak (habar az NK sejtek eldzetes érzékenyités
nélkiil is képesek immunvalasz kialakitasara), melyek lokalis gyulladast valtanak ki és
részben a majsejtek apoptozisat, részben lizisét okozzak, azonban tumor necrosis factor
(TNF) o-t és IFNy-t is termelnek, melyek non-cytolitikus Gton képesek gatolni a virus
replikaciojat (Osszefoglalva (44)). A lizis kovetkeztében felszabaduld intracellularis
molekuldk hatasdra a DC sejtek mieloid tipusa aktivalodik, melyek az NK és NKT
sejtek (utobbiak olyan T-lymphocytak, melyek NK markereket is hordoznak a
plazmamembréanjukban; féleg a majban taldlhatoak) IFNy termelését fokozzak. Az IFNy
részben aktivalja a macrophagokat, melyek a sejttormelékek eltakaritasaban jatszanak
dontd szerepet, részben a HCV replikéciojat is gatolja (45). A mieloid DC sejtek érése a
nyirokcsomoékban fejezddik be, melyet kdvetden naiv CD4" sejtek érését segitik el a T
helper 1 (Thl) lymphocytak iranyaban, mig a plasmacytoid DC sejtek a Th2 utvonal
iranyban torténd differenciaciot segitik eld (46). Az aktivalt Thl sejtek részben
fokozzak a mieloid DC sejtek érését, részben szamos citokint termelnek, pl. interleukin
(IL)-2-t, TNFa-t és IFNy-t, melyek direkt antiviralis hatast fejtenek ki. Ezen feliil a Thl
lymphocytak az IL-2 és IFNy termelése révén az NK és CTL sejtek aktivalasat és

proliferaciojat is elOsegitik, ezaltal fokozzak a sejtes immunitast. A Th2 sejtek IL-4, IL-

crer

11
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humoralis immunitas keretein beliil termel6d6 anti-HCV antitestek jellemzéen késve, a
cellularis immunitas beinduldsat és maj necroenzimek emelkedését kdvetden jelennek
meg a szérumban (Osszefoglalva (47)). Eldszor az NS3, majd a core fehérje ellen
termelt antitestek jelennek meg, késébb az NS4 ¢és envelope fehérjék ellen termeltek
(6sszefoglalva (40)). Amennyiben az infekciora bekdvetkezé CD4" és CD8™ T-sejtes
valaszreakci6 elégtelen, ugy kronikus fertdzés jon létre.

Szamos mechanizmus ismert, melyek révén a HCV képes elbjni az immunrendszer
eldl és a fertdzés ezaltal kronikussa valik. Ezek kozé tartozik a HCV rendkiviil magas
mutacids rataja, mely elsésorban a HVR1 régidt érinti (Isd. kordbban), ezzel a humoralis
immunitas keretein beliil termel6ddé neutralizald antitestek nem tudnak 1épést tartani. A
dominancia alakul ki, mely elénytelen a HCV infekci6 elleni kiizdelemben (48). A HCV
az NK sejtek miikodését gatolni tudja a természetes 016 sejtek plazmamembranjaban
talalhatd CD81-hez torténd kotés révén, ezaltal immunszupressziot is okoz (49).
Emellett az NK sejtek mennyisége mind a periférids vérben, mind a méjban kevesebb
kronikus HCV infekcid esetén egészséges emberekhez képest (50). A HCV core fehérje
a T-sejtek aktivaciojat, proliferacidjat és IFNy termelését tudja gatolni (51). Az NS4A/B
fehérjék a HLA-1 molekuladk kifejezddését gatoljak a plazmamebranban (52). A DC
sejtek érését a core €s E1 fehérjéi, az IFNa termelést pedig és NS3 fehérjéi révén képes
gatolni a HCV (53). Maga a HCV képes bejutni a DC sejtekbe a DC-SIGN-hoz torténd
kotés révén (54), ezt kdvetden pedig a core, NS3, NS5A és NS5B fehérjék a DC sejtek
apoptozisat tudjak kivaltani (55). A T-sejtek muiikodését gatld regulator T-sejtek (Tr-
sejtek, CD4'CD25" T-sejtek) mennyisége szintén fokozodik kronikus HCV infekcio
soran (56).

Amennyiben a szervezet nem tudta eradikalni a virust és kronikus hepatitis alakult ki,
ugy ennek talajan a betegek kb. 20%-ban jelentkezik maj cirrhosis a fertézés utani 20
éven beliil, és a cirrhotikus betegek kb. 3%-ban alakul ki hepatocellularis carcinoma
(HCC) (6sszefoglalva (57)).
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3.4. A hepatitis C virus kezelése:

Vakcina hidanyaban a HCV infekcio kezelésének alappillére az IFNa és ribavirin
hasznalata. A terapias dozisban alkalmazott IFNa kb. 3-4-szeresére fokozza a HCV
specifikus sejtes immunitast (CDS8"), magasabb dozisok alkalmazisa esetén ez a
jotékony hatds szignifikdnsan gyengiil (58). A ribavirin szintén a sejtes immunitast
erdsiti a CD4" sejtek Th1/Th2 aranyanak Th1 felé torténd eltolasaval (59).

A kezelés célja a tartoés virusmentesség (sustained virological response-SVR) elérése.
Az SVR definicidja: a beteg vérébol 24 héttel az antiviralis kezelés befejezését kovetden
sem lehet polimeraz lanc-reakci6 (PCR) vizsgalattal HCV RNS-t kimutatni (legjabb
definici6 szerint 50 IU/ml alatti a HCV kopiaszam). A tartds virusmentesség a beteg
gyodgyulasat jelenti, ugyanis SVR-t kdvetden az ismételt HCV pozitivitas kialakulasa
igen ritka (60).

A kezelés hatékonysagat igen jelentds mértékben befolyasolja az infekciot okozo virus
genotypusa, az SVR-t elér6 betegek aranya 1b genotypust HCV altal okozott hepatitis
esetén a legkevesebb, kb. 50% (61;62). A kezelés idOtartamat szintén a virus
genotypusa hatdrozza meg. 1-es és 4-es genotypus esetén 1 évig, mig 2-es ¢és 3-as
genotypus esetén fél évig kapjdk a betegek az antiviralis kezelést (63). Az IFNa és
ribavirin alkalmazasdnak modja szintén befolydsolja a kezelés hatékonysagat. A
kombinalt kezelés hatékonyabb, mint a monoterapia, egyuttal a legjobb eredményt az
IFNa pegilalt formdjanak (PEG-IFN) ribavirinnel torténd egylittes alkalmazasa
biztositja (61;62). A pegilalt interferonnak két tipusat kiilonboztetjiik meg, a PEG-1FN-
2a-t és 2b-t, melyek farmakokinetikailag kiilonbdznek egymastol, elobbit elég hetente
egyszer adni és igy is stabil vérszintet lehet elérni. A kezelés hatasara bekovetkez6 HCV
kopiaszam valtozas dinamikdjat az SVR-en kivil még hiarom tovabbi definicioval
jelolik (64). Az els6 az un. ,rapid virological response-RVR”, mely a kezelés
megkezdését kovetd 4 héten beliili HCV negativitast, vagy a virus kdpiaszam legalabb
2-log-al torténd csokkenését jelenti. A masodik az ,.early virological response-EVR”,
mely a kezelés megkezdését kovetd 12 héten belilli HCV negativitast, vagy a virus
kopiaszam legalabb 2-log-al torténd csokkenését jelenti. A harmadik pedig az ,,end of
treatment response-ETR”, mely a kezelés befejezésekor igazolt HCV negativitast

jelenti.

13



DOI: 10.14753/SE.2013.1764

Szamos olyan faktor ismert, mely elOrevetitheti a tartdés virusmentességet a kezelés
soran. Azok a betegek nagyobb eséllyel reagalnak jol a kezelésre és érik el a tartos
virusmentességet, akik 40 évnél fiatalabbak, 75 kg-nal alacsonyabb a sulyuk, kaukézusi
rasszba tartoznak és alacsony indulasi HCV koépiaszam mellett kezdik el kapni az
antiviralis kezelést (habar olyan kozlés is napvilagot latott, melyben a kezelés eldtti
alacsony HCV kopiaszam nem vetitette elére az SVR-t) (61;64;65), valamint az IL-28B
gén C/C genotipusaval rendelkeznek (66). Az IL-28B gén IFN-A3-at kodol, mely
(csakugy, mint az IFN-A1 és IFN-A2) tn. III-as tipust interferon. A IlI-as tipust IFN-ok
csakugy, mint az I-es tipusuak (IFN-a és IFN-f), viralis infekcidt kovetéen termelddnek
a JAK/STAT jelatviteli Gton keresztiil, és in vitro szamos antiviralis hatdsuk van (67). A
lambda-IFN-ok jelentdsége az Oket kodold IL-28B allél fenotipusaibdl a terapia
hatasossdgara levonhatd kovetkeztetéseken til az lehet még, hogy az I-es tipusti IFN-
okkal szemben ezek receptorai csak limitalt szamu sejteken taldlhatd, igy terapids
alkalmazasukkal a mellékhatasok csokkenthetéek a ma hasznalatos IFN-okkal szemben
(6sszefoglalva (68)).

A SVR-t eldrevetitd viralis faktorok a HCV genotipusa (1-tdl eltérd genotipus esetén
szignifikdnsan magasabb az SVR-t elér6k ardnya), az RVR és EVR. A tartds
virusmentesség legerdsebb eldrejelzdje a rapid virusvalasz (RVR) (65), majd pedig a
korai virusvalasz (EVR) (61). Rapid virusvalasz szignifikdnsan ritkdbban alakul ki 1-es,
mint egyéb HCV genotipust infekcié esetén, azonban amennyiben kialakult, ugy
genotypustol fiiggetleniil az SVR aranya 80-90% (65). Tekintettel arra, hogy az RVR
rendkiviil fontos eldrejelzéje a tartds virusmentességnek, a rapid virusvalaszra is
kerestek prediktiv faktorokat. Ezek kozé tartozik a 2-es és 3-as HCV genotipus, fiatal
¢letkor, alacsony induldsi HCV kopiaszam, a kezelés kezdetekor csak mérsékelt ma;j
fibrosis, valamint a férfi nem (65). Amennyiben a kezelés 12. hetére sem alakult ki
HCV negativitas, vagy legalabb 2-log-nyi kopiaszam csokkenés (EVR), tigy ebben az
esetben a tartds virusmentesség esélye elenyészo (61;62;65), a beteg non-respondernek
mindsiil, és a kezelés abbahagyasat mérlegelni kell (STOP szabaly).

Amennyiben a beteg nem reagal jol a kezelésre (non-responder), vagy nem kaphatja az
IFN kezelést, vagy a sulyos mellékhatasok miatt le kell allitani a kezelést és a kronikus
hepatitis mindezek kovetkeztében maj cirrhosisba progredidl, ugy a beteg egyetlen

esélyét a gyogyulasra mar csak a méjtranszplantacio jelenti.
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3.5. Majtranszplantacio a hepatitis C virus vonatkozasaban:

A HCV cirrhosis vezetd indikacioja a majatiiltetésnek (OLT) Eurdpaban, az esetek
15%-ban emiatt keriil sor OLT-re (69). Magyarorszagon, hasonléan az olasz és spanyol
centrumokhoz, kiilondsen magas a HCV cirrhosis miatti majatiiltetések aranya, 2007-ig
az Osszes majatiiltetés 37,6%-4t tette ki (70). Altalanossagban elmondhatd, hogy a
hepatitis C virus altal okozott kronikus hepatitis majatiiltetés utani visszatérése (HCV
rekurrencia) a betegek jelentds részében bekovetkezik, és a viruskiGjulds utan a
majbetegség rapidan progredidl, a betegek 20-30%-ban (egyes kozlések szerint 50%-
ban) ismételten cirrhosis alakul ki a kiGjulast kovetd 5 éven beliil (71;72).

Fentiek eredményeképp a HCV cirrhosis miatt majatiiltetésen atesett betegek
mortalitdsa magasabb, mint az egyéb indikaciok miatt OLT-ben részesitett betegeké
(73). A SE Transzplantaciés és Sebészeti Klinikan 2007-ben végzett kutatas sordn is
ugy talaltdk, hogy a HCV cirrhosis miatt OLT-n atesett betegek kumulativ talélése
rendre alacsonyabb volt az egy¢b indikdci6é miatt majatiiltetésen atesett betegekétol (1, 3
és 5 éves tulélés 73%, 67%, 56% HCV cirrhosis miatt, mig 80%, 74% és 70% mas
indikacié miatt tortént OLT esetén, p<0,05) (70).

3.5.1. A hepatitis C virus kiujulasa majatiiltetés utan:

A HCV RNS-t minden beteg vérébdl ki lehet mutatni majatiiltetést kovetden, azonban
nem minden betegnél alakul ki kronikus hepatitis. Szadmtalan tanulméany foglalkozik a
majatiiltetést  koveté6 HCV  kiujulas  (szOvettanilag is  igazolt  hepatitis)
patomechanizmusaval, valamint az erre hajlamosit6 tényezdkkel.

Immunkompetens betegekben a Thl CD4" lymphocytak, illetve CD8" CTL sejtek
szerepe elsOdleges fontossagh a HCV fert6zés kontrollalasdban (Isd. kordbban).
Mgjatiiltetést kovetden azokban a betegekben, akikben az immunszupresszié ellenére a
CD4" immunvélasz nem gyengiilt, HCV rekurrencia sem alakult ki, szemben azokkal a
betegekkel, akikben az immunszupresszidval parhuzamosan CD4" valaszgyengiilés is
mutatkozott, ezekben a betegekben ugyanis a HCV kitjulas sulyos hepatitis formajaban

jelentkezett (74).
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A rekurrencia egyik ritka (az esetek 5-10%-ban alakul csak ki), de igen rossz
progndzisu megjelenési formdja a cholestaticus tipusit HCV rekurrencia (0sszefoglalva
(75)). Enneck jellegzetessége az epeuti és/vagy vaszkularis szovodmények nélkiil
kialakult cholestasis, nagyon magas HCV képiaszam, valamint az 500 U/1 feletti ALP ¢és
1000 U/1 feletti GGT értékek. A cholestaticus rekurrencia kordn jelentkezik, altalaban
mar a majatiltetést kdvetd elsé honapokban (maga a HCV rekurrencia egyébként
évekkel a transzplantaciot kovetden is kialakulhat), €s par honap alatt majelégtelenségbe
progredial. A szdvettani elvaltozasok koziil a hepatocytak sulyos ballon degeneracioja,
intrahepaticus cholestasis, pericellularis és portalis fibrosis, valamint epetti proliferacio
jellemzi (75;76).

Szamos olyan faktor ismert, melyek hajlamositanak a majatiiltetés utan a HCV
rekurrencia kialakulasara, ezeket az alabbiakban pontokba szedve részlezetem.

- Donor asszocialt tényez0ok:

A donor életkora fliggetlen rizikofaktora a rekurrencia sulyossdganak, valamint a
csokkent graft-, és betegtulélésnek (70;71;75). Az egyik tanulményban 30 évnél
fiatalabb donor esetén a HCV kiujulas csak az esetek 14%-ban kovetkezett be, azonban
amennyiben a donor 59 évnél iddsebb volt, igy a rekurrencidara mar az atiiltetések
felében szamitani lehetett (77). Egy masik vizsgalatban azt talaltdk, hogy a fibrosis
score a viruskijulast kovetden 0,6 egység/év-el nbtt, amennyiben a donor 40 évesnél
fiatalabb volt, ezzel szemben, amennyiben 50 évnél idésebb donorbdl tavolitottdk el a
graftot, a fibrosis progressio mértéke mar 2,7 egység/év volt (78). Annak oka, hogy az
emelkedett donor életkor miért rontja a majatiiltetés utani eredményeket, csak részben
tisztazott. Tény, hogy az iddsebb donorokbol szarmazd majgraftok esenddbbek a hideg
¢s meleg ischaemids iddvel (CIT és WIT) szemben, rovidebb ischaemids iddoket
kovetden is gyakrabban alakul ki a graft reperfuziés (I/R) karosodasa. Az
iIschaemias/reperfiiziés karosodds mechanizmusa a kovetkez6: a reperfuzid
meginditasaval a graftot elarasztja a magas oxigén tartalmu vér, melynek hataséara
hirtelen nagy mennyiségli szabad gyok szabadul fel a beiiltetett majban. Ez az
endothelium gyulladasat, kovetkezményes érsziikiiletet (reperfuzios paradox) okoz.
Jelentdsége az eddigieken tal abban rejlik, hogy részben ennek tulajdonitjadk egy
viszonylag ritka, de rendkiviil sulyos és retranszplantdcidohoz vezetd, a majatiiltetés utan

honapokkal, évekkel késobb kialakuld epetti sz6védmény, az ischaemids tipust epeuti
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karosodas (ITBL) megjelenését is (79). Az iddsebb donorok méjai gyakran zsirosabbak,
illetve sokszor magas a vastartalmuk, melyek Onalloan is hajlamositanak a
virusrekurrenciara €s a rapidabban progredialé majfibrosisra (80). Szdmos centrumban
HCYV pozitiv donorokbdl is tdvolitanak el majat, melyet aztan HCV pozitiv recipiensbe
tiltetnek. Ezekben az esetekben nem rosszabbak a majatiiltetés utdni eredmények annal,
mintha HCV negativ donor majat {iltetnék be (6sszefoglalva (81;82)).

-Gazdaszervezet asszocialt faktorok:

Amennyiben a transzplantalt beteg nem a kaukazusi rasszba tartozik, abban az esetben
a fibrosis progresszidja gyorsabb és a betegtulélés alacsonyabb (71). A recipiens
magasabb életkora szintén magasabb HCV asszocidlt mortalitassal tarsul (83).
Erdekesség, hogy nékben is rapidabban progredialé HCV rekurrenciardl szdmoltak be
(6sszefoglalva (80)). Az alkoholfogyasztas, csakiugy, mint immunkompetens
betegekben, transzplantaltakban is jelentésen gyorsitja a betegség progressziojat (80). A
CD4" sejtek Th2 iranyt eltoloddsa cholestaticus rekurrencia kialakuldsara hajlamosit
(84). Az inzulin-rezisztencia, illetve ILtipusi diabetes mellitus gyakoribb HCV
pozitiv betegekben (85;86). A majatiiltetést kovetéen kialakult de novo diabetes
mellitus szintén HCV pozitiv betegekben fordul elé nagyobb aranyban (87;88). Ennek
jelentdsége az a megfigyelés, miszerint a rekurrencia mellett fennalld cukorbetegség
gyorsithatja a fibrosis progressiojat (37;89), valamint rontja a betegtulélést (90) (habar
olyan kozlések is vannak, melyek ezt nem tadmasztjak ala (87;88)). A majatiiltetés utdn
megjelend de novo diabetes mellitust a késdbbiekben részletesebben is targyalom. A
recipiens CMYV infekcioja szintén 6nallo rizikofaktora a HCV rekurrencianak, egytttal
rontja a grafttalélést (80;91). Ennek okara csak feltételezések vannak, a CMV okozta
immunszupresszid, illetve a nagy mennyiségben felszabadulé TNFa szerepe egyarant
felmertilt.

A Transzplantacids Klinikdn 2007-ben tortént retrospektiv vizsgalat soran ugy talaltak,
hogy amennyiben a recipiens rosszabb altalanos allapotban lett transzplantalva (Child
Score >11), ugy abban az esetben a virusrekurrencia hamarabb kovetkezett be (70).

-Viralis faktorok:

Kimutattak, hogy a majatiiltetés el6tt mért magas HCV vérszint mellett magasabb a
majatiiltetést kovetden a mortalitds, valamint a rekurrencia stlyosabb hepatitis

formdjaban jelentkezik, emellett a magas posztoperativ HCV kopiaszam hajlamosit a
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koran bekdvetkezd (6 honapon beliil), illetve cholestaticus tipust HCV kitjuldsra
(70;76;92).

A HCV genotipusa szintén befolydsolja a viruskiujulds sulyossagat. 1b genotypusi
HCV-vel tortént infekcid esetén sulyosabb hepatitis formajaban wjul ki a C virus,
emellett a fibrosis progressioja is gyorsabb (93).

-Mitéttechnikai hajlamositd faktorok:

Amennyiben a meleg ischaemids idé nd, a rekurrencia gyakorisaga ¢és sulyossaga
emelkedik. Egy tanulmanyban 30 perces meleg ischaemids 1dd esetén 19%-nak, mig 90
perces WIT id6 esetén 65%-nak talaltdk a HCV rekurrencia gyakorisagat (94), habar a
retrospektiv vizsgalatot kis esetszamon végezték.

-Az immunszupressziv kezelés:

Az immunszupresszié szerepe vitathatatlan a virusrekurrencia kialakuldsaban, erre
indirekt adatok is utalnak. Az egyik az, hogy a rendkiviil sulyos és honapok alatt
majelégtelenséget okozd cholestaticus rekurrencia csak immunszuprimalt betegekben
alakul ki, a masik pedig az a tény, hogy a fibrosis progresszidja majatiiltetést kdvetden
sokkal gyorsabb, mint amit immunkompetens betegeknél latunk (71;75). A szteroidok,
melyek tobb ponton is immunszupressziv hatasuak (gatoljak a T-sejtek aktivaciojat és a
T-sejtek altal termelt citokinek termelését, emellett a Th sejtek és CTL sejtek miikodését
is gatoljak) a mai napig a majatiiltetést kovetd bazis immunszupressziv kezelés részei.
Az akut rejekcid kezelésekor alkalmazott nagy dozisi és pulzatilis adagolasuk esetén
nagymértékben emelik a vérben keringé HCV partikulumok mennyiségét (72). Emellett
a szteroid boluskezelés hatdsara hamarabb és sulyosabb forméban Ujul ki a HCV
hepatitis, gyakrabban alakul ki cholestaticus rekurrencia, gyorsabban progredial a
majbetegség cirrhosisba, valamint csokken a betegtulélés ((70;72;75), Osszefoglalva
(95)). Mindezekbdl kovetkezik, hogy kulcsfontossaghi az akut rejekcidé megeldzése
HCV pozitiv majatiiltetett betegekben, valamint a szteroidok doézisanak mieldbbi
csokkentése/szteroid-mentes immunszupresszio alkalmazasa.

A calcineurin inhibitorok a legszélesebb korben alkalmazott immunszupressziv
gyogyszerek majatiiltetés utan. Két képviseldjiik a cyclosporin A (CyA) és a
cyclosporinnal kozel 100-szor nagyobb immunszupressziv hatassal bir6 tacrolimus (FK)
(96). Mindkét vegyiilet a cytosolban 1évé immunophilekhez kotédik (a CyA a
cyclophilinekhez, az FK az FK506 kotd fehérjéhez), és az igy kialakult komplex gatolja
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a calcineurin foszfatdz aktivitdsat. Ennek hatdsdra a calcineurin nem tudja foszforilalni
az NFAT transzkripcios faktort, mialtal gatlédik utobbi transzlokéacioja a sejtmagba.
Ennek kovetkeztében pedig egy sor citokin transzkripcidja gatlodik és igy a T-sejtek
aktivacidja zavart szenved (97). In vitro a CyA gatolja a HCV replikaciojat, a
tacrolimus ellenben nem (98;99). Ezt azzal magyaraztak, hogy az NS5B HCV fehérje
miikddéséhez sziikséges a cyclophilin B-vel torténd kotés l1étrejotte, melyet a CyA gatol
(99). Ezt az in vitro igazolt antiviralis hatast in vivo nem bizonyitottak. Retrospektiv
vizsgalatokkal, valamint nagy esetszamu, prospektiv, randomizalt vizsgalatokkal sem
talaltak kiilonbséget a HCV rekurrencia idejében ¢€s stlyossdgaban, a fibrosis
progresszioban és a betegtulélésben aszerint, hogy a beteg milyen immunszupressziv
kezelést kapott (75;95;100), beleértve ebbe a mycophenolat-mofetilt és mTOR
inhibitorokat is (Osszefoglalva (95)). Egyediil az OKT3 esetében igazolt, hogy
alkalmazasa esetén mind a rekurrencia stlyossaga (egyuttal a cholestaticus HCV
rekurrencia gyakorisaga), mind a graftelégtelenség aranya magasabb (Osszefoglalva

(75;101)), emiatt alkalmazasa nem javasolt HCV pozitiv immunszupriméaltakban.

3.5.2. A hepatitis C virus rekurrencia kezelése:

Mgjatiiltetést kovetden a HCV rekurrencia talajan kialakult hepatitis sokkal gyorsabban
progredidl cirrhosisba, mint immunkompetens betegeknél. Mig utobbiaknal a
majcirrhosis kialakulasa gyakran 20-30 évvel a fertdzést kovetden alakul ki, addig
majatiiltetést kovetden 5 évvel a HCV pozitiv betegek 20-30%-ban ismételten cirrhosis
jelentkezik (93;102). A kialakult cirrhosist kovetden az esetek 40-50%-ban
dekompenzalodik a majmiikodés egy éven beliil (77). A HCV rekurrencia a majatiiltetés
utani graft vesztés egyik leggyakoribb oka és az elektiven végzett retranszplantaciok
egyik 6 indikacioja (6sszefoglalva (103)).

A HCV rekurrencia kezelésére tobbféle terapias sémat is alkalmaznak a transzplantacios
centrumok. A cél, ugyaniigy, mint immunkompetens betegeknél is, az SVR elérése.
Tobb kozlemény szerint SVR esetén a fibrosis progressioja lassabb (104;105), emellett
a betegtulélés magasabb (106). Szamos tanulmény azonban arr6l szamolt be, hogy az

SVR nem lassitotta a fibrosis mértékét (107;108), s6t olyan kozlés is van, amely
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magasabb fibroris score-rdl szamolt be SVR-es betegekben non-responderekhez képest
(109).

Az egyik lehetséges kezelési alternativa a pre-emptiv kezelés, tehat az antiviralis
kezelés megkezdése a kdzvetlen posztoperativ szakban azért, hogy a HCV rekurrenciat
megeldzzEk, illetve, ha mégis kitijulna a HCV hepatitis, akkor egy enyhébb formajaban
kovetkezzen csak be. Ezt a fajta kezelési sémat végezték IFNa monoterapiaban, IFNa-
ribavirin és PEG-IFNa-ribavirin kombinacidjaval is (110-113). Az SVR-t ¢léré betegek
aranya minden esetben 20% alatt volt, és a szamtalan mellékhatds miatt gyakran volt
szlikség az alkalmazott dozisok csokkentésére.

A masik lehetséges kezelési alternativa az antiviralis kezelés megkezdése kizardlag
akkor, amikor szovettanilag is igazolva van a HCV rekurrencia kovetkeztében kialakult
kronikus hepatitis. Ezt a fajta terapis sémat szélesebb korben alkalmazzék, mint a pre-
emptivet, tobbek kozott a budapesti Transzplantacids és Sebészeti Klinikan is ezalapjan
kezelik a transzplantalt betegeket. Csakugy, mint a pre-emptiv kezelés esetében is,
ebben az esetben is volt olyan centrum, ahol az IFNa-t monoterdpidban alkalmaztik,
tobbségében azonban IFNa-ribavirin, vagy PEG-IFNa-ribavirin kombinaciét adnak a
betegeknek. Az IFNo monoterapidban torténd alkalmazasa esetén az SVR-t elérd
betegek aranya kevesebb volt, mint 12% (110;114). A kombinacidban torténd
alkalmazas esetén az SVR ardnya a legtobb kozlés alapjan 20-30% kozotti
(106;115;116).

Szamos faktor megegyezik az immunkompetens betegekben is bizonyitott, SVR-t
eldrejelzd tényezokkel. igy pl. az RVR és EVR, az 1-estél eltérd HCV genotypus (117-
119), illetve az IL-28 gén polimorfizmusa (120). Annak ellenére, hogy a rapid és korai
virusvdlasz nagyon erds elOrejelzdje a tartds virusmentességnek (119), az
immunkompetens betegeknél hasznalt STOP-szabalyt a majatiiltetés utan sok esetben
nem alkalmazzak (igy a SE Transzplantacios €s Sebészeti Klinikan sem), inkdbb egy jol
toleralhat6 dozisban alkalmazott, fenntartd kezelés mellett probalnak minél alacsonyabb
HCYV kopia szamot tartani a betegeknél. A donor életkora nemcsak a HCV rekurrencia
stulyossagat, de az antiviralis kezelés sikerét is hatranyosan befolydsolja. Az
immunszupresszio szerepe vitatott az SVR kialakuldsaban, a legtobb kozleményben
nem volt kiilonbség az SVR-t eléré betegek ardnydban aszerint, hogy milyen

immunszupressziv  kezelést kaptak ((110;121), 0Osszefoglalva (122)), azonban
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beszamoltak mar a cyA hasznalata mellett nagyobb eséllyel bekovetkezd tartds
virusmentességrol is (117;123). Fiatalabb recipiensek inkabb reagalnak jol az antiviralis
kezelésre (124). A transzplantacié elétti HCV kopiaszam szerepe az SVR
elorejelzésében vitatott, vannak kozlések, melyek alacsonyabb indulasi HCV titer esetén
nagyobb aranyu tartds virusmentességrdl szamoltak be (124), azonban ezzel ellentétes
eredmények is napvilagot lattak (39;116). Az inzulin-rezisztencia szintén rontja a beteg

esélyeit a tartos virusmentesség elérésére (Isd. késébb) (39).

3.5.3. A majatiiltetés utan megjelené (de novo) diabetes mellitus:

A krénikus majbetegségek gyakran tarsulnak II. tipust cukorbetegséggel (125). Ezt a
jelenséget a kronikus HCV infekcio esetében is megfigyelték (126;127), ennek
patomechanizmusat az aldbbiakban részletesen ismertetem.

Az inzulin szdmos hatdsat az inzulin receptor szubsztrat (IRS) 1 és 2 kozvetitésével fejti
ki (osszefoglalva (128)). Az IRS-t az inzulin receptor foszforilalja, igy aktivalja. Az
inzulin receptoron kiviil foszforilalhatjdk még az inzulin-szerli novekedési faktor 1
receptor tirozin kinazok is (129). Az IRS szignal-kaszkadon keresztiil fejti ki hatasat,
SH2 doménnel rendelkezd fehérjék, pl. foszfatidil-inozitol 3-kinazok (PI-3 kindz)
kozremtkodésével (130). A PI-3 kinazok, valamint egyik szubsztratjuk, az Akt
kulcsfontossagu az inzulin hatasmechanizmusaban (131). Az IRS1 defektusa nem okoz
diabetest, csak inzulin rezisztenciat (IR), és kompenzatorikus hyperinsulinaemia kiséri
(132). Az IRS2 hibas miikddése azonban cukorbetegséget okoz, ugyanis az inzulin
rezisztencia ebben az esetben csokkent inzulin szekrécidval tarsul (133). Az inzulin
rezisztenciat a homeostasis model assesment (HOMA) szdmitasdval mérik, mely
definici6éi az alabbiak: beta-sejt funkci6 (HOMA-B)= éhomi inzulin (uU/ml) x 360/
¢homi cukor (mg/dl)-63; inzulin rezisztencia (HOMA-IR)= ¢homi gliikéz (mg/dl) x
¢homi inzulin (uU/ml)/405, vagy pedig IR=¢homi inzulin (mU/l) x éhomi cukor
(mmol/l)/ 22,5 (134).

Egy tanulmanyban, nem cirrhotikus betegekben, kronikus HCV infekcio esetén
emelkedett ¢homi inzulin szekréciot €és magasabb HOMA-B és HOMA-IR értékeket
mértek, mint egyéb kronikus majbetegségekben (135). A hyperinsulinismust azzal

magyaraztak, hogy progressziv majfunkci6 romlas esetén karosodik a first pass effektus,
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¢s mivel fizioldgidsan az inzulin vérben talalhatd mennyiségének kozel felét a maj ezzel
a mechanizmussal lebontja, karosodott majfunkcidé esetén ez a degradacié csokken
(136). Szintén ebben a tanulmanyban k6zolték azt is, hogy minél elérehaladottabb volt a
maj fibrotikus atépiilése, annal magasabb ¢homi inzulin szekréciot és HOMA-IR-t
lehetett kimutatni (135), valamint annal alacsonyabb IRS1 és IRS2 fehérje szinteket
mértek (135). Ezekkel az eredményekkel korrelalnak egy masik munkacsoport
kovetkeztetései is, akik szintén magasabb inzulin szekrécidot mutattak ki HCV pozitiv
betegekben, feltehetéleg az inzulin rezisztencia kompenzalasara (127). Egy tovabbi
munkacsoport ellenben ugy talélta, hogy kronikus HCV hepatitisben szenvedd, de nem
cirrhotikus betegek inzulin szekrécidja csokkent, viszont ebben a tanulmanyban is
kifejezettebb inzulin rezisztenciat figyeltek meg a C virussal fert6zott betegekben HCV
negativ betegekhez képest (137). Aytug és munkatarsai magasabbnak talaltak mind az
inzulin receptor, mind az IRS-1 expressziot HCV fert6zott betegekben, azonban ugy
talaltak, hogy ebben a beteganyagban az IRS-1/PI-3 kinaz kapcsolat és igy az Akt
aktivacioja gatolt volt (138), ez pedig fokozott glukoneogenezist eredményez. Igazoltak
foszforilacigjat okozza és a SOC3 gatld citokinek termelddését is eldsegiti, utdobbiak
pedig gatoljak az Akt és a PI3K foszforilaciojat (139).

Az inzulin rezisztencia sulyossadga és a virus genotypusa kozott egyes tanulmanyok
talaltak Osszefiiggést, ezekben 1-es és 4-es genotypusi HCV okozta fert6zés esetén
gyakrabban figyeltek meg IR-t, mint egyéb genotypusu infekcido esetén (140). Az
inzulin rezisztencia stlyosbitja a HCV okozta majfibrosis sulyossagat (37;38), emellett
gyakran tarsul steatosissal, mely szintén a fibrosis progresszidjat segiti el6 (141). Az IR
tovabba hatranyosan befolyasolja az antiviralis kezelésre adott valaszt (39). 1-es
genotypustt HCV-vel fertdzott betegeket vizsgalva kifejezettebb inzulin rezisztencia
(HOMA-IR>2) esetén 32%-nak talaltak a tartds virusvalaszt elérd betegek aranyat, mig
alacsony inzulin rezisztencia mellett (HOMA-IR<2) ez az arany 60% volt (39).

A HCV infekcié és az inzulin rezisztencia, illetve a diabetes mellitus kapcsolata
majatiiltetés utan is bizonyitott (88;126). A de novo diabetes mellitus (NODAT)
korlefolyasa, patomechanizmusa megegyezik a II. tipusu cukorbetegségével (Isd.
Osszefoglalva (142). A NODAT prevalencidjat majatiiltetés utan 5-27% kozottinek

talaltak, a nagy szoras oka a betegség eltérd definicioibol adodott (87;143), erre még
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kitérek kés6bb a megbeszelés fejezetben. A de novo diabetes jelentdségét az adja, hogy
jelentdsen emeli a kardiovaszkuldris morbiditast és mortalitast, a rejekcid aranyat, a
graft vesztést és az infekciok gyakorisagat ((88;144), dsszefoglalva (90)).

A transzplanticio utani de novo diabetes mellitus hajlamositd faktorai részben
megegyeznek az  immunkompetens  betegek  cukorbetegségre  hajlamosito
rizikofaktoraival (pl. életkor, obesitas, metabolikus szindroma), azonban f6 oka az
immunszupressziv gyogyszerek alkalmazasa (90), azok koziil is elsésorban a
calcineurin inhibitorok és kortikoszteroidok haszndlata. A szteroidok az inzulin
rezisztencia fokozasan keresztiil vezetnek diabeteshez, mig a calcineurin inhibitorok az
inzulin szintézis és szekréci6d gatlas miatt diabetogenek. A calcineurin inhibitorok koziil
a tacrolimus hasznalata esetén gyakrabban figyelték meg a NODAT megjelenését, mint
a cyclosporinnal ((88), 1sd. dsszefoglalva (145)).

Tobb vizsgalat soran is azt talaltdk, hogy amennyiben a HCV kdpiaszam magasabb a
vérben a majatiiltetést kovetden, abban az esetben az inzulin rezisztencia mértéke is
kifejezettebb (37;126). Ugyanakkor az egyik nagy esetszamu, immunkompetens
betegekkel torténd tanulmdnyban nem talaltak Osszefliggést a HCV kopiaszam ¢és az
inzulin rezisztencia (HOMA-IR) stlyossaga kozott (146).

A de novo diabetes mellitusnak a HCV rekurrencia Kkialakulasara és
progressziojara gyakorolt hatasat vizsgaltuk a hazai beteganyagban,

eredményeinket a megfelelo fejezetben ismertetem.

3.5.4. A Kiterjesztett donor szelekcios Kritériumok a hepatitis C virus

vonatkozasaban:

Fontos probléma, hogy a majvarolistan 1évl betegek szamanak ndvekedésével nem nd
parhuzamosan a donorok szama (s6t, stagnal a cadaver donaciokbdl szarmazo
majgraftok mennyisége), ezért jelentds diskrepancia van a sziikséges és elérhet6 szervek
mennyiségében (147). Tobbféle moédon is probaljak a transzplantacids centrumok
novelni a majatiiltetések szamat, pl. split liver technikaval, ¢él6-donoros
transzplantacioval (Osszefoglalva (148;149)), illetve a donor szelekcids kritériumok
liberalisabb kezelésével. ECD donornak (extended criteria donor, régen marginalis

donornak is hivtak Oket) nevezziik azokat a donorokat, melyekbdl eltavolitott szervek
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atliltetése magaban rejti a kockazatat a transzplantaciot kovetden kialakuld primary non
function-nek (PNF) és initial poor function-nek (IPF) (6sszefoglalva (150)). Nincsen
egységes allaspont azokban a kritériumokban, melyek alapjan marginalisnak tartanak
egy donort, és abban sem, hogy hany feltétel teljesiilése esetén tekintenek egy donort
ECD-nek, ezeket a megbeszélés fejezetben részletezem.

A MELD (Model for End-Stage Liver Disease) score a majbetegség sulyossagat jelzo
mutatd, mely az INR-bdl, szérum bilirubinbdl €és szérum kreatininbdl szamitott érték
(151). Minél magasabb ez a pontszam, annal magasabb a beteg transzplantacio nélkiil
varhat6 mortalitasa, emiatt a transzplantacios varodlistakon a magasabb MELD score-al
rendelkezd betegek elonyt élveznek az alacsonyabb pontszamu recipiensekkel szemben
(,,sickest first”).

Fontos kérdés, hogy a donor-recipiens parositas befolyasolja-e a majatiiltetés utani
eredményeket, ezen beliil is a HCV rekurrencia gyakorisagat, ez kutatasom egyik
teriilete volt, melyeket az eredmények és megbeszélés fejezetben részletesen

ismertetek.

3.5.5. Retranszplantaciok a hepatitis C virus vonatkozasaban:

Amennyiben a HCV rekurrencia talajan ismételten végstadiumu majelégtelenség alakult
ki, sziikségessé vélik a retranszplantacié (RT). Altalanossagban elfogadott tény, hogy
retranszplantaciot kdvetden rosszabbak az eredmények, mint a primer OLT-t kdvetden
(152), és nem csak HCV pozitiv betegekben, a mortalitds legfébb oka ugyanis nem a
HCV rekurrencia, hanem posztoperativ komplikaciok, pl. infekciok. A HCV infekcio
szdmos tanulmany szerint Oonmagaban nem emeli a mortalitadst retranszplantaciot
kovetden (152;153), azonban ezzel ellentétes eredmények is napvilagot lattak ((154),
Osszefoglalva (103)). A legfébb haldlok RT-t kdvetden a sepsis €s a primary non-
function (PNF). A legfobb mortalitast noveld faktorok RT-t kovetden a magas donor és
recipiens ¢letkor, néi donorbol szarmazd maj Aatiiltetése, a recipiens beszlkiilt
vesefunkcioja, illetve magas szérum bilirubin szintje, a retranszplantacidra vard beteg
25 feletti MELD score-ja, illetve felmeriilt a cyclosporine eredményeket rontd szerepe is
(0sszefoglalva (103)). Fentiekbdl kovetkezik, hogy az elektiv retranszplantacid
megfeleld 1ddzitése, valamint az egyénre szabott donor-recipiens parositas

elengedhetetlen a retranszplantacié sikerességéhez.
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A hepatitis C virus klinikai jelentoségének ismertetése utan az alabbiakban
részlezetem a HCV sejtbelépésérol szerzett eddigi ismereteinket, ez ugyanis

kutatasom fo teriilete volt.

3.6. A hepatitis C virus sejtbelépésének (entry) vizsgalatahoz hasznalatos

modellek:

Egy fert6z6 agens (jelen esetben virus) vizsgalatdhoz elengedhetetlen egy hatékony in
vitro (sejttenyészet) €s in vivo modell (allatkisérletek), melyek révén a kérokozod
sejtbelépésének elemi jelenségei, a sejtekben kivaltott adaptiv és/vagy cytopathias
hatasok vizsgalhatoak, emellett terapias modszerek dolgozhatoak ki. Ebben a fejezetben
a HCV kutatasahoz hasznélt/hasznalatos modelleket részletezem, ezek ismerete ugyanis

elengedhetetlen a HCV entry irodalmaban torténd eligazodashoz.

-Vérbdl izoldlt HCV (serum-derived HCV-sHCV):

A HCV csak az embert és a csimpanzt betegiti meg, ezért a virus izolalasat koveto elsé
években a megbetegedett emberek és csimpanzok szérumabol kinyert HCV
partikulumokat (sHCV) hasznaltak a kisérletekhez. Ismeretlen okbol azonban az SHCV
gyakorlatilag alig replikdlodik primer human hepatocytakban ¢€s hepatoma
sejtvonalakban (Gsszefoglalva (155)), melyek a leggyakrabban hasznélt tn. HCV
permissziv sejtek (olyan sejtek, melyekbe in vitro be tud jutni a HCV, mert tartalmazzak
az ehhez sziikséges virusreceptorokat a plazmamembranjukban). Tovabbi problémat
jelent, hogy nehéz a sejtekbe bevitt és frissen replikalodott HCV partikulumok kozotti
kiilonbségtétel. A HCV a vérben kiilonb6zéd forméban van jelen (tobbnyire
lipoproteinekhez kotddik, 1sd. késdbb) €s igy nem lehet egy homogén sHCV populaciot
izolalni (Osszefoglalva (18)), ez szintén hatrany a kisérletek reprodukalhatoséga
szempontjabol. Végiil korlatozza az sHCV alkalmazhatosagat az is, hogy korlatozottan
lehet hozz4jutni primer human hepatocytakhoz és HCV pozitiv beteg vérmintéjahoz.

-Rekombinans E2 glikoprotein hasznalata:

A szérumbol izolalt HCV partikulumok korlatozott hasznalhatosaga miatt a HCV

sejtbelépésének egyik kovetkezd modszere az E2 envelope glikoprotein egy modositott
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formajanak a haszndlata volt. A modositasra azért volt sziikség, mert a HCV envelope
fehérjéi részben dimerizalodnak, részben a megfelelé konformacio elnyeréséig
hosszasan elid6znek az ER-ben (lasd korabban). Emiatt szinte lehetetlenné valt olyan
sejtek 1étrehozasa, melyek a plazmamembranjukba beépitik ezt a fehérjét (ami pedig
elengedhetetlen lenne a HCV sejtbejutasanak vizsgélatdhoz) (0sszefoglalva (156;157)).
A modositast az E2 fehérje TMD domain-jének kiiktatasaval sikeriilt kikiiszobdlni, igy
alkottak meg az E2 glikoprotein solubilis formajat (sE2) (158), mely jol alkalmazhato
volt a HCV entry elemi jelenségeinek vizsgalatahoz. A hepatitis C virus sejtbelépéséhez
szlikséges receptorok koziil a CD81-et (159), az SRB1-et (160), illetve az alacsony
affinitdsu, pusztan a HCV hepatocytdkhoz horgonyzasaban szerepet jatszoé heparan-
szulfatot (161) ezzel a mddszerrel azonositottak eldszor, azonban csak a receptor-sE2
kotés 1étrejottét tudtak igy igazolni, a célmolekuldk HCV entryben betdltott szerepét
nem. Szintén hatranya volt ennek a metodikdnak, hogy mig in vivo a HCV envelope
fehérjék heterodimert alkotnak (Isd. kordbban), ezekben a kisérletekben pusztan az E2
glikoprotein  solubilis formajanak kotddését vizsgaltdk a feltételezett virus
receptorokhoz, igy csak kovetkeztetni lehetett arra, hogy az E1-E2 komplexet
tartalmazé szérumban keringd HCV partikulomok csakugyan ezeken a receptorokon
keresztiil kotddnek a gazdasejthez.

-HCV-szertl partikulumok (HCV-like particles-HCV-Lp):

Egy id6ben in vitro szintetizalt HCV-szerli partikulumok (HCV-Lp) hasznalatival
probaltak modellezni a HCV sejtbelépését és intracellularis életciklusat. A virus-szer(i
partikulum (V-Lp) nem tartalmaz genomot, kovetkezésképp nem tud replikalodni sem
(6sszefoglalva (156)). A HCV-Lp-t olyan rovar sejtvonalakban szintetizaltak, amikbe a
HCV strukturalis fehérjéit tartalmazé baculovirus vectort jutattak be. Habar a HCV-Lp
E1-E2 komplexet tartalmaz, annak glikozilaltsaga eltér az sHCV-bdl izolalhatod
envelope fehérjéktdl, ugyanis nem human, hanem rovar sejtekben szintetizaltak.
Tovéabbi hatranya ennek a rendszernek, hogy a HCV-Lp nem szekretalodik, inkabb
felhalmozdodik az intracellularis vesiculumokban, igy nagyon nehézz¢ valik a
preparalasuk (0sszefoglalva (18)).

-HCV pseudopartikulumok (HCVpp):

Igen nagy mérfoldkd volt a HCV entry vizsgéalataban a hepatitis C virushoz nagyon

hasonl6 HCVpp megszintetizdlasa, mely Birke Bartosch és munkacsoportja nevéhez
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fizédik (162;163). A HCVpp egy olyan retro-, vagy lentivirus partikulum, mely
tartalmazza a HCV modositatlan E1-E2 glikoproteinjeit, a vektorként hasznalt retro-,
vagy lentivirus core proteinjét és egy marker gént tartalmazd provirus genomot. A
marker gén egy zolden fluoreszkald festék fehérjét (GFP), vagy luciferazt (enzim
csalad, mely tagjai az éldvilagban fellelhetd egyik pigmentet, a luciferint oxydaljak és
ezaltal a pigment lathatd fényt bocsat ki, 6sszefoglalva (164)) kodol. Retrovirus esetén a
core protein ragcsalo leukémia virusbol (murine leucaemia virus-MLV) szarmazik. Az
El és E2 envelope fehérjék az 1a és 1b HCV genotipusokbol lettek izolalva ebben a
modellben. Az elébb részletezett OsszetevOket tartalmazd 3 vektort 293T humdén
embrionalis sejtekbe juttatjadk és a HCVpp-t ezek a sejtek szintetizaljak. A CDS81 és
SRB1 szerepét a HCV sejtbelépésében részben ezzel a modellel tisztaztak, emellett a
tobbi ismert/feltételezett HCV receptort is tobbek kozott HCVpp hasznélataval
vizsgaltak (Osszefoglalva (18;156)). A f6 hatranya ennek a modellnek, hogy a HCV
entry korai 1épéseit lehet csak vizsgalni vele, emellett a HCVpp nem asszocialodik
lipoproteinekkel, tekintettel arra, hogy 293T sejtekben termelédnek, melyek nem
szintetizalnak lipoproteineket (18).

-Sejtkultardban termelt HCV (cell culture produced HCV-HCVcc):

A kovetkez6 mérfoldkdé a HCV kutatasaban egy fulmindns hepatitisben szenvedd japan
beteg vérébdl izolalt 2a genotipusu, JFH-1-nek elnevezett HCV partikulum izolalésa és
klonozasa volt, ugyanis ezzel a virussal hatékonyan tudtak human hepatoma-7 (Huh7)
sejteket fertdzni, és az igy képzddott virus partikulumok mind in vitro, mind in vivo
fertdzoképesnek bizonyultak (165). Ezzel a modellel a virus teljes életciklusa
vizsgalhatd, azonban ennek a modszernek is vannak limitdlo tényezdi. Az egyik
legfontosabb ezek koziil, hogy csak a mar emlitett JFH-1 izolatum replikalodik in vitro,
tehat a tobbi HCV genotipus igy nem vizsgalhato. Tovabbi hatrany, hogy a JFH-1 csak
a Huh7 sejtekben ¢és ezek szubklonjaiban replikalodik, mely sejtek lipoprotein
metabolizmusa abnormalis, igy nem tud kellden magas lipid tartalmu lipo-viro-
partikulum (Isd. kés6bb) képzddni benniik, mely az allatkisérletek sordn nagy hatrany,
ugyanis minél magasabb a HCV partikulumok lipid tartalma, anndl magasabb az

infektivitasa is in vivo (166).
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3.7. A hepatitis C virus belépése a hepatocytakba:

A HCV a véraramba bekeriilve igen heterogén formaban juthat el f6 célsejtjéhez, a
hepatocytahoz. Tobbségében B-lipoproteinekhez kotddik (167;168) (azon beliil is foleg
a VLDL-hez, de asszocialodhat HDL-el és LDL-e¢l is), ezek egyik eléfordulédsi formaja
az un. alacsony denzitast lipo-viro-particulum (LVP) (169). Kisebb részben fordul el
»Szabad” formajaban, vagy mint exosoma (membrannal koriilvett vesiculum, mely a
membranban HCV envelope fehérjéket, CD81-et, illetve az intravesicalis térben HCV
RNS-t tartalmaz) (170), illetve, mint envelope boritas nélkiili nucleocapsid (171). A
lipo-viro-partikulumok  triglicerid gazdag lipoproteinek, melyek tartalmaznak
apolipoprotein (Apo)B-t és ApoE-t, virus nucleocapsidot és envelope glikoproteineket.
Lipo-viro-particulumok a hepatocytakon kiviil enterocytakbol is felszabadulnak, mely a
HCV egyik rezervoar forrasa (172), erre az LVP apolipoprotein tartalma utal.
Amennyiben ApoB100-at tartalmaz, 0Ggy a virus hepatocytaban replikalodott és
asszocidlodott a lipid frakciokkal, mig az ApoB48 jelenléte az LVP enterocyta eredetére
utal (173). A HCV bejutasanak mechanizmusa az enterocytakba kérdéses, ugyanis az
egyik legfébb HCV entry receptor, a CD81 nem taldlhatd meg a bélhamsejtek
plazmamembréanjaban (174). A HCV-t sikeriilt még izolalni az enterocytakon kiviil
fehérvérsejtekbdl (peripheral blood mononuclear cells-PBMC, B-sejtek), antigén
prezentald  dendriticus  sejtekbdl,  agybol  (175-177),  valamint  kevert
cryoglobulinaemiaban szenved$ C virussal fertdzott betegek bérének hamsejtjeibdl is
(178). Annak ellenére, hogy PBMC sejtekbdl sikeriilt sHCV-t izoldlni, a HCVpp
bejutasat nem sikeriilt igazolni ezekbe a sejtekbe (163), ezenfeliil a virus replikacidja
sejtben. A szérumban keringd HCV (sHCV) lipoprotein tartalma Osszefligg a virus
infekcio készségével, ugyanis az alacsony siirliségli, magas lipid tartalmi sHCV-t
nagymértékben fertdzoképesnek talaltdk csimpanzokban (166;179). Emellett a
sejtkultiiraban termelt HCVcec-vel fert6zott csimpanzokbol, illetve uPA-SCID egerekbdl
visszaizolalt HCV nagyobb mértékben volt fertdzdképes sejtkultiraban, mint az eredeti
HCVcc, és ennek az allatokbdl izolalt HCV partikulumok magas lipoprotein tartalma
volt az oka (180).
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A vérben keringd HCV a m4jsejtek sinusoidalis (basolateralis) felszinével kertiil elészor
kapcsolatba. A HCV partikulumok a m4j sinusoidok endothel sejtjein, illetve az ezek
szomszédsagaban talalhato Kupffer sejtek felszinén expresszalodo dentritic cell-specific
intracellular adhaesion molecule-3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) és liver-specific
(L-SIGN) fehérjék, mint ,.horgonyz6” receptorok kotésével keriilnek a hepatocytak
felszin¢hez (181). Mind a két fehérje a HCV E2 glikoproteinjével keriil kapcsolatba
(54;182). Mind a DC-, mind az L-SIGN a C-lektinek csaladjaba tartozik. Fiziologias
funkcidjuk a dentritikus sejtek és T-lymphocytak (DC-SIGN), illetve a maj sinusoidok
endothel sejtjei és leukocytdk kozotti kotés kialakitasa (L-SIGN), azonban szamos
koérokozé (igy a HCV is) kotésében, internalizacidjaban és eliminacidjaban is szerepet
jatszanak (Osszefoglald cikkek (183;184)). Mind a szérumbol izolalt HCV (sHCV),
mind a solubilis envelope fehérje (sE2) és mind a HCVpp kotddik az L-SIGN és DC-
SIGN fehérjékhez (54;185;186). A lektinek koziil felmeriilt még a hepatocytak
plazmamembranjaban expresszalédod asialoglycoprotein receptor (ASGPr) szerepe a
HCV entryben. HCV permissziv human hepatocytak nem tudtdk felvenni a HCV-Lp-t
az ASGPr ligandjainak adasat kovetden. Ez magyarazhato azzal, hogy a feleslegben
alkalmazott szubsztrat géatolta az azonos kotési helyen létrejové ASGPr-HCV-Lp
kapcsolat 1étrejottét. Emellett a HCV-Lp internalizalédott egér 3T3-L1 sejtekbe,
amennyiben azokban ASGPr-t expresszaltattak (187). Mindezek ellenére az
asialoglycoprotein receptor szerepe a HCV entryben kérdéses, ugyanis HCVpp és
HCVcc modellek hasznalatdval a virus internalizacidjaban betoltott szerepét nem
sikeriilt bizonyitani.

Miutan a C virus a hepatocytak sinusoidalis plazmamembranjanak kozelébe jutott a
lektinekkel vald kapcsolodas kovetkeztében, a majsejtek felszinén talalhatd heparan-
szulfat-hoz (HS) kotédik (161). A HS a glilkozaminoglikanok (GAGs) csaladjaba
tartozo linearis poliszacharid. Csakugy, mint a lektinek, a GAGs is szamos virus sejtbe
jutadsanak elengedhetetlen fontossagu receptorai. Alacsony affinitdsu receptorok,
szerepiik abban van, hogy a virusok elegendd kozelségbe kertiljenek az entry késébbi
1épéseiben résztvevd magas affinitasd, erds kotést biztositod, specifikus receptorokhoz.
In vitro heparin (HS analdg) és heparindz (HS-t bont6é enzim) adéséaval sikeriilt az sE2
és HS kotést gatolni (188;189). Habar az sE2-HS kotés bizonyitott, az EI1-E2

heterodimert tartalmazé HCVpp-vel tortént kisérletek nem tudtak megerdsiteni ezeket
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az eredményeket (190). Az emberi vérben keringd HCV talan nem is az E1-E2
glikoproteinjein keresztiil kapcsolodik a heparan-szulfathoz, hanem a HCV-hez
asszocialt lipoprotein segitségével, a lipoprotein-lipazzal (LPL) tortént elGzetes
kotddés utan (191). A HCVcc bejutasat HCV permissziv sejtekbe ugyanis gatolni tudtak
exogen LPL adaséaval, tovabba a HCV sejtbe 1épése csak HS jelenlétében ment végbe
(191).

A szérumban keringd HCV sejtbe jutasdhoz (szintén még az entry korai fazisdban)
sziikséges még az alacsony siiriségli lipoprotein receptor (low-density lipoprotein
receptor-LDL-R) is. Az LDL-R a szérumban keringé koleszterin, elsésorban az LDL
felvételét katalizdlja a méjsejtekbe. Az LDL-t, receptorahoz tortént kotodését kdvetden
clathrin-medialt endocytosissal felveszik a majsejtek, majd az endosomaba kertil, ahol
az LDL-R-LDL kotés felbomlik. Ezt kdvetéen a lipoproteinek a lizoszomakban
degradalodnak és a koleszterin itt szabadul fel a sejtekben (Isd. dsszefoglald cikkeket
(18;192)). Azt, hogy az LDL-R hepatitis C virus receptor lehet, mar a virus felfedezését
kovetd elsd években felvetették. Kevert cryoglobulinaemiaban szenvedd, HCV pozitiv
betegek vasculitises laesioibol szarmazo bor hamsejtekben (amikbdl izolalni is tudtak az
SHCV-t, Isd. elobb) ugyanis az LDL-R up-reguldlva volt (178). Ezért LDL-R-t
tartalmazo fibroblastokat kezeltek LDL-R specifikus antitestekkel, melyet kovetden
ezekbe a sejtekbe a SHCV sokkal kisebb mértékben tudott bejutni (167). Az LDL-R C
virus receptorként betoltott szerepét késdbb hepatoma sejtvonalak hasznélataval is
bizonyitottak (193). HCV fert6zott betegek vérébdl izolalt PBMC sejtek felszinén annal
magasabb volt az LDL-R expresszio, minél magasabb volt a plazma LDL
koncentracidja és a szérumban keringd HCV titere (194). Ugyanakkor kronikus HCV
hepatitises betegek majbiopszias mintaiban a hepatocytak plazmamembranjaban 1évo
LDL-R mRNS expresszid negativan korrelalt a szérum LDL koncentracioval és HCV
core antigen mennyiségével, habar fehérje szinten nem vizsgaltdk ebben a
tanulmanyban az LDL-R expressziot (195). A vérben keringé HCV hepatocytakba
torténd  belépését befolydsoljak a virus partikulumhoz asszocidlt lipoprotein
apolipoproteinjei, melyek a LPL és LDL-R miikodésére mind gétlo, mind stimulalo
hatast kivalthatnak. Az ApoC2 pl. fontos aktivatora a LPL-nak, mig az ApoC3 gatolja a
lipoproteinek interakciojat a HS-LPL komplex-el (Isd. az alabbi 6sszefoglalot (196)). A
vérben keringd HCV tobbségében ApoE-t és ApoB-t tartalmazdo VLDL-hez és/vagy
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LDL-hez kapcsolodik azonban kisebb aranyban ApoCl-t is tartalmazhat a LVP
(169;171;193). Az ApoC1 exogen adasaval nétt a HCVpp infektivitasa (197), az ApoB
¢s ApoE expressziojanak gatlasaval pedig mind a HCV partikulumok képzddése, mind
infektivitasa csokkent (198).

A HCV, miutan az alacsony affinitdsu receptorok a majsejtek sinusoidalis felszin¢hez
horgonyoztak, hozzakotddik a tetraspanin CD81-hez. A tetraspanin fehérje csalad tagjai
szamtalan funkciot latnak el, tobbek kozott szabalyozd szerepet toltenek be a sejtek
nagysagu tetraspanin fehérje, mely négy transzmembran domént, két kicsi és egy nagy
extracellularis hurkot (small and large extracellular loops- SEL és LEL), illetve egy N-

¢s egy C-terminalis intracellularis domént tartalmaz. A CD81 része a B/T lymphocyta

crer
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hozzakotddott az sE2 (159). Ezt a felvetést késébb bizonyitottdk a HCVpp-vel tortént
kisérletek, ugyanis a CD81 ellenes antitestek megakadalyoztdk a HCVpp bejutasat
primer human hepatocytakba és hepatoma sejtvonalakba (162;201). Emellett HepG2 ¢és
HH29 sejtek, melyek nem hordoznak a felsziniikon CD81-et, ektopids CD81 expresszio
esetén fertézhetéek voltak HCVpp-vel (162;202). Ezeket a kisérleteket késébb HCVcc-
vel is igazoltak (165;203). A CD81 LEL-sE2 kotés fajspecifikus, ugyanis az sE2 fehérje
nem kotddott egér és patkany CD81-hez (204). Ezenfeliil a HCVpp és HCVcc sokkal
nagyobb mértékben jutott be azokba a HepG2 sejtekbe, melyek felszinén emberi €s
csimpanz CD81-et expresszaltattak, szemben az egérbdl, vagy horcsdgokbdl szarmazo
CD81-et hordoz6 HepG2 sejtekkel (204). Raadasul horcség ovariumbol szarmazo CHO
sejtek fogékonysaga a HCVpp és HCVcc irant szintén sokszorosara ndtt, ha a még
eddig nem részletezett HCV receptorok koziil a CD81 emberi eredetli volt (205).
Mindezekbdl kovetkezik, hogy a HCV mar korabban ismertetett fajspecificitasaért
részben az tehetd feleldssé, hogy a HCV csak az emberi és csimpanz CD81 LEL
befolydsolja a sejt fogékonysagat a HCV infekcid irdnt: egy platd eléréséig a
fogékonysag mértéke nd, majd onnan nem valtozik tovabb (206). Ugyanakkor arra is

vannak adatok, hogy a perzisztdlo HCV infekcio esetén a sejtfelszini CD81 expresszio
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csOkkenhet a tovabbi szuperinfekcid kivédésére (207). Ezzel részben ellentétesek
Schaller és munkacsoportja eredményei, akik krénikus HCV infekcio esetén in vitro
nem talaltak valtozast a CDS81 sejtfelszini expressziojaban, ugyanakkor 6k is ugy
talaltak, hogy a sejtek egy idé utdn nem voltak fogékonyak a tovabbi HCV fertézésre
(208). Azt feltételezték, hogy ennek az okat a virus sejtbelépése utan kell keresni,
A CDS8I sejtfelszini expresszidjat emberi majban kevesen vizsgaltak. A majsejtek
polarizalt sejtek, megkiilonboztetiink egy apicalis (canalicularis), illetve egy
basolateralis (sinusoidalis) felszint (209). Majresectio soran eltavolitott rezekatumok,
illetve transzplantalt majak vizsgalataval ugy talaltak, hogy a CDS81 a legnagyobb
mértékben a sinusoidalis endothel sejteken, illetve a mdjsejtek basolateralis felszinén
expresszalodik (210;211). Ez logikus, hiszen in vitro kisérletek alapjan a CDS81 egy un.
post-binding (,,k6t6dés utani”) receptor, tehat kozvetleniil azutan kotédik hozza a HCV,
miutan az alacsony affinitasu receptorok odahorgonyoztdk a majsejtek felszinére (201),
¢s a hepatocytak a vérrel a sinusoidalis felsziniikon keresztiil érintkeznek. A CDS81
nemcsak pusztan megkdti a HCV-t, hanem a Rho GTP-azok aktivaciojaval részt vesz az
aktin  filamentumok atrendezédésében és igy a HCV-receptor komplex
HCV receptorok helyezkednek el. Ezenfeliil a hepatitis C virus CD81-hez kotddését
kovetden aktivalédik a Raf/MEK/ERK jelatviteli Gt a hepatocytakban (212), mely
szignal-transzdukcids Ut szerepét felvetették a perzisztens fert6zés okozta gyulladas és
fibrosis sulyossaganak befolyasolasaban, valamint az immunvalasz kivédésében
egyarant (213). A CD81-nek az adaptiv immunvalasz befolyasolasa révén nemcsak a
HCV okozta hepatitis stlyossagaban, de az extrahepatikus tiinetek kialakuldsaban is
szerepe lehet (201;214).

A CDS81 mellett egy masik, szintén az entry korai fazisaban szerepet jatszd receptor a
scavenger receptor B 1 (SR-B1/Clal). Az emberi SR-B1 egy 509 aminosav
hosszlisagu, 82 kDa tomegi glikoprotein, mely szamos sejtben expresszalodik, azonban
leggyakoribb eléfordulasi helye a mdj és kiillonbozd szteroid érzékeny szovetek
(6sszefoglalva (215)). Két citoplazmatikus domént, két transzmembran domént és egy
nagy extracellularis hurkot tartalmaz. F6 funkcioja a koleszterin felvétele a HDL-bdl,

azonban egyéb lipoproteineket is képes megkdtni (LDL, VLDL). 2002-ben Scarselli és
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munkacsoportja kozolte eldszor, hogy az SR-B1l-hez hozzakotddik az sE2 (160). Az E2
fehérje HVR-1 régidja felelés a kotés létrejottéért, ennek a régionak a kilitése
megakadalyozza az sE2-SR-B1 kotés 1étrejottét (160), és jelentdsen csokkentette a
HCVpp infektivitasat is (216). SR-B1 ellen termelt antitestek meggatoltak a HCVpp és
HCVcc HCV permissziv sejtekbe jutasat (216;217). Ugy talaltik, hogy az sE2-SR-B1
kotés szintén fajspecifikus, csakigy, mint a CD81 esetén (160), azonban késobb
bebizonyosodott, hogy a HCVpp és HCVcc sejtbejutdsadhoz az emberitdl eltérd fajbol
szarmazo SR-B1 jelenléte is elegendd a plazmamembranban (205). Az SR-B1, csakugy,
mint a CD81, un. post-binding receptor, azaz a HCV azutan keriil kapcsolatba vele,
miutan a majsejt felszinéhez horgonyzodott (217). Azt, hogy az SR-B1l-nek az entry
korai fazisaban van szerepe, jelzi az is, hogy a CD81-el megegyezden a majsejtek
sinusoidalis felszinén expresszalodik a legnagyobb mértékben in vivo (211). A HDL,
mint az SR-B1 legfébb szubsztratja, ndveli a HCVpp és HCVcc infektivitasat, annak
ellenére, hogy nincs direkt kdlesonhatds a HDL és a virus kozott (218;219). A HDL
feltehetdleg az SR-Bl-et aktivalja, vagy a HCV lipid burkaval keriil kapcsolatba és igy
noveli az infektivitdst. Ugyanakkor a VLDL, illetve oxidalt LDL (mint szintén
természetes SR-B1l ligandok) exogén adasaval az sHCV és HCVpp infektivitasa
csokkent (220;221). Mind a CD81, mind az SR-B1 a plazmamembran koleszterin
szignifikansan csokkentette a CD81 expressziot, ezaltal a HCV iranti fogékonysagot is
(222). Tekintettel arra, hogy nincs bizonyiték az E1-E2 heterodimer és SR-B1 kozotti
kotés kialakulasara (annak ellenére, hogy az sE2 kotédik az SR-Bl-hez), az SR-B1l
szerepe a HCV entryben részben a CD81 expressziohoz elengedhetetlen
plazmamembran koleszterin tartalom fenntartasa lehet (223). Egyre tobb adat szol
amellett, hogy in vivo az SR-B1 nem is a HCV envelope fehérjéivel, hanem a lipid
burkaval keriil kapcsolatba, ugyanis mig E2 és HVR-1 ellen termelt antitestek nem
csokkentetttk a HCV SR-Bl medialt sejtbejutasat, addig a lipid burok egyik
alkotoeleme, az ApoB ellen termeltek igen (220).

A hepatitis C virus, miutdn hozzakotddott a CD81-hez és az SR-Bl-hez, a majsejt
basolateralis felszinén fokozatosan a hepatocytak apicalis plazmamembranjan talalhato
tight junction-6khoz (zonula occludens-ZO) migral. A tight junction egy fehérjékbol

allo sejtkapcsold struktira, melynek feladata az intercellularis terek kiilonvalasztasa
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kiilonboz6 sejttipusok kozott (Isd. Osszefoglalva (224;225)). Ezt a funkciot ,,barrier”-
nek (korlat) hivjak, mert a szolubilis molekulak paracellularis transzportjat akadalyozza
meg, igy teljesen elhatarolja a sejtek kozotti teret (pl. lumenre €s intercellularis térre
endothel esetén), igy pl. potencionalisan cytopathias anyagok elzarasat az arra érzékeny
kornyezettdl (pl. az epe canaliculosok lezarasa a hepatocytak apicalis felszinén). Egy
masik nagyon jelentds feladata a sejtek plazmamembrénjanak ¢és annak
funkcio, mely a polarizalt sejtek (pl. hepatocytak) basolateralis €s apicalis részének
kiilonbozdéségét tartja fenn, ezeken a sejtfelszineken ugyanis mds és mdas anyagok
transzportja torténik (hepatocytak esetén a canalicularis -apicalis- felszinen torténik az
epekivalasztas, a sinusoidalis -basolateralis- felszinen pedig a sinusoidalis vérbol
torténd tap,- és méreganyag felvétel). A tight junction alkotoi az occludin, a claudinok,
illetve a tricellulin. Ezek koziil els6ként az occludint fedezték fel 1993-ban (226), majd
ezt kovetden azonositottdk a claudinokat, melyeknek ma mar 24 tagja ismert (227),
végil a tricellulint (228), mely onnan kapta a nevét, hogy tipusosan harom sejt
talalkozasi pontjanal helyezkedik el. Tekintettel arra, hogy a JAM (junctional adhaesion
molecule) molekuldk az elébb emlitett fehérjék kozvetlen kozelében helyezkednek el,
ezeket is a tight junction fehérjék kozé soroljak (229). A tight junction fehérjék
extracellularis hurok (extracellular loop- EL) doménjeik révén zipzar-szeriien
kapcsolodnak egymashoz. Az extracellularis terek elvalasztasan és a plazmamembran
diffuzié megakadalyozasan kiviil egyéb funkciot is ellatnak, pl. receptorok (Isd.
késdbb), jelatvivd molekuldk, vagy kiillonbozé anyagok abszorpcidjanak szabalyozoi
lehetnek (230). A tight junction-h6z kapcsolddva a cytoplasmaban elhelyezkedé ZO-1,
Z0-2, Z0O-3, és ZO-1 asszocialt protein kinazok (ZAK) az aktin filamentumokkal
tartanak kapcsolatot (Osszefoglalva (231)), ezenkiviil kiilonbozdé jelatviteli utak
célfehérjéi (232). A tight junction fehérjék fontos szerepet jatszanak a sejtek é€s
daganatok metastasis képzésében is részt vesznek.

A claudin fehérjecsaladnak 24 tagja ismert, melyek a legkiilonfélébb szovettipusokban
fordulnak el (Osszefoglalva (234)). A claudin-1 (CLDN-1) minden szdvetben
eléfordul, azonban legnagyobb mértékben a majban expresszalddik (235), elsésorban a

hepatocytak apicalis (canalicularis), valamint az epeutak hamsejtjeinek luminalis
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felszinén (211). Elengedhetetleniil fontos azonban a bér hamszovetének intaktsagahoz
is, ugyanis azokban a kisérletekben, amelyekben a CLDN-1 génjét kiiitotték (knockout)
egerekben, az allatok a sziiletést kovetd elsd napon beliil elpusztultak a boron keresztiil
bekovetkezett dramai mennyiségli folyadékveszteségben (236). Ezek ismeretében nem
meglepd, hogy az ichtyosis (elvékonyodott, szaraz, gyakran pikkelyes borelvaltozassal

tarsult  borbetegségek  gylijtébneve) ¢és a  primer sclerotizaldé  cholangitis
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szerepet jatszanak, pl. a claudin-3, illetve claudin-4 up-regulalodik petefészek-, emld-,
prosztata-, és hasnyalmirigyrakokban (238-242). Ellenben a CLDN-1 jellemzéen down-
regulalodik a kiillonb6zd daganatokban, pl. colorectalis rakokban és hepatocellularis
carcinomdban (HCC) a CLDN-1 expresszi6 csokkenése negativan korreldl a daganat
gradusaval és egyben rossz progndzist jelent (243;244). Mint minden claudin fehérje, a
CLDN-1 is négy transzmembran helix-bol, harom intracellularis doménbdl és két
extracellularis hurokbol (extracellular loop 1, 2 - EL 1, 2) all (6sszefoglalva (245)). A
claudin-1-r61 2007-ben igazoltak, hogy elengedhetetleniil fontos szerepet jatszik a HCV
sejtbelépésében  (246). Amennyiben a CLDN-l-et expresszaltattak olyan
sejtvonalakban, melyek egyébként nem fertdzhetdek HCVpp-vel, az exogen expressziot
kovetden képesek voltak felvenni a HCVpp-t, és CLDN-1 ellenes antitesttel az infekciot
hatékonyan tudtak gatolni (246). A HCV entryben az EL1 régionak van kulcsfontossagi
szerepe (246). A HCV és CLDN-1 kozotti direkt interakcié a mai napig nem bizonyitott
(246;247), a CLDN-1 a CD81 co-receptora, erre tobb adat is utal. Az egyik az, hogy a
CLDN-1 ¢és a CD81 immunfluoreszcens kettds festéssel a hepatocytak
plazmamembranjanak azonos pontjan is (dontden canalicularisan) festddtek, ezzel
bizonyitottdk a két receptor co-lokalizacidjat, valamint a CD81-hez kotott HCV
migraciojat a tight junction-6khoz (211;212). A CLDN-1 és CD81 kozotti asszociacio
szintén bizonyitott HCV permissziv Huh-7,5 hepatocytakban, és ez az asszociacio a
HCVpp-vel fertdzott és naiv sejtekben egyarant fennallt (248). Ugy tiinik, hogy a
CLDN-1 sejtkapcsold struktirakon kiviil elhelyezkedé forméaja, az in. non-junctionalis
is fontos szerepet jatszik a HCV entryben (246;249). Ezzel ellentétes kozlések is
napvilagot lattak, melyekben polarizalt sejtek vizsgalata soran ugy talaltdk, hogy a

CLDN-1-nek csak a junctionalis formaja szerepel HCV receptorként (250). Két
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kutatdcsoport is vizsgalta, hogy HCV permissziv Huh-7 sejtekben hogyan valtozik a
CLDN-1 expresszi6 HCVcc infekcido hatasara, és egymadssal teljesen -ellentétes
eredményeket kaptak. Az egyik kozlésben magasabb, mig a masikban alacsonyabb
expresszios szintrél szamoltak be, az ellentétes eredményeket az eltérd inkubacios
idéknek tulajdonitottak (211;251).

A claudin fehérjecsalad két tovabbi tagjarol, a CLDN-6-r6l, és CLDN-9-r6l is
feltételezik, hogy szerepiik van a HCV sejtbelépésében. Az egyik erre utald adat az,
hogy igen nagy szekvencia homologia all fenn mindkét fentebb emlitett fehérje és
CLDN-1 EL1 régi6i kozott (252), mely domén, mint mar kordbban emlitésre kertilt,
elengedhetetlen a HCV entryben. Mindezek mellett az egyébként nem HCV permissziv
293T sejtvonal, miutan expresszaltattak benne a CLDN-6-ot ¢s CLDN-9-et, képes volt
felvenni a HCVpp-t és HCVce-t egyarant (252;253). A CLDN-6-nak ¢és -9-nek eddig
azonban csak az RNS-ét sikeriilt kimutatni majbol, illetve PBMC sejtekbdl (252;254), a
fehérje expresszidja in vivo nem ismert, minden eddigi ismeretink a HCV
sejtbelépésére gyakorolt hatasukrdl in vitro kisérleteken alapszik.

Az utolso fehérje, mely jelen ismereteink szerint HCV receptorként is funkcional, az
occludin. Az occludin, mint mar korabban emlitésre keriilt, sejtkapcsolo fehérje, a tight
junction egyik alkotdja. Egyre tobb adat szol amellett, hogy az occludin inkabb a tight
junctiondk tertiletérél indulo jelatviteli utak elinditdsdban semmint a paracellularis
barrier kialakitdsaban szerepel (255). Szamos adat utal arra, hogy az occludin
elengedhetetlen a HCV entryben. Elséként az, hogy az NIH3T3 sejtek, melyek nem
fertézhetéek HCVpp-vel, miutan occludint expresszaltattak benniik, felvették azt (205).
Tovabba a HCV permissziv Huh-7,5 és Hep3B sejtek (melyek HCV permisszivek) nem
voltak képesek felvenni a HCVpp-t és HCVcce-t, amennyiben az occludin expressziojat
gatoltdk benniik (205). A CD81 mellett az occludin a méasik HCV receptor, mely a HCV
faj specificitdsat okozza, és ezért a fehérje masodik extracellularis hurok régioja
(extracellular loop 2- EL2) felelés (205). A CD81 és occludin szerepét a HCV
fajspecificitasdban éllatkisérletes modellben is sikeriilt igazolni (256). Direkt kotddés a
HCV envelope fehérjéihez csakigy, mint a CLDN-1-nél, az occludin esetében sem
bizonyitott, habar HCVcc modellben co-immunprecipiticios vizsgalattal felmertiilt az

.....

expresszidja csOkken Huh-7,5 sejtekben, miutdn HCVcc-vel fert6zdédtek, ezzel
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megakadalyozando a tovabbi feliilfertéozodést (251). A glukokortikoidok in vitro novelik
a Huh-7,5 sejtek fogékonysagat a HCVce és sHCV fert6zés irant, egyuttal fokozzak az
occludin ¢és SRB1 expresszidjat (257). Tekintettel arra, hogy a szteroidok a
transzplantaciot kovetd bazis immunszupresszio részei, szereplik a HCV rekurrenciaban
a fenti mechanizmus révén is érvényesiilhet, habar in vivo adatokkal ezt eddig még nem
tamasztottak ala.

Miutan a HCV a virusreceptorokkal tortént interakcid tjan a majsejtek canalicularis
felszinéhez migralt, a tight junction-ok teriiletén belép a sejtbe clathrin-medialt
endocytosis révén (258). Ebben a folyamatban részben szerepet jatszik a virus E1-E2
glikoprotein komplexe, az envelope fehérje 1 és 2 ugyanis Il-es tipusu fuzios fehérjék,

szerepiik van a membran porus kialakitasaban (23;259). Az internalizacio alatt a CD81-

CLDN-1 a CD81 co-receptora (Isd. korabban), a két fehérje kapcsolatanak
megakadalyozasa az endocytosist is gatolja, és ebben szerepe van a protein-kinaz A-nak
(PKA) (261). A PKA a fehérjék transzportjat szabalyozza az endoplazmatikus
retikulumbol a Golgi apparatusba és onnan tovabb a plazmamembrén felé (262). A PKA
mikodésének megzavarasa két mechanizmus révén is gatolhatja a HCV sejtbejutasat:
egyrészr6l a CLDN-1 transzportja gatlédik a plazmamembran felé és igy nem tud
elengedhetetlen CD81-CLDN-1 komplex; masrészrdl a lipoprotein exkrécio gatlasaval
csokken a magas infektivitasi VLP partikulumok ardnya a vérben (261). Tekintettel
arra, hogy a CLDN-1-nek extrajunkcionalis formaja is ismert (211), az endocytosis nem
kizardlagosan a tight junctionok teriiletén, hanem a majsejtek sinusoidalis felszinén is
bekovetkezhet (261).

A hepatitis C virus nemcsak a vér Gtjan juthat el a majsejtekhez, direkt sejt-sejt infekciot
1s kimutattak (263). Erre abbol kovetkeztettek, hogy HCVcce képes volt megfertdzni a
monolayert alkoté szomszédos Huh-7,5 sejteket a virusreceptorok ellen termelt
neutralizalo antitestek jelenlétében is (263). Ebben a folyamatban a CLDN-1, CD81 és
SR-B1 szerepe egyarant felmeriilt (263-265).

A HCV entry folyamatat mutatja 6sszefoglalva a 3. dbra.
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3. abra- A Hepatitis C virus bejutasa a hepatocytakba (forras: Burlone ME and Budkowska A-
Hepatitis C virus cell entry: role of lipoproteins and cellular receptors. J Gen Virol, 90, 1055-1070
(2009))

A HCV a vérben lipoproteinekhez kotodik, a majsejtek felszinéhez a sinusoidalis véren keresztiil jut el. A
lipoproteinhez asszocialt HCV-t el6szor a sinusoidok endothel sejtjeinek, illetve a majsejtek felszinén
1év4 lectinek (nincs abrazolva), majd a majsejt basolateralis felszinén megtalalhat6 tovabbi, un.
»horgonyzd” receptorok (glilkoz-aminoglikanok-GAG, lipoprotein-lipaz-LPL, LDL-receptor) kotik meg.
Ezaltal a HCV fizikai kozelségbe keriil az entry tovabbi folyamatdban szereplé magas affinitasu
receptorokkal. Ezek koziil elsdként az SR-B1 és CD81 keriil kapcsolatba a HCV-vel, egy komplex alakul
ki, mely migral a hepatocyta canalicularis felszine felé. A CLDN-1, mint CD81 co-receptor ebben a
folyamatban is szerepet jatszik. A tight junction-ok teriiletére eljutva a HCV endocytosis révén bejut a
sejtbe. A membran fuzid nem johet 1étre CLDN-1 és CD81 hidnyaban. Két tovabbi sejtkapcsolo fehérje
(az occludin, és a CLDN-6-utobbi nincs abrazolva-) elengedhetetlen a HCV sejtbelépésében, szerepiik
pontositasa még varat magara.
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Munkam soran vizsgaltam a CLDN-1, CLDN-6, occludin és CD81 receptorok
expresszios valtozasait a HCV rekurrencia idején, valamint az antiviralis kezelés

utan.
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4. Célkitiuzések

e Vizsgalni, hogy marginalis donorbél szarmaz6 maj beiiltetése, illetve magas
rizik0ju recipiens transzplantacidja utian magasabb-e a szovodmények
aranya, rosszabb-e a tulélés, gyakrabban, illetve hamarabb kovetkezik-e be
a HCV Kkidjulas, valamint van-e Kkiilonbség a HCV rekurrencia
progressziéjaban.

e Vizsgalni, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléoen a magyar
beteganyagban is rontja-e a tulélést a de novo diabetes mellitus kialakulasa,
gyakrabban alakul-e ki HCV cirrhosis miatt majatiiltetett betegekben,
elérejelzi-e a HCV Kkiujulast, valamint sulyosbitja-e a HCV rekurrencia
korlefolyasat.

e Vizsgalni hogy a HCV rekurrencia soran, valamint az erre adott antiviralis
kezelés hatasara valtozik-e a receptorok expresszidja a majszovetben.

e A HCV rekurrencia idején mért virusreceptor expressziok alapjan a mar
eddig azonositott, SVR-re prediktiv faktorok mellett ujak keresése.

e Igazolni a CLDN-6 fehérje expressziét emberi majszovetben.

39



DOI: 10.14753/SE.2013.1764

5. Betegek és modszer

5.1. A donor-recipiens parositas majatiiltetés utani eredményekre gyakorolt

szerepét az alabbi beteganvagon és modszerrel vizsgaltuk:

A 2003. januar és 2009. szeptember kozott cadaver donoros méjatiiltetésen atesett 260
beteg adatait elemeztiik retrospektive. A donorok atlagos életkora 39 év volt. 124
esetben férfi, mig 136 alkalommal néi donorbdl szarmazo teljes maj atiiltetésére kertlt
sor. A donorok 4tlagos testtomeg-indexe 23,6 kg/m? volt. Az agyhalal okait az 1.tablazat

mutatja.

1. Tablazat- A 2003 és 2009. szeptember kozott agyhalotta valt donorok megoszlasa az agyhalal
okai szerint.

A tablazat csak azokat a donorokat mutatja, melyekb6l megtortént a maj eltavolitasa és az alkalmas is volt
a betiltetésre.

Agyhalal oka Esetszam (N=260) Szazalékos gyakorisag
(%)

Subarachnoidealis vérzés 142 54,6

Koponya trauma 89 34,2

Stroke 20 7,7

Hypoxia (akasztas) 2 0,8

Hypoxia (egyéb okbol) 6 2,3

Az agyhalal leggyakoribb oka a subarachnoidealis vérzés volt, melyet gyakorisagban a
koponya trauma kovetett. A maj perfuzidja 136 alkalommal (52,3%) UW oldattal, 121
esetben (46,5%) HTK-val, és egy esetben (0,4%) Eurocollins-al tortént. A 2.tablazat az
ECD kritériumokat tartalmazza. Egy donort legalabb két kritérium teljesiilése esetén
tekintettiink marginalisnak. Amennyiben egyszerre tobb majenzim is korosan magas
volt, akkor is csak egy ECD pontszamot kapott a donor, tehat a majenzimeket egy

csoportban kezeltiik. Ezalapjan 112 esetben keriilt sor marginalis maj (BAD csoport)
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beiiltetésére, mig a fennmaradd 148 miitét sordn optimalis maj (GOOD csoport)

betiltetésére kerilt sor.

2. Tablazat- Marginalis donor kritériumok.

Egy donor esetén tobb kritérium is teljesiilhetett, ezért a teljesiilt kritériumok szdma tobb, mint a
marginalisnak tekintett donorok szama.

Marginalis donor kritériumok Donorok szama, akikben az adott

feltétel teljesiilt (N)

Donor életkor > 60 év 8
Donor BMI > 27 kg/m? 36
Intenziv osztalyon toltott napok szama > 3 | 44
nap
Dopamin> 10 pkg/kg/min, vagy kombinalt | 47
keringéstadmogatas (dopamin+
norepinephrine)

Ujraélesztés/ tartds hypotensio > 1 6ra, RR< | 44

80 Hgmm

Donor se AST/ALT > 40 (U/L) 59
Donor se bilirubin > 17 umol/L 60
Donor GGT > 60 U/L 29
Donor se Na > 156 mEg/L 49

A recipiensek atlagos életkora 45,6 év volt, a betegek atlagos testtomeg-indexe 25,8
kg/m® volt. A 260 majatiiltetésb6l 12 esetben retranszplanticiora keriilt sor. A
majatiiltetés harom leggyakoribb indikacigja a HCV cirrhosis (N=99, 38,1%), ALD
cirrhosis (N=43, 16,5%) és a PSC (N=28, 10,8%) volt. Az atlagos meleg ischaemias id6
(WIT) 58,2 perc, a hideg ischaemias idé (CIT) atlagosan 475 perc volt. A hideg
¢s a donormdj hiitéfolyadékbol torténd kivétele kozott eltelt idd percekben. A meleg
ischaemias 1d6 a beiiltetésnek a cirrhoticus ma4j eltavolitasa (hepatectomia) utdn
kovetkezO szakasza, amely a donormdj hiutéfolyadékbdl torténd kivétele és szisztémas

reperfizioja kozott eltelt 1d6 percekben.
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213 beteg (81,9 %) tacrolimus, 38 beteg (14,6 %) pedig cyclosporin (CyA) alapu
immunszupressziv kezelést kapott. 25 beteg (9,6%) kivételével a recipiensek
mycophenolat-mofetilt is kaptak. A prednisolon dozisat a koézvetlen posztoperativ
szakot kovetden fokozatosan csokkentett dozisban kaptak. A betegek transzplantacio
elotti utols6 MELD pontszdmainak atlagértéke 14,3 volt. A recipienseket az alapjan
csoportositottuk, hogy a MELD pontszamuk meghaladta-e a 17-et. Ez alapjan osztottuk
ket jo (GOOD csoport, N=177) és rossz (BAD csoport, N=83) altalanos allapotura. gy
Osszesen 4 csoportot alkottunk aszerint, hogy a jo/rossz allapotu betegek marginalis
majat kaptak-e (3.tablazat). Ezekben a csoportokban vizsgaltuk meg a kumulativ graft-,
¢s betegtilélést, valamint a posztoperativ szovOodmények gyakorisagat. A
szOvOdmények koziil a méj csokkent mitkddését (initial poor function-IPF) az alabbiak
szerint definialtuk: a posztoperativ 6todik napon a szérum bilirubin és prothrombin

hanyadosa nagyobb, mint egy.

3. Tablazat- Donor-recipiens parositas.

A donorok abban az esetben mindsiiltek optimalisnak (GOOD), ha 0, vagy 1 ECD kritérium teljesiilt csak
az esetilkkben. Amennyiben 2-nél tébb kritérium is teljesiilt, marginalis (BAD) csoportba keriiltek. A
recipiensek akkor mindsiiltek jo altalanos allapotiinak (GOOD), ha a transzplantacio el6tti utolsé MELD
pontszamuk nem érte el a 17-et. Ennél nagyobb MELD pontszam esetén rossz altalanos allapotiinak
(BAD) tekintettiik 6ket.

Donor-recipiens parositas | Esetszam (N=260) Szazalékos gyakorisag
(%)

GOOD/GOOD (G/G) 102 39,2 %

BAD/BAD (B/B) 37 14,2 %

BAD/GOOD (B/G) 75 28,8 %

GOOD/BAD (G/B) 46 17,8 %

5.2. A hepatitis C virus és a majatiiltetés utan fellépo de novo diabetes mellitus

kozotti kapcsolatot az alabbi beteganyvagon és modszerrel vizsgaltuk:

1995 ¢és 2009. januar kozott majatiiltetésen atesett betegek adatait vizsgaltuk
retrospektiv modszerrel, Osszesen 310 beteg adatait dolgoztuk fel. Kizartuk a

vizsgélatbol azokat a betegeket, akik mar a majatiiltetés elott is cukorbetegségben
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szenvedtek (60 beteg). Kizartuk tovabba azokat a betegeket is, akiknél a majatiiltetés
utan emelkedett éhomi vércukor (impaired fasting glicemia-IFG: az éhomi vércukor
értéke 6,1-6,9 mmol/l) igazolodott (24 beteg), valamint azokat a betegeket is, akiknél a
szénhidrat haztartds zavara a madjatiiltetés utani els6 2 hénapon beliill rendezodott
(tranziens-diabetes mellitus- T-DM, 20 beteg). De novo diabetes mellitusként (new
onset diabetes mellitus-NODAT) definialtuk a majatiiltetés utani harmadik honapot
kovetden is permanensen fennalld cukorbetegséget (¢homi vércukor > 7 mmol/l és/vagy
random vércukor > 11,1 mmol/l és/vagy tartdés igény antidiabetikus kezelésre).
NODAT-ot 63 betegben (20,3%) allapitottunk meg. A vizsgalatban bennmarad6 tovabbi
143 beteg alkotta a kontroll csoportot. A betegek fenti megoszlasat abrazolja a 4.abra.

A tovabbiakban mar csak a vizsgalatba ténylegesen bevalogatott 206 beteg adatait
elemzem. A recipiensek koziil 105 n6 (51%) és 101 férfi (49%) volt. A betegek atlagos
¢életkora 40,5 év volt. A majatiiltetés f6 indikacioi a HCV cirrhosis (N=77; 37%), a PSC
(N=31; 15%) ¢és az ALD cirrhosis (N=25; 12%) volt. Nyolc esetben (4%)
retranszplantaciora keriilt sor. Az atlagos CIT id6 482 perc, a WIT 56 perc volt. 137
beteg (66,5%) tacrolimus, mig 69 beteg (33,5%) cyclosporin alapu
immunszupressziodban részesiilt, 177 beteg (86%) mycophenolat-mofetilt is kapott. A
betegek emellett fokozatosan csokkend dozisban per os prednisolont is kaptak. A
szovOdmények kozil a PNF osszesen 3 betegnél (1,4%) jelentkezett, mig IPF
rejekcid 67 esetben (32,5%) jelentkezett, szteroid lokéskezelésben (1g/nap methyl-
prednisolon iv., 3 egymast koveté napon) 56 beteg (27,2%) részesiilt. A de novo
diabetessel diagnosztizalt betegek koziil 3 beteg (4,7%) csak diétan volt tartva, 13 beteg
(20,6%) oralis antidiabetikumot kapott, mig 47 beteg (74,6%) inzulin kezelésben
részesiilt. A HCV pozitiv betegek majbiopszids protokolljat, valamint az antiviralis

kezelés menetét a kdvetkezo fejezetben targyalom.
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4. abra- A szénhidrat haztartas zavarainak megoszlasa a vizsgalt 310 majatiiltetett betegben.

NODAT: de novo diabetes mellitus. PreOLT DM: azok a majatiiltetésen atesett betegek, akiknél mar a
miitét el6tt is imsert volt a diabetes mellitus. T-DM: tranziens diabetes mellitus. IFG: impaired fasting
glicemia (emelkedett €homi vércukor).

NODAT (N=63)
KONTROLL (N=143)
PreOLT DM (N=60)
T-DM (N=20)

IFG (N=24)

§oR0n

44



DOI: 10.14753/SE.2013.1764

5.3. A hepatitis C virus sejtbelépéséhez sziikséges receptorok vizsgalatat az alabbi

betegsanyagon és modszerrel végeztiik:

28 HCV pozitiv, felnétt majtranszplantalt beteget vontunk be vizsgalatainkba. A
betegek 2003 és 2007 kozott estek at a majatiiltetésen a SE Transzplantacios és
Sebészeti Klinikan. A betegek kozott 10 ndé (35,7 %) és 18 férfi volt (64,3 %),
atlagéletkoruk 50 év volt.

20 beteg (71,4 %) tacrolimus, 8 beteg (28,6 %) pedig cyclosporin alapt
immunszupressziv kezelést kapott, mycophenolat-mofetillel torténd kombinacidoban. A
prednisolon doézisat a kozvetlen posztoperativ szakot kovetden fokozatosan
csokkentették, majd elhagytak.

A mjjenzimek (AST, ALT, bilirubin, GGT, ALP) napi rendszerességgel voltak
monitorizalva az els6 két hétben, majd havonta egyszer az elsé posztoperativ év soran,
illetve soron kiviil, ha a beteg panaszossa valt. A HCV rekurrencia minden esetben
bekovetkezett, 22 esetben a miitétet kovetd egy éven beliil (78,6 %). A virus kijulas
minden esetben szdvettanilag is igazolva lett, az ehhez alapul szolgalé majbiopsziat a
virusrekurrencidra utalé klinikai tlinetek és/vagy rutin laborvizsgalat soran észlelt
emelkedett mdjenzimek miatt vették a Klinika radiologusai.

A betegek csak szovettanilag igazolt hepatitis esetén kezdték el kapni az antiviralis
kezelést. A szovettani vizsgalat soran a hisztologiai aktivitasi indexet (HAI), valamint a
fibrosis stlyossagat jelzd fibrosis score-t adta meg a patologus. A vizsgalatba bevont
betegek mindegyike kombinacioban kapta a PEG-IFN-t ribavirinnel, 12 honapon
keresztiil, megszakitds nélkiil. A kezelés tolerdlhatosaga érdekében a betegek
fokozatosan emelkedé dozisban kaptak az interferont és ribavirint, annak fliggvényében,
hogy a kezelés megszakitdsat indokld mellékhatds (neutropenia, thrombocytopenia,
anemia, depresszio) jelentkeztek-e, vagy sem. Egyik beteg sem kapott erythropoetint,
illetve granulocyta-macrophag colonia stimulald faktort (GM-CSF). A kezelés soran
egyik betegnél sem alakult ki transzfuziot igényld anemia. A kezelés hatasara 11 beteg
(39,3%) virusmentessé valt a terapia végére, azaz elérte az un. end-of-treatment
response-t (ETR). Ebbdl a 11 betegbdl hat a kezelést kovetdé 24 hét mulva is

virusmentes maradt, azaz elérte a tartds virusmentességet (SVR). A kezelés végén (tehat
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a kezelés meginditdsa utan egy évvel) ismételt biopsziavétel tortént, tehat minden
betegtdl rendelkezésiinkre allt egy kezelés eldtti €s utani biopszia.

13 normal majban is vizsgaltuk kutatasunk soran a HCV receptor expresszidkat, ehhez a
mintadkat donormiitétek soran vettiik a késobb betliltetésre keriilt majakbol, még az aorta
lefogés, tehat a perfuzié6 meginditdsa elétt. Mind a majatiiltetett betegekbdl szarmazo
majbiopsziak, mind a donormajakbol vételezett mintak 10%-0s pufferolt formalinban
lettek fixalva és paraffinba lettek agyazva. A majbiopszidkat a diagnosztikum keretein
beliil végzett szovettani vizsgalat utan dolgoztuk fel. A majbiopsziak vételezésével
parhuzamosan HCV képiaszam mérés is tortént a betegek vérébdl (IU/ml), a mérés RT-
PCR-al tortént (Cobas TagMan 48 (Roche), Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HCV
Test Kit).

Vizsgalatunk soran a CLDN-1, CLDN-6, CD81 és occludin molekuldk expresszioit
mértiik mind RNS (RT-PCR-al), mind fehérje szinten (immunhisztokémiaval). A
kutatast két 1épcsdben végeztiik. El6szor csak 12 beteg majbiopszids mintait dolgoztuk
fel, és a CLDN-1 expressziot az aldbbi csoportositds szerint vizsgaltuk: non-
responderek (6 beteg), illetve ETR-t eléré betegek (szintén 6 beteg, kettd késébb
tartésan virusmentes lett). Masodik 1épésben bovitettiik ki a mintaszamot 28 betegre,
emellett normal mintékat is feldolgoztunk, és a CLDN-1 mellett mar a CLDN-6, CD81
¢és occludin expressziokat is mértiik. Tekintettel arra, hogy az elsd vizsgalatba bevont 12
beteg részét képezi a kibdvitett kutatas soran vizsgalt 28-nak, az egyszeriiség kedvéért
nem részleteztem fentebb kiilon ezeknek a betegeknek a klinikai adatait, hanem csak a
teljes beteganyagra koncentraltam. A kutatas masodik részében non-responderekre (22
beteg) ¢s SVR-re (6 beteg) osztottuk a betegeket. Az els6 vizsgalatban szerepldé 6 ETR-t
elérd betegbdl négy tehat atkeriilt a non-responder csoportba a masodik lépcsdben

tortént vizsgalat sordn, hiszen fél évvel a kezelés utdn mar nem voltak virusmentesek.

5.3.1. RNS izolélis és RT-PCR:

Az RNS izolalast a QIAGEN FFPE kit-el végeztik a gyartd protokollja alapjan
(letoltheté a http://www.giagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem
[rneasyffpekit.aspx#Tabs=t2 webcimrél, az RNeasy FFPE Handbook-English fiilre
kattintva), majd az izolalt RNS-t -80°C-on taroltuk. Az RNS-t ezt kvetéen cDNS-re
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irtuk at a High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems — ABI, Foster City,
Calif, USA) hasznalataval, szintén a gyartdé protokollja alapjan. A real-time PCR
kivitelezése 2x Sybr Green Master Mix (ABI, AB4309155) hasznalataval tortént, a
reakciokat 20 pl Ossztérfogatba mértiik Ossze, a primer koncentraciok 25 pumol/l-ek
voltak, reakcionként 50 ng cDNS-t mértliink be és a polimerdz lancreakcio AB 7000
real-time PCR System (Applied Biosystems) gépben lett lefuttatva.
Az alabbi primereket hasznaltuk a reakciokhoz:
e CLDN-1 forward: 5°-GTG CGA TAT TTC TTC TTG CAG GTC-3’, reverse:
5’-TTC GTA CCT GGC ATT GAC TGG-3°
e CLDN-6 forward: 5’-TGG ATC TTG ACA TGC CCA TCT T-3’, reverse: 5’-
AGT CTG TCT TGT TGC AAA GCC A-3’
o CD81 forward: 5’-ACG AGA CGC TTG ACT GCT GTG-3’, reverse: 5’-TGA
AGA GGT TGC TGA TGA TGT TGC-3’
e occludin forward: 5’-CGG TCT AGG ACG CAG CAG AT-3’, reverse: 5’-AAG
AGG CCT GGA TGA CAT GG-3’
e Beta-actin forward: 5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’, reverse: 5’-GGG
CCGGACTCG TCATAC-3".
A primerek ugy lettek tervezve, hogy kb. 100 bazisparnyi nucleotide szakasz
amplifikalédjon a PCR reakcio soran. Minden egyes reakciot duplikdtumban mértiink
be, a két mérés eredményét atlagoltuk. A reakcioelegyeket plate-ekre mértiik be, minden
egyes plate-en steril vizet hasznaltunk negativ kontrollként és egy, a fenti
virusreceptorokat ismerten expresszaldo human hepatocellularis carcinoma mintat pozitiv
kontrollnak. Higitasi sort készitettiink 1x-es, 10x-es és 100x-0s koncentraciokkal,
melyekbdl meghataroztuk a PCR reakcido hatékonysagat (ellentétben a TaqMan
reakciokkal Sybr Green esetén nem garantdlt az amplifikdlt DNS szakasz
mennyiségének ciklusonkénti megkétszerezOdése). A PCR gép beallitdsai az alabbiak
voltak: 2 perc 50 °C-on, majd 10 perc 95 °C-on inicidcios 1épésnek (Hot Start), majd 40
ciklus ismétlédve, ciklusonként 95 °C 30 maésodpercig, 60 °C (anellaldsi hé) 30
masodpercig, 72 °C 45 masodpercig. A 40. ciklus utdn a terminacids lépés 37 °C 10
masodpercig volt. Az anellalasi hét gradiens PCR-al hataroztuk meg minden primer
esetében, a legoptimalisabb 60 °C-ot alkalmaztuk a RT-PCR sordn. A reakcid

befejeztével disszociacids gorbe elemzést végeztiink, majd megfuttattuk az amplifikalt
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termékeket agardz gélen ¢€s igy ellendriztiik az amplifikdcid specificitasat. Az 5. abra
egy kifotozott agar6z gélt mutat, melyen a molekulaméret szerint kiillonb6zo tavolsagra
»futott” HCV receptorok latszanak egy ismert méretli nucleotid szakaszokat tartalmazé
referencia minta (,,1étra”) mellett. A RT-PCR eredményeit relativ expresszioban adtuk
meg, az chhez sziikséges szamitashoz referencia génnek beta-actint hasznaltunk. A

relativ expresszidt az 6. abran levezetett egyenletek alapjan szamitottuk ki.

5. abra- Gélfuttatas eredménye.

A kiilonboz6 termékek molekulaméretiikt6] fiiggéen szeparalédnak a gélen. A gél jobb oldalan latszik a
megfuttatott 1étra, mely 100 bazisparonként emelkedd méretii nucleotide szekvencidkat tartalmaz. A gélen
legmesszebbre a legkisebb méretii termékek futnak, tehat a 1étra aljan 100 bp-nyi méretii DNS szakasz
lathato, majd felette 200, 300 stb. A létrahoz vald viszonyitassal lehet beazonositani az ismert méretd,
amplifikalt termékeinket. A képen lathatdé a CLDN-7 is, mely nem keriilt be a jelen dolgozatba, ugyanis
nem HCV receptor.
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6. abra- A relativ expresszié szamitasa.

Az endogén kontroll jelen esetben a referencia génként hasznalt beta-actin. A target gén a vizsgalt gén,
azaz valamelyik HCV receptor. A dCT-t mind a vizsgalt mintara (pl. non-responder beteg kezelés el6tti
majbiopszids mintdja), mind a kalibrator mintara (jelen esetben a pozitiv kontrollként hasznalt HCC
minta) ki kell szdmolni. A relativ expressziot ugy kapjuk meg, ha a target és kalibrator mintakra szamolt
dCT-ket kivonjuk egymasbodl, majd ezt a 2 hatvanyara emeljiik negativ eldjellel.

step 1. Normalization to endogenous control

Ct Target gene — Ct Endogenous control = dCt
Do both for calibrator and samples

step 2: Normalization to calibrator sample
dCt sample — dCt calibrator = ddCt

step 3: use the formula

2-ddCt

5.3.2. Immunhisztokémia:

A paraffinba agyazott mintakbol 3-4 um vastag metszetek lettek készitve, melyeket
Benchmark XT automatdban festettiink avidin-biotin peroxidase technikéval,
diaminobenzidine chromogen hasznalataval. A gyarté altal forgalmazott reagenseket a
javasolt metodika alapjan alkalmaztuk (Ultra view Universal DAB detection Kit,
Ventana). A primer antitestek az alabbiak voltak:
e CLDN-1 ellen termelt nyul-polyclonalis antitest (1:100-hoz higitasban, 32
percig, Lot.: 624568A, Zymed, San Francisco, Calif, USA)
e CLDN-6 ellen termelt nyul-polyclonalis antitest (1:100-hoz higitasban, 60
percig, Lot.: 922828, Abcam)
e (D8I ellen termelt nytl-polyclonalis antitest (1:1000-hez higitasban, 32 percig,
Lot.:B41536, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Occludin ellen termelt nyul-polyclonalis antitest (1:200-hoz higitasban, 32
percig, Lot.:913843A, Invitrogen, Camarillo, Calif, USA).
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A deparaffinalast Ventana EasyPrep oldattal végeztik a gyartd leirdsa szerint. Az
antigén feltards Ventana CC1 oldattal tortént, 30 percig CLDN-1 és CDS81 esetén,
valamint 90 percig CLDN-6 esetén. Az occludin feltarasa fehérje emésztéssel tortént,
Ventana proteinaz 1 oldattal 4 percen at. Maga a festés UltraView Universal DAB
Detection Kit-el (mely DAB inhibitort-3% H202-, HRP Multimer-masodlagos
antitestet - 50 ug/ml koncentracidoban 8 percig-, DAB Chromogent -0,2% DAB-, DAB
H202-t -0,04% H202-, valamint DAB rézoldatot -CuSO,4 5 g/l- tartalmaz) tortént.
Human HCC mintat hasznaltunk pozitiv kontrollnak a CLDN-1, CD81 és occludin
esetén, valamint human neonatalis vesét a CLDN-6-hoz. Negativ kontroll esetén
elhagytuk az elsddleges antitestet, csupan az antitest higitd oldatot adtuk a metszethez.
Legaldbb 10, egymdéssal nem atfedd, a vizsgalt metszetet reprezentald latoteret
fotoztunk ki az értékelés soran. A fehérje expresszid kvantitdlasa Leica Qwin Pro 3.1

software-el tortént (Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK).

5.4. Statisztikai analizis:

SPSS-t (SPSS, 15-6s verzid, Inc., Chicago, Ill) hasznaltunk a statisztikai elemzéshez. A
folytonos valtozokat a szdvegben atlagban és standard devidcidoban adtuk meg, az
abrakon az atlagot és standard error of mean-t abrazoltuk. Student t-probat, ANOVA
tesztet (Scheffe és Bonferroni posthoc tesztekkel), valamint Mann-Whitney U-tesztet
hasznaltunk az uni-, és multivariancids vizsgélatokhoz, a valtozok homogenitasanak
(Levene teszt) vizsgalatat kovetden. A folytonos valtozok kozotti kapcsolatot korrelacio
elemzéssel vizsgaltuk, Pearson korrelacios koefficiens hasznalataval. A kumulativ graft-
, ¢s betegtuléléseket Kaplan-Meier analizissel vizsgaltuk. A kiilonbségeket akkor

tekintettlik szignifikansnak, ha p<0,05.
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6. Eredmények

6.1. A donor-recipiens parositas hatasa a majatiiltetés utani eredményekre:

A 7. éabran lathatdé a kiilonboz6 donor-recipiens csoportok kumulativ beteg,- és
grafttalélése. A G/G csoportban az 1, 3 és 5 éves betegtulélés 93%, 86% és 83%,
ugyanez a B/G csoportban 84%, 79% és 75,5%, a G/B csoportban 82%, 79% ¢és 72%, a
B/B csoportban pedig 83%, 83% és 83% volt. Az els6 posztoperativ évben a G/G
csoporthoz képest csokkent betegtilélést észleltiink a tobbi csoportban (p=0,037), a 3 és
5 éves betegtulélések kozotti kiilonbség nem volt szignifikdns. Ugyancsak nem talaltunk
szignifikans kiillonbséget a grafttalélésekben. A G/G csoportban az 1, 3 és 5 éves
grafttilélés 88%, 82% ¢és 79%, a B/G csoportban 83%, 76% ¢és 73%, a G/B csoportban
81%, 78% ¢és 72%, mig a B/B csoportban 83%, 83% ¢és 83% volt.

A recipiensek életkora, a nemek aranya, a CIT és WIT idok, a mitéti idék hossza,
valamint az indikaciok nem kiilonboztek szignifikansan az 6sszehasonlitott csoportok
kozott. A posztoperativ szovédmények aranyat, valamint a perioperativ adatokat a 4.
tablazat mutatja. Azokhoz a betegekhez képest, akik alacsony MELD pontszadm mellett
lettek transzplantalva és optimalis méjat is kaptak, szignifikdnsan tobb id6t toltottek el
az intenziv osztalyon a miitétet kovetden azok a rossz allapoti betegek, akik optimalis
majat kaptak, de azok a jo allapotuak is, akik marginalisat (p=0,006 és p=0,05). Azok a
magas MELD pontszamu betegek, akik marginalis majat kaptak (B/B), a tobbi beteghez
képest a majatiiltetés alatt, valamint a miitét utani idészak soran tobb vordsvértest
koncentratumot kaptak, de a kiilonbség nem volt szignifikans. A G/G csoporthoz képest
az IPF nagyobb aranyban fordult el6 a B/B és a G/B csoportban (p=0,002 és p=0,013).
A posztoperativ szisztémas fertézések, a vérzéses szovoddmények, valamint a
veseelégtelenség gyakorisdga magasabb volt a magas MELD pontszdm mellett
transzplantalt betegekben a relative stabil majfunkcidju betegekhez képest, emellett
ECD m4;j beiiltetése is jelentésen emelte ezeknek a szovédményeknek az aranyat. A
posztoperativ els6 6 hoénapban mért legmagasabb HCV titert, valamint a HCV
rekurrencia gyanujakor vett biopszidban mért HAI score-t érdemben nem befolyasolta a
recipiens allapota €s a betiltetett maj mindsége, ugyanigy a HCV rekurrencia ideje sem

kiilonbozott szignifikansan a kiillonbdzo csoportok kozott (legutdbbi nincs abrazolva).
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7. abra- A margindlis donormajak és a recipiensek MELD pontszamanak hatisa a kumulativ
beteg-, és grafttulélésre (Kaplan-Meier abrak).

A betegtulélés (a.,) napokban, a grafttulélés (b.,) években van dbrdzolva. A p érték a posztoperativ elsé
évre levetitett betegtilélésre vonatkozik. A grafttalélésben nincsenek szignifikans kiilonbségek.
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4. Tablazat- A perioperativ adatok és posztoperativ szovddmények aranya a donor-recipiens
parositas vonatkozasaban.

A téablazat a folytonos valtozokat atlagban és szérassal, a kategorikusakat esetszammal és a csoport
egész€hez viszonyitott szdzalékos aranyaval mutatja. Vvt: vorosvértest. IPF: initial poor function.
Infekciok: a majatiiltetést koveten jelentkezd szisztémas fert6zések. Vérzések: tobbségében hastiri
haematomak. HCV PCR: a ma4jatiiltetés utdni els6 6 honapban mért legmagasabb HCV titer. HAI:

hisztologiai aktivitasi index, melyet majbiopszias mintdban mértek.

Perioperativ adatok, | G/G csoport | B/B csoport | B/G csoport | G/B csoport
sz6védmények (N=102) (N=37) (N=75) (N=46) p
Recipiens ITO-n toltott | 8 +/-5 11 +/- 14 11 +/- 14 18 +/- 28 0,006, G/G vs. G/B
napjainak szama 0,05, G/G vs. B/G
Perioperativ vvt 14 +/- 12 28 +/- 25 12 +/- 12 19 +/-14 NS
transzfuziok (E)
IPF 10 (10%) 13 (35%) 13 (17%) 14 (30,5%) | 0,002, G/G vs. B/B
0,013, G/G vs. G/B
Infekciok 17 (16,5%) 13 (35%) 15 (20%) 10 (22%) NS
Vérzések 21 (20,5%) 17 (46%) 26 (35%) 21 (45,5%) | 0,01, G/G vs. B/B
Veseelégtelenség 5 (5%) 15 (40,5%) 18 (24%) 21 (45,5%) | 0,001, G/G vs. B/B
HCV PCR 9 +/- 16 9+/-7 15 +/- 27 6+/-7 NS
(10° 1U/mL)
Posztop. 6. honapban | 3,2 +/-1,7 2,6 +/-1,7 2,7+/-1,6 2,4+/-2 NS
mért HAI

6.2. A hepatitis C virus kapcsolata a majatiiltetés utan fellépo de novo diabetes

mellitussal:

Magasabb testtomeg-indexili, valamint férfi donorokbdl eltavolitott m4j betiltetése utan
magasabb aranyban alakult ki a miitétet kovetden de novo diabetes (5. tablazat). A de
novo diabetes mellitus ugyancsak szignifikdnsan gyakrabban jelent meg iddsebb,
elhizottabb ¢és férfi recipiensekben (5. tabldzat). A NODAT megjelenését nem
befolyasolta a hideg €s meleg ischaemids 1d6 hossza, az alkalmazott immunszupressziv
kezelés tipusa (nem volt szignifikéns kiilonbség a NODAT ¢és kontroll csoport kozott a
tacrolimussal és cyclosporinnal kezelt betegek

szamaban). A posztoperativ
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szovodmények koziil nem volt gyakoribb sem a PNF, sem az IPF de novo diabetes
kialakuldsa utan. Ugyancsak nem volt szignifikans kiilonbség a mutét utan kialakult
infekciok, szepszis, sokszervi elégtelenség, valamint veseelégtelenség szamaban a két
csoport kozott. Az akut rejekciok gyakorisdga, valamint a szteroid 16késkezelésben
részesiilt betegek szama szintén nem kiilonbozott a csoportok koézott. A NODAT
csoportban a retranszplantaciok szdma sem volt magasabb. A HCV pozitiv betegekben
szignifikansan gyakrabban jelent meg de novo diabetes, mint HCV negativ betegekben,
mig utobbi betegekben a NODAT ardnya 15,5% volt, addig minden masodik HCV
pozitiv betegnél (55,8%) de novo diabetes alakult ki. Mas megkozelitésben, a de novo
diabeteses betegek 65%-a HCV pozitiv volt, mig a kontroll csoportban csak a betegek
23%-a volt C virussal fert6zott (p<0,001) (5. tablazat). NODAT megjelenését kovetden
emelkedett a HCV partikulumok mennyisége a szérumban. Mig a kontroll csoportban a
HCYV pozitiv betegek 6todében lehetett megfigyelni a majatiiltetés elétti (baseline) HCV
titerhez képesti 10x-es virus kopiaszam emelkedést, addig de novo diabetes megjelenése
utan a betegek 53%-ban észleltiik a virus kifejezett replikacidjat (p=0,028) (5. tablazat).
Mindezekkel parhuzamosan a hepatitis C virus kijulas is hamarabb jelentkezett a de
novo diabetes-es betegekben, egyuttal a de novo diabetes kialakulasa el6rejelzi a HCV
rekurrenciat. Harom hoénapon beliili viruskigjulas csak de novo diabetes tarsulasa
mellett jelentkezett. Ot honappal a méjatiiltetés utdn a HCV rekurrenciaban szenvedd
betegek 80%-ban NODAT is fennallt (5. tablazat). A HCV rekurrencia idején vett
biopszidkban mért HAI pontszdmban ¢és a fibrosis score-ban nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a vizsgalt csoportok kozott, ellenben a HCV kiujulas miatt alkalmazott egy
éves antiviralis kezelés befejezésekor szignifikdnsan magasabb HAI és fibrosis score-t
lehetett mérni a de novo diabetes mellitussal kezelt HCV pozitiv betegekben, mint a
nem cukorbeteg, szintén antiviralis kezelésben részesiilt betegekben (5. tablazat). A de
novo diabetes megjelenése esetén egyuttal csokken a betegtulélés is. NODAT
jelentkezése utan az 1, 3 és 5 éves betegtalélés 87%, 79%, 79%, mig a kontroll
csoportban 95%, 91% és 88% volt (p=0,011). Az 1,3 és 5 éves grafttalélés a NODAT
csoportban 87%, 79%, 79%, mig a kontroll csoportban 91%, 86%, 85% (p=NS)
(8.abra).
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5. Tablazat- Donor és recipiens adatok a de novo diabetes és a kontroll csoportban.

A tablazat a folytonos valtozokat atlaggal és szorassal, a kategorikusakat esetszammal és a csoport
egészehez viszonyitott szdzalékos ardnyaval mutatja. Pre/PostOLT HCV-PCR >10x: a majatiiltetés el6tti
(baseline) HCV kopiaszam és a majatiiltetés utani elsé 6 honapban mért HCV titer kozott legalabb 10x-€s
kiilonbség all fenn. 3 honapon beliilli HCV rekurrencia 6sszesen 7 betegnél jelentkezett, mig 5 honapon
beliili 20 betegnél.

De novo diabetes Kontroll p
(N=63) (N=143)

Donor BMI (kg/m?) 24,04 +/- 3,03 22,4 +/- 3,7 0,002
Donor nem (N=180) 33/24 41/82 0,002
Férfi/nd (57,9%/42,1%) (33,3%/66,7%)
Recipiens életkor (év) 476 +/-7,2 38,3 +/-14,6 <0,001
Recipiens BMI (kg/m?) 26,8 +/- 4 23,6 +/-5,3 <0,001
Recipiens nem (férfi/nd) 38/25 (60%/40%) 63/80 (44%/56%) 0,04
HCYV pozitiv betegek 43 (65%) 34 (23%) <0,001
Pre/PostOLT 33 (53%) 29 (20%) 0,028
HCV-PCR >10x (10° IU/mL)
HCV rekurrencia
3 honapon beliil (N=7) 7 (100%) 0 (0%) 0,019
5 honapon beliil (N=20) 16 (80%) 4 (20%) 0,017
HAI az 1 éves antiviralis 3,25 +/-2 1,69+/-1,2 0,019
kezelés végén
Fibrosis score az 1 éves 205+/-15 1+/-1 0,039
antiviralis kezelés végeén
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8. abra- Kumulativ beteg- (a.,), és grafttulélés (b.,) de novo diabetes mellitus esetén, valamint a

kontroll csoportban (Kaplan-Meier abrak).

NODAT: de novo diabetes mellitus (N=63). KONTROLL (N=143).
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6.3. A hepatitis C virus sejtbelépéséhez sziikséges receptorok expressziéjanak

valtozasa HCV rekurrencia idején, valamint az egy éves antiviralis kezelés utan:

Vizsgalataink els6 fazisiban a CLDN-1 expressziot vizsgaltuk 12 beteg

majbiopszias mintaiban, aszerint, hogy a beteg elérte-e a kezelés végére az end-of
treatment response-t vagy sem. Els6 1épésben azért valasztottuk a kezelés végére elért
virusmentességet csoportositd szempontnak, mert a betegektdl az IFN terapia
befejezésekor vettek majbiopsziat, nem pedig 24 héttel késébb, amikor az SVR

diagnozisahoz sziikséges kontroll HCV kopia szam mérés megtortént.

A HAI szignifikansan csokkent mind a 12 betegben a kezelés végére (3,9 +/- 0,994 a
rekurrencia idején és 2 +/- 1,83 a kezelés végén, p<0,001). Ebben a 12 betegben ugy
talaltuk, hogy az ETR-t elér0 betegek kezelés végén vett kontroll méajbiopsziaibol
meghatarozott fibrosis score szignifikdnsan alacsonyabb volt azon betegek majbiopszias
mintaithoz képest, akik vérébdl a kezelés végén ki lehetett mutatni polimerdz-
lancreakcioval a HCV-t (0,8 +/- 0,837 az ETR és 2,75 +/- 0,957 a kezelés végén is
HCV-PCR pozitiv betegekben, p=0,018).

Szignifikansan alacsonyabb CLDN-1 mRNS expressziot mértiink a HCV rekurrencia
idején vett biopszidkban azokban a betegekben, akik késdbb virusmentessé valtak a
kezelés végére, mint azokban, akik nem (9. 4dbra). A kezelés végén ezt a kiilonbséget
mar nem tapasztaltuk, és a fehérje expresszidkban sem talaltunk kiilonbséget sem a

kezelés elbtt, sem utdna (9. abra).
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9. abra- CLDN-1 mRNS és fehérje expresszio majatiiltetés utan, HCV rekurrencia idején és az egy
éves antiviralis kezelés befejezésekor.

A valtozok atlaga és az atlag szorasa -standard error of mean (SEM)- van abrazolva. Az mRNS szintek
relativ expresszidban vannak feltiintetve, a fehérje expressziok az immunhisztokémia kvantitativ
elemzéséhez hasznalt Leica Qwin Pro 3.1 program altal megadott teriilet-szazalék pozitivitassal. A *
szimbolizdlja a szignifikins kiilonbséget (p<0,05). A fekete hasdbok mutatjadk a kezelés végére
virusmentess¢ valé betegek CLDN-1 expresszidjat (N=6), a fehér hasdbok pedig a non-responderekét
(N=6). (a.,) mRNS expressziok. (b.,) Fehérje expressziok.
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6.3.1. A CLDN-1 fehérje expresszio korrelal a fibrosis score-al:

Arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy a HCV virus titer, HAI index, vagy fibrosis
score befolydsolja-e a CLDN-1 expressziot a majszdvetben, korrelacid elemzést
végeztiink. Ezt a vizsgalatot a biopszidk csoportositasa nélkiil végeztiikk (tehat nem
csoportositottuk Oket aszerint, hogy mikor lettek véve és melyik betegbdl szarmaztak,
hanem ko6z0s ,,pool”-ban kezeltiik 6ket). A korrelacid elemzés soran azt talaltuk, hogy a
HCV kopiaszam és HAI index nem befolydsolja érdemben a CLDN-1 fehérje
expressziot, ellenben a méj fibrosis igen, méghozza minél magasabb a fibrosis mértéke,
annal magasabb a CLDN-1 expresszi6 is (10. dbra). A vizsgalt 12 beteg majbiopsziaibol
a diagnosztikum soran meghatarozott fibrosis score alacsony volt, a median értéket 1-
nek talaltuk. A biopsziakat aszerint csoportositva, hogy a fibrosis score-ja median
alattinak, vagy felettinek bizonyult, megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e kiilonbséget a két
csoport kozott a CLDN-1 expresszidban. Ahogy a korrelacio elemzés alapjan vartuk is,
azt talaltuk, hogy amennyiben a fibrosis score 1 felett volt, a CLDN-1 fehérje
expresszid is magasabb volt (10. abra). A CLDN-1 expressziot igen kifejezettnek
taldltuk az epeutak hamsejtjeiben minden mintaban (10. abra). A hepatocytak
plazmamembranjanak mind a sinusoidalis (basolateralis), mind az apicalis
(canalicularis) felszinén ki lehetett mutatni festddést az immunhisztokémiai vizsgalat
soran, azonban a canalicularis felszinen az immunreakcido sokkal erdsebb volt.

Magasabb fibrosis score esetén az immunreakcid is erdsebbnek bizonyult (11. 4bra).
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10. abra- CLDN-1 expresszi6 korrelacidja a fibrosis score-al.

(a.,) Scatterplot (,,felh6 diagram™), mely a CLDN-1 fehérje expresszio €s fibrosis score kozotti korrelaciot
abrazolja. Az y tengely mutatja a fliggd valtozot, tehdt a CLDN-1 expressziot, az immunhisztokémiai
elemzés soran kiszamolt teriilet-szazalék pozitivitdsban. Az x tengelyen lathaté a fliggetlen valtozo, a
fibrosis score.

(b.,) CLDN-1 mRNS és fehérje expresszid aszerint, hogy a fibrosis score kisebb, vagy nagyobb, mint 1. A
valtozok atlaga és az atlag szoérasa -standard error of mean (SEM)- van abrazolva. Az mRNS szintek
relativ expresszidban vannak feltiintetve, a fehérje expressziok az immunhisztokémia kvantitativ
elemzéséhez hasznalt Leica Qwin Pro 3.1 program altal megadott teriilet-szazalék pozitivitassal. A *
szimbolizalja a szignifikans kiilonbséget (p<0,05). A fekete hasabok esetén a fibrosis score<l, a fehér
hasabok esetén >1.
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11. abra- Immunhisztokémiai képek, melyek a CLDN-1 expressziét mutatjak enyhe és silyos
majfibrosis esetén.

A nyilak a majsejtek canalicularis, a csillagok a sinusoidalis felszinét mutatjak. A nagyitas mértéke x60.
(a.,) Fibrosis score 1. (b.,) Fibrosis score 4. (c.,) negativ kontroll (majbiopszia, melyben az elsédleges
antitest kihagyasaval tértént immunreakcio). (d.,) pozitiv kontroll (human hepatocellularis cc. minta, mely
ismerten magasan expresszalja a CLDN-1-et).
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Vizsgalatunk masodik részében kibovitettiik a betegek korét, 6sszesen 28 beteget

vizsgaltunk, egyuttal valtoztattunk a csoportositason, végpontnak ezuttal nem a
kontroll biopszia idején igazolt virusmentességet, hanem a terapia sikerességét
igazolo SVR-t tekintettiink, két csoportunk igy az SVR és non-responder volt.
Ezenfeliill vizsgaltuk a HCV receptor expressziokat beiiltetésre Kkeriilt

donormajakban is.

6.3.2. A betegek klinikai paraméterei a HCV rekurrencia idején és a kezelés

befejezésekor:

Erdekes modon azokban a betegekben, akik késobb elérték a tartds virusmentességet, a
kezelés kezdetekor magasabb HCV képiaszamrdl indultak, mint azok, akik a kezelés
soran non-responderek voltak (12. abra). Az SVR-es betegekben definicié szerint a
kezelés végén nem lehetett virust izolalni a szérumbol. A non-responderekben is
csokkent a HCV kopiaszam az antiviralis kezelés hatasara, de a csokkenés mértéke nem
volt szignifikans (12. dbra). A hepatitis sulyossagat jelz6 HAI score mind az SVR-es
betegekben, mind a non-responderekben szignifikansan csokkent a kezelés végére (12.
abra). Nem talaltunk kiilonbséget a fibrosis mértékében a kezelés végén az SVR-es és
non-responder betegek kozott, szintigy nem volt kiillonbség a rekurrencia idején mért
fibrosis mértéke €és a kezelés utdni kotdszovetes atépiilés sulyossaga kozott egyik
betegcsoportban sem (12. abra).

A szérum AST és ALT szintek szignifikdnsan csokkentek a kezelés végére a tartds
virusmentességet elért betegekben (p=0,06 és <0,001), érdekes mdédon az obstrukcios
enzimek (ALP, GGT) csak a non-responderekben csokkentek szignifikdnsan (p<0,001
¢és p=0,046) (13. abra).
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12. abra- A vizsgalatban szereplé majatiiltetett betegek szérumabél izolalt HCV képiaszam,
valamint a majbiopsziak HAI és fibrosis score-ja.

A valtozok atlaga és az atlag szorasa -standard error of mean (SEM)- van &brazolva. A * és #
szimbolizaljadk a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05). (a.,) HCV kopiaszam (RT-PCR-al mérve, 10°
IU/ml). (b.,) HAI index. (c.,) Fibrosis score. A fekete hasdbok mutatjak a kezelés el6tti, a fehérek a
kezelés utani értékeket, mind a tartds virusmentességet elért betegekben (SVR, N=6), mind a non-
responderekben (N=22).
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13. abra- Majatiiltetett betegek laborvizsgalat soran mért majenzimei az antiviralis kezelés elott és

utan.

A valtozok atlaga és az atlag szorasa -standard error of mean (SEM)- van abrazolva.
szimbolizaljak a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05). A fekete hasdbok mutatjdk a kezelés el6tti, a
fehérek a kezelés utdni értékeket, mind a tartdés virusmentességet elért betegekben (SVR, N=6), mind a

DOI: 10.14753/SE.2013.1764

non-responderekben (N=22).

350

300

250

200

AST (UIL)

100

50 1

40

Bilirubin (umol/L)

150

- W

*
600 r——
500

#

Q 400

=2

~ 300

-

-

<< 200

#
100 .
: = B

30

20

10 1

SVR NON-RESPONDER

ir Iﬂ

A > és #

SVR NON-RESPONDER

*
400 -

300

200

100 - Iﬂ
0 ‘

ALP (U/L)

SVR NON-RESPONDER

SVR NON-RESPONDER

600 -

500 - *
400
300
200 -
100
0

GGT (UIL)

SVR NON-RESPONDER

64



DOI: 10.14753/SE.2013.1764

6.3.3. CLDN-1, CLDN-6, CD81 és occludin expressziok a beiiltetésre kerilt

donormajakban és a majatiiltetést Kkoveto HCV Kiujulas idején vett

majbiopsziakban:

Megvizsgaltuk, hogy a HCV rekurrencia idején valtoznak-e a HCV receptor
expressziok a donormajakban mért szintekhez képest. A majbiopszidkat ebben az
0sszehasonlitasban nem csoportositottuk aszerint, hogy késobb a beteg hogyan reagalt
az antiviralis kezelésre.

A CLDN-1 és CLDN-6 fehérje szinteket magasabbnak talaltuk HCV rekurrencia idején
a donorméjakban mértekhez képest, ellenben a HCV kiujulasa csékkent CD81 fehérje
expresszioval tarsult (14., 15. abrak, p=0,034; 0,039 és <0,001). A CLDN-1 mRNS
expresszio a fehérjéhez hasonloan magasabb volt HCV rekurrencia esetén a beiiltetett
egészséges majakban észlelthez képest (14. abra). A CLDN-6 és CD81 mRNS
expresszioi ellenben nem valtoztak egyiranyban a fehérje szintekkel ugy, mint ahogy azt
a CLDN-1 esetén lattuk. A CLDN-6 mRNS expresszi6 (szemben a fehérjével) csokkent
a HCV kigjulas idejére, mig a CD81 mRNS expresszid6 nem valtozott érdemben a
donormajakban mért értékekhez képest (14. abra). Az occludin mRNS és fehérje
expresszioi nem kiilonboztek érdemben a HCV okozta hepatitis ismételt megjelenésekor
a betiltetett majakban mért értékektdl (14. abra).

A CLDN-6 és occludin expresszio, csakiigy mint a CLDN-1, dontden a maéjsejtek
apicalis felszinén volt lathatd, azonban kisfokt sinusoidalis pozitivitast a CLDN-6 és
occludin esetén is lehetett latni. A CD81 expresszio ellenben dontden a majsejtek
sinusoidalis felszinén volt lathat6, az apicalis felszinen csak minimalis festddés volt
megfigyelhetd. Az epeutak hamsejtjeinek luminalis felszinén nem csak a CLDN-1, de
az occludin is nagyon erdsen festddott, a CLDN-6 mérsékelten, mig a CD81 egyaltalan

nem expresszalddott az epeutakban (15. abra).
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14. abra- CLDN-1, CLDN-6, CD81 és occludin mRNS és fehérje expressziok normal (donor)
majakban, illetve HCV rekurrencia idején vett majbiopsziakban.

A valtozok atlaga és az atlag szorasa -standard error of mean (SEM)- van abrazolva. Az mRNS szintek
relativ expresszidban vannak feltiintetve, a fehérje expressziok az immunhisztokémia kvantitativ
elemzéséhez hasznalt Leica Qwin Pro 3.1 program altal megadott teriilet-szazalék pozitivitassal. A *
szimbolizalja a szignifikans kiilonbséget (p<0,05). A fekete hasabok a donormajakban mért receptor
expressziokat (N=13), a fehér hasdbok a HCV rekurrencia idején vett majbiopszidkban mért receptor
szinteket (N=28) mutatjak.
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15. abra- Immunhisztokémiai képek, melyek a CLDN-1, CLDN-6 és CD81 expressziot mutatjak
donor (normal) majakban és HCV rekurrencia idején vett majbiopsziakban.

A nyilak a majsejtek canalicularis, a csillagok a sinusoidalis felszinét mutatjdk, a kereszt pedig egy
epeutat. A nagyitas mértéke x60. CLDN-1 fehérje expresszié normal majakban (a.,) és HCV rekurrencia
idején vett biopszidkban (b.,). CLDN-6 fehérje expresszié normal mdajakban (c.,) és HCV rekurrencia
idején vett biopszidkban (d.,). CD81 fehérje expresszié normal majakban (e.,) és HCV rekurrencia idején
vett biopszidkban (f.,). A (c.,) képben 1év6 inzert a CLDN-6 pozitivitdst mutatja az epeuti hamsejtek
luminalis felszinén.
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6.3.4. HCV receptor expressziok IFN-ribavirin kezelés elott és utan:

A CLDN-6 fehérje expressziot magasabbnak talaltuk a HCV rekurrencia idején azokban
a betegekben, akik késébb elérték a tartés virusmentességet, mint azokban, akik non-
responderek voltak (16. abra, p=0,006). A CLDN-6 fehérje expresszid6 azonban
szignifikansan csokken a kezelés befejezésére az SVR-t elérd betegekben (p=0,01),
szemben a non-responderekkel, akikben érdemi valtozast nem valtott ki az IFN kezelés
(16., 17. abra). Az IFN kezelés végén vett majbiopszidkban a CLDN-6 expresszid nem
valtozott szignifikdnsan a donormdajakban mért értékekhez képest, egyik
betegcsoportban sem.

Az occludin fehérje szint szignifikdnsan csokkent a kezelés végére a tartds
virusmentességet elérd betegekben a kezelés kezdetekor mérthez képest (p=0,027), a
non-responderekben az expresszid nem valtozott szignifikansan a kezelés hatasara (16.,
17. abrak). A kezelés végén vett biopszidkban és a donormajakban mért occludin
expresszio kozott szintén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

A CDS81 és CLDN-1 fehérje expressziok nem valtoztak az IFN kezelés hatasara (16.
abra). A CDS81 expresszid a kezelés végén is alacsonyabb volt a majatiiltetett
betegekben a donormajakban mérthez képest (kiilon nincs abrazolva, p<0,001). A HCV
receptorok mRNS szintjeit szintén nem befolyasolta az IFN kezelés, egyediil a CD81
MRNS expresszio esetén lehetett valtozast kimutatni a kezelés hatasara, azonban csak a
non-responderekben (17. dbra). Ezekben a betegekben a kezelés végén magasabb volt a
CD81 mRNS expresszid, mint a rekurrencia idején.

Az SVR-es betegekben a CLDN-6 fehérje expresszido erdsen korrelalt a HCV
kopiaszammal (1=0,962; p=0,009), a non-responderekben ilyen 0Osszefliggést nem
talaltunk. Az occludin fehérje expresszi6 korrelalt a HAI index-szel (r=0,340; p=0,028),
fiiggetlentil attol, hogy a beteg elérte-e a tartds virusmentességet, vagy sem. A CLDN-6,

CD8I1 és occludin expressziok nem korrelaltak a fibrosis score-al.
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16. abra- CLDN-1, CLDN-6, CD81 és occludin mRNS és fehérje expressziok majatiiltetett
betegekben, IFN-ribavirin kezelés elétt és utan.

A valtozok atlaga és az atlag szorasa -standard error of mean (SEM)- van abrazolva. Az mRNS szintek
relativ expresszidban vannak feltiintetve, a fehérje expressziok az immunhisztokémia kvantitativ
elemzéséhez hasznalt Leica Qwin Pro 3.1 program altal megadott teriilet-szazalék pozitivitassal. A * és #
szimbolizaljak a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05). A fekete hasdbok mutatjadk a kezelés el6tti, a
fehérek a kezelés utdni értékeket, mind a non-responderekben (a.,) (N=22), mind a tartds
virusmentességet elért betegekben (b.,) (SVR, N=6).
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17. abra- Immunhisztokémiai képek, melyek az occludin és CLDN-6 expressziot mutatjak
majatiiltetett betegekben az antiviralis kezelés el6tt és utan.

A nyilak a majsejtek canalicularis, a csillagok a sinusoidalis felszinét mutatjak, a keresztek pedig az
epeutakat. A nagyitas mértéke x60. Occludin fehérje expresszio kezelés el6tt (a.,) és utan vett
biopszidkban (b.,). CLDN-6 fehérje expresszid kezelés eldtt (c ,) és utdn vett biopszidkban (d.,).
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/. Megbeszélés

Kutatasunk soran harom aspektusbol vizsgaltuk meg a majatiiltetés utani HCV kiujulas
progresszidjat. Két klinikai szempont alapjan (donor-recipiens parositds szerepe,
valamint a de novo diabetes ¢s HCV kozotti kapcsolat vizsgalata a magyar majatiiltetett
beteganyagban), valamint a HCV sejtbelépéséhez sziikséges virusreceptorok

molekularbioldgiai vizsgalataval.

A donor-recipiens parositds majatiiltetés utdni eredményekre gyakorolt szerepének
vizsgalata soran elsd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a donor-recipiens parositasnak van-
e hatdsa a mitét utdni eredményekre. Mint azt mar az altalanos megfontolasok
fejezetben felvazoltam, az altaldnos donor hidny arra 0Oszténzi a transzplantacids
centrumokat, hogy liberalisabban kezeljék a donor szelekcios kritériumokat, és olyan
majakat is beiiltessenek, melyek magukban hordjak a PNF és IPF potencialis veszélyét.
Ezeket a majakat hivjuk ECD, vagy marginalis méajaknak. Altaldnossagban az aldbbi
paramétereket veszik alapul a marginalitas megéllapitdsara (a kritériumok nagy szorasa
miatt nem irok konkrét értékeket, csak azokat a faktorokat, melyeket vizsgalnak):
¢letkor, BMI, m4j necroenzimek, bilirubin, hypernatraemia, donor virusszerologiai
statusza, szivmegallast koveté donacidé (donation after cardiac death, korabban non-
heart beating donornak nevezték), hideg ischaemias 1d6é (CIT) hossza, intenziv
osztalyon toltott napok szama, keringéstamogatd szerek dozirozasa, majtrauma ((266),
Osszefoglalva (82)). A Magyarorszagon alkalmazott donor szelekcios kritérium rendszer
igen szigorinak szamit vilagviszonylatban, az altalunk alkalmazott marginalis
kritériumok (Isd. 2. tablazat) tobbsége szamos centrumban még az optimalis kategoridba
tartozna. Pl. 27 kg/m? feletti BMI-vel rendelkezé donort mi ECD kritériumnak
tekintettiink, ugyanakkor Tector és munkatarsai 34,9 kg/m® BMI felett tekintettek egy
donort marginalisnak. Pont emiatt, vizsgalatunk soran nem az irodalomban jol bevalt
gyakorlatot folytattuk a donorok csoportositasanal, miszerint mar egy kritérium
teljesiilése esetén is marginalisnak tekintiink egy donort, hanem legalabb kettd kritérium
egyideji teljesiilése utdn mondtuk ki a marginalitds tényét. A betegek MELD score
szerinti csoportositasakor Vitale és munkacsoportja 2007-ben tortént vizsgalatat vettiik

alapul, akik azt talaltdk, hogy marginalis maj beiiltetése esetén a magas MELD score a
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betegtulélést hatranyosan befolyasolo tényezd volt (267). Sikeriilt egy cutoff értéket
meghatarozniuk, mely feletti MELD esetén jelentOsen alacsonyabb volt a betegtilélés
ECD ma4j beiiltetése utan, és ez 17 volt.

Az alapjan, hogy egy majrecipiens optimalis, vagy ECD ma4jat kapott, valamint hogy a
recipiens MELD pontszdma meghaladta-e a 17-et, négy csoportot alkottunk (G/G, G/B,
B/G, B/B), és ezeket 0sszehasonlitottuk aszerint, hogy a posztoperativ szovodmények
aranya, valamint a betegtulélés valtozik-e a kiilonb6z6 csoportok kozott. Ilyen jellegii
csoportositas alapjan végezte korabbi vizsgalatait Avolio €s munkacsoportja, akik
el6szor az UNOS statusz (United Network for Organ Sharing) alapjan hataroztdk meg a
recipiens altalanos allapotat (268), majd ugyanez a csoport késébb MELD alapjan
csoportositotta a betegeket. Utdbbi vizsgdlatuk soran 3 recipiens csoportot kiilonitettek
el, és talaltak is kiilonbséget a grafttulélésben az alacsony ¢s magas MELD score-al bir6
betegek ko6zott, méghozza magas rizikdji beteg ECD majjal tortént transzplantacidja
utan a betegtilélés alacsonyabb volt. Kovetkeztetésiik az volt, hogy a transzplantécio6
pillanatdban magas MELD score-al rendelkezd betegek lehetdleg ne kapjanak
marginalis mdajat. Ez ellentmond részlegesen Silberhumer ¢és munkatarsai
eredményeinek, akik csak progredialdo MELD esetén talaltak azt, hogy rosszabbodna a
talélés ECD maj beiiltetése esetén (269). Ok a MELD score valtozasa alapjan
csoportositottdk a betegeket (a listara helyezéshez képest emelkedik-e a MELD
pontszam a transzplantacidig, vagy sem). Vizsgalatuk soran azt talaltdk, hogy
amennyiben tobb marginalis kritériummal rendelkez6 donormajat iiltettek be egy
fokozatosan progredial6 majfunkcidju (a transzplantdcios listdra helyezéshez képest
tovabb emelkedett a MELD score a majatiiltetésig) recipiensnek, igy magasabb volt a
mortalitas és a PNF/IPF gyakorisaga azokhoz a szintén magas MELD score-al
rendelkezd betegekhez képest, akik optimalis graftot kaptak (269). A szerzék
hangsulyozzak, hogy a beteg allapotanak valtozasa a kulcsfontossagu, ugyanis mig
folyamatosan progrediadldo majfunkcié mellett marginalis maj betiltetése jelentdsen rontja
a transzplantacio utani eredményeket, addig egy stabil MELD score-al (legyen az
barmilyen magas is) rendelkezd beteg életkilatasait nem befolyasolja a beiiltetett
majgraft ,,mindsége”, tehat ECD donorok alkalmazasaval is elfogadhaté miitét utani
eredményeket lehet elérni. Ebbdl a gondolatmenetbdl vontak le azt a kdvetkeztetést is,

hogy érdemes primer méjrak miatt majvarolistan 1évo betegekbe ECD donorokbol
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szdrmazo majat transzplantilni, két okbol is. Egyrészt a tumor progresszidjanak
megeldzése miatt szlikségszeri, hogy minél rovidebb ideig varjanak az életmentd majra,
masrészt, mivel stabil majfunkcioval rendelkeznek, biztonsaggal kaphatnak marginalis
graftot is. Megjegyzendd, hogy Avolio és munkacsoportja mas utankovetési idoben
vizsgalta a betegeket, mint Silberhumer és tarsai, valamint Avolio és munkatarsai csak a
listara helyezéskor szdmitott MELD-et hasznaltak a vizsgéalatuk soran.

Tovabbi ok, amiért fontos a marginalis majak hasznalata, az az, hogy igy jelentOsen
csOkkenthet6 a varolistan toltott id6 hossza (266). Amin ¢és csoportja kozolte, hogy
magasabb kockazatot jelent 20 f616tti MELD esetén a beteg listan tartasa, mintha ECD
majjal gyorsan majatiiltetésben részesitenénk (270), igy ugyanis még mindig
alacsonyabb a varhat6é mortalitas, mintha a beteg varakozna egy optimalis majra.

Sajat anyagunkban marginalis m4j beiiltetése, valamint magasabb rizik6ji beteg
transzplantacidja utan csokkent betegtiilélést észleltiink egy évvel a transzplantacid utan
(6. abra), azonban a hosszu tavu betegtilélés mar nem kiilonbozott szignifikansan a
csoportok kozott. A magasabb egy éven beliilli mortalitds a gyakrabban fellépd
kozvetlen posztoperativ szovédményeknek volt kdszonhetd, ugyanis marginalis maj
atlltetése utan (kiilondsen, ha a beteg a magas rizikdju csoportba tartozott), gyakrabban
jelentkezett a majatiiltetés utan IPF, hastiri vérzés, valamint veseelégtelenség. A G/G
csoporthoz képest a szovodmények tekintetében elsdésorban a B/B csoport kiilonbdzott
szignifikansan, ebbdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy marginalis mé;j beiiltetése
els@sorban a rossz allapoti betegek esetében jar fokozott kockazattal, egy relative jo
altalanos allapotu, tartalékokkal rendelkezd beteg képes kompenzalni a szuboptimalis
m4j beiiltetésével tarsulod esetleges hatranyokat. Eredményeink 6sszhangban allnak az
Avolio ¢és Silberhumer altal kozoltekkel, miszerint a megfelelé donor-recipiens
parositas elengedhetetlen az elfogadhaté miitét utani eredmények eléréséhez.
Kutatdsunk sordn nem talaltunk kiilonbséget a majatiltetés utani HCV titerben,
valamint a HCV rekurrencia stlyossagaban és a kitjulas idejében a vizsgalt csoportok
kozott. Megjegyzendd azonban, hogy ennek oka lehet a B/B csoport kis esetszdma
(N=37), valamint az, hogy az altalunk alkalmazott marginalis kritériumok a nemzetkdzi
viszonylatban igen enyhék. Az irodalmi adatok alapjan HCV pozitiv beteg kaphat ECD
donorbol majat primer OLT sordn, illetve retranszplantacié alkalmaval is. Mint mar

arrol kordbban is emlitést tettem, a donor ¢életkora, valamint a donorm4j
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macrovesicularis steatosisa fliggetlen rizikofaktorai a HCV rekurrencidnak és a
magasabb mortalitdsnak. Az emelkedett meleg és hideg ischaemids id6k egyarant
hajlamositanak a stilyosabb HCV kitjulasra és rontjak a tulélést is (94;147). A hosszabb
ischaemids idok egyuttal novelik az epetti szovodmények gyakorisagat is, melyek
szintén sulyosbithatjak a rekurrenciat egyes kozlések szerint (0sszefoglalva (82)). A
szivmegallast kovetden torténd szervkivétel soran sok esetben magasabb a meleg
ischaemids 1d6, tobbek kozott ennek tulajdonitjdk a szamos kozleményben leirt
magasabb recipiens mortalitdst és az epeati szovodmények nagyobb aranyat
(0sszefoglalva (271)). Egy tanulmany szerint a HCV pozitiv betegek 5 éves kumulativ
tulélése szignifikdnsan rosszabb volt non-heart beating donorbol szarmazé maj
atiiltetését kovetden, mint agyhalott cadaver donorbdl eltavolitott m4aj betiltetése utan
(272). A HCV pozitiv donorokbol szarmazé graftok biztonsaggal iiltethetéek be HCV
pozitiv recipiensekbe, mind a fibrosis progressio mértéke, mind a betegtulélés azonos a
HCV negativ donorokbdl eltavolitott majak beiiltetése utan észleltekkel (273). Khapra
¢s munkatarsai eredményei ezt alatdmasztjak, azonban hangsulyozzdk, hogy a HCV
pozitiv donor fiatal legyen, ugyanis vizsgélatuk soran azt talaltdk, hogy amennyiben egy
HCV pozitiv donor 50 évnél iddsebb volt, ugy ebben az esetben magasabb volt a
graftvesztés aranya és a betegek haldlozasa, mint hasonlé kort, de HCV negativ
donorbdl szarmazd maj atiiltetését kovetden (274). A magyar majatiiltetési programban
nem gyakorlat a HCV pozitiv donorokbol torténd szervkivétel, pedig az irodalmi adatok
alapjan jo allapotl, relative stabil majfunkcioji beteg transzplantacidja HCV pozitiv

majjal nem rejt magéaban plusz kockazatot a HCV negativ m4; beiiltetés¢hez képest.

A hepatitis C virus és a mdjatiiltetés utan fellépd de novo diabetes mellitus kozotti
Osszefliggeés vizsgalata soran eldszor definidlnunk kellett a de novo diabetest. Igen nagy
kiilonbségeket lehet talalni az irodalomban aszerint, hogy hogyan definidljdk és milyen
iddintervallumban vizsgaljdk a madjatiiltetés utan megjelend cukorbetegséget. A
NODAT diagnozisat egyes tanulmédnyokban a rutin laborvizsgélat alapjan igazolt
cukorbetegség (emelkedett ¢homi vércukor mérésével és/vagy oralis gliik6z tolerancia
teszttel torténd igazolds révén) esetén allitjadk fel, mig mas tanulmanyok az
antidiabetikus kezelés megkezdéséhez kotik a NODAT definicidjat (275-277). Egy nagy

esetszamu kohort tanulmanyban (Khalili és munkatarsai) de novo diabetest abban az
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esetben allapitottak meg, amennyiben a beteg antidiabetikus kezelésben részesiilt (88).
Két tipusat kiilonboztették meg, a tranziens és perzisztens format. A két tipust a
szénhidrat haztartas felborulasanak megjelenési ideje és fennallasdnak hossza alapjan
kiilonboztették meg. A posztoperativ idészakot az alabbi id6szakokra osztottak fel: 0-2
hét, 2-6 hét, 6 hét- 4 honap, 4 honaptol 1 év, majd pedig minden miitét utani év egy
intervallum egészen az 5. posztoperativ évig, igy Osszesen 8 vizsgalati iddintervallumot
kiilonitettek el. Tranziensnek tekintették a diabetest, amennyiben kettonél kevesebb
vizsgalt iddintervallumban lehetett csak megfigyelni a cukorbetegséget, mig
perzisztensnek akkor, amennyiben haromndl tobb iddszakban allt fenn, ebbdl az
egyiknek pedig az els6 4 posztoperativ honapon beliil kellett lennie. A betegek 37,7%-
ban figyelték meg a cukorbetegség kialakulasat a transzplantacidé utdn, azonban az
esetek dontd tobbségében a cukorbetegség a tranziens csoportba tartozott, tehat rovid
1id6 multdn megszlint a szénhidrat haztartds zavara. Ebben a tanulmanyban a HCV
infekcio fiiggetlen rizikofaktora volt a perzisztens diabetes kialakulasanak. Mig ebben a
tanulmanyban a de novo diabetes diagnozisahoz alapfeltételnek tekintették, hogy az az
elsé posztoperativ éven beliil bekdvetkezzen, évekkel a transzplantacid utan is leirtak
mar a NODAT megjelenését vesetranszplantaltakban (278).

Vizsgalatunk soran a de novo diabetes definiciojaként a Khalili és munkacsoportja altal
definialt perzisztens diabetes mellitust tekintettiik (88). A vizsgalatbol kizartuk azokat a
betegeket, akik mar a majatiiltetés el6tt is cukorbetegségben szenvedtek, valamint nem
vizsgaltuk az IFG és HCV kozotti kapcsolatot sem. Tekintettel a kutatds retrospektiv
vizsgalni, ugyanis inzulin szintet rutinszerlien nem mértek ezekben a betegekben a
diagnosztikai protokollon beliil.

Sajat anyagunkban a NODAT megjelenését a betegek 20%-ban észleltiik, és a HCV
infekcid egyértelmiien hajlamositott de novo diabetes mellitus kialakulasara. Ez
Osszhangban all az irodalomban ismert adatokkal (87;88). A Il.tipust diabetes jol ismert
rizik6faktorai koziil az életkor és a BMI emelkedése majatiiltetés utan is egyértelmiien
hajlamosit cukorbetegség kialakulasara, emellett amennyiben a donor, vagy a recipiens
férfi volt, szintén nagyobb eséllyel jelent meg NODAT (5. tablazat). Utobbi szintén
egyezik az irodalmi adatokkal (88). Habar vannak arra utalo adatok, hogy tacrolimus

esetén magasabb a de novo diabetes aranya (88), mi ezt sajat anyagunkban nem
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figyeltiik meg, emellett nem talaltunk kiillonbséget az akut rejekciok szamaban ¢és az
emiatt szteroid 10késkezelésben részesiilt betegek szaméaban sem a két csoport kdzott.
Ennek oka az lehet, hogy az atmeneti szénhidrat haztartas zavart (tranziens-diabetes)
kizartuk a vizsgalatbol, és a szteroid dozisdnak csokkentésével az inzulin rezisztencia is
csokken.

NODAT megjelenése elorevetitette a HCV kiujulast, hamarabb és nagyobb aranyban
jelent meg ezekben a betegekben a HCV rekurrencia (5. tablazat). Ennek oka lehet az a
megfigyelésiink, miszerint a de novo diabeteses HCV pozitiv betegekben a virus
kopiaszam nagyobb mértékben emelkedett a mutét elotti értékekhez képest, és a
kozvetlen posztoperativ szakban mért magas HCV titer egy korabbi kozlés szerint
elérevetitette a HCV kitjulast (279). A rekurrencia miatt alkalmazott antiviralis kezelés
befejezésekor a de novo diabeteses betegek majbiopszidinak szignifindnsan magasabb
HAI értéke és fibrosis score-ja volt, mint azoknak a betegeknek a majbiopszidinak,
akiknél nem jelentkezett de novo diabetes (5. tablazat). Ez Gsszhangban all azzal a
korabbi megfigyeléssel, miszerint az inzulin-rezisztencia rontja az antiviralis kezelés
hatasossagat (280). Ez forditva is igaz azonban, az interferon kezelés hatassal van az
inzulin rezisztenciara. Egy tanulmanyban a kombinalt [FN-ribavirin kezelés végére az
SVR-t elérd betegek HOMA-IR értéke szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kezelés
kezdetekor (281). Egy masik vizsgalatban az SVR-t elér6 betegekben jelentGsen
csokkent az emelkedett ¢homi vércukor (IFG) és II. tipust diabetes mellitus
incidencidja. Egy harmadik vizsgalatban ugy taldltdk, hogy kifejezettebb inzulin
rezisztencia esetén a beteg kevésbé reagalt jol az antiviralis kezelésre (280).

HCV pozitiv betegek majbiopszids mintaiban magasabb IRS-1/2 expressziot mértek
SVR-es betegekben, mint non-responderekben, ez lehet az egyik oka annak, hogy tartos
virusvalasz esetén mért csokken az inzulin rezisztencia (282). Az irodalmi adatokkal
megegyezden (283) sajat vizsgalatunkban is azt talaltuk, hogy a de novo diabetes
megjelenése rontotta a betegtalélést (8. abra), kiillondsen hosszh tavon. Tekintettel arra,
hogy a kozvetlen posztoperativ szakban fellépd szovodményekben nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget a vizsgalt csoportokban, a talélésben észlelt kiilonbségek
elsésorban a HCV rekurrencia eltéré progressziojaban keresendéek, azonban
mindenféleképpen felmeriil a kardiovaszkularis szovodmények gyakoribb megjelenése

is, ezek vizsgélata azonban nem képezte targyat jelen kutatdsunknak.
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Kutatasunk utolsoé részében a hepatitis C virus sejtbelépéséhez sziikséges receptorok
expresszidjat vizsgaltuk. Vizsgalatunk célja a majatiiltetés utan HCV rekurrencia miatt
antiviralis kezelésben részesiilt betegek maéajaban expresszalodott HCV receptorok
szintjének a mérése, valamint a CLDN-6 emberi majban torténd expressziojanak
igazolasa volt. Célunk volt azoknak a faktoroknak a feltdrasa, melyek befolyasoljak a
HCYV receptorok expressziojat. Tovabba célul tiiztiik ki olyan HCV receptor expresszids
mintdzat keresését, amely elérevetitheti az antiviralis kezelés sikerességét.

Mint azt az irodalmi hattér fejezetben részleteztem, a kronikus HCV infekcid talajan
kialakult m4j cirrhosis vezetd indikacidja a majatiiltetésnek Europaban. A
transzplantaci6 utdn megjelend HCV rekurrencia, mely univerzalis jelenség, progrediald
maj fibrosissal és csokkent betegtuléléssel tarsul (284). Az antivirdlis kezelés révén
elérhetd tartods virusmentesség (SVR) azonban lassitja a fibrosis progressiojat (285), és
noveli a graft-, és betegtulélést (106). A Transzplantacids és Sebészeti Klinikdn csak
biopsziaval igazolt HCV rekurrencia esetén kezdik meg az antiviralis kezelést (pegilalt
IFNa kombinélva ribavirinnel). Kutatasunknak ebbe a részébe bevont 28 betegbdl 6
(21,4%) érte el a tartos virusmentességet.

Az SVR egyik prediktiv faktoraként emlitik az irodalomban az alacsony kezdeti HCV
kopiaszamot, habar ezzel ellentétes kozlések is megjelentek (39;116;124). A vizsgalt
beteganyagban az alacsony indulasi HCV titer nem vetitette elére az SVR-t, a kezelésre
jol reagald betegekben szignifikdnsan magasabb volt a rekurrencia idején szérumban
mért HCV koépiaszam (12. abra). Fontos megjegyezni, hogy igen kis esetszamot
vizsgaltunk, messzemend kovetkeztetéseket ezért nem lehet levonni az
eredményeinkbdl az indulasi HCV titer SVR-t eldrevetito erejére.

Mind az SVR, mind a non-responder csoportban szignifikansan csokkent a kezelés
végére a hepatitis sulyossagat jelzd hisztoldgiai aktivitasi index (HAI) (12. dbra), ebbdl
azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a szignifikans HCV titer csokkenés nélkiil is
csokkenti a gyulladds stlyossagat a kombinalt antiviralis kezelés. A fibrosis score
érdemben nem valtozott a kezelés hatasara (12. dbra), azonban itt ismételten ki kell
emelni a kis esetszdm eredmények értékelését korlatozd szerepét. Nagyobb esetszam
vizsgalataval elképzelhetd, hogy az egyes centrumok altal ko6zolt, SVR esetén
megfigyelt lassabb fibrosis progressiot (104;105;124) észlelnénk a hazai beteganyagban

is.
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A majatiiltetés utan tortént rutin laborvizsgalatokat elemezve azt talaltuk, hogy SVR
esetén a szérum AST és ALT értékek szignifikansan csokkentek a kezelés végére, mig
non-responder betegekben ezt a javulast nem lehetett észlelni. Ennek oka feltehetdleg a
virustiterben észlelt kiilonbségek lehetnek.

Az ismert HCV receptorok koziil vizsgaltuk a CLDN-1-et és 6-ot, az occludint,
valamint a CD81-et. A HCV receptorokat szinte kizarélag in vitro koriilmények kozott
vizsgaltak eddig, minddssze harom olyan tanulmany van, amikor emberi majakban is
mérték ezek expressziojat, ezeket most részletesen ismertetem.

Reynolds ¢és munkatdrsai 2007-ben kozolték eredményeiket normdl és cirrhotikus
majakban (HCV, ALD, PSC, PBC, AIH) mért CD81, SR-B1, illetve claudin-1
expressziorol (211). A méréseket ot alatti esetszammal végezték. A receptorok
expresszidjat lokalizacio szerint osztalyoztak. Egészséges madjszovetben a CLDN-1
expressziot a hepatocytak basolateralis és apicalis felszinén is leirtdk (dontéen
apicalisan), a CD81l-et és SR-Bl-et pedig f6leg basolateralisan. Emellett CD81
expressziot észleltek még a sinusoidok endotheliumaban is. Az epeutakban nem
expresszalodott a CD81, ellenben a CLDN-1 az epeutakban igen erésen fest6dott.
Egészséges ¢s cirrhotikus majakat Osszehasonlitva azt taladltdk, hogy a CLDN-1
expresszidja magasabb volt a HCV cirrhotikus mdjakban, illetve a normal méjakhoz
képest erésebb immunreakcidt figyeltek meg a hepatocytak basolateralis felszinén. A
masik két receptor expresszidjaban nem taldltak kiilonbséget sem kvantitative, sem a
lokalizaciot tekintve. A harom HCV receptor transzkripcidja soran szintetizalt mRNS-
ek expresszidjat nem vizsgaltak.

Mensa ¢és munkacsoportja a claudin-1, SR-B1 és occludin expressziot vizsgalta
majatiiltetett betegekben (210). Biopsziakat vettek a reperfuziot kovetéen (nullbiopszia),
valamint a harmadik és 12. posztoperativ honapban. Kiilon csoportositottak a betegeket
a virusrekurrencia tipusa alapjan: enyhe (fibrosis hianya vagy F1 fibrosis score 1 évvel a
transzplantaciot kovetden, illetve normdl v.hepatica nyomds gradiens); sulyos
(elérehaladott fibrosis -3 feletti score-, illetve emelkedett nyomas gradiens 1 évvel a
transzplantaciot kovetden); valamint cholestaticus. Kontroll mintdknak egyéb
indikaciobol majtranszplantacion atesett betegek majbiopszidit valasztottak. Az
antiviralis kezelés és az erre adott valasz hatdsa a receptorok expresszidjara nem

szerepelt a vizsgalatban. A fehérje expressziokat immunhisztokémiaval vizsgaltak.
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Csaktgy, mint az el6bb emlitett munkacsoport, ebben a vizsgalatban is ugy taldltak,
hogy a CLDN-1 dontéen a majsejtek apicalis felszinén expresszalodik, emellett az
occludin expressziot is apicalisan figyelték meg, ami logikus is, hiszen mindkét fehérje
alkotéeleme a tight junction-nek, ami az epecanaliculusok lezaradsaban elsddleges
fontossagu. A reperfuzio kapcsan bekovetkezett HCV kopiaszam csokkenés korrelalt az
SR-B1 szinttel, tehat minél magasabb volt a majban mérhetd SR-B1 expresszid, annal
gyorsabban jutott be a HCV a hepatocytakba. Korrelalt tovabba az elsé posztoperativ
héten észlelt virusszam emelkedés a CLDN-1 ¢és occludin reperfiizié soran mért fehérje
szintjeivel, azaz minél magasabb volt a m4j reperfiizidja soran e két fehérje mennyisége,
anndl tobb HCV partikulum keringett késébb a szérumban az elsé miitét utani héten.
Egy évvel a transzplantaciot kdvetden magasabb volt a CLDN-1 és occludin protein
expresszid mind enyhe, mind stlyos rekurrencidt kdvetden, mint a nullbiopszia idején.
A kontroll csoportban ellenben nem volt emelkedett a CLDN-1 és occludin expresszio 1
évvel a transzplantacié utdn. Ez Osszhangban 4all Reynolds ¢és munkatarsai
eredményeivel, akik szintén ugy talaltak, hogy HCV fert6zott majakban magasabb volt
a CLDN-1 expresszio, mint egészséges majszovetben. Cholestaticus rekurencia esetén
szintén magasabb volt a CLDN-1 expresszio, mint enyhe rekurrencia esetén. A HCV
receptorok lokalizacidjdban nem taldltak kiilonbséget a kiillonb6zd csoportokban.
Reynolds és munkacsoportja ugy talalta, hogy a CLDN-1 expresszi6 HCV cirrhotikus
majakban magasabb volt a majsejtek basolateralis felszinén a normal majakban mérthez
képest. A kiilonbséget ez utdbbi tanulmédnyban részben metodikai kiilonbségekkel,
részben pedig azzal magyaraztak, hogy mig az elsOként emlitett vizsgalatban cirrhotikus
majakkal hasonlitottdk 6ssze a normdl majakban mérhetd HCV receptor expressziokat,
addig Mensa és munkacsoportja HCV pozitiv betegek nem cirrhotikus majbiopsziait.
Az mRNS szintek nem korrelaltak a fehérje szintekkel, tovabba az mMRNS
expressziokban nem volt semmilyen kiilonbség a kiilonboz6 csoportok, illetve
idépontok kozott, ebbdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a vizsgalt HCV receptorok
szabalyozasa posttranszlacios szinten torténik.

Nakamuta és munkacsoportja LDL-R, CD81, SR-B1, CLDN-1 ¢és occludin expressziot
vizsgalt normal majszovetben ¢€s kronikus HCV hepatitisben, emellett szérum
cholesterin szint és HCV core antigen mennyiségének hatisat vizsgaltdk ezek

expresszidjara (195). Eredményeik dontéen RT-PCR-el mért mRNS szinteken
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alapszanak, immunhisztokémiat 6sszesen 8 HCV pozitiv és 3 normal majon készitettek.
Az mRNS szinteket tobb, mint 100 beteg mintajabol végezték. Az LDL-R MRNS
szintet alacsonyabbnak talaltdak HCV fert6zott majban, mint egészségesben, a CDS81 és
SR-BI mRNS expresszioban nem taladltak kiilonbséget, a CLDNI mRNS szintjét
alacsonyabbnak, mig az occludin mRNS expressziét magasabbnak taldltdk a
kontrollhoz képest. A vizsgalt HCV receptorok expresszioi korrelaltak egymassal. A
HCV core antigén ¢és koleszterin mennyisége nem korreldlt a HCV receptorok
expressziojaval. Immunhisztokémia alapjan feltételezték, hogy a CLDN-1 ¢és occludin
expresszid magasabb kronikus HCV hepatitis esetén, mint egészséges majszdvetben, ez
az eredmény korrelal az el6z0 kettd vizsgalatban igazoltakkal.

Az elébb részletezett harom in vivo tanulmany egyikében sem vizsgaltak az antiviralis
kezelés hatasat a HCV receptorokra, tovabbd csupan Mensa ¢és munkacsoportja
tanulmanyaban torténtek a mérések majatiiltetett betegek majbiopsziaiban.

Kutatasunk elsé fazisaban a CLDN-1 expressziot vizsgaltuk 12 beteg majbiopszias
mintaiban, akik koziil hatan a kezelés végére virusmentessé valtak (ETR), hatan viszont
nem. Megallapitottuk, hogy szignifikdnsan alacsonyabb CLDN-1 mRNS expressziot
lehet mérmi a HCV rekurrencia idején azokban a betegekben, akik a kezelés
befejezésére elérték az ETR-t, mint azokban, akik nem (9. &bra). A logikus
kovetkeztetés ebbdl az lenne, hogy minél kevesebb virus receptor expresszalodik a
majsejt plazmamembranjaban, annal kevesebb HCV partikulum tud bejutni a sejtbe és
ez a relative alacsony intracellularis HCV titer eredményezheti azt, hogy ezek a betegek
jobban reagalnak az IFN kezelésre. A fehérje expresszidban azonban nem tapasztaltuk
ezt a kiilonbséget a két csoport kozott (9. abra), tehat hidba van kiilonbség a CLDN-1
expresszioban a transzkripcids szinten, a transzlacids szinten ez mar nem latszik.
Emellett a kutatdsunk madasodik fazisdban, amikor kibdvitettiik a beteganyagot és
modositottuk a csoportositast is (a kezelés sikerességének elfogadott fokmérdjét, a
tartos virusmentességet alapul véve), a HCV rekurrencia idején észlelt kiilonbséget a két
csoport kozott mar az mRNS expressziokban sem tapasztaltuk (16. dbra). Ebbdl azt a
kovetkeztetést lehet levonni, hogy az antiviralis kezelés, méajatiiltetett betegekben, nem
befolyasolja a CLDN-1 expressziot ¢€s forditva, a hepatocytak plazmamembranjaban
expresszalodo  CLDN-1 szintje érdemben nem befolyasolja az antiviralis kezelés

sikerességét. Csakugy, mint azt mar az el6zéekben ismertetett tanulmanyokban is lattuk
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(210;211), mi is ugy talaltuk, hogy a CLDN-1 els6sorban a hepatocytak
plazmamembranjanak apicalis felszinén, valamint az epeutakban expresszalodik (11. és
15. abrak).

Vizsgaltuk, hogy a klinikai paraméterek koziil valamelyik befolyasolja-e a CLDN-1
expressziot. Azt taldltuk, hogy a fibrosis stlyossaga pozitivan korreldl a CLDN-1
fehérje expresszioval (10. és 11. abra). Ez teljes mértékben korreldl Reynolds és Mensa
eredményeivel, hiszen eldbbi tanulmanyban cirrhotikus méjakban magasabb CLDN-1
expressziot mértek, mint egészséges majszovetben, mig utodbbiban sulyosabb
rekurrencia esetén szintén magasabb CLDN-1 expressziot mértek, és a rekurrencia
stlyossagat elsésorban a fibrosis mértékétol tettek fliggdveé (210;211).

Kutatasunk masodik felében 28 beteg majbiopszidit dolgoztuk fel, a betegeket aszerint
csoportositottuk, hogy elérték-e a tartds virusmentességet, vagy sem. Ezenfeliil a HCV
receptor expressziokat betiltetésre keriilt donormajakban (normal) is vizsgaltuk.
Vizsgalatunk soran sikeriilt igazolnunk a CLDN-6 fehérje expressziét emberi majban,
mely mind egészséges, mind HCV fertdzott majszovetben expresszalodik (14. és 15.
abrak). HCV rekurrencia idején a CLDN-1 ¢és CLDN-6 fehérje expressziot
magasabbnak, mig a CD81 expressziot alacsonyabbnak talaltuk a donorméjakban mért
szintekhez képest, ugyanakkor az occludin expresszid érdemben nem valtozott (14. és
15. abrak). A CLDN-1 fehérje expresszioban talalt eredményeink korreldlnak a
Reynolds és Mensa altal kozoltekkel (HCV cirrhotikus majban magasabb volt a CLDN-
1 expresszio, mint normal majban és egy évvel a transzplantacio utan szintén magasabb
volt a CLDN-1 expresszio6 HCV cirrhosis miatt majatiiltetésen atesett betegek
majszovetében a nullbiopszidhoz képest, mig egyéb indikécid miatt majatiiltetésen
atesett betegek azonos idOpontban vett majbiopsziaiban ezt a kiilonbséget nem talaltak)
(210;211). A CD81 ¢és occludin expresszioban kapott eredményeink azonban
kiilonboznek az eddig kozoltektdl, ugyanis Reynolds és munkacsoportja nem talalt
kiilonbséget a CD81 expresszidban normal és HCV cirrhotikus majak kozott, Mensa és
szerzbtarsai pedig egy évvel a transzplantacid utdn magasabbnak talaltdk az occludin
expressziot HCV rekurrenciat kdvetden a nullbiopszidban mérthez képest, mig egyéb
indikacié miatt transzplantacioban részesiilt betegekben ezt a differenciat nem észlelték
(210;211). Az eredményeink eltérése az el6bb emlitettekt6l tobb metodikai

kiilonbséggel magyarazhato. Egyrészrél mig Reynolds és munkacsoportja cirrhotikus
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majakat hasonlitottak Ossze egészséges majszovettel, addig az altalunk vizsgalt
majbiopszidk fibrosis indexei alacsonyak voltak (atlagban 1 és 1,5 fibrosis score az
SVR-es betegesoportban és a non-responderekben), emellett mi immundeficiens
betegekben vizsgaltuk a HCV receptorok expresszidit, mely hatdsa a HCV receptor
expressziokra ismeretlen. Masrészr6l mig Mensa ¢s kutatdcsoportja nullbiopszidkat
(melyek az 6 anyagukban a reperfuzid utan vett majbiopsziat jelenti) hasonlitottak 6ssze
a transzplantacio utan egy évvel vett majbiopsziakkal, addig mi ,,normal” kontrollnak a
szervkivétel soran, még intakt vérkeringés mellett vett méajmintdkat vettiink alapul.
Tovabbd mi nem a majatiiltetés utdn egy évvel vett majbiopszidkkal (melyek minden
esetben a HCV kitjulést kdvetden torténtek) hasonlitottuk 6ssze a kontroll mintékat,
hanem a HCV rekurrencia idején vételezett majbiopsziakkal.

In vitro kutatdsok sordn szintén vizsgaltdk a perzisztdlo HCV infekcio befolydsold
szerepét a kiilonb6zé HCV receptorok expresszidira. A CD81 esetében pl. a kezeletlen
HCV permissziv sejtekhez képest a receptor csokkent ¢és valtozatlan membran
expresszigjat egyarant leirtdk azokban a sejtvonalakban, melyeket huzamosabb ideig
szekvencialisan kezeltek HCVcc-vel. Emellett a tartos infekcid soran a sejtek egyre
kevésbé voltak fogékonyak az tjabb és ijabb fertézésre (207;208). Mindkét kdzlésben
kihangstlyozzdk azonban, hogy a szuperinfekcié kivédésében nem a CD81 expresszio
in vitro talalt eredmények alatdmaszthatjak eredménylinket, miszerint a kronikus HCV
hepatitis kialakulasaig (tehat a HCV rekurrencia diagnézisaig) csokken a CD81
expresszid a hepatocytak felszinén, ez ugyanis lehet a m4jsejtek védekezd
mechanizmusa a szuperinfekcid kivédésére. Egy tanulméany beszamolt arrdl, hogy a
CLDN-1 és occludin expresszi6 csokkent HCVcc-vel és HCVpp-vel fertézott sejtekben,
¢és ezt szintén a sejtek kompenzatorikus mechanizmusanak tekintették a szuperinfekcio
kivédésére (251). Ugyanakkor olyan kozlés is megjelent, melyben HCV permissziv
sejtekben emelkedett CLDN-1 expressziot mértek HCVcc-vel tortént infekciot kovetden
(211).

A korabban ko6zolt in vitro és in vivo kutatdsok, valamint sajat eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a HCV kitjulas nem tarsul obligit moédon emelkedett receptor

szintekkel, a hepatocytak reinfekcidjanak ¢és kovetkezményes kronikus hepatitis
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kialakuldsanak nem eldfeltétele az Osszes HCV receptor fokozott sejtfelszini
expresszidja.

Az immunhisztokémiai festések elemzése soran azt talaltuk, hogy a CLDN-1, a CLDN-
6 ¢és az occludin foleg a majsejtek apicalis felszinén, mig a CD81 csaknem kizardlag a
sinusoidalis felszinen expresszalodik egészséges és HCV fertdzott majszovetben
egyarant (11., 15., 17. abrak). A m4jsejteken kiviil az epeutakban is kifejezett festodést
talaltunk a CLDN-1 ¢és occludin, mérsékeltet a CLDN-6, és az immunreakcid teljes
hidnyat a CD81 esetén. A CLDN-1, occludin és CD81 lokalizacidjaval kapcsolatos
eredményeink megegyeznek az irodalomban mar k6zolt adatokkal (210;211), a CLDN-
6 expressziot azonban eddig emberi majszovetben még nem irtdk le. Az
immunhisztokémiai eredményeink meger6sitik a CLDN-1, CLDN-6, occludin és CD81
in vitro leirt funkcidjat a HCV entryben. A CD81 a HCV sejtbelépésének viszonylag
korai fazisaban, kozvetleniil a horgonyzoé receptorokkal tortént kotés 1étrejotte utan vesz
részt, igy a majsejtek azon felszinén kell nagyobb mennyiségben eléfordulnia, ahol a
hepatocyta érintkezik a vérarammal, tehat a sinusoidalis felszinen. Ezzel szemben a
CLDN-1, CLDN-6 ¢és occludin tight junction fehérjék, az epecanaliculusokat zarjak el a
parenchymatol, igy a hepatocytak canalicularis felszinén fordulnak eld nagyobb
szamban, ott ahol a HCV entry befejezddik. Tekintettel arra, hogy utdbbi harom
receptor tight junction fehérje, nem meglepd, hogy a nagyobb intrahepaticus epeutak
luminalis felszinén is festodtek.

A normal mdjakban és HCV rekurrencia sordn vett majbiopszidkban mért CLDN-1,
CLDN-6, occludin és CD81 mRNS expressziok csak részben korreldlnak a fehérje
expressziokkal (14. éabra). A CLDN-1 mRNS expresszi6, a fehérje szinttel
megegyezden, magasabb volt HCV rekurrencia esetén, mint a beiiltetésre kertilt
donormajakban, az occludin és CDS81 expresszi6 érdemben nem valtozott, mig a
CLDN-6 mRNS expresszio jelentdsen csokkent a rekurrencia idejére. A CLDN-1 és
occludin mRNS szintjeiben talalt eredményeink kiilonboznek a Nakamuta ¢és
munkatarsai altal kozoltektdl, akik ugy talaltak, hogy HCV hepatitis esetén a CLDN-1
mRNS expresszid alacsonyabb, mig az occludin mRNS expresszid6 magasabb volt a
normal majakban mért értékekhez képest (195). Ezt a diskrepanciat tjfent metodikai
kiilonbségekkel tudjuk magyarazni, ugyanis a sajat vizsgalatunkban immunszupressziv

kezelésben részesiilé betegekbdl szdrmaztak a majbiopszidk, mig Nakamuta és tarsai

83



DOI: 10.14753/SE.2013.1764

immunkompetens betegeket vizsgaltak, és nem ismert az immunszupressziv szerek
hatasa a CLDN-1, CLDN-6, occludin és CD81 transzkripcids szabalyozasara.

A HCV rekurrencia miatt alkalmazott kombinalt IFN-ribavirin kezelés a CLDN-1,
CLDN-6, occludin ¢s CD81 expresszidjat nem befolyasolta érdemben transzkripcids
szinten. A kezelés egyedil a CD81 mRNS expressziot befolyasolta, non-
responderekben ugyanis a kezelés végére megnétt az expressziod a rekurrencia idején
mért értékekhez képest, ebbdl azonban messzemend kovetkeztetéseket nem Ilehet
levonni.

A CDS81 fehérje expressziot szintén nem befolyasolta érdemben az antiviralis kezelés, a
terapia befejezésekor tovabbra is szignifikdnsan alacsonyabb volt a szintje a
donorméjakban észlelthez képest, fliggetleniil attol, hogy a beteg jol, vagy rosszul
reagalt-e a kezelésre. Ebbdl az is kovetkezik, hogy a HCV titer és HAI valtozasa nem
befolyasolja érdemben a CDS81 expressziot. Ezek alapjan az is feltélezhetd, hogy a
CDS81 expressziojanak csokkenését a HCV rekurrencia idejére a donorméjakban észlelt
szinthez képest nem is a HCV reinfekcid, hanem az immunszupresszié okozza. 2001-
ben Kronenberger és munkatarsai a CD81 expressziot vizsgaltdk vérbdl izolalt PBMC
sejtekben, ezeket 10 HCV pozitiv, nem transzplantalt betegbdl vették (286). Ezenfeliil
primer human hepatocytakban is vizsgaltak a CD81 expresszidt, ehhez a sejteket m4j
rezekciok soran eltavolitott majszovetbol nyerték. Az RNS expressziot RT-PCR-al, mig
a fehérjét immuncitokémidval és FACS analizissel végezték. A primer human
hepatocytakat és PBMC sejteket IFN-al kezelve azt talaltak, hogy a kezelés hatasara a
CD81 fehérje expresszid csokkent, mig az RNS expresszid nétt. Azokban a betegekben,
akiknél RVR alakult ki a kezelés megkezdése utan 4 héttel, alacsonyabb CD81
expressziot lehetett kimutatni a PBMC sejtek plazmamembranjaban, mint a kezelésre
rosszul reagaldo betegek PBMC sejtjeiben, de a kiilonbség nem volt szignifikans.
Amennyiben PBMC ¢és human hepatocytakat csak ribavirinnel kezeltek, nem talaltak
érdemi valtozast a CD81 expresszidoban. Eredményeink részlegesen ellentmondanak a
Kronenberger ¢és munkatarsai altal kozoltekkel, az IFN kezelés ugyanis a mi
vizsgélatunkban nem befolydsolta a CD81 expressziot emberi majszovetben. A
kiilonbozé eredmények metodikai kiilonbségekkel magyardzhatok, mig ugyanis az

idézett vizsgalatban PBMC sejtekben €s izolalt human hepatocytakban in vitro mérték a
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CDS81 expressziot, addig mi transzplantalt betegekbdl vett majbiopszidkban tettiik
ugyanezt.

Szignifikdnsan magasabb CLDN-6 fehérje expressziot lehetett mérni HCV rekurrencia
idején a késobbi antiviralis kezelés révén tartds virusmentességet elérd betegekben a
non-responderekhez képest. Ezenkiviill mind a CLDN-6, mind az occludin fehérje
expresszid szignifikdnsan csokkent az SVR csoportban a kezelés végére az induldsi
értékhez képest (16., 17. abrak). A korrelacio elemzések soran azt talaltuk, hogy a
CLDN-6 fehérje expresszid erOsen korrelal a virustiterrel, de csak az SVR-es
betegekben, mig az occludin a Knodell score-al (fiiggetleniil attdl, hogy a beteg hogyan
reagalt a kezelésre). Az SVR-es betegekben megfigyelt korrelacio a CLDN-6 expresszid
¢s a virustiter kozott egyrészt magyarazhatja azt, hogy miért csdkken le a kezelés végére
a CLDN-6 szint ezekben a betegekben. Ugyanakkor a virustiterrel megfigyelt korrelacio
felveti annak is a lehetdségét, hogy a betegek majaban mért magas kezelés elotti CLDN-
6 fehérje szint nem oka a késébb bekdvetkezd SVR-nek, hanem pusztan kdvetkezménye
a vizsgalt beteganyagban megfigyelt HCV kopia szambeli kiilonbségeknek. Magasabb
volt ugyanis a kezelés elétt a HCV titer azokban a betegekben, akik késébb elérték az
SVR-t, mint azokban, akik nem. A mintaszam emelésére van sziikség, hogy ennek a
kérdésnek a megvalaszolasara sort kerithessiink.

Erdekes, hogy a kezelés sikerétdl fiiggetleniil az occludin expresszié korrelaciojat
talaltuk a Knodell score-al, mégis csak a jol reagald betegekben csokken a kezelés
végére az occludin fehérje expresszio (16., 17. dbrdk). Szamos olyan faktor lehet még a
hepatitis stlyossagan kiviil, mely befolydsolhatja az occludin expresszidt, ez lehet a
magyardzata a jol €és rosszul reagald betegek kozott észlelt kiilonbségnek. In vitro ugy
talaltak, hogy az SR-B1 expresszio csokken IFN kezelés hatasara, méghozza a fehérje
gén promoterének STAT1/STAT?2 jelatviteli utakon keresztiili negativ regulacidja révén
(287). Elképzelhetd, hogy ez a jelatviteli rendszer befolyasolja az occludin
transzkripcigjat is, és ez a jelatviteli ut kiilonbozik az SVR-es betegekben és non-
responderekben, ez szintén tovabbi kutatasokat igényel.

Erdekes az is, hogy mig Mensa és munkacsoportja gy talalta, hogy Korrelalt a
transzplantacié utani elsé héten észlelt virusszam emelkedés a graft reperfiizioja soran
mért CLDN-1 és occludin fehérje szintjeivel (210), addig mi nem talaltunk osszefliggést

a HCV kopiaszam és eme két virusreceptor expressziodja kozott. Ennek oka az eltérd
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vizsgalati idépontokban kereshetd. Mi a korrelacido elemzéseket a HCV rekurrencia
idején és az egy éves antiviralis kezelés utan futtattuk le, mig Mensa és kutatdcsoportja
az els6 posztoperativ héten, ezen idépontok kozott pedig a HCV partikulumok
mennyisége a szérumban jelentdsen valtozik (288).

Az mRNS és fehérje expresszidkban észlelt kiilonbségek (mind a normal m4j vs. HCV
rekurrencia, mind a non-responder vs. SVR 0Osszehasonlitasok soran) felvetik a
lehetdségét microRNS-ek altal torténd génszabalyozasnak. A microRNS-ek apro, nem
kodold RNS szakaszok, melyek a génexpressziot befolyasoljak a poszttranszkripcios
szinten azaltal, hogy a target mRNS-hez tortént kotés révén vagy destabilizaljdk az
MRNS-t, vagy gatoljak a transzlaciot és igy nem képzddik roluk fehérje (6sszefoglalva

crer

szerepet jatszanak, tobbek kozott a virusinfekciokban és a daganatok kialakuldséban is
(290;291). A microRNS-ek szerepe a HCV receptorok expresszidjanak regulacidjaban
igy tovabbi kutatasokat igényel.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy tébb HCV receptor expresszidja valtozik
majatiiltetés utdn, és ezek szintje fiigg attol, hogy a beteg hogyan reagalt az antiviralis
kezelésre, illetve, ezek szintjétdl fligghet az, hogy a beteg hogyan fog reagilni a
kezelésre. Tovabbi kutatasokra van sziikség az eddig nem vizsgalt HCV receptorok
expresszidi €s az antiviralis terapia kozotti Osszefliggések feltarasara is, hogy a
virusreceptorok  alaposabb megismerésével 1) antiviralis kezelési sémdkat
dolgozhassunk ki. A HCV receptorok ellen termelt antitestek terapias céllal torténd

felhasznaldsa intenziv kutatas alatt all, a vizsgalatok egyel6re azonban még csak

sejttenyészetekben torténtek (19).
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8. Kovetkeztetések

A megfelelo donor-recipiens parositas fontos tényezé6 a majatiiltetés
eredményeinek javitasaban. Marginalis donorbol szarmaz6é maj beiiltetése
magas rizikoju recipiensbe jelentésen emeli a kozvetlen posztoperativ
komplikaciok szamat és rontja a rovid tava betegtulélést. Marginalis maj
beiiltetése a relative jo altalanos allapotid, alacsony rizik6ja betegekbe
javasolt.

A de novo diabetes mellitus kialakulasa gyakori kisérdjelensége a HCV
kidjulasnak, emellett fennallasa esetén a HCV rekurrencia kérlefolyasanak
progresszidja gyorsabb.

A de novo diabetes mellitus rontja a betegtilélést.

A CLDN-6 fehérje expresszalodik emberi majban.

A CLDN-1, CLDN-6 és occludin foleg a majsejtek apicalis felszinén, mig a
CD81 csaknem kizardlag a sinusoidalis felszinen expresszalodik egészséges
és HCV fertozott majszovetben egyarant.

A HCYV rekurrencianak nem eldfeltétele az 6sszes HCV receptor fokozott
sejtfelszini expresszidja.

Az antiviralis Kkezelés, majatiiltetett betegekben, nem befolyasolja a
hepatocytak plazmamembranjaban észlelt CLDN-1 és CD81 expressziot és
forditva, a hepatocytak plazmamembranjiban expresszalodé CLDN-1 és
CD8L1 szintje érdemben nem befolyasolja az antiviralis kezelés sikerességét.
A kezelés kezdetekor mért magas CLDN-6 fehérje expresszio elérevetitheti
a tartos virusmentességet (SVR).

Az antiviralis kezelés hatasara a CLDN-6 és occludin fehérje expresszio
csokken a terapia végére, de csak SVR esetén.

A CLDN-1 fehérje expresszio korrelal a majfibrosis mértékével.

A CLDN-6 fehérje expresszio erésen korrelal a virustiterrel, de csak az
SVR-es betegekben, mig az occludin korrelicidja a hisztologiai aktivitasi

index-el fiiggetlen attol, hogy a beteg hogyan reagalt a kezelésre.
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9. Osszefoglalis

A majatiiltetés (OLT) egyik leggyakoribb indikacidja a hepatitis C virus (HCV) fertdzés
altal okozott majcirrhosis. A majatiiltetés utani HCV kiujulas id6 kérdése, a betegek
jelentds részében tjra cirrhosis alakul ki a miitét utdn. A kombinalt antiviralis kezelés
hatasara a betegek harmadaban alakul ki tartos virusmentesség (SVR), mely lassitja a
fibrosis progressiot. Munkam soran vizsgaltam a donor-recipiens parositas és a
majatiiltetés utani de novo diabetes mellitus (NODAT) kapcsolatat a HCV kitjulassal,
tovabba, hogy valtozik-e a HCV sejbelépéséhez sziikséges receptorok koziil a claudin-1,
claudin-6, CD81 ¢és occludin expresszioja a HCV kitjulas, illetve az antiviralis kezelés
hatasara. Ezeket a HCV receptorokat szinte kizarolag in vitro vizsgaltak, a claudin-6
fehérjét emberi majban még nem mutattdk ki. Marginélis donorbol szdrmazd maj
beiiltetése magas rizikoji recipiensbe emelte a posztoperativ komplikaciok szamat és
rontotta a rovid tava betegtulélést, de nem volt hatdsa a HCV rekurrencia gyakorisdgara
¢s a fibrosis progresszidjara. Ez a jelenség ellentétes a nemzetkdzi leirdsokkal, és a
hazai donorvalasztdssal magyardzhato. A NODAT kialakuldsa gyakori kisérdjelensége
volt a HCV kigjulasnak, emellett fennallasa esetén a HCV rekurrencia progresszidja
gyorsabb volt. A claudin-6 fehérje expressziét sikeriilt kimutatnunk emberi majban:
foleg a majsejtek apicalis felszinén expresszalodik gyulladdsmentes ¢s HCV fert6zott
majszovetben egyarant. Emelkedett claudin-1 és claudin-6, ellenben csokkent CD81
expressziot talaltunk HCV rekurrencia idején a donorméjakban mért értékekhez képest.
A kezelés kezdetekor a non-responder betegekhez képest magasabb claudin-6
expressziot mértiink azoknal, akik késObb elértek az SVR-t. Az antiviralis kezelés
hatdsara a claudin-6 €s occludin expresszi6 csokkent a terdpia végére, de csak SVR
esetén. A claudin-6 expresszid erésen korrelalt a virustiterrel, de csak az SVR
betegekben, mig az occludin korrelacidja a hisztologiai aktivitasi index-el fiiggetlen volt
attol, hogy a beteg hogyan reagalt a kezelésre. A claudin-1 expresszié a majfibrosis
mértékével korrelalt. Tovabbi kutatasok eldsegithetik a HCV receptorok expresszidja €s
az antiviralis terdpia kozotti Osszefliggések feltarasat, és a virusreceptorok alaposabb

megismerését.
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9. Summary

Hepatitis C virus (HCV) caused liver cirrhosis is one of the leading indications of liver
transplantation (OLT). HCV recurrence after liver transplantation is universal and
results in liver cirrhosis in many cases after OLT. Only one-third of patients achieve
SVR, which is associated with a deceleration fibrosis progression. In the course of my
work, I studied the influence of donor-recipient matching and de novo diabetes mellitus
on HCV recurrence. | also examined the expressional changes of HCV receptor claudin-
1, claudin-6, CD81 and occludin at the time of HCV recurrence and after the antiviral
therapy. These proteins have been examined mainly in vitro. Moreover, there is no data
about CLDN-6 protein expression in the human liver. In the early postoperative setting,
the rate of postoperative complications was higher and patient survival was lower, in
case of matching high risk patients with ECD grafts. However, the donor-recipient
matching had no influence on the rate of HCV recurrence or on the fibrosis progression.
These latter results contradict to previous findings of other publications and can be
explained by the strict Hungarian donor selection criteria. NODAT appeared to be
associated with HCV recurrence and the accelerated progression of HCV recurrence.
We were able to detect claudin-6 protein expression in the human liver, which was
detectable mainly at the apical surfaces of hepatocytes both in normal and in HCV
infected liver tissues. Claudin-1 and claudin-6 protein levels significantly increased
while CD81 protein expression declined at the time of HCV recurrence in comparison
to donor liver. At the beginning of the therapy, claudin-6 expression was higher in
patients who achieved SVR later than in non-responders. Claudin-6 and occludin levels
declined following antiviral therapy only in SVR patients. Claudin-6 expression showed
a positive correlation with HCV titer in SVR patients, while occludin correlated
positively with histology activity index (HAI) in all patients. Claudin-1 expression
correlated with the severity of liver fibrosis. Further studies can improve our knowledge
of the connection between HCV receptor expression and the effect of antiviral therapy.
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12. Koszonetnyilvanitas

Mindenek el6tt szeretnék koszonetet mondani mentoromnak, dr. Nemes Balazsnak,
hogy didkkoromban felkarolt, tdimogatott, elinditott az orvosi palydmon és lehetdséget
adott PhD tanulmanyaim elvégzéséhez.

Koszonettel tartozom a SE Transzplantacids és Sebészeti Klinika igazgatdjanak, a
kisérletes és klinikai transzplantacio” PhD program vezetéjének, prof. Dr. Langer
Roébertnek a munkdmhoz sziikséges hattér biztositasdhoz.

Koszonetet szeretnék mondani dr. Kiss Andrasnak, aki biztositotta szdmomra a Il.sz.
Patologiai Intézetben a kutatdshoz sziikséges labor hatteret, emellett szamtalan
tanacsaval elengedhetetlen segitséget nyujtott a kisérletek kivitelezésében ¢és
kiértékelésében.

Koszonettel tartozom dr. Gelley Fanninak, akinek a majbiopsziak vételében nyujtott
segitsége és emberi tAmogatasa felbecsiilhetetlen értekii volt szamomra.

Koszonetet szeretnék mondani dr. Sarvary Enikének és dr. Varga Marinanak, akik
biztositjak szdmomra a SE Transzplantacios és Sebészeti Klinikan a mintdim tarolasat,
emellett dr. Sarvary Enikd HCV kopia szdm mérései elengedhetetlenek voltak a
munkamhoz.

Koszonettel tartozom a SE Transzplantacios és Sebészeti Klinika sebészeinek (dr.
Dallos Gabor, dr. Fehérvari Imre, dr. Gorog Dénes, dr. Hamar Matyas, dr. Kobori
Laszlo, dr. Lazar Norbert, dr. Mathé Zsolt, dr. Péter Antal, dr. Piros Laszlo, dr.
Pbcze Balizs, dr. Telkes Gabor, dr. Toronyi Eva, dr. Végsé Gyula), és
koordinatorainak (Balogh Andrea, Borsodi Etelka, Mezé Aniko) a donormajakbol
tortént biopsziak vételében nyujtott segitségéért, a Klinika radiolégusainak (dr. Doros
Attila, dr. Deak Pal Akos, dr. Hartmann Erika, dr. Kozma Veronika, dr. Németh
Andrea) a majatiltetés utan tortént majbiopsziak elvégzéséért, dr. Gerlei
Zsuzsannanak, hogy biztositotta a majambulancidn gondozott betegek klinikai
adataihoz torténd hozzaférést.

Koszonetemet szeretném kifejezni dr. Lotz Gabornak az immunhisztokémiai
mérésekben nyujtott segitségéért, valamint Pekar Magdolnanak és Gregor

Viktérianak az immunhisztokémiai reakciok kivitelezéséeért.
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Koszonettel tartozom Balogh Andreanak, Gaman Gyoérgynek, Papai Simonnak,
Perneczky Jilianak, valamint Szanyi Szilardnak a betegek Kklinikai adatainak
gyljtésében nyujtott segitségéért.

Végiil koszonettel tartozom draga feleségemnek az 6rokos biztatasaért, timogatasaért,

ezek nélkiil PhD tanulmédnyaimat nem tudtam volna befejezni.
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