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Bevezetés

A majatiltetés (OLT) egyik leggyakoribb indikacidja a hepatitis C virus
(HCV) fertézés altal okozott majcirrhosis. Az OLT utani HCV kigjulés id6
kérdése, a betegek jelentds részében ismételten cirrhosis alakul ki a mitét
utan. A kombinalt antivirdlis kezelés hatasara a betegek kb. harmadaban
alakul ki tartés virusmentesség (SVR), mely lassitja a fibrosis progressiot.

Lényeges kérdés az, hogy vajon mar a donorvalasztas befolyasolja-e a
késobbi kimenetelt a HCV tekintetében. Az altalanos donor hidny arra
Osztonzi a transzplantacios centrumokat, hogy liberdlisabban kezeljék a
donor szelekcids kritériumokat, és olyan majakat is betiltessenek, melyek
magukban hordjak a kezdeti elégtelen majmikodés (PNF) és kezdeti
csokkent majmiikodés (IPF) potencidlis veszélyét. Ezeket a majakat hivjuk
extended criteria donor (ECD), vagy margindlis majaknak. Az ECD
kritériumok kozil tobb fiiggetlen rizikofaktora a HCV kiGjulasnak és a
rekurrencia fokozott progresszidjanak, ezért az altalanos vélemény a
marginalis majak hasznalatanak keriilése HCV pozitiv recipiensekben. A
Magyarorszagon alkalmazott donor szelekcids kritérium rendszer igen
szigorunak szamit vildgviszonylatban, igy hazdnkban a marginalis majak
felhasznalasa igen korlatozott. Ezért kevés tapasztalattal rendelkeziink arrol,
hogy az ECD ma4jak biztonsaggal iiltethetok-e HCV pozitiv betegekbe.
Kérdéses ugyancsak, hogy befolyasolja-e az OLT utani eredményeket, ha
ECD majat kap egy magas rizikoju recipiens, errél ugyanis megoszlanak a
vélemények az irodalomban. Egy 2007-ben végzett vizsgalatban arrdl
szamoltak be, hogy marginalis maj atiiltetése esetén a miitét el6tti magas
MELD (model for end-stage liver disease) score a betegtilélést hatranyosan
befolyasold tényezd volt. Egy masik tanulméanyban azonban arrél szamoltak

be, hogy 20 f516tti MELD score esetén a majvarolista mortalitds magasabb



volt, mint az ECD m4j atiiltetése utani posztoperativ haldlozéas. Fentiek
alapjan célul tiztik ki a donor-recipiens parositas majatiiltetés
eredményeire és a HCV rekurrencia progresszidjara gyakorolt szerepének
vizsgalatat a hazai beteganyagban.

A HCV rekurrencia progresszidjat egy masik klinikai aspektusbol is
vizsgaltuk. OLT utan igen gyakran Il.tipusti cukorbetegség jelenik meg,
mely jelentdségét az adja, hogy jelentdésen emeli a kardiovaszkularis
morbiditast és mortalitast, a rejekcio aranyat, a graftvesztést és az infekciok
gyakorisagat. A transzplantacié utani de novo diabetes mellitus (NODAT)
hajlamosité faktorai részben megegyeznek az immunkompetens betegek
cukorbetegségre hajlamositd rizikofaktoraival (pl. életkor, obesitas,
metabolikus szindréma), azonban {6 oka az immunszupressziv gyogyszerek
alkalmazésa. Emellett azonban a HCV infekcio is fontos rizikofaktora a de
novo diabetes mellitus kialakulasanak. Az inzulin rezisztencia stlyosbitja a
HCV okozta majfibrosis sulyossagat, valamint hatranyosan befolyasolja az
antiviralis kezelésre adott valaszt. Célunk volt igy a NODAT HCV
rekurrencia kialakulasara és progresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalata
is a hazai beteganyagban.

Jelenleg igen aktivan kutatjdk a HCV sejtbelépéséhez sziikséges
receptorokat, ezek ugyanis 10j antivirdlis szerek tamadaspontjai lehetnek. A
kutatasok eddig azonban szinte kizarélag in vitro torténtek, ezek alapjan
ismereteink a HCV sejtbelépésérél a kovetkez6k. A HCV a vérben
lipoproteinekhez kotddik, a majsejtek felszinéhez a sinusoidalis véren
keresztiil jut el. A lipoproteinhez asszocialt HCV-t el6szor a sinusoidok
endothel sejtjei, illetve a majsejtek felszinén 1évo lektinek, majd a majsejt
basolateralis felszinén megtalalhatd tovabbi, un. ,horgonyz6” receptorok
(glikoz-aminoglikdnok-GAG, lipoprotein-lipaz-LPL, alacsony sriségi
lipoprotein-receptor-LDL-R) koétik meg. Ezaltal a HCV fizikai kozelségbe
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keriil az entry tovabbi folyamatdban szerepld magas affinitdsu
receptorokkal. Ezek koziil els6ként az SR-B1 és CD81 keriil kapcsolatba a
HCV-vel, melyet kdvetden a HCV migrdl a hepatocyta canalicularis
felszine felé. A claudin-1, mint CD81 co-receptor ebben a folyamatban is
szerepet jatszik. A tight junction-6k teriiletére eljutva a HCV endocytosis
révén bejut a sejtbe. A membran fizi6 nem johet 1étre claudin-1 és CDS81
hianyaban. Két tovabbi sejtkapcsolod fehérje, az occludin, és a claudin-6
elengedhetetlen a HCV sejtbelépésében in vitro, szerepiik pontositisa még
varat magara. A HCV receptorok koziil a claudin-6 fehérje expressziojat
emberi majban eddig még nem sikeriilt igazolni. Mind6ssze harom olyan
tanulmany van, amikor emberi majakban is mérték a HCV receptorok
expressziojat, azonban csak egy vizsgalatban torténtek a mérések
majatiiltetett betegekben, és korlatozottak az ismereteink az antiviralis
kezelés virusreceptorokra gyakorolt hatasairél is. Kutatasunk soran
vizsgaltuk a HCV sejtbelépéséhez sziikséges receptorok kozil a CD8I,
occludin, claudin-1 és claudin-6 expresszi6it méjatiiltetett betegekben, mely
soran a HCV kitjulaskor és az antiviralis kezelés utan vett biopsziakat
hasonlitottuk 6ssze normal majmintakkal. Célunk volt a HCV receptorok
expresszios mintazatanak vizsgalata a HCV kigjulasakor és az antiviralis

kezelés utan.



Célkittzések

e Vizsgalni, hogy marginalis donorbdl szarmaz6é maj beiiltetése,
illetve magas rizikoju recipiens transzplanticioja utan magasabb-e
a szovédmények aranya, rosszabb-e¢ a talélés, gyakrabban, illetve
hamarabb kovetkezik-e be a HCV kigjulas, valamint van-e
kiilonbség a HCV rekurrencia progresszidjaban.

e Vizsgalni, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen a magyar
beteganyagban is gyakrabban alakul-e ki a de novo diabetes
mellitus HCV cirrhosis miatt majatiiltetett betegekben, elorejelzi-e
a HCV kiGjulast, 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 0jak
keresése.

e Igazolni a CLDN-6 fehérje expressziot emberi majszovetben.



Betegek és modszer

A donor-recipiens péarositds majatiltetés utdni eredményekre gyakorolt

szerepét az alabbi beteganyagon és mddszerrel vizsgaltuk:

A 2003. januar és 2009. szeptember kozott cadaver donoros majatiiltetésen
atesett 260 beteg adatait elemeztiik retrospektive. Az altalunk alkalmazott
ECD kritériumok az alabbiak voltak: donor életkor > 60 év; donor
tesstomeg-index > 27 kg/m?; intenziv osztalyon téltStt napok szdma > 3 nap;
dopamin> 10 pkg/kg/min, vagy kombinalt keringéstamogatas (dopamin +
norepinephrine); ujraélesztés/ tartdos hypotensio > 1 6ra, RR< 80 Hgmm;
donor szérum Na > 156 mEg/L; illetve legalabb egy emelkedett majenzim-
donor szérum aszpartat-aminotranszferaz/alanin-aminotranszferaz > 40 U/L,
donor szérum bilirubin > 17 umol/L, donor y-glutamil-transzpeptidaz > 60
U/L. Egy donort legalabb két kritérium teljesiilése esetén tekintettiink
marginalisnak. 112 esetben keriilt sor marginalis maj (BAD csoport)
beiiltetésére, mig a fennmarad6é 148 mitét soran optimalis maj (GOOD
csoport) beiiltetésére keriilt sor. A recipienseket az alapjan csoportositottuk,
hogy a MELD pontszamuk meghaladta-e a 17-et. Ez alapjan osztottuk 6ket
jo (GOOD csoport, N=177) és rossz (BAD csoport, N=83) altalanos
allapotira. Igy Osszesen 4 csoportot alkottunk aszerint, hogy a j6/rossz
allapoti betegek margindlis majat kaptak-e. Ezekben a csoportokban
vizsgaltuk meg a kumulativ graft-, és betegtilélést, valamint a posztoperativ

szovédmények gyakorisagat.

A hepatitis C virus és a majatiiltetés utan fellép6 de novo diabetes mellitus

ko6z6tti kapcesolatot az alabbi beteganyagon és modszerrel vizsgaltuk:

1995 és 2009. januar kozott majatiiltetésen atesett betegek adatait vizsgaltuk

retrospektiv modszerrel, 6sszesen 310 beteg adatait dolgoztuk fel. Kizartuk
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a vizsgalatbol azokat a betegeket, akik mar a majatiiltetés el6tt is
cukorbetegségben szenvedtek (60 beteg). Kizartuk tovabba azokat a
betegeket is, akiknél a majatiltetés utdn emelkedett ¢homi 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 majatiiltetés utani elsé 2 honapon beliil rendezédott
(tranziens-diabetes mellitus- T-DM, 20 beteg). De novo diabetes
mellitusként (NODAT) definialtuk a méjatiiltetés utani harmadik hénapot
kdvetden is permanensen fennalld cukorbetegséget (€éhomi vércukor > 7
mmol/l és/vagy random vércukor > 11,1 mmol/l és/vagy tartds igény
antidiabetikus kezelésre). NODAT-ot 63 betegben (20,3%) allapitottunk
meg. A vizsgalatban bennmarado tovabbi 143 beteg alkotta a kontroll

csoportot.

A hepatitis C virus sejtbelépéséhez sziikséges receptorok vizsgalatat az

alabbi beteganyagon és mddszerrel végeztiik:

28 HCV pozitiv, felndtt majtranszplantalt beteget vontunk be
vizsgalatainkba. A betegek 2003 és 2007 kozott estek at a majatiiltetésen. A
HCV rekurrencia minden esetben bekovetkezett. A betegek csak
szovettanilag igazolt hepatitis esetén kezdték el kapni az antiviralis kezelést.
A vizsgalatba bevont betegek mindegyike kombinaciéban kapta a PEG-
IFN-t ribavirinnel, 12 hdénapon keresztiil, megszakitas nélkiil. 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
kovetd6 24 hét malva is virusmentes maradt, azaz elérte a tartos
virusmentességet (SVR). A kezelés végén ismételt biopsziavétel tortént,
tehat minden betegt6l rendelkezésiinkre allt egy kezelés eldtti és utani

biopszia. 13 normal méjban is vizsgaltuk kutatasunk soran a HCV receptor
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expressziokat, ehhez a mintdkat donormiitétek soran vettiik a késobb
beilltetésre  keriilt majakbol. A vizsgalt mintak 10%-0s pufferolt
formalinban lettek fixdlva és paraffinba lettek agyazva. Vizsgaltuk a
claudin-1, claudin-6, CD81 ¢és occludin expressziokat a fenti
betegcsoportokban. Az mRNS expresszidkat real-time PCR-al vizsgaltuk,
ehhez referencia génnek f-actint valasztottunk. A fehérje expressziokat
immunhisztokémiaval vizsgaltuk, Benchmark XT immunfest6-automata

hasznalataval, kvantitativ (morfometria) kiértékeléssel.

Statisztikai analizis:
SPSS-t (SPSS, 15-6s verzid, Inc., Chicago, Ill) hasznaltunk a statisztikai
elemzéshez. Student t-probat, ANOVA tesztet (Scheffe és Bonferroni

posthoc tesztekkel), valamint Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk az uni-,
€s multivariancias vizsgalatokhoz, a valtozok homogenitasanak (Levene
teszt) vizsgalatat kovetéen. A folytonos valtozok kozotti kapcsolatot
korrelacid elemzéssel vizsgaltuk, Pearson korrelaciés koefficiens
hasznalataval. A kumulativ graft-, és betegtuléléseket Kaplan-Meier
analizissel vizsgaltuk. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak,
ha p<0,05.



Eredmények

A donor-recipiens parositas hatdsa a méjatiiltetés utdni eredményekre:

A G/G csoportban az 1, 3 és 5 éves betegtilélés 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. A recipiensek
¢életkora, a nemek aranya, a hideg és meleg ischaemias id6k, a miitéti id6k
hossza, valamint az indikaciok nem kiilonboztek szignifikdnsan az
Osszehasonlitott csoportok kozott. A G/G csoporthoz képest az IPF nagyobb
aranyban fordult el6 a B/B és a G/B csoportban. A posztoperativ szisztémas
fertézések, a vérzéses szovodmények, valamint a veseelégtelenség
gyakorisaga magasabb volt a magas MELD pontszam mellett transzplantalt
betegekben a relative stabil majfunkciéju betegekhez képest, emellett ECD
maj betiltetése is jelentésen emelte ezeknek a sz6vodményeknek az aranyat.
A posztoperativ elsé 6 honapban mért legmagasabb HCV titert, valamint a
HCV rekurrencia gyanujakor vett biopsziaban mért hisztologiai aktivitasi
indexet (HAI) érdemben nem befolyasolta a recipiens allapota és a
beiiltetett maj mindsége. Ugyanigy a HCV rekurrencia megjelenésének

ideje sem kiilonb6z6tt szignifikansan a kiilonb6z6 csoportok kozott.

A hepatitis C virus kapcsolata a majatiltetés utdn fellépé de novo diabetes

mellitussal:

Mig HCV negativ betegekben a NODAT aranya 15,5% volt, addig minden
masodik HCV pozitiv betegnél (55,8%) de novo diabetes alakult ki. Mig a
kontroll csoportban a HCV pozitiv betegek 6todében lehetett megfigyelni a
majatiiltetés elotti (baseline) HCV titerhez képesti legalabb 10x-es virus
kopiaszam emelkedést, addig de novo diabetes megjelenése utan a betegek

53%-ban észleltik a virus kifejezett replikdciojat. Mindezekkel
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parhuzamosan a hepatitis C virus kitjulds is hamarabb jelentkezett a de
novo diabetes-es betegekben, egyuttal a de novo diabetes kialakulasa
elérejelezte a HCV rekurrenciat. Harom hénapon beliili viruskiajulas csak
de novo diabetes tarsulasa mellett jelentkezett. Ot honapon beliili HCV
kigjulasban szenvedd betegek 80%-ban NODAT is fennallt. A HCV
rekurrencia idején vett biopszidkban mért hisztologiai aktivitasi
pontszamban ¢és a fibrosis score-ban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
a vizsgalt csoportok kozott. Ellenben a HCV kitijulas miatt alkalmazott egy
éves antiviradlis kezelés befejezésekor szignifikinsan magasabb HAI és
fibrosis score-t lehetett mérni a NODAT miatt kezelt HCV pozitiv
betegekben, mint a nem cukorbeteg, szintén antiviralis kezelésben részesiilt

betegekben.

A hepatitis C virus sejtbelépéséhez sziikséges receptorok vizsgalata:

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a majfibrosis pozitivan korrelalt a
claudin-1 fehérje expresszioval. A biopszidkat a fibrosis score median
alapjan csoportositva gy talaltuk, hogy amennyiben a fibrosis score median
feletti volt, a claudin-1 fehérje expresszido is magasabb volt a median
alattiakban mért értékekhez képest. A claudin-1 expressziét igen
kifejezettnek talaltuk az epeutak hamsejtjeiben minden mintdban. 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
immunreakci6 sokkal erdsebb volt.

A claudin-1 ¢és claudin-6 fehérje szinteket magasabbnak talaltuk HCV
rekurrencia idején a donorméjakban mért értékekhez képest, ellenben a
HCV kitjulasa csokkent CD81 fehérje expresszidval tarsult. A claudin-1

MRNS expresszio a fehérjéhez hasonléan magasabb volt HCV rekurrencia

10



esetén a beliltetett egészséges majakban észlelthez képest. Ellenben a
claudin-6 mRNS expresszi6 csokkent a HCV kitjulas idejére, mig a CD81
mRNS expresszid6 nem valtozott érdemben a donormdjakban mért
értékekhez képest. Az occludin mRNS ¢és fehérje expresszidi nem
kiilonboztek érdemben a HCV okozta hepatitis ismételt megjelenésekor a
beiiltetett majakban mért értékektol.

A claudin-6 és occludin expresszio, csakugy mint a claudin-1, donten a
majsejtek apicalis felszinén volt lathatd, azonban kisfoka sinusoidalis
pozitivitast a claudin-6 és occludin esetén is lehetett latni. A CDS81
expresszio ellenben dontéen a majsejtek sinusoidalis felszinén volt lathato,
az apicalis felszinen csak minimalis festddés volt megfigyelhetd. Az
epeutak hamsejtjeinek luminalis felszinén nem csak a claudin-1, de az
occludin is nagyon erésen fest6dott, a claudin-6 mérsékelten, mig a CD81
egyaltalan nem expresszalodott az epeutakban.

A claudin-6 fehérje expressziot magasabbnak talaltuk a HCV rekurrencia
idején azokban a betegekben, akik kés6bb elérték a tartos virusmentességet,
mint azokban, akik non-responderek voltak. A claudin-6 és occludin fehérje
expresszio szignifikansan csokkent a kezelés befejezésére az SVR-t elérd
betegekben, szemben a non-responderekkel, akikben érdemi valtozast nem
valtott ki az IFN kezelés. A CD81 és claudin-1 fehérje expressziok nem
valtoztak az IFN kezelés hatasira. A HCV receptorok mRNS szintjeit
szintén nem befolyasolta az IFN kezelés.

Az SVR-es betegekben a claudin-6 fehérje expresszid erésen korrelalt a
HCV koépiaszammal, a non-responderekben ilyen 0Osszefiiggést nem
talaltunk. Az occludin fehérje expresszio korrelalt a HAI score-al,

fiiggetlentil attol, hogy a beteg elérte-e a tartds virusmentességet, vagy sem.
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Kovetkeztetések

Marginalis donorbdl szarmaz6é maj beiiltetése magas rizikoju
recipiensbe emeli a kozvetlen posztoperativ komplikaciok szamat
és rontja a rovid tavua betegtulélést.

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

A CLDN-6 fehérje expresszalodik emberi majban.

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

A HCYV rekurrencidnak nem eléfeltétele az dsszes HCV receptor
fokozott sejtfelszini expresszioja.

Az antiviralis kezelés, majatiiltetett betegekben, nem befolyasolja a
hepatocytak plazmamembranjaban észlelt CLDN-1 ¢és CDS81
expressziot.

A kezelés kezdetekor mért magas CLDN-6 fehérje expressziod
elérevetitheti a tartos virusmentességet (SVR).

Az antiviralis kezelés hatdsara 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 erdsen korrelal a virustiterrel, de
csak az SVR-es betegekben, mig az occludin korrelacidja a
hisztologiai aktivitasi index-el fiiggetlen attol, hogy a beteg hogyan

reagalt a kezelésre.
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