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Roviditések jegyzéke

AlH, autoimmun hepatitis

AFP, alfa fotoprotein

ALD; alcoholic liver disease (alkoholos
majbetegség)

ALT, alanin aminotranszferaz

ANA; antinuclearis antitest

AP1; aktivator proteinl

APRI; AST-to-Platelet Ratio Index
(AST vérlemezke hanyados index)
AST, aszpartat aminotranszferaz
CAH; chronicus aktiv hepatitis

CHC, chronikus C hepatitis

CPH, chronicus perzisztald hepatitis
CTGF; connective tissue growth factor
(kotészoveti novekedési faktor)

DMA, digitalis morphometriai analysis
ECM, extracellularis matrix

EMT, epithelialis-mesenchymalis
transitio

HA; hyaluronsav

HBsAg; hepatitis B surface (felszini)
antigén

HBV, hepatitis B virus

HCC, hepatocellularis carcinoma
HCV, hepatitis C virus

HSC, hepatic stellate cell (csillag sejt)

JNK, c-jun N teminal kindz

LKMZ1; mikrosomalis antitest

LS, liver stiffness (maj keménység)
miR; microRNS

MMP, matrix metalloproteinaz
NAFLD, non- alcoholic fatty liver
disease (nem alkoholos zsirmaj)
NASH, non- alcoholic steatohepatitis
(nem alkoholos steatohepatitis)
NF«B, nuclear factor kappa B

PBC, primer biliaris cirrhosis

PSC, primer sclerotisalo cholangitis
TE, transiens elasztografia

TGF-p, transforming growth factor- 3
(transzformal6 novekedési faktor-f3)
PDGF, platelet-derived growth factor
(vérlemezke-eredetii ndvekedési factor)
PTEN; phosphatase and tensin homolog
TIMP, tissue inhibitor of
metalloproteinase (szoveti
metalloproteinaz inhibitor)

ROS, reaktiv oxigén gyok

SMA, simaizom ellenes antitest
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1. Bevezetés

A chronicus majbetegségek nemcsak hazankban, de vilagszerte is egyre
jelentdsebb népegészségiigyi problémat jelentenek. A WHO 2014-ben publikalt adatai
szerint Magyarorszdgon a majcirrhosis okozta halalozasi arany 27,21/100.000 {6. Ezzel
az ,elokel6” 36. helyen allunk a vildg vizsgédlt 172 orszaga kozil
(http://www.worldlifeexpectancy.com/cause-of-death/liver-disease/by-country/).
Ugyancsak a WHO adatai szerint 2012.-ben 3.900 ember halalaért volt felelds a
majcirrhosis (ez az Osszes halalozas 3%-a), mely igy a hetedik leggyakoribb halalok
volt Magyarorszagon (http://www.who.int/gho/countries/hun/country_profiles/en/).

Az idiilt majbetegségek kialakuldsaban szamos etiologiai tényezd szerepelhet
(virus, autoimmun betegség, metabolikus zavar, toxikus dgens, genetikai rendellenesség
stb). A betegség a legtobb esetben tiinetmentesen, vagy tiinetszegényen zajlik, igy az
gyakran csak eldrehaladott allapotban keriil diagnosztizdlasra. Az etioldgiatol
fliggetleniil a chronicus méjbetegségek lefolyasaban k6zos, hogy a majban valamilyen
szinti gyulladasos folyamat zajlik, melyet idével kotészovet szaporulat - fibrosis - majd
szerkezeti torzulas és atépiilés - cirrhosis - kovet. A cirrhotikus majban nagy
valoszintiséggel alakul ki hepatocellularis carcinoma (HCC) melynek incidencidja 3-5%
évente. (Fares és Peron 2013). Az idiilt majbetegség korai felismerése alapvetd
jelentdségli a beteg €s a tarsadalom szempontjabdl is. Az egyén szamara a felismerés és
az eredményes kezelés az egészség, a munkaképesség, az ¢€letmindség megorzését
jelenti, mig a k6zosség szempontjabol a fertézés terjedésének a megallitasat, a késobbi
sulyos szovodmények (mdjzsugor és kovetkezményei: varix vérzés, vascularis ¢és
parenchymas decompensatio stb) megelozését, és igy jelentdés egészségligyl

koltségmegtakaritast eredményezhet.

Az idiilt, diffuz majbetegségek esetében a lefolyds, a progndzis megitéléséhez, a
terdpia modjanak megvalasztasahoz, valamint a terapia hatékonysaganak megitéléséhez
az egyik legfontosabb informéci6 a betegség stddiumanak felmérése, a fibrosis
jelenlétének, illetve mértékének megallapitasa, valtozasanak kovetése. Napjainkban ez

talan legmarkéansabban a chronicus virushepatitisek — elsdésorban a chronicus C hepatitis
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s

2015).

A fibrosis diagnosztikajanak alapja (,,gold standard”) az elmult mintegy 50 évben
a majbiopszia volt. Invazivitdsa, a mintavételi hiba, az egyes vizsgalok értékelése
kozotti eltérések (,,intra,- és interobserver error”) probléméja miatt Gjabban sokan
megkérdojelezik a biopszia végzésének sziikségességét a chronicus majbetegségek
mindennapi diagnosztikajaban.(Afdhal 2004) Ugyanakkor vitathatatlan el6nye, hogy a
biopszia soran nyert mintdbdl szamos molekuldris, immunhisztokémiai vizsgalat is
elvégezhetd ¢és a fibrosis quantitativ mérésére is lehetdség nyilik, digitalis

morphometriai analysissel (DMA).

A fenti okok miatt, az utdbbi években a fibrosis meghatarozasara iranyuld non-
invaziv diagnosztikus technikak jelentés mértékben fejlodtek. Ezek egyrészt vérbol
kimutathat6 markerek, vagy ezek kombinacioi — mint példaul az APRI (AST-to-Platelet
Ratio Index) -, masrészt képalkotd és scanning technikak (pl. Transiens Elastographia -
Fibroscan). Ezen moddszerek egyértelmii értéke, pontossaga jelenleg is megbeszélés

targya a nemzetkozi irodalomban. (Poynard 2011)

Jelen munkéank egyik célja az volt, hogy kiilonb6z6 korokti majbetegségekben
vizsgaljuk a m4jfibrosis pontos meghatarozasanak lehetOségeit, és Osszevessik az

invaziv és non-invaziv technikak hasznalhatosagat.

Szamos majbetegségben a microRNS-ek (miR) - ezen kicsiny, nem-kodolo, a
génexpressziot altaldban negativan szabalyoz6 RNS molekuldk - jellegzetes valtozasa
mutathato ki.( Yuan 2013, Wei 2013, Ogawa 2012) Felvetodik, hogy a fibrosis soran is
valtozik expresszids szintjiik, mely a fibrosis mértékét és az esetleges progressziot
jelezheti. Mindezek alapjan, arra kerestilk a valaszt, hogy a miR expresszid
valtozasanak nyomon kovetésével ndvelheté-e a korszovettani fibrosis mértéke

meghatdrozasanak pontossaga.
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1.1. A chronicus majbetegségek etiologiai hattere

A chronicus majbetegségek hatterében szamos kivaltdo ok allhat, ezek koziil is a
leggyakoribbak: az alkohol abusus, a virushepatitisek (hepatitis B, hepatitis C),
autoimmun betegségek (autoimmun hepatitis, primer biliaris cirrhosis, primer
sclerotisalo cholangitis), metabolikus betegségek, (nem alkoholos zsirmaj, Wilson kor,
haemochromatosis), valamint a tartosan fennallo toxikus, és -gyogyszer artalmak.
Ritkabban eléforduldé korképekhez tartoznak a fejlodési rendellenességek, genetikai
megbetegedések, enzimopathidk, melyek mar gyermekkorban, vagy fiatal felnéttkorban

stlyos tiineteket okozhatnak.

Tovabbiakban a chronicus majbetegségekért leginkabb felelés etiologia

tényezoket részletezziik.
1.1.1. Alkohol abusus

Az alkohol mértéktelen fogyasztasa okozta egészségkarosodas vilagszerte
hatalmas problémat jelent. A majban a szerv elzsirosodasat, gyulladast, fibrosist okoz,

majd cirrhosishoz és HCC-hoz vezethet.

Az alkohol dehydrogenaz enzim miikodése révén bomlik az alkohol és az igy
keletkezett acetaldenyd fokozza a transzformaldo novekedési faktor (TGFPI1)
csillagsejtjein, melyek kulcsfontossaguak a kollagén lerakodas szempontjabol. A
TGFB1 az alkoholos steatosis €és steatohepatitis kialakuldsdban is szerepet jatszik.

(Mormone és mtsai. 2011).

Az alkohol metabolizmusa soran reaktiv oxigén gyokok (ROS) is keletkeznek,

melyek feleldsek a nagyfoku sejtpusztulas eldidézéséért (Parola és Robino 2001).

A tartos alkoholfogyasztas ezen tilmenden a microsomalis enzimrendszer P4502

crer

Az alkohol okozta méajkarosodas leggyakoribb formaja az alkoholos zsirmdj, mely a
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chronicus alkoholistak mintegy 90%-aban jelentkezik (Lonovics és mtsai. 2003, Xu és
mtsai. 2014). Lokalizacidja eleinte Centrolobularis, majd az egész lebenyre kiterjedhet.
A fibrosis megjelenésére jellemz6, hogy kezdetben perivenularisan, majd
perisinusoidalisan és pericellularisan lathat6. Amennyiben a folyamathoz gyulladas is
tarsul, szabalytalan hegesedések, a majsejtekben jellegzetes hyalin zarvanyok (Mallory-
testek) jelennek meg és a szerkezet atépiilésével szabalytalan nodulusok (altalaban
micronodulusok) képzodésével kialakul a cirrhosis (Kopper és Schaff 2004, Torok
2015).

1.1.2 Virus hepatitisek

1.1.2.1. Hepatitis B virusfert6zés (HBV)

A chronicus hepatitis B virusfertézés globalis kozegészségiigyi probléma.
Vilagszerte kb. 400 milliora tehetd a fertézottek szdma, Magyarorszdgon a HBV
fert6zottek aranyat 0,5-0,7%-ra becsiilik. Kezelés nélkiil az esetek 15-40%- aban

fejlodik ki majcirrhosis és/vagy hepatocellularis carcinoma (McMahon 2005).

Az acut HBV fert6zés felndttek esetében tobb mint 95%-ban 6 hoénap alatt
meggyogyul, chronicus fert6zés csak kevesebb, mint 5%-ban alakul ki. Az Gjsziilottkori

fert6zés csaknem minden esetben chronicussa valik (Horvath 2008).

A HBV a Hepadna viruscsalad tagja, kettdés szali DNS virus. Az emberi
szervezetbe parenteralisan jut. A virus indirekt citotoxicitas révén CD8+ T sejteken
keresztiil okozza a majsejtek elhalasat. Képes integralodni a gazdaszervezet DNS-ébe,
mint mutagén agens kromoszomalis atrendezodést okoz, és fokozza a genom
instabilitasat (Mormone €s mtsai. 2011). Az un. HBx protein képes a hepatocytakban
kozvetleniil is indukalni a TGF-B termelést és parakrin modon aktivalni a csillagsejteket
(Baranova és mtsai. 2011). Morfologiailag a nekroinflammacio, valamint a hepatocytak
cytolasmajaban megjelend Un. tejiiveg-szer( atalakulas jellemzo ( 1/a abra). A HBsAg
immunhisztokémiai reakcioval, vagy Shikata-féle orcein festéssel is kimutathato

(Kopper és Schaff 2004).
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1.1.2.2. Hepatitis C virusfert6zés (HCV)

A hepatitis C virus felfedezése 1989-re tehet6, amikor igazoltdk, hogy a virus
RNS genommal rendelkezik és bebizonyosodott, hogy a Flavivirusok, ezen beliil a
Hepacivirus genusba sorolhaté (Schaff és mtsai. 2015, Webster és mtsai. 2015). A
betegséget okozo fert6zo agens felismerése azonban korabban kezd6dott. 1979-ben acut
és chronicus hepatitisben szenvedé betegek szérumat csimpanzokba vitték at és
igazoltak, hogy a betegséget fert6z0, atviheté agens okozza. Sem a hepatitises betegek
szérumaban, sem az inokulalt allatokban nem sikeriilt azonban sem az A-, sem a B-
hepatitis virus markereit kimutatni, ezért a fertézést non-A non-B-hepatitisnek, a
koérokozot non-A non-B-agensnek nevezték el (Alter és mtsai. 1978). A tovabbiakban
allatkisérletek sora és részletes elektronmikroszkopos vizsgalatok igazoltdk, hogy a
fertdzés hatdsara az allatokban jellegzetes endoplazmatikus retikulum eltérések és
cytoplazmatikus membran halézatbol allo ,,zarvany” mutatkozik, mely feltehetden a
virus szaporodasanak a helye (Schaff és mtsai. 1984, Schaff és mtsai. 1986, Schaff és
mtsai. 2015).

Az egyes viralis antigének megismerése alapjan a virus replikacié egyes lépései is
ismertté valtak, melynek alapjan 0j iranyd, molekularis célterapia valt lehetévé. Immun-
elektronmikroszkopos vizsgalatok igazoltak, hogy a HCV core komponense a lipidekkel
igen szoros kapcsolatban all, mely magyarazatot adott arra, hogy miért észlelhetd
gyakran steatosis a HCV fert6zések soran (Barba és mtsai. 1997, Schaff és mtsai. 2015).
Ezen vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy a core komponensnek valdsziniileg szerepe van

a HCV onkogén hatisaban (Barba és mtsai. 1997, Schaff és mtsai. 2015).

A HCV fertdzés elsé 1épése a virus részecskéknek a hepatocytdkhoz valo
kotddése. Ez tobb sejtfelszini receptor kdzremiikodésével valosul meg, melyek a tight
junction fehérjék (claudin-1, occludin), a scavanger receptor B1 (SRB1) és a CD81. A
tovabbi 1épések sordn egy 10 domént tartalmazd polyprotein termelddik a viralis RNS-
templatrol az endoplazmatikus retikulumban, melyek koziil 3 struktaralis fehérje (C, E1,
E2) (Evans és mtsai. 2007, Schaff és mtsai. 2015), és 7 enzim sajatossagokkal bird, nem
strukturélis fehérje (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Az utdbbiak kozé
proteazok és az RNS-fiiggd RNS polimeraz tartoznak. A polypeptidet részben a
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gazdasejt, részben a viralis protedzok kaszkad-szerlien egymadsra épiilve hasitjak aktiv

fehérjékre (Schaff és mtsai. 2015).

A vilagon megkozelitéleg 170 millié embert érint a hepatitis C virusfertézés (Lim
¢s mtsai. 2014). Magyarorszdgona HCV antitest pozitivak aranya 0,7%, koziilik
megkdozelitéleg 50000-re becsiilhetd azok szama, akik biztosan fertdzoképesek, azaz
HCV-RNS- pozitivak (Hunyady 2007). A HBV-sal ellentétben a HCV ellen nem
rendelkeziink hatékony védodoltassal. Bar az acut fert6z6dés altalaban enyhe,

jelentOségét mégis az adja, hogy az esetek 70-80%-aban a betegség chronicussa valik.

Az atvitel a HBV-hoz hasonldan elsGsorban parenteralisan (leginkabb fert6zott
vérkészitmények utjan) torténik, de mintegy 30%-ban a pontos fert6z6dési mod nem

ismert.

Az acut hepatitis C histologiai képe nem kiilonbozik 1ényegesen egyéb hepatotrop
virus (A, B) okozta acut hepatitis képétol. Jellegzetes portalis, acinaris gyulladas,
apoptotikus testek, makrofag aktivitds megfigyelhetd, mint a gazdaszervezet védekezo
mechanizmusa, tobbnyire azonban viszonylag enyhe formaban. A virus-specifikus T-
sejtek a fertézott hepatocytak apoptosisat indukaljak, melyben egyes antiviralis
citokineknek ¢és a ,halal”- receptorok, igy a Fas ligand/CD95, a tumor necrosis
faktornak, stb. fontos szerepe van (Szabo és mtsai. 2003). A chronicus C hepatitis
hystologiai képe sem kiilonbozik alapvetden egyéb koroku — igy a B virus okozta,
autoimmun, toxikus stb. — chronicus hepatitis képétol. Portalis gyulladas, interface
hepatitis, egyes sejt pusztulas (apoptosis, necrosis, necroptosis) (1/b abra) is
megfigyelhetd a progrediald fibrosis és aprocseppes steatosis mellett Az apoptotikus
testek jol lathatok erdsen eosinophil, zsugorodott testek formajaban, melyeket

hamarosan fagocitaljak a makrofagok (Jarmay és mtsai. 2002).

A chronicus gyulladas 15-25 év alatt cirrhosis kialakulasahoz vezethet, és ebben a

stadiumban jelentésen né a HCC kialakuldsanak a kockézata is.

10
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1. abra Chronicus vius hepatitisek a: A hepatocytdak cytolasmdjaban megjelend un.

tejiiveg-szerii datalakulas jellemzé a chronicus B virus hepatitisre (méretarany 100
um).b: Chronicus C virus hepatitisben a portdlis lymphoid aggregdtumok megjelenése
jellemzé (méretarany 100 um). Inzertben az apoptotikus testek jol lathatok, erdsen

eosinophil, zsugorodott testek formdjaban (méretarany 20 um)
1.1.3. Autoimmun eredetii chronicus majbetegségek

1.1.3.1. Autoimmun hepatitis (AIH)

Az autoimmun eredetli majgyulladasok a virus indukalta formakhoz képest joval
ritkabban fordulnak elé. Néha acut, fulminans megjelenéssel talalkozunk, de leginkabb

kifejezett gyulladassal jaro, chronicus hepatitis formajaban jelentkezik.

A betegség foként fiatal nékon fordul eld, autoantitestek jelenléte, esetleg mas
autoimmun korképek tarsulasa is megfigyelhetd. Genetikai hatterére a HLABS,

DR3/DR4 haplotipus jellemzd. (Lonovics és mtsai. 2003).

Hérom forméja ismert:

I. tipus Gn ,lupoid” forma, antinukleais antitest (ANA), simaizom ellenes antitest

(SMA) jellemzik, 70%-ban fiatal n6kon jelenik meg.

11
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II. tipus: gyermekeken fordul el6, nem ritkdn fulmindns forméaban. Mikroszomalis

antitest jelenléte (LKM1) és alacsony IgA-szint jellemzi.

III. tipus: erre a formara is a néi predominancia jellemzd és a szolubilis m4j antigén

elleni antitest (anti-SLA ) jelenléte (Lonovics és mtsai. 2003).

Szoveti képe portalis, periportalis lympho-plasmocytas infiltracioval jellemezhetd,
gyakran a plasmasejtek dominancidjaval. A necroinflammacios aktivitds altalaban

magas, ¢s massziv majsejt-necrosis is jelen van (Washington 2007).

A chronicus virushepatitisekhez hasonléan — kezelés nélkiil — cirrhosis

kialakulasahoz vezethet.
1.1.3.2. Autoimmun eredetii cholestaticus majbetegségek

Ide soroljuk a Primer biliaris cirrhosist (PBC) és a Primer sclerotizalo cholangitist
(PSC).

A PBC chronicus, progressziv, cholestatikus betegség, melyre jellemz6 a Kis
epeutak florid gyulladasa, az un non-suppurativ, destructiv cholangitis és a granuloma
képz6dés.(2/a. abra) Kés6bb inkabb az epeutak proliferacidja és a fokozodod septalis

fibrosis jellemzi, majd kialakul a cirrhosis (Washington 2007, Reshetnyak 2015).

A PSC-re a férfi predominancia jellemzd. Progressziv epeuti obliteracioval,
gyulladassal és fibrosissal jaro cholestatikus betegség. A szoveti képen a kozepes és

nagy epeutakat a kotészovet ,,hagymalevélszertien” veszi koriil.(2/b. abra)

Az epeutak progressziv sziikiilete mellett az epeuti ham destrukcidjat is latjuk,
valamint a sziikiiletek kozott tagult, cholestatikus teriileteket. A folyamat iddvel biliaris

cirrhosisba torkollik.

A PSC sulyos szovédménye az intra- és extrahepaticus cholangiocarcinoma,
mellyel ebben a korképben gyakrabban kell szamolnunk, mint mas idilt, diffuz
majbeteség esetében. Kialakuldsanak kockazata a betegség fennallasanak az idejével

szorosabb Osszefliggést mutat, mint a kialakult majkéarosodas sulyossagaval.
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A cholestatikus betegségekben a proliferald epeutak epitheljébdl felszabaduld
kotészoveti novekedési faktor (CTGF), mint profibrogenetikus tényezé serkenti a
myofibroblastokat ¢és a kollagén lerakodast is stimulalja. A cholestasisra adott
elsédleges valasz fontos résztvevoi a neutrophyl granulocytak, melyek propagaciojat, az
oxidativ stressz valtja ki. A fibrosis a portalis teriileteken indul, un fibroblastban gazdag
régiok létrejottével és folyamatos myofibroblast atalakuldssal. A fibroblastok mellett
elhelyezkedd hepatocyta réteg a korai karosoddsra igen hajlamos, igy a portalis terek

folyamatos kiszélesedése indul meg (Baranova és mtsai. 2011)

2/a. abra. PBC-ben granuloma képzddés. (méretarany 100um)
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2/b abra. PSC-ben az epeutakat , hagymalevélszeriien” veszi koriil a kotészévet

(méretarany:100um)

1.1.4 Metabolikus betegségek
1.1.4.1. Nem alkoholos zsirmaj / steatohepatitis (NAFLD/NASH)

A fejlett orszagokban a leggyakoribb chronicus majbetegség a zsirmaj. Eurépaban
az egészséges szervdonorok 12-18%-aban talaltak zsirmajat (Ratziu és mtsai. 2010). A
betegség tulajdonképpen nem egy 0nalldo korkép, hanem egy spektrum, amely magaba
foglalja a zsirmajtol a steatohepatitisen (NASH) at, a cirrhosist és a hepatocellularis
carcinomat is (Lewis és Mohanty 2010, Par és mtsai. 2013, Wu 2016).

Az NAFLD-t a metabolikus syndroma részjelenségeként is definaljak, gyakran
észlelhetd mellette obesitas, 2. tipust diabetes mellitus, insulinresistencia,
dyslipoproteinaemia, hyperuricaemia, hypertonia. E korallapot elsGsorban a
cardiovascularis megbetegedések, szovodmények fokozott kockazatat jelenti,
progressziv majkarosodas, steatohepatitis (NASH) az esetek 15-25%-aban fordul el6.

Ugyanakkor ujabb kozleményekben arrdl szamoltak be, hogy az ismeretlen eredetii
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(cryptogén) cirrhosis talajan kialakult HCC-ak 30-40%-a tarsul obesitassal,
insulinresistenciaval vagy egyéb metabolikus zavarral (Schulz és mtsai. 2015, Wu
2016).

A steatohepatitis és a fibrosis kialakulasanak patomechanizmusa nem teljesen
ismert. Kialakulasukban szerepet jatszhat, hogy a hyperglycaemia ¢és az
insulinresistencia miatt fokozodik a szabad zsirsav szint a szérumban, emiatt a majban

fokozodik a zsirraktarozas, steatosis alakul ki.

A fibrogenesisben a reaktiv oxigén gyokok és szamos cytokin aktivacio jatszik
szerepet, melyek részben hepatocyta eredetiick, de fontos szerepe van, a Kupffer
sejteknek, csillagsejteknek, valamint egyéb gyulladasban résztvevd sejteknek. Az
oxidativ stressz és lipidperoxidacio aktivalja a csillagsejteket és TGF-B képzését

indukalja.

A fibrosis un. extrahepaticus mediatorai a  bélflorabol  szarmazod
lipopoliszacharidak és a viscerdlis zsirszovet adipocytokinjei, mint a leptin. Az
antiinflammatoricus hatdsu adiponektin szintje NASH-ban csokken (Baranova és mtsai.

2011, Par és mtsai. 2013)

A NASH morphologiajara a centrilobularisan megjelend steastosis, a majsejtek

ballonizacidja, gyulladasos sejtek megjelenése és fibrosis jellemzé (Brunt és mitsai.

1999).
1.1.4.2. Haemochromatosis

A haemochromatosis herediter formaja a leggyakoribb genetikai betegségek kozé
tartozik és a vas anyagcsere zavaraban nyilvanul meg. A szervezetben fokozott a vas
felszivodasa, mely foként a parenchymds szervekben rakodik le, ferritin és
haemosiderin formajaban. Az érintett szervek: a maj, a hasnyalmirigy, a sziv, a 1ép, a
vese ¢és a bor, de az iziiletekben, a hypophysisben is el6fordul. A majban elsésorban a

hepatocytakba jelenik meg a vas.

A karosodast a vassal terhelt lysosomdk rupturdja okozza, valamint szabadgyok

képzddés, lipidperoxidacid, mely a csillagsejtek aktivalasa révén vezet a fibrogenetikus
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utak aktivalodasahoz és a fokozott kollagén képzddéshez. Az igy kialakult cirrhosisban
a HCC kockazata akar 30% is lehet

Differencial  diagnosztikai  szempontbdl fontos  elkiiloniteni a  koros
vasfelhalmozodas secunder okaitol pl.: chronicus anaemidk, nagy mennyiségi

cre

(Horvath és David 2004, Szalay 2013).
1.1.4.3. Wilson-kor

Autoszomalis recessziv 0roklés menetli korkép, melyben nagy mennyiségli réz
halmozodik fel a majban, az agyban és a szemben. A folyamat hatterében a 13.
kromoszéma mutacidja all, igy a réz nem tud kivalasztédni megfeleld mennyiségben az
epével ¢és kifejti toxicus hatdsat. A tiinetek leginkabb fiatal felndttkorban jelentkeznek.
A majban steatosis ¢és valtozd sulyossagii chronicus hepatitis képe latszik. A

felhalmozodott réz orcein és Rodamin festéssel mutathato ki (Kopper és Schaff 2004).

1.2.Fibrogenesis

A majfibrosis progressziv folyamatként a maj teljes atépiiléséhez vezethet, mely

¢letveszelyes szovodmeények révén a beteg halalat okozhatja.

Az acut és chronicus majkarosodasok a szervben fibrogenetikus faktorok
aktivalodasahoz vezethetnek. A folyamat acut karosodaskor rendszerint reverzibilis,
atmeneti, mig chronicus allapotokban a folyamat progressziv modon halad elére és
cirrhosisba torkollik, mely mar irreverzibilis torzulast jelenthet (Bortolotti és Guido

2007, Lee és Friedman 2011, Mormone és mtsai. 2011).

A valtozds érinti a mdj sejtes allomanyat, az ECM-ot és az érrendszert is

(Bortolotti és Guido 2007).

A folyamatban kozponti szerepet jatszanak a csillagsejtek, melyek normalis
koriilmények kozott a Disse térben foglalnak helyet, subendothelialisan, a majsejtek és
az endothel sejtek kozott. Szamos kapcsolattal birnak mind az immunsejtek-, mind a

hepatocytak- és az endothel sejtek felé is. Jelentds szerepet toltenek be a cytokinek, a
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chemokinek termelésében, és az angiogenesisben is (Lee és Friedman 2011, Mormone
¢s mtsai. 2011).

A csillagsejtek aktivalodasuk soran myofibroblast-jellegii sejtekké alakulnak, A-
vitamin ¢€s retinoid tartalmukat elveszitik, nagy mennyiségben expresszalnak ¢&s
secretalnak kotdszoveti elemeket (kollagéneket, elastint, strukturalis glycoproteineket
stb). A majkarosodas helyére a csillag sejtek mellett csontveld eredetii myofibroblastok
is vandorolnak (Gressner és mtsai. 2007). Az ECM-ban nagy mennyiségben rakodnak le
magas—denzitasu I-III tipusu kollagének, melyek a normal méjban nem jellemzdek

(Bortolotti és Guido 2007).

Az ECM-ban bekovetkezo kvantitativ és kvalitativ valtozasok soran, szamos
olyan anyag is felhalmozddik, melyek pozitiv,- és negativ feedback mechanizmusok
révén a csillagsejteket aktiv allapotban tartjak (Fowell és Iredale 2006, Bortolotti és
Guido 2007).

A TGF-B-t tartjak az egyik legfontosabb mediatornak a csillag sejtek
aktivalasaban ¢és a matrix synthesisben (Gressner és mitsai. 2007). A TGF-B
tulajdonképpen a vezetd fibrogenetikus cytokin, termelddésében szamos sejttipus vesz
részt: csillag sejtek, Kupffer sejtek, macrophagok és thrombocytak (Fowell és Iredale
2006). Ezen sejtek még szamos egyéb mediator kibocsajtasaval (PDGF, ET-1, IGF-1
MCP-1) tartjak fent a csillagsejt aktivaciot. Szamos szignaltranszdukcios 1t is beindul
(NF-xB, c-jun, c-myb, AP-1), melyek hatasara a csillagsejt proliferal (Fowell és Iredale
2006, Gressner és mtsai. 2007).

Az aktivacid korai szakaszaban egy matrix komponens, a matrix metalloproteinaz
(MMP)-1/13 expresszalodik erésen, mig az 6t gatld szoveti inhibitor metalloproteinaz
(TIMP) pedig gyengén, késébb az MMP -2 és -14 a domindns, de a TIMPs 1-2

szekrécioja is megnd (Fowell és Iredale 2006).

A folyamat szabdlyozdsa sokrétli, részben transzkripcios faktorok, magi
receptorok, epigenetikus regulacidé és a nemrégiben azonositott posttranszkripcionalis

szabalyozokon, a mikro RNS-eken keresztiil valosul meg (Lee és Friedman 2011).
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A fibrogenesis és a fibrolysis ily médon dinamikusan valtozé folyamat. A kivalto
agens eliminalasa, illetve a kiilonb6zé medidtorok és szignaltranszdukcids utak
gyogyszeresen torténd gatldsa lehetdséget nyujthat a folyamat megallitasara, illetve
visszaforditasara (Inagaki ¢és mtsai. 2012). Az utdbbi idében mar bizonyitott, hogy a

cirrhosis is reversibilis lehet (Bortolotti és Guido 2007)

Kiilonosen fontos ezért a fibrosis stadiumainak pontos meghatarozasa, hogy a

folyamat valtozasai detektalhatoak legyenek.
1.3. A fibrosis diagnosztikaja

A fibrosis diagnosztikajanak ,,gold standardja” az elmult évtizedekben a
majbiopszia Vvolt. Invazivitasa, a sampling error, az intra,- és interobserver error
kérdéskore miatt Gjabban sokan megkérddjelezik rutindiagnosztikai modszerként vald

alkalmazasat a chronicus majbetegségekben (Afdhal 2004, Baranova és mtsai. 2011).

Az utébbi években a fibrosis kimutatdsidra szolgdlé non-invaziv technikak
fejlodtek, melyek egyrészt vérbdl kimutathaté markerek, vagy ezek kombinacioi, illetve
a belolik képzett indexek; masrészt képalkotd és scanning technikak, vagy ezek

kombinacioi.

1.3.1. Majbiopszia

A chronicus majbetegségek diagnosztikdjaban a biokémiai, szerologia tesztek és
képalkotd eljarasok mellett, kiemelt szerepe volt az elmult évtizedekben a
majbiopszianak. Nem csupan a fibrosis mértékérdl tudunk pontos informaciot nyerni,
hanem a gyulladas,- a necrosis jelenlétérdl, annak sulyossagarol valamint pigment, és
egyéb anyagok lerakddasarol is. Tajékozodhatunk az epeutak és az érrendszer esetleges
karosodasairol. A histologiai kép értékelésére szamos numerikus rendszert dolgoztak ki
az évek soran. A 60-as évek végén a chronicus hepatitiseket két nagy csoportra
osztottak: chronicus persistalo hepatitisre (CPH) és chronicus aktiv hepatitisre (CAH)
(De Groote és mtsai. 1968). A 80’-as években Knodell ¢s mtsai dolgoztak ki egy 0j
pontrendszert a gyulladas és a fibrosis egyiittes értékelésére, melyet a 90-es években

tobbszor modositottak (Desmet és mtsai. 1994). Késobb kifejezetten a chronicus HCV
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fert6zottek mintainak értékélésére jott 1étre a Metavir score, ami a fibrosis stlyossagat
értékeli 0-4-ig (Poynard ¢és mtsai. 1997) (3. abra). Manapsag a mindennapi
gyakorlatban a fibrosis meghatarozasara és a necroinflammacié mértékének értékelésére
az Ishak és mtsai altal kidolgozott rendszert alkalmazzuk. Ebben a rendszerben kiilon
értékeljiik a fibrosist (0-6-ig), ez a stage, ¢s a HAI-t (Histologiai Aktivitasi Index), ez a

grade, mely a necroinflammacié mértékérdl ad felvilagositast (Ishak és mtsai. 1995).

A non-invaziv technikak fejlodésével, féként a tranziens elasztografia (Fibroscan)
térhoditasa miatt, a napi gyakorlatban az 6sszevethetéség kedvéért a Metavir score-t is

alkalmazzuk nemcsak chronicus virus hepatitisekben, de egyéb etiologiajh
majbetegségekben is (pl PBC, PSC) (Corpechot és mtsai. 2006).

A majbiopszia tovabbi eldnyei, hogy a bioptatumbol immunhisztokémiai ¢és
molekularis vizsgalatok is elvégezhetdk, akar archivalt, tobb éves vagy évtizedes
mintakbol is. Mindazonaltal a majbiopsia vitatottsagat az adja, hogy magas koltségii
beavatkozas €s invaziv eljaras révén, ha ritkdn is, de szdmos sulyos, akar életveszélyes
szovodménnyel is jarhat. Az esetek mintegy 0,3-5%-aban fordul elé komplikacid, ami
az egészen enyhe fajdalomtol a stlyos vérzésig valtozhat. A mortalitds 0,009-0,12%

kozotti (Afdhal 2004, Baranova és mtsai. 2011).

1.3.1.1. Digitalis patologia - morphometriai analysis

A metszetek digitalizdlasa tobb évtizedes multra tekint vissza. A metszet
scannerek alkalmazasaval lehetdvé valt, hogy szdmitégépes monitoron 4t vizsgaljuk a
mintdkat. A digitalis mikroszkopia kikiiszoboli a mikroszkopos szdveti/sejtmintak
elemzésének eddig feloldhatatlan hatranyat, miszerint annak csupan ezredrésznyi
toredékérdl kaphatunk informdaciot. Eddig a metszet kiilonb6z6 - négyzetmikrométer
nagysagrendli, reprezentativnak mindsitett - teriileteirdél készitett digitalis fénykép
feldolgozasara volt csak lehetdség. A digitalis metszetek a teljes szovettani vizsgalati
anyag fénymikroszkoppal értékelhetd informécidtartalmat, nagy szériaszdmban, idébeli
sorrendiségben, a korfolyamat progresszidjanak, illetve a terapia okozta regressziod

vertikumaban képesek megjeleniteni. A digitalis metszetanalysis altal megteremtett
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lehetéségek modot kindlnak arra, hogy objektiv értékelést nyljtsanak a vizsgalod
szamara, illetve szamszerli adatokkal tdmasszak al4 - akar megindokoljék - a diagnozist.
A moddszer ilyen modon 1j tipusu segitséget nyujt a korfolyamat természetes
lefolyasanak, az aktualis stadiumnak, a progresszionak és a kezelés hatékonysaganak
pontosabb megitéléséhez. A hagyomanyos modon leletezett majbiopszias anyagok
retrospektiv vizsgalata is lehetdvé valik, valamint ilyen formaban torténd archivalasuk

és kiértékelésiik is (Gombas 2000, Gombas és mtsai. 2004).

A majfibrosis mértékének megitélése kiilonb6zé szamitogépes szoftverek
segitségével torténik, a portalis terek nagysaganak, Kkeriiletének, teriiletének
meghatarozasaval és az igy nyert adatokbol szdmszerlien (az ép teriilethez viszonyitva,
szazalékban kifejezve) meghatarozhat6 a fibrosis mértéke (Hall és mtsai. 2013, Huang
¢s mtsai. 2014). Mivel a digitalis metszet lehetévé teszi a minta diagnosztikai szintli
véleményezését, a szoftver-paraméterek tovabbi pontositasan mulik a modszer
szenzitivitasanak/specificitasanak emelése. A felmeriilé kérdések fiiggvényében, az

addigi tapasztalatok alapjan, a szoftver tovabbfejlesztése tervezhetd.
1.3.2. Szérum markerek

A vérb6l kimutathatd markereket 3 csoportba soroljuk, lehetnek direktek,
indirektek és kombinaltak (1. tablazat). Az alabbiakban a teljesség igénye nélkiil, a
legismertebb ¢és leggyakrabban hasznalt markereket soroljuk fel.

1.3.2.1. A Direkt markerek

A direkt markerek olyan enzimek, cytokinek és egyéb proteinek, melyek az ECM

turnoverében vesznek részt

Procollagen | carboxy terminal peptid (PICP), Procollagen Il amino-terminal peptid
(PIIINP) és a IV ipusu kollagen

PICP A cirrhosis jo indikatoranak tartjak, bar inkabb utal az alkoholos etiologiara,

mint a majbetegség stlyossagara (Ahmad és mtsai. 2011).
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PIINP A III tipust collagén perkurzora, az extracellularis térben procollagen
peptiddz hatasara hasad €s az N terminalis propeptid jut a véraramba, mely a III tipusa
collagén szintézisére utal. Bizonyos tanulmanyok szerint inkabb a gyulladas
indikatoraként hasznalhato marker. Nem majspecifikus, egyéb betegségekben is néhet a
szérum szintje (pl. acromegalia, reumas betegségek, chronicus hasnyalmirigy gyulladas)

(Baranova és mtsai. 2011).

IV  tipusu kollagen A matrix degradacid6 mértékét tiikrozi, chronicus

majbetegségekben értéke né (Ahmad és mtsai. 2011).
Madtrix metalloproteindz (MMP's) és szoveti inhibitor metalloproteindz (TIMPS)

Az MMP koz¢é szamos szerkezetileg rokon proteolitikus enzim tartozik. A human
MMP enzimek kozil a MMP-2-t, MMP-3-at és az MMP-9—et tanulmanyoztdk
legtobbet. Az MMP-2 és proenzimjei szintjét a fibrogenesis soran emelkedettnek
talaltak, de az adatok ellentmondasosak. A MMP-9 szintjeit HCV-s beteganyagon
vizsgalva negativ korrelacidt talaltak a betegség stlyosbodasaval, tovabba a HCC

diagnodzisaban is jol alkalmazhatonak bizonyult (Baranova és mtsai. 2011).

A TIMP molekuldk az MMP aktivitasat és funkciojat modulaljak. A legtobb
MMP a TIMP-1 szabalyozasa alatt all. A TIMP-2 a MMP-2 specifikus gatlojaként
miikddik. Egy HCV-s betegcsoporton késziilt vizsgalat azt talalta, hogy a TIMP-1 és
TIMP-2 szintje is a fibrosis progresszio fiiggvényében emelkedett. Mas vizsgalatban
Osszefliggést talaltak a serum MMP-9 és a TIMP-1 szintje kozott. Chronicus
majbetegekben a szérum MMP-9 szintje alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest
¢és csokkent a fibrosis progresszioval, mig a TIMP-1 szintje n6tt. A szerzok véleménye
szerint a TIMP-1 jo non-invaziv fibrosis marker lehet (Badra és mtsai. 2010, Ahmad és
mtsai. 2011).

Cytokinek

TGF-f egy pleiotrop cytokin, mely részt vesz a szovetek ndvekedésében,
differencidlodasaban, az ECM képzésében €s az immunvalaszban is. Harom izotipusa

ismert (B1, B2, B3), de ezek koziil csak a B1 forma kapcsolodik a maj fibrogenesiséhez.
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A TGF-B1 és a fibrosis progresszié kozotti szoros kapcsolat széles korben elfogadott

(Baranova és mtsai. 2011).
Hyaluronsav (HA)

Gliikézaminoglikan molekula, az ECM alkoté eleme, melyet a csillagsejtek
szintetizalnak. Sulyos foku fibrosis és cirrhosis kimutatasara hasznalhaté marker.
Néhany tanulmanyban kiilonosen jo fibrosis markernek talaltak (Halfon és mtsai. 2005,
Suzuki és mtsai. 2005, Ahmad és mtsai. 2011).

YKL-40 (Chondrex)

Az ECM lebomlasi terméke. Szérum szintje jol korrelal a fibrosis szévettani

stadiumaival (Tran és mtsai. 2000, Baranova és mtsai. 2011).
Laminin

A csillagsejtek altal szintetizalt glikoprotein molekula. A maj bazalis
membranjanak f6 alkotdo eleme. A fibrogenesis soran a laminin felhalmazodik a
perisinusoidalis térben az erek koriil és a portalis terek koriil. A laminin és pepszin
rezisztens laminin szint emelkedése jol korrelal a perisinusoidalis fibrosis mértékével

(Korner és mtsai. 1996).
1.3.2.2. A fibrosis indirekt markerek

ALT A majsejtkarosodas egyik legérzékenyebb markerének tartjak, foként virus és
toxikus artalmak esetén. Ugyanakkor szamos tanulmanyban leirjdk, hogy
emelkedésének mértéke gyakran nem ardnyos a gyulladdsos aktivitassal (magasabb
enzim érték nem feltétleniil jelent mindig magasabb HAI-t), és nem mindig tiikkr6zi a
majkarosodas mértékét, vagy a betegség progresszidjat (McCormick és mtsai. 1996,
Shiffman és mtsai. 2006). Chronicus HBV és HCV hepatitisben igazoltak, hogy a
normalis, pontosabban a laboratdriumi referencia tartomanyon beliili, ALT érték nem
zarja ki chronicus — akar jelent6s aktivitast mutatd — hepatitis fennallasat (Osztrogonacz
¢s mtsai. 2004, Hunyady 2007).
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AST- a gyulladasos aktivitas fontos markere, jobbnak tartjak, mint az ALT-t (Zechini €s
mtsai. 2004), ugyanakkor a korlatai hasonloak.

AFP- cirrhotikus betegeken, majtumorokban értéke né. Emelkedik a szintje acut és

chronicus HCV infectioban, toxicus artalmakkor is (Cedrone és mtsai. 2000).

Thrombocyta szam- a majsejtek csokkent thrombopoetin termelése csokkenti a
vérlemezkék szamat. Fibrosis progresszio soran, szamuk csokken. Majcirrhosisban a
hypersplenia a thombocytopenia egyik f6 oka. Cirrhosis és kevésbé elorehaladott
fibrosis stadiumok differencialasara alkalmazhato, de a fibrosis stadiumokat (F1-F3)

nem kiiloniti el (Lackner és mtsai. 2005).

PT- thromboplasztin ido- a maj szintetizald képességét tiikkrozi. A PT normal értéke: 12-
15 sec. A PT id6 megnyuldsa a cirrhosis €s a nyeldcsd vénatdgulat korai mutatdja

(Pilette és mtsai. 1999).

AAR (AST/ALT) szamos vizsgalat késziilt az elmult években pro és kontra
eredményekkel ezen marker diagnosztikus pontossagarol kiilonbozd etiologidk esetén,
de fibrosisban nem talaltak egyéb markerekkel Gsszehasonlitva jobbnak (Giannini és
mtsai. 2003).

APRI — AST-to-Platelet Ratio Index

AST (1U /1) / ULN (1U /1)
Thrombocyta szam (10° /1)

APRI = x 100 ,ahol ULN az AST-szint normalis értékének

felsd hatara, altalaban 40 IU/I. (Wai és mtsai. 2003). Tobb szerzd tartja jo diagnosztikus
markernek fibrosis és cirrhosis elkiilonitésére, de a fibrosis stadiumok kozti pontos

differencialasra nem alkalmas.

PGA és PGAA- a PGA a y-glutamil-transzferaz, az apolioprotein Al és a prothrombin
értékbol képzett index, a PGAA ennek modositott formaja az a-2-macroglobulin
hozzaadasaval. Kapcsolatba hozhaté a gyulladassal és a fibrosissal is. Fibrosisban a

diagnosztikus pontossaga relativ alacsony (Baranova és mtsai. 2011).
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Fibroindex AST, thrombocyta szam, serum IgG szintbél képzett index. HCV-s
betegeken hasznaljak, magas prediktiv értéki szignificans fibrosisban (Koda és mtsai.
2007).

Fibrotest 6t marker kombinacidja: a-2-macrogloblin, haptoglobin, apoliprotein Al, vy-
glutamil transferase, Osszbilirubin. 85%-o0s specificitasu és 75%-0S szenzivitasu

modszer (Baranova és mtsai. 2011).

Acti-test modositott Fibrotest, az ALT értékkel egészitik ki. Tikrozi a
necroinflammaciot és a cirrhosist. HCV-s gyeremekeknél is alkalmazzak a biopsia

helyett (Poynard és mtsai. 2003).

Forns index- vy-gltamil transrerase, thrombocyta szam, kor, koleszterin szint
kombinacidja. Segitségével az enyhe fibrosist (FO-F1) lehet elkiiloniteni a
szignifikanstol (F2-F4) (Rossi és mtsai. 2007).

Model 3 Az AST-t, a PT-t, és a thrombocyta szamot tartalmazza, cirrhosis igazolasara
hasznalhato (Lok és mtsai. 2005).

Goteborg University Cirrhosis index (GUCI) Képzéséhez az AST, a prothrombin-INR,
¢és a thrombocyta szam ismerete sziikséges. Cirrhosis diagnosztizalasara alkamas (Islam

¢és mtsai. 2005).

Fibrosis index Thrombocyta szam, albumin szint. Az enyhe ¢és a stlyos foku fibrosis,

valamint a cirrhosis elkiilonitésére alkalmas (Ohta és mtsai. 2006).

Phol score Az AST, az ALT ¢és a thrombocyta szambol szamoljak. A jelentés foka
fibrosis és a cirrhosis kimutatasara alkalmazhatd, e tekintetben magas a negativ

prediktiv és pozitiv prediktiv értéke is (Pohl és mtsai. 2001).

Bonacini index Az ALT/AST aranybol, az INR értékbdl és a thrombocyta szambol
képezik. Szignifikans fibrosis igazolasara alkalmas (Bonacini és mtsai. 1997, Ahmad és
mtsai. 2011).
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1.3.2.3. Kombinalt markerek

A kombinalt markerek a direkt és indirekt markerek kombinacioibol létrehozott

képletek, indexek.

ELF- Europian Liver Fibrosis Group altal kifejlesztett algoritmus a fibrosis
értékelésére. Az ECM-ban zajloé fibrogenetikus-fibrolytikus folyamatokat irja le a
hyaluronsav, a PIIINP ¢és a TIMP-1 és az életkor felhasznalasaval (Ahmad és mtsai.
2011).

FibroSpect- szintén 3 paraméter kombinacidja: HA, TIMP-1, a-2-macroglobulin. Képes

elkiiloniteni az enyhe és sulyos fibrosist (Patel és mtsai. 2004, Zaman és mtsai. 2007).

FibroMeter - HA, AST, thrombocyta szam, prothrombin, a-2-macroglobulin, urea, és az
¢letkor alapjan meghatarozott index. Nem csak virus etiologia esetén alkalmazzak,
vizsgaltdk ALD, NAFLD esetén is. Magas diagnosztikus pontossagu, fibrosis

progresszio kovetésére is alkalmas (Cales és mtsai. 2009).

Hepascore bilirubin, y-gltamil transferase, HA, a-2-macroglobulin, nem, életkor alapjan

meghatarozott index. Eldrehaladott fibrosis kimutatasara alkalmazhaté (Guechot és

mtsai. 2010).

Shasta index HA, AST, albumin alapjan meghatarozott index. A Fibroteszthez hasonlo

megbizhatdsaga, HCV/HIV co-infectioban vizsgaltak (Baranova és mtsai. 2011).

Apricot (Fib-4) AST, ALT, thrombocyta szam, életkor alapjan meghatarozott index.
Virus hepatitiseknél alkalmazzak (Vallet-Pichard és mtsai. 2007).

Sud index a beteg életkora, AST, koleszterin, insulinesistentia, alkohol fogyasztas
alapjan szamitott index. Sulyos foku fibrosis kimutatasara alkalmas, magas PPV
értékkel (Sud és mtsai. 2004).

Testa index thrombocyta szam, 1€p atmérd alapjan meghatarozott index. A Szovettani

fibrosis stadiummal 78%-os egyezést talaltak (Testa és mtsai. 2006).
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1.tablazat: A serum fibrosis markerek osszefoglalasa

Fibrosis index
Goteborg University
Cirrhosis index (GUCI
Phol-score

Bonacini index

Direkt markerek Indirekt markerek Kombinalt markerek
PICP ALT ELF-test
PIIINP AST FibroSpect
IV. tipusu collagen AFP FibroMeter
MMP’S AAR (AST/ALT) Hepascore
TIMP’s Thrombocytaszam Shasta index
TGFp tromboplasztin id Apricot (Fib-4)
Hyaluronsav APRI- (AST-to-Platelet | Sud index
YKL-40 Ratio Index) Testa index
Laminin PGA

PGAA

Fibroindex

Acti-test

Forn index

Model3
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1.3.3. Képalkoto/scanning technikdk

ARFI: Acoustic radiation force impulse A Kkonvenciondlis ultrahang vizsgalatot

kombinalja elasztografiaval, igy az UH-gal meghatarozott helyen tudja mérni a LS-t.

MRI Mdgneses rezonancia a majfibrosis mérésére egy modositott eszkozt hasznalnak az
un mdagneses rezonancia elasztogrdafot (MRE) mellyel a LS jo hatasfokkal magas,
szenzivitassal és specificitdssal mérhetd. Hatranya a magas koltsége, és hogy altalaban
nehezen elérhetd, tovabba, hogy klausztrofobiasoknal és sulyos haemochromatosisban

nem végezhetd (Baranova ¢és mtsai. 2011).

Tranziens elasztogrdfia (TE): A TE soran a késziilék egy kis amplituddju, alacsony
frekvencidji (50 Hz) vibracioval keltett ,,10késhullam™ terjedési sebességét méri a
majszovetben (ultrahang segitségével), mely egyenesen ardnyos a szovet rigiditdsaval.
A TE sordn egy kb. 1 cm atmérdjii, 4 cm hosszu virtualis szovethengert mériink, a
borfelszint6l mért 25 és 65 mm tavolsag kdzott. Ez legalabb szazszorosa egy majbiopsia
soran nyert szovethenger térfogatanak. A vizsgalat jarébetegként végezhetd,

fajdalmatlan, elokészitést nem igényel, csupan néhany percig tart. (3. abra)
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3.abra. A Fibroscan—CAP mérésének sematikus abraja. TE soran egy kb. 1 cm
atmeraojii, 4 cm hosszu virtudlis szovethengert mériink, a borfelszintol mért 25 és 65 mm

tavolsag kozott. http://www.fibroscan.com/fr/

A gyartd ajanlasanak megfelelden legalabb 10 valid mérésre van sziikség, a
szoftver automatikusan — a vizsgalonak nincs lehetGsége beavatkozasra — azonnal
kiszamolja a kiloPascalban (kPa) kifejezett eredményt (LS), mely a mért értékek
medianja. A vizsgélat - technikai értelemben vett — mindségét, és igy értelemszeriien az
eredmény értékét, megbizhatosagat két tovabbi — a szoftver altal kijelzett, és a leleten
kotelezden feltiintetendd — érték mutatja: az interkvartilis arany (IQR), mely a valid
mérések ,,szorasanak” jelzdje, és nem lehet nagyobb, mint a LS 30%-a; illetve a sikeres
és az Osszes mérési kisérletek aranyat (success rate — SR), mely optimalis esetben
legalabb 60%.
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A vizsgalat elvégzését technikailag neheziti az elhizas (elsésorban a mellkasfal
vastagsaga a lényeges), a szlik bordakodz, a mellkas deformitas, a nagyfoki emphysema,
a nagyobb mennyiségii ascites (ha a mellkasfal és a méj kozott folyadék van, a TE
elvégzése nem lehetséges). Irodalmi adatok szerint a sikertelen vizsgalatok aranya 2,4-
9,4%, melynek két leggyakoribb oka a magas BMI (>28) és a vizsgalatot végzé
gyakorlatlansaga (<500 sikeres vizsgalat) (Konate és mtsai. 2006, Fraquelli és mtsai.
2007, Horvath 2008).

A teljesség kedvéért megemlitjiik egy 0j technika alkalmazasat, mely a maj
zsirtartalmanak mennyiségi meghatarozasara szolgal, bar munkankban ezt az eljarast

nem alkalmaztuk.

Ezt az 0j fizikai valtozot Controlled Attenuation Parameter-nek (CAP) nevezik,
meghatérozasat kifejezetten a majra, mint célszervre dolgoztak ki. A FibroScan® -t
tovabbfejlesztve, lényegében egy szoftverbdvitéssel, tették alkalmassd a TE sordn a
16késhullam terjedési sebességének meghatarozasahoz hasznalt UH hullamok
elnyelddésének mérésére. Az UH hullamok attenuacidja annal kifejezettebb, minel
magasabb a majszovet zsirtartalma. A CAP mérése automatikusan (a szoftver
vezérlésével) torténik, igy elvégzéséhez nem sziikséges az UH vizsgéalatban szerzett

jartassag (Sasso és mtsai. 2010, de Ledinghen és mtsai. 2012).

1.4. A microRNS molekulacsalad

A novény- és allatvilagban tobb mint 20 éve ismertek a microRNS-ek (miR)
melyek a génexpressziot altalaban negativan szabalyozé rovid RNS molekulak. Szdmuk
az intenziv kutatasoknak koszonhetden folyamatosan emelkedik, mara mar tobb mint
2588 érett és 1881 prekurzor huméan miR-t tartunk nyilvan, melyek egy internetes

adatbazison elérhetéek (http://www.mirbase.org) (Griffiths-Jones és mtsai. 2006).

E molekuldk expresszidjanak mértéke koros allapotokban megvaltozhat a

normalishoz képest, és igy fontos diagnosztikus és terdpias célpontok lehetnek,
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kiilondsen, mivel a plazmabdl is kimutathatéak (Cho 2010, Mizuguchi és mtsai. 2016).
Expresszios valtozasaikat szamos daganatos és gyulladasos megbetegedésben vizsgaltak

(Lackner és mtsai. 2005, Shenouda és Alahari 2009).

A miR-ek biogenesise tobb 1épcsds folyamat. Az érett miR molekulakra jellemzd,
hogy fehérjét nem kodolnak és megkdzelitéleg 22 nukleotid hosszusaguak. A miR-t
kodolod régiok a DNS-en mintegy 50%-ban az intronokban helyezkednek el (Un.
mirtron), masrésziik 6nallé transzkripcids egységekben vagy szekvencialisan, in. miR
clusterekben (3-6 miR szekvencia 1-5 kb tavolsagon beliil) helyezkedik el (Li és mtsai.
2009).

A miR-k a transzkripcidjukat kovetden érési folyamaton mennek keresztiil. Az
els6dleges pri-miRNS a Drosha endonukleaz hatasara 60-70 bp hosszi pre miRNS-re
bomlik, mely Exportin 5 hatasara a citoplasmaba keriil, és itt a Dicer endonukleaz
kozremiikodésével valik érett miR-é. Ez az érett forma 19-22 nukleotid hosszusagu,
kettés lanci RNS, mely helikdz aktivitasra valik egylancava. Ezt kovetden a RISC-
Ago2 komplex részeként kotddik a cél mRNs 3' nem transzlalodo részéhez, és ez a
célgén poszttanszkripcionalis gatlasat eredményezi. (4. abra) (Bartel 2004, Kim 2005,
Carthew ¢s Sontheimer 2009). Mivel e hatas kifejtéséhez nem sziikséges a teljes
komplementaritas, egy mMiR akar tobb szaz mRNS-t is gatolhat, és megforditva egy
MRNS-hez tobbféle miR is kotddhet, néhany miR akar tobb (2-3) kotohellyel is
rendelkezhet ugyanazon az mRNS-en (Kim 2005).
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4. abra. A microRNS biogenesis

Az elsédleges pri-miRNS a Drosha endonukledz hatdsara pre miRNS-e bomlik, mely a
citoplasmaba keriil Exportin 5 hatasara és itt valik érett miRNS-é a Dicer endonukledz
kozremiikodésével. Ez a forma kettds lanci RNS, mely helikiz aktivitisra valik
egylancuva. A RISC-Ago2 komplexben a cél mRNS-hez kétodve kifejti a
poszttanszkripciondlis — gatlast  (http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-

genomics-and-rnai/mirna/learning-center/mirna-introduction.html).

A miR-ek az epigenetikai szabalyozas résztvevOiként szamos sejtfunkcid
iranyitasdban vesznek részt. Szabdlyozzak az egyedfejlodés iddbeli lefolyasat, a sejt
differenciaciot a szervek kialakulasat, az Ossejtek osztodasat. Az intermedier
anyagcserében €s a homeosztazis fenntartasaban is részt vesznek, szerepilk van a
jelatviteli utak enzimjeinek szabalyozasaban, az apoptozisban, a haemopoetikus vonal
differencidlodasdban, a virus és a gazdaszervezet interakcidjaban valamint a tumorok

kialakulasédban (Bala és mtsai. 2009, Fukumoto és mtsai. 2016).

A majban szamos sejttipus van (hepatocytdk, csillag sejtek, biliaris sejtek, Kupftfer
sejtek stb), melyek miR mintazata még nem teljesen ismert. Tudjuk, hogy a

hepatocytdkban van néhany karakterisztikus megjelenésti miR. Ezek koziil kiemelkedo
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a miR-122, mely a maj 6sszes miR tartalmanak mintegy 70%-at adja (Lagos-Quintana
¢s mtsai. 2002). Ez a miR érdekes modon pozitiv szabalyozoja (valosziniileg indirekt
majban (Hu és mtsai. 2012). Megfigyelték, hogy a HCV replikéciojat és transzlaciojat is
stimulalja in vitro (Jopling és mtsai. 2005), azonban in vivo nem talaltak korrelaciot a
MIiR-122 expresszi6 és az intrahepatikus vagy serum HCV szintek kozott, igy
valdszintisitheté, hogy a miR-122 szerepe a HCV RNS-ének védelme az exonukledz
hasitastol (Sarasin-Filipowicz 2010). Adatok vannak arra vonatkozolag is, hogy a miR -
122 szintje csokken a majszovetben HCV indukalt fibrosishan mig a plasméban a
fibrogenesisnek megfeleléen emelkedik. Korrelaciot talaltak HCV-s betegek keringd
miR-122 szintje, a szérum ALT érték, és a biopsidban mért HAI érték kozott,
ugyanakkor a serum miR-122 szint és a majfibrosis kozott nem talaltak kapcsolatot
(Bihrer és mtsai. 2011). Egy masik tanulmany forditott korrelaciot talalt a méajban mért
miR-122 expresszié és a funkcionalis valamint a histopathologiai majkarosodas kozott
(Morita és mtsai. 2011). Majszovetben vizsgalt tovabbi miR-eket is kapcsolatba hoztak
fibrosissal, példaul a mir-150 és 194 alulszabalyozottsagat észlelték (Venugopal és
mtsai. 2010). A miR -195 — ciklin E1 deregulacidja és p21 expresszio fokozasa révén —
béta —interferon vezérelt HSC aktivaciot és fibrogenesist indukalt (Haybaeck és mtsai.
2011). Tovabba miR-27a és -27b alulszabalyozottsaga a csillagsejtek nyugalmi allapotat
¢s a lipidcseppek ujrahalmozodasat idézte eld, igy ezek a fibrogenesis ellen hatnak (Ji és
mtsai. 2009).

A miR-29- csalad tagjairdl fibrosissal kapcsolatban azt mutattak ki, hogy csokkent
expressziojuk fokozza a kiilonb6z6 ECM komponensek expresszidjat és ez a fibrosis
szabalyozasaban tapasztalt szerepe TGF-f1 és NF-xB fiiggd (Haybaeck és mtsai. 2011,

Kwiecinski és mtsai. 2011).

A miR-21 fibrosisban betoltott szerepe kevésbé ismert; irodalmi adatok szerint
chronicus HCV fertdzésben korrelaciot észleltek a virus replikacié és a miR-21
expresszid kozott, valamint a miR-21 feliilszabalyozott allapotat irtdk le HCV-
asszocialt-, illetve CCL4-medialt fibrosisban (Selaru és mtsai. 2009). De szintén magas

miR-21-szintet detektaltak regeneraloddé majban, ahol feltehetéen a proliferacidhoz
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sziikséges a PI3K/AKT/mTOR utvonalat gatlo PTEN gatlasaban jatszik szepet a miR-
21 (Yan-nan és mtsai. 2014).

A miR-214-et az irodalomban leginkabb a HCC-val kapcsolatban emlitik,
melyben alulszabdlyozott, és j6 marker lehet a benignus és malignus elvaltozasok

elkiilonitésében (Wang és mtsai. 2012).

A miR-221/222-t is foként HCC viszonylataban vizsgaltak, de egér sejtkultirakon
¢s human mintdkon végzett vizsgalatok alapjan wgy tlnik, hogy szerepiikk van a

csillagsejtek aktivalasaban ¢s a fibrosis progresszidjaban is (Ogawa és mtsai. 2012).

A miR 224 szerepét sejtproliferacioval, migracioval és invazidval, valamint
apoptosissal kapcsolatban vizsgaltak széleskoriien HCC-s betegeken (Zhang és mtsai.
2013). De megfigyeltek pozitiv korrelaciot a fibrosis score és a miR 224 expresszio

kozott chronicus C hepatititses esetekben (Estebaud és mtsai. 2011).
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2. Célkituzeések

A fentiek alapjan célunk volt, a “hagyoméanyos” invaziv és non-invaziv
modszerek, valamint Gjabb vizsgalati lehetdségek értékének megallapitasa, egymassal

cre

megvalaszolasara a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen korrelacié figyelheté meg a hagyomanyos szemi-quantitativ fibrosis
meghatarozasi modszer (Metavir) és a digitalis morphometriai analysis (DMA)
soran nyert adatok kozott a maj tiibiopszas anyag elemzése soran?

2. Segitheti-e a fibrosis stadium pontosabb megitélését a digitalis morphometriai
analysis alkalmazasa?

3. Milyen mértékben korrelalnak a histologiai vizsgalatok alapjan megallapitott és a
non-invaziv modszerekkel (Transiens elastographia (TE) soran mért Liver
stiffness (LS) valamint APRI) meghatarozott fibrosis stadiumok?

4. Befolyasolja-e a steatosis mértéke, a minta nagysaga (a portalis mezdk szama), az
egyidejli gyulladdsos aktivitds mértéke, illetve a nem, a kiilonb6zé modszerekkel
végzett fibrosis meghatarozasok pontossagat?

5.  Korrelal-e a HCC-ban eltérést mutatd6 miR-ek (miR-21, miR-122, miR-214,
miR221/-222, miR-224) intrahepaticus expresszidja a fibrosis stulyossagaval és a
majbetegség biokémiai aktivitasat jelz6 ALT értékkel?

6. Befolyasolja-e az idiilt, diffuiz majbetegség etioldgidja a hagyomanyos szemi-
quantitativ modszerrel megallapitott fibrosis stadium (Metavir), az LS érték és a

kiilonb6z6 miR-ek expresszidja kozotti kapcsolatot?
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3. Madszerek

3.1 Betegek

A retrospektiv vizsgalathoz olyan betegek majbiopszids mintdit hasznaltuk fel,
akiknél Transiens elasztographia (TE) is tortént. Magyarorszag hepatologiai
centrumaibdl szarmazo, mintegy 200 mintabol azokat az eseteket dolgoztuk fel,
melyekben a méajbiopszia és a TE idopontja kozott eltelt id6 nem haladta meg a 90
napot, valamint, a biopszia idépontjaban (+/-1 nap) ALT, AST és thrombocytaszam
meghatarozas is tortént. E kritériumoknak 96 minta felelt meg (53 nd, 43 férfi,
¢életkoruk:15-67 atlag:40,05 év). A betegek klinikopathologiai adatait az 2. tablazatban
tiintettiik fel.
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2. Tablazat Klinikopatologiai adatok a digitalis morphometriai analysisben

gl;g:)lo- eset- | Etiolégiai | Fibrosisstage | DMA LS APRI lI:\IZ;II-
59 0)

csoport szam | alcsoport | (METAVIR) Yo (KPa) (UIL)

FO (4) 0244 | 3253 | 0.1-14 | 14-125

Chroni HCV (53) F1 (17) 0.6-10.7 | 3.8-11.9 | 0.1-2 | 10-152

cus 56 HBV (3) F2 (15) 2.3-10.6 | 4.2-20.4 | 0.1-13.2 | 12-376

virus F3 (18) 0.8-25.9 | 5.6-23.9 | 0.1-22.6 | 12-319

F4 (2) 18-25.1 | 20-24.3 13 27-62

AlH (9) FO (4) é‘é:g'g gésg 0.4-1.3 | 20-452

Auto. PBC (6) F1(3) 2889 | 46145 | 0101 | 1020

an |22 | PSC@) F2 (5) e1373 | 6118 | 0214 | 16275

overlap F3(8) '12 6-. 2'0 6 0.1-1.8 | 17-196

©) F4 (2) 3.4 e 0.2-1.9 | 226-83

(NZ)AFLD FO (4) 0339 | 4.8-11.8 | 0.04-0.3 | 12-82

Veaves ALD (5) F1 (6) 15-92 | 3.7-37.4 | 0251 | 18271

et%’ w |8 | Cypt(h) F2 (3) 7.9-20 | 11.9-45 | 03-14 | 12-84

rlogl Tgfié 3 F3 (3) 11-115 | 7.3-202 | 04-05 | 37-65

Wilson(1) F4 (2) 27.1-31 75 116 | 23-32

FO (12) 0062-_14644 32-11.8 | 0.04-1.4 | 12-452

F1 (26) 5300 | 37-374 | 011 | 10-271

Osszes |96 |- F2 (23) ooara | 4245 | 01132 | 12376

F3 (29) 16 | 56239 | 0.1-226 | 12-319

F4 (6) - 20-75 023 | 23-83

DMA: digitalis morphometriai analysis LS: liver stiffness, APRI: aminotranszferdz
vérlemezke hanyados index ALT: alanin aminotranszferdz, AIH: autoimmun hepatitis,
PBC: primer biliaris cirrhosis, PSC: primer sclerotisalo cholangitis, HCV: hepatitis C
virus, HBV: hepatitis B virus, ALD: alkoholos mdjbetegség, NAFLD: nem alkoholos

eredetti steatosis Crypt.: cryptogeén (ismeretlen etiologia)

A  mintakbol a ma4jfibrosis mértékének meghatarozadsa szemi-quantitaiv
modszerrel — a Metavir score szerint — tortént, valamint a metszetek digitalizalasa utan a

fibrosis mértékét digitalis morphometriai analysis soran szazalékosan is meghataroztuk.

Részben financialis illetve technikai okok miatt nem tudtuk az Osszes mintabol
elvégezni a molekularis vizsgalatokat. A molekularis elemzés soran 52 mintat

vizsgéltunk.
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3.2 Metszetkészités

24 oras formalin fxalast kovetéen paraffinba agyazott 4-5 pm vastagsagi
metszetekb6l, Haematoxillin-eosin (HE)-festést ¢és Picrosirius kotészoveti festést
végeztiink minden mintan. A bioptatumok mérete: 1-5 cm hosszl és minimum 5 portalis

mezO6t tartalmaztak. A fibrosis mértékét Metavir score szerint adtuk meg FO-F4-ig

(FO=nincs fibrosis, F4= cirrhosis) (Poynard és mtsai. 1997, Corpechot és mtsai. 2006).

5. abra Metavir szerinti fibrosis stadiumok. 4 felsé sorban Haematoxillin-eosin
festéssel FO-FA-ig lathatok mdjbioszids mintdk, az also sor ugyanezen mintdk

Picrosisrius festéssel (méretarany 50 um)

A fibrosis mellett a mintakban meghataroztuk az értékelhet portalis terek szamat,
valamint Brunt szerint a zsir mennyiségét (Gradel <33%, Grade2 34-66%, Grade 3
>66%) (Brunt és mtsai. 1999).(6. abra)
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6. abra A zsir mennyiségi vizsgalata majbiopszias mintakban Grade 0: nincs jelen
zsir, Grade 1:¢<33% a zsir mennyisége. Grade 2:34-66% a zsir mennyisége, Grade

3:966% a zsir mennyisége.(méretarany.100um)

A HCV-s betegek mintain a histologiai aktivitasi indexet (HAI) is vizsgaltuk
(Ishak és mtsai. 1995)

3.3. Tranziens elasztografia (Fibroscan)

Minden beteg esetében késziilt tranziens elasztografia (FibroScan 502, Echosens,
Paris, France) a szovettani mintavétel idépontjahoz képest +/- 90 napon (atlag:18,6 nap)

beliil.
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A vizsgalatokat két centrumban (Pécsi Tudomanyegyetem, I. Belklinika, dr. Par
Gabriella, illetve Budai Hepatologiai Centrum, Budapest, dr. Horvath Gabor) végezték.
A méréseket hanyatt fekvd helyzetben, a m4aj jobb lebenye felett, a jobb alsé bordak
kozott végezték (jellemzden ott ahol a majbiopsia is torténik). Az eredményt — a gyari,
illetve a hazai és a nemzetkozi szakmai ajanlasoknak megfeleléen — akkor tekintettiik
elfogadhatonak, ha legalabb 10 értékelheté mérésen alapult (az LS értéke 10 mérés
medianja), és a mérések interkvartilis aranya (IQR) nem haladta meg a LS érték 30%-4at.

(7. abra)

7. abra. A Fibroscan késziilék fényképe. 4 kijelzén lathato a Liver Stiffness értéke

kilopascalban megadva.(Dr. Horvath Gédbor anyagdbdl)
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3.4. Digitalis morphometriai analysis

A quantitativ analysis sordn Mirax Midi slide scannert hasznaltunk a
targylemezek digitalizalasara (3D Histech, Budapest, Hungary). A kamera 20x Zeiss
Plan-Apochromat objektivvel Marlin F14C volt ellatva. A fibrosis mértékének
megitélése Leica QWin V3 morphometriai softver (Leica Microsystem Imaging
Solution Ltd., Cambridge, UK) segitségével tortént. A fibrosus teriiletek, portalis terek,
szeptumok nagysaganak, teriiletének meghatarozasa pixelben tortént. Az igy nyert
adatokbol adodik a fibrosis mértéke, az Gsszes teriilet szazalékos aranyban.(8./a, 8/b.

abra)

8/a abra

Leica QWin Standard ILHEHE‘
Fle Edt Image Bnary Measws QUIPS  Configure  Peripherals  Window  Help

EHE e cme B, ¥ 44088 0 2R EETHAEESEF.
& Leica QWin Colour{RGB) - Colour0 : Zoom: 0.62x
P
*
M Frames

2 Frame —
(53 i Cimege & Measue
g Preset Sizes
=]
% B »,
=N
& o
&
oy R T
&

iy 527 527.0
=] - P

H: (524 pp 5240 pp
z
i]: Frame Area 276148.0 pp,
% [il3 276148 pp
%
A
&=
2
Ad
e
s

- 05w

pprgges HRGon BAgen Qq #F7um [JOE 4.

[ 7
/i Stat E @ o

8/a abra Digitalis morphometriai analysis. Minden mintdt Picrosirius festéssel

festettiink meg, melyben a kotészovet piros szini. A digitalizalt metszetrol fénykép

késziilt (20x)
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E Leica QWin Standard
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8/b abra. A teljes minta nagysag lemérését kovetoen a fibrotikus teriilet nagysagat
(pixelszamban megadva) mérjiik le és szazalékban kapjuk meg a fibrosis aranyat a

teljes minta nagysaghoz képest (20x)
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3.5. Biokémiai vizsgalatok

A biopszia id6épontjaban (+/-1 nap) minden betegt6l vért vettek, az ALT (U/L), az
AST (U/L) és a thrombocyta szambodl (G/L) meghataroztuk az APRI értékét APRI=
AST/ (ULN)/thrombocyta szam(10%/1)x100 (Wai és mtsai. 2003).

3.6 RNS izolalas

A mintdk RNS tartalmat RNeasy FFPE kit (Cat.Number:74404, QIAGEN,
Hilden, Germany) segitségével vontuk ki modositva a gyartd utasitasait a rovid miR-ek

kinyeréséhez (Doleshal és mtsai. 2008).

A 3-4 pum vastag paraffinos metszetek deparaffinalasat kovetéen proteindz K
felhasznalasaval végeztiik el a szovetek és a sejtek fellazitasat. Majd DNS emésztést
kovetden a membranra kotott nukleisavakat alkoholos mosast kovetden leoldottuk és

Nanodrop ND-1000 késziilékkel koncentraciot mértiink.
3.7. Reverz transzkripcio (RT) és kvantitativ polimeraz lancreakcio (qPCR)

Az egyes miR-ek expresszidjanak meghatarozasat TagMan MicroRNA Assays-el
végeztilk (Applied Biosystems, Foster City, CA): miR-21 (1D:000397),-miR-122
(ID:002245), miR-140 (1D:000462), miR-214 (1D:002306), miR-221 (ID000524), miR-
222 (ID:002276) és miR-224 (ID:002099). A kivalasztas alapjaul szolgalt, hogy ezek a
mMiRNS-ek 0Osszefliggésbe hozhatéak majfibrosissal és hepatocarcinogenesissel
(Marquez és mtsai. 2010, Borel és mtsai. 2012, Karakatsanis és mtsai. 2013). Mind az
RT ¢és qPCR Iépést a gyartd eldirdsai szerint végeztiik. Roviden, a RT TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
alkalmazasaval tortént 7,5 puL &ssztérfogatban, amely10 ng teljes RNS-t tartalmazott. A
gPCR-t TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applied Biosystems,
Branchburg, NJ) felhasznalasaval végeztiik, 10 pL végtérfogatban, amely 0,65 pL RT
termeéket tartalmazott. Az amplifikaciot ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA) késziiléken futattuk. A relative expressziot 2°
AACq képlet alapjan szamoltuk, amelyhez a miR-140—et hasznaltuk, mint a legstabilabb

referenciagént — NormFinder aplikdcioval meghatarozva (Andersen és mtsai. 2004) —
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¢s az FO maymintdk ACq kozépértékéhez (median) normalizalva. E referenciagén
rendszeriinkben stabilabbnak bizonyult az U6 snRNS-el szemben és alkalmazasa

majszovetben az irodalomban is publikalt (Varnholt és mtsai. 2008).
3.9. Statisztikai analysis

Az FO-F4 fibrosis stadiumok kozotti miR  expresszios kiilonbségeket non-
parametrikus Kruskal-Wallis ANOVA tesztel vizsgaltuk STATISZTICA szoftver (9.1-
es verzio) (StatSoft Inc., Tulsa, OK) segitségével. A micro RNS expresszio
Osszefliggését a fibrosis stadiummal, a LS és az ALT értékekkel non-parametrikus
Spearman korrelacioval végeztiik, GraphPad PRISM szoftver (verzi6 5.01) (GraphPad
Softver Inc, La Jolla, CA) alkalmazasaval. A p<0,05 feltétel teljesiilése esetén

tekintettiik a kiilonbséget statisztikailag szignifikdnsnak

A digitalis morfometriai vizsgalat soran nyert adatok elemzésére a Spearman
korrelaciot hasznaltunk, szignifikansnak tekintettiik a p értéket 0,05 alatt. A vizsgalat

soran a Statistica 9.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK) szoftver verziot alkalmaztuk.
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4. Eredmények

4.1 A Digitalis Morphometriai vizsgalat eredményei
Osszes mintdra vonatkozo vizsgdlatok

A 96 beteg adatainak értékelése soran a fibrosis mértékének megitélésére hasznalt
histologiai és non-invaziv moédszerekkel kapott eredmények szignifikans, pozitiv
korrelaciot mutattak. A legerdsebb korreldcid a Metavir és a DMA eredmények kozott
mutatkozott (r=0,75, p<0,05) (9. abra), majd - csokkend sorrendben - a LS és a Metavir
(r=0,61, p<0,05) (10. abra), a LS és DMA (r=0,47, p<0,05) (11. abra), a LS és az
APRI (r=0,35, p<0,05), valamint a Metavir és az APRI (r=0,24 p<0,05) kovetkezett.

Fibrosis stadium szerinti vizsgdlat

Az elorehaladott fibrosis stadiumokat (F3- F4) egyiitt értékelve a LS és DMA
adatok kozott kifejezettebb szignikans pozitiv korrelaciot talaltunk (r=0,55, p<0,05),
mint az Gsszes esetet egyiitt vizsgalva (r=0,47, p<0,05)

A szovettani minta nagysdga szerint

Portaszam szerint felosztottuk a vizsgalt mintdkat két csoportra: a 10 alatti portalis
mez6t tartalmazo mintakban a LS és DMA eredménye szignifikans, de relative gyenge
korrelacios értékeket mutatott ( p<0,05 r=0,36), mig > 10 portaszam esetén szignifikans

erds korrelacio tapasztalhato a LS és a DMA értékek kozott (p<0,05 r=0,71)

Elérehaladott fibrosis stadiumokban (F3-F4) mind a kevés (5-9), mind a tobb (>
10) portalis mez6t tartalmaz6 mintdkban egyarant szignifikans, erds pozitiv korrelacid
volt a LS és a DMA mérési eredmények kozott (p<0,05 r=0,55) illetve (p<0,05 r=0,68),

de itt is a nagyobb mintdk esetében volt az 6sszefiiggés kifejezettebb.
Nemek szerinti vizsgalat

Megvizsgaltuk kiilon a néi és férfi mintakban a DMA ¢és a Metavir kapcsolatat és

mindkét nemben azonosan erds korrelaciot kaptunk (p<0,05 r=0,76) A LS és Metavir
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kozti korrelacids értékek is igen hasonldoak voltak (férfi:<0,05 r=0,66 ndk: p<0,05
r=0,58)

Nagyobb kiilonbség a LS és DMA 06sszevetése esetén mutatkozott (férfi: r= 0,65,
nok: r=0,34)

A zsir szerepének vizsgalata

A steatosist nem, vagy csak enyhe fokban mutaté (Garde 0-1) és a jelentés foka
steatosisos (Grade 2-3) mintakban a fibrosis mértékét vizsgalva nem talaltunk érdemi
eltérést a kiilonb6zé modszerek kozotti korrelaciokban: DMA és Metavir kozott (p<0,05
r=0,73, illetve p<0,05 r=0,79), LS és Metavir kozott (p<0,05 r=0,6, illetve p<0,05
r=0,68), valamint a LS és DMA ko6zott (p<0,05 r=0,42, illetve p<0,05 r=0,61).

HCV-s betegek

53 CHC- ben szenvedd beteg mintdit kiilon is elemeztik. A legerdsebb
szignifikans korrelaciot a LS-Metavir kozott észleltiik (p<0,05 r=0,64) és azonos szinten
korrelalt az LS-DMA és a LS- APRI ( p<0,05 r=0,48).

HAI szerinti vizsgdlat

A CHC-ben szenvedd betegek kozel felének (24 beteg) a szovettani aktivitasi
indexe mérsékelt vagy annal sulyosabb aktivitast mutatott (HAI> 6). Vizsgaltuk, hogy a
6 vagy az alatti és 6 feletti csoportban hogyan alakulnak a fibrosis mérési modszerek
Osszefliggései. Mindkét csoportban azonos mértékben korreldlt a DMA ¢és a Metavir

(p<0,05 r=0,75)

A LS-Metavir osszefliggései sem mutattak 1ényeges kiillonbséget mérsékeltebb,
vagy kifejezett gyulladasos aktivitas esetén 6 alatti csoportban: p<0,05 r=0,50; 6
felettiben: p<0,05 r=0,64)
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9. abra Legerdsebb kapcsolat a Metavir és DMA ko6z6tt volt (r=0,75, p<0,05)
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10. abra LS ¢és a Metavir kozotti kapesolat (r=0,61, p<0,05)
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11. abra LS és a DMA 6sszefiliggése (r=0,47, p<0,05)
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4.2. Micro-RNS vizsgalat eredményei

Otvenkét esetben végeztik el a micro-RNS-ek relativ expresszidjanak
meghatarozasat quantitativ valés ideji PCR-val (35 nd, 17 férfi életkoruk:15-67
atlag:45,18 év) (3. tablazat).

3. tablazat Klinikopatolégiai adatok a molekularis vizsgalat soran

EtiolGgiai , etioldgiai Fibrosis std.
csoportok esetszam alcsoportok (METAVIR) LS (KPa) ALT (U/I)
Autoimmun | 19 AlH (8)° FO (1) 6.1 452
PBC (6) F1(3) 5.3-7.6 20-904
PSC (2) F2 (4) 5.1-8.8 20-368
AIH/PBC (2) F3(9) 5.5-17.1 17-558
AIH/PSC (1) F4 (2) 20.6-45.7 26-83
Chronicus 24 HCV (22) FO (3) 4.6-5.3 14-125
virus HBV (2) F1(4) 3.8-6.8 12-35
F2 (4) 5.4-7.6 20-88
F3 (11) 5.6-20.4 12-257
F4 (2) 18-26.3 60-108
vegyes 9 ALD (1) FO (1) 4.9 71
NAFLD (2) F1(2) 3.7-4.1 252-272
cryptogen (6) F2 (3) 5.3-11.9 13-101
F3 (1) 45 12
F4 (2) 75 23-32
Osszes 52 FO (5) 4.6-6.1 14-452
F1(9) 3.7-7.6 12-904
— F2 (11) 5.1-11.9 13-368
F3(21) 5.5-45 12-558
F4 (6) 18-75 23-108
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A TE és Metavir kozotti osszefiiggés vizsgdalatanak eredménye

A microRNS vizsgalatba bevont beteg alcsoport esetében a szdvettani elemzés
soran megallapitott fibrosis stadium (Metavir) és a LS értékek kozott egyértelmi és erds

pozitiv korrelaciot talaltunk(r=0,8 p<0,0001) (12. abra)
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12. abra Metavir score és a LS értékek kozotti egyértelmii pozitiv korrelacio (r=0,8;

p<0,0001)

A MiR expresszio osszefiiggése a Metavir értékkel

FO stadiummal Osszehasonlitva altalaban csokkent miRNS expressziot figyeltiink
meg az F1-F4 stadiumokban, melyek statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak,
kivéve a miR-122 esetében, ahol is F4-ben szignifikdnsan alacsonyabb expressziot
detektaltunk az FO-hoz képest (p<0,04). Tovabba kiilonbséget talaltunk a miR-122
esetén F1-F4 (p=0,06) ¢és F2-F4 (p=0,07) kozott is, amelyek a statisztikai hatr

kozelében voltak, de azt nem érték el. (13. abra)
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13. abra. A miR expresszios mintazat F1-F4 stadiumokban az F0 allapothoz
viszonyitva. Az oszlopok magassiga a median értéket mutatjia, mig a fiiggoleges
vonalak a tartomanyban a legmagasabb, illetve a legalacsonyabb értékeket jelzik.

A kiilonb6zd etiologiai csoportok tekintetében szignifikdnsan eltérd6 miR
expresszids mintazatot nem talaltunk, azonban a miR-122, miR-214, miR-222 és a miR-

224 esetében a mintazat hasonlitott az autoimmun és virus hepatitises csoportokban,

crey

crer

stadiumokkal (p<0,002 és p<0,03) (14/a abra), valamint etioldgia szerint a miR-221
negativ korrelaciot mutatott a virushepatitises csoportban (p<0,009), a miR-122 pedig a

vegyes etiologiaju csoportban(p<0,02) (14/b. abra).
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14. abra Korrelacié a Metavir és miR expresszio kozott

a) Az dsszes mintat vizsgalva a miR-122 (r=-0,4, p<0,002) és a miR-221 (r=-0,3,
p<0,03) negativan korrelalt a fibrosis stadiummal.

b) Az etiologiai alcsOportokban tapasztalt korrelacio: a miR-221 (r=-0,5, p<0,009) a
chronicus virus hepatitisben, mig a miR-122 (r=-0,8, p<0,02) a vegyes etiologidju

alcsoportban mutatott negativ korreldciot a fibrosis stadiummal.
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A MR expresszio és a transiens elasztografia osszefiiggései

A non-invaziv moédon mért fibrosis értékekkel két miR mutatott korrelaciot a
mMiR-122 esetében negativ (p<0,002), mig a MiR-224 esetében pozitiv (p<0,004)
korrelaciot kaptunk. Az alcsoportok koziil a vegyes etilogiaju csoportnal tapasztaltunk
negativ korrelaciot a miR-122 exressziojaval (p<0,05), mig az autoimmun és a
virushepatitis alcsoportokban a tendencia megfigyelheté ugyan, de a statisztikailag

szignifikans mértéket nem érte el (4. tablazat, 15. abra).

4. tablazat A fibrosis stadium a liver stiffness és az ALT 6sszefiigései az etiologiai

alcsoportokban

. .. . Etioldgiai alcsoportok
miR Ossze_s minta Autoimmun Virus Vegyes (n=9)
(n=52) (n=19) (n=24)
Fibrosis stage
miR-122 r=-0.4, p<0.002 | r=-0.3, p<0.2 r=-0.3, p<0.1 r=-0.8, p<0.02
miR-221 r=-0.3, p<0.03 r=-0.3, p<0.2 r=-0.5, p<0.009 | r=-0.2, p<0.4
LS
miR-122 r=-0.4, p<0.002 | r=-0.4, p<0.09 r=-0.2, p<0.3 r=-0.7, p<0.05
miR-224 r=0.3, p<0.04 r=0.3, p<0.2 r=0.06, p<0.7 r=0.6, p<0.07
ALT
miR-21 r=0.3, p<0.04 r=0.5, p<0.03 r=0.4, p<0.09 r=-0.4, p<0.3
LS: liver stiffness, ALT: alanin aminotranszferaz
15/a abra
miR-122
101
0 °
N * e oo
@ 1- ° * o o
5 o0 o’ ® o
® P4 o °
> e  ° ¢
>
"ﬁ 0.11
© e
(14 °
° °
0.01 T 1
1 10 100
LS (kPa)

52



DOI:10.14753/SE.2017.2285

miR-224
10-
o °
N ( J
& 1 .gn S
S o °
5 ° ‘0.':. .o. o
(3 o o o .
£ o01- We ° o
S ° °
()
(14
0.01 . .
1 10 100
LS (kPa)
15/b
miR-122 - Vegyes etiologia
10~
0 o
N °
(V2]
=3 . o
()
2
E 0.1
()
4
([
0.01 . .
1 10 100
LS (kPa)

15. abra. Korrelacio a miR expresszio és a LS kozott
a) Az osszes mintdt vizsgdlva a miR-122 (r= -0,4, p<0,002) negativan, mig a miR-224
(r=0,3, p<0,04) pozitivan korrelalt a fibrosis értékekkel. b) A miR-122 (r= -0,7,

e rer
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A miR és ALT szintek dsszefiiggése

A miR-21 esetében észleltiink pozitiv korrelaciot a serum ALT értékkel (p<0,04),
mely hasonléan megfigyelhetd volt az autoimmun alcsoportban is (p<0,03), szemben a

masik két alcsoporttal (16. abra).

16./a abra
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16./a abra. Korrelacié a miR expresszio és a szérum ALT értékek kozott. Az dsszes

mintdt vizsgalva a miR-21 mutatott pozitiv korrelaciot (r=0,3, p<0,04) az ALT értékkel,
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16./b abra. Korrelacio a miR expresszio és a szérum ALT értékek kozott

b) Az etiologiai alcsoportokban vizsgdlva ez a kapcsolat csak az autoimmun

alcsoportban bizonyult szignifikansnak (r=0,5, p<0,03)
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5. Megbeszélés

5.1. A digitalis morphometriai mérések értékelése

A majfibrosis pontos mértékének meghatarozasa fontos tényez6 az alapbetegség

progresszidjanak €s a terapia hatékonysaganak megitélésében (Dahab és mtsai. 2004).

A szamitogépes morphometriai analysis modszere tobb évtizedes multra tekint
vissza. A technika fejlédésével, Gjabb softverek alkalmazasaval, magas felbontasu
metszet scanner-ekkel lehetéség nyilt arra, hogy a fibrosis mértékének
meghatarozasaban is jol hasznalhatd eszkoz legyen (Wright és mtsai. 2003, Dahab ¢és

mtsai. 2004, Goodman és mtsai. 2009, Huss és mtsai. 2010).

Maduli és munkatarsai 2002-ben publikalt munkajaban két fiiggetlen patologus
vizsgalta HCV-s betegek terapia el6tti és utani biopszias mintait, és azt tapasztaltak,
hogy a morphometriai modszerrel a fibrosis valtozasainak iranya jol meghatarozhato
(Maduli és mtsai. 2002). Ugyanerre az eredményre jutott Arima és munkacsoportja is
2004-ben, 25 HCV-s beteget vizsgaltak INF terapia el6tt és utan. A digitalis
morphometriai analysis még a cirrhotikus betegekben is szdzalékosan mérhetd fibrosis
regressziot mutatott, amely szemi-quantitativ modszerrel nem volt detektalhatd (Arima
¢és mtsai. 2004).

Szamos cikk jelent meg az irodalomban arr6l, hogy a kiilonb6z6 szemi-quantitativ
score-okkal (Knodell, Ishak, Metavir) 0Osszevetve a kiillonbozé quantitativ
morphometrids mérési modszereket, erds Osszefliggés tapasztalhatd (Pilette és mtsai.

1998, O'Brien és mtsai. 2000, Wright €s mtsai. 2003, Friedenberg és mtsai. 2005).

A mi vizsgalatunkban mind az egész beteganyagot, mind a HCV-s betegcsoportot
illetden a digitalis morphometriai mérések adatai korreldltak legerésebben a Metavir

értékeivel, és igen jol korrelaltak a LS értékekkel is.

A vizsgalatban kevés portalis mez6t tartalmazd mintakat kiilon is értékeltiink, ez a

tény — a sampling error lehetdsége miatt - nyilvanvaléan kedvezotleniil befolyasolhatta
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a meghatarozas pontossagat. Ezt tdmasztja ald, hogy a 10 vagy ennél tobb portalis
mez6t tartalmazo mintdk értékelésekor a digitalis morphometriai mérések még jobb
korrelaciot mutattak a LS-szel. Kiilonosen tehat a kis, kevés portalis mez6t tartalmazo
mintdk esetében jelenthet segitséget a DMA ¢és/vagy a TE a fibrosis mértékének

pontosabb megitélésében.

A legtobb irodalmi adattal egyez6en mi is azt tapasztaltuk, hogy a stlyos foku
fibrosisban illetve cirrhosisban hasznalhaté leginkabb a morphometriai méodszer a
diagndzis pontositdsara és a TE szenzitivitasa is e csoportban a legjobb (O'Brien és

mtsai. 2000, Lazzarini és mtsai. 2005, Ziol és mtsai. 2009).

Vizsgaltuk, hogy a két kiilonb6z6 nemben van—e eltérés a vizsgalt paraméterek
Osszefliggéseiben, de csupan a LS és morphometria viszonyaban észleltliink szamottevo
korrelacids kiilonbséget. A ndk esetében a korrelacid gyengébb, amit magyarazhat,
hogy a néknél a m4j rigiditasa eltér a férfiakétol. Kimutattak, hogy az ECM siirliségébdl
adodo kiilonbségek miatt, a n6k maja puhébb a férfiakénal (Cho és mtsai. 2011).

Mas irodalmi adatok szerint patkdny kisérletekkel igazolt, hogy az ovarialis
hormonok gatoljdk ndkben a HSC sejtek altali ECM képzését, mely szintén

magyarazhatja a nemek kozotti kiilonbséget (Yasuda és mtsai. 1999).

Bar az irodalmi adatok tobbsége szerint a TE soran a steatosis jelenléte, illetve
mértéke nem befolyasolja a fibrosis meghatarozas pontossagat, ennek ellentmondo
eredményt is kozoltek. Arena és munkacsoportja 150 CHC-s betegen vizsgalta, hogy a
steatosis jelenléte hogyan befolyasolja a TE altal nyqjtott eredményeket és azt talalta,
hogy a fibrosis megitélése a zsir jelenlététdl fliggetlen (Arena és mtsai. 2008). Ezzel
szemben Fraquelli és mtsai azt tapasztaltdk, hogy mérsékelt és stlyos foku steatosis
jelenlétekor a TE fals pozitiv eredményt ad, melynek vélhetd oka szerintiik, hogy a
majsejtekben meglévo zsir interakcidba keriil az alacsony frekvenciaja vibracioval, amit

a TE mikodése soran kibocsajt, és noveli a méréskor a zaj megjelenését (Fraquelli és
mtsai. 2007).

Munkankban sem a steatosis jelenléte, sem a mennyis€ge nem befolydsolta —

egyik alkalmazott vizsgalomodszer esetében sem - a fibrosis stadium megitélését.
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Az APRI értékek Gsszevetése soran szignifikans, de gyenge korrelaciot talaltunk a
LS értékével és a Metavir score-ral is, tigy az Gsszes betegen vizsgalva, mind a HCV-s
csoportban. Mindkét esetben a LS —APRI érték mutatott er6sebb korrelaciot. Poynard és
munkatarsai 2011-ben végeztek meta-analysist kiilonb6z6 non-invaziv markerek (Fibro-
test, APRI, Fib-4, LS) hasznalhatosaganak ¢és megbizhatdésaganak vizsgalatara
chronikus hepatitises betegeken (HCV, HBV, ALD). A Fibro-test megbizhatosaga
bizonyult a legmagasabbnak, de az APRI is szignifikdns prognosztikai értékii volt.
Mindemellett a szerzOk ugy értékelik, hogy transzaminaz értéket (AST, ALT)
tartalmazé markerek (APRI, Fib- 4) azért kevésbé megbizhatoak, mert ezek értékét
befolyasolja a necroinflammacios aktivitas, és ez a fibrosis megitélésének pontossagat

ronthatja (Poynard és mtsai. 2011).

Az irodalmi adatokkal egyezden, a mi vizsgalatunkban is az APRI értéke volt a
legkevésbé megbizhatd, ennek ellenére hasznalatat indokolja egyszeriisége, olcsdsaga,

¢s igy széles korli alkalmazhatosaga.
5.2. A micro-RNS vizsgalatok eredményeinek értékelése

A fibrosis meghatarozas jelenlegi formai és annak korlatai arra sarkalljak a
kutatokat, hogy 0j megkdzelitési modokat dolgozzanak ki. Altalanos igény, hogy olyan
indikatort talaljunk, akar molekularis szinten, amely el6re jelezheti a betegség
progressziojat. Ilyen 1) megkozelités lehet a microRNS-ek diagnosztikus alkalmazasa
fibrosisban, mivel az irodalomban leirt megvaltozott expressziojuk majbetegségekben,
fibrosisban és a maj karcinogenezis folyamataban erre lehetéséget adhat (Borel és mtsai.

2012, He és mtsai. 2012, Karakatsanis és mtsai. 2013, Szabo és Bala 2013).

Eddig a miR-ek expresszios valtozasait leginkabb HCV fert6zottek mintaiban

crer

is kiterjesztettiik vizsgalatukat.

A miR-122 expressziés mintazata mutatott szignifikans negativ korrelaciét FO és
F4 stadiumok kozott a Metavir score, valamint a LS értékekkel. Eredményeink
Osszhangban vannak azokkal a korabbi tanulmanyokkal, melyekben hasonldéan negativ

korrelaciot talaltak chronicus HCV fertézottek mintaiban illetve HCV talajan kialakult
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cirrhosis és HCC vonatkozasaban (Marquez és mtsai. 2010, Morita és mtsai. 2011,

Borel és mtsai. 2012).

Néhany tanulmany NAFLD —ben is a miR-122 alulszabalyozottsagat irta le (Kerr
¢s mtsai. 2011, Lakner és mtsai. 2011).

A fibrotikus mintadkban a csokkendé miR-122 szintet ugy értelmezhetjiik, hogy a
normal hepatocyta aktivitast a gyulladas és a necrosis akadalyozza, hiszen e miRNS
szintje a szérumban gyakran emelkedik majbetegségekben. De az alacsony expressziod
mogott egy fibrosis gatld hatas megsziinése is lehetséges. Egy nemrégiben megjelent
tanulmanyban leirjdk a miR-122 anti-fibrogenetikus hatasat, amely a csillagsejtek

crer

P4HAT1 termelddésének csokkenéséhez, és nem teljes kollagén éréshez vezetett (Li és

mtsai. 2013).

A miR-122 a karcinogenezisre is negativ hatassal van azaltal, hogy gatolja olyan
fehérjék expressziojat, amelyek a sejtciklusban, differencidcidban, proliferatioban és

apoptosisban vesznek részt (Boutz és mtsai. 2011).

Megfigyelték, hogy HCC-ben a miR-122 hianya korrelal invazié és migracios

képességgel (Scisciani és mtsai. 2012).

HCV-vel kapcsolatos vizsgalatokban azt talaltak, hogy a miR-122 a viralis RNS-
hez kotddve (két kotdhellyel is rendelkezik) védi azt az exonukledzok altali lebomlastol
(Mortimer és Doudna 2013). Ugy tiinik azonban, hogy ez a védelem a HCV
fert6zoképessége szempontjabol nem jatszik kulcsszerepet. Feltételezhetéen tovabbi,

eddig még ismeretlen funkciodja is lehet a virus életciklusaban.

Mindezeket Osszevetve a miR-122 alulszabalyozottsaga a majkarosodas és a

fibrosis progresszi6 érzékeny jelzdjének tinik.

HCC-ben a miR-221, miR-224 és miR-21 thlzott expresszidja ismert. Ezek az

oncomiR-ek olyan tumor-szupresszor gének expresszidjat gatoljak, mint pl.PTEN, p57

s

Karakatsanis és mtsai. 2013).

59



DOI:10.14753/SE.2017.2285

A miR-221 szintjének emelkedésérdl szamoltak be praencoplasztikus 1ézidkban,
mint példdul HCV-indukalta cirrhosisban és NASH-es bioszidkban (Karakatsanis és
mtsai. 2013), valamint egerekben is, ahol a maj regeneracidja soran gyorsitotta a
faktor (EGF vagy HGF) jelenlétében azaltal, hogy eldsegitette a gyorsabb S-fazisba
1épést az osztédas soran (Yuan és mtsai. 2013). Tovabba a mir 221 expresszidja
fokozddott eldérehaladottabb fibrosis stadiumban és pozitivan korrelalt az I tipusa
kollagén szintjével chronicus C hepatitisben és NASH-ben (Ogawa és mtsai. 2012).
Ezzel szemben a mi vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans eltérést a miR221
expresszidjaban st az altalunk vizsgalt mintakban, a chronicus hepatitises csoportban
i, @ MiR-221 expresszidja és a fibrosis stadium kozott negativ korrelaciot észleltiink.
Ezt magyarazhatja az alkalmazott statisztikai modszerek eltérd volta csaktgy, mint az
egyes fibrosis stadiumokba tartozd esetek szamanak kiilonbozosége, tovabba a
regeneracid mértékének valdszinil eltérése. Masik lehetséges magyarazat lehet a DNS
metilaciés  statusz  kiillonbozosége, mivel HCC-ben a miR-221  10kusz
hypomethylaltsagat figyelték meg, mely hozzajarul a miR-221 fokozott expresszidjahoz

(Fornari és mtsai. 2014).

A miR-224 vizsgalata soran azt talaltak, hogy az AKT jelatviteli ut aktivalasa
révén eldsegiti a proliferatiot, a migratidt, és az invaziot HCC-ben, és igy jelentds

szerepe van a carcinogenesis €s a tumor progresszid folyamatdban (Ma és mtsai. 2012).

A vizsgalatunkban észlelt pozitiv korrelacio a miR-224 expresszidja és a LS érték
kozott, megfelel azon irodalmi adatoknak, melyek szerint e miRNS expresszioja a
fibrosis eldérehaladtaval fokozodik (Estebaud €s mtsai. 2011). Az emelkedett expresszios
szint utalhat arra, hogy a miR valtozds megjelenhet a malignus transzformaciot
megeldzoen, annak korai jeleként (Ciesla és mtsai. 2011). Emelkedett miR-224 szintet
figyeltek meg steatosisban és steatotikus chronicus hepatitis C-s mintakban (Lendvai és
mtsai. 2014).

Vizsgéalatunk soran nem talaltunk kapcsolatot a miR-21 expresszi6 valtozasa és a
fibrosis sulyossaga kozott, viszont pozitiv korrelacié mutatkozott a serum ALT szint és

a miR-21 kozott, mely felveti annak lehetdségét, hogy a miR-21 a necroinflammacio
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mértékének indikatora lehet (Marquez és mtsai. 2010). Korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy a miR-21 csokkenti a fibrogenesissel kapcsolatos egyik tumorszupresszor gén a
SMAD-7 szintjét, amely majkarosodas esetén a csillagsejtek aktivalasat és fibrosist
kivalto TGF-p jelatviteli Gt negativ szabalyozdja (Marquez és mtsai. 2010, Noetel ¢€s
mtsai. 2012). Ezen tul a miR-21 egy masik, a proliferatioval kapcsolatos
tumorszupresszor gén, a PTEN negativ regulatora, mely az AKT jelatviteli ut inhibitora
(Wei és mtsai. 2013). Ezek alapjan necroinflammaci6 intenzitasaval aranyosan fokozott
miR-21 expresszid6 a SMAD-7 gatlasa révén a TGF-B jelatviteli ut kozvetitésével
fokozhatja a fibrogenesist.
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6. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan:

1. Hazankban eldszor késziilt ilyen esetszamu vizsgalat, mely digitalis

morphometriai analysist is felhasznalt az invaziv és non-invaziv fibrosis

s

majbetegségekben.

2. A digitalis morphometriai analysissel (DMA) mért értékek igen jol korrelaltak a
Metavir score-ral és a non-invaziv fibrosis meghatarozasi modszerek
eredményeivel, elsésorban a LS értékkel. Ennek alapjan a DMA hasznos

kiegészitdje lehet a histopathologiai fibrosis stddium meghatarozasnak.

3. A non-invaziv fibrosis stidium meghatarozas modszerei, igy az LS és az APRI
is igen jo korrelaciot mutattak a histopathologiai modszerekkel. Az LS és APRI

koziil az el6bbi mutatott er6sebb korrelaciot.

4. Mind a DMA, mind a non-invaziv technikak pontossaga nétt az elérehaladottabb

fibrosis stadiumokban.

5. A biopszias minta nagysaganak novekedésével az invaziv és non-invaziv

technikdkkal mért fibrosis meghatarozas kozotti korrelacio szorosabb volt.

6. A steatosis jelenléte és mértéke, a nem, a histologiailag meghatarozott
gyulladasos aktivitas (HAI) mértéke, a DMA, illetve a non-invaziv fibrosis

meghatarozasok eredményét nem befolyasolta.

7. Eloszor irtuk le a miR-122 csokkenését a fibrosis fliggvényében eltérd

cre

szerepet jatszo - microRNS (miR-122, miR-221 és a miR-224) mutatott
Osszefliggést- etiologiatol fiiggetleniil- a Metavir és/ vagy a LS értékekkel.
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Koziilik a miR-122 bizonyult a jovében leginkdbb hasznalhaté molekulanak a

fibrosis diagnosztika tekintetében.

. A gyulladasos aktivitas mértékére utaldo ALT értékkel a miR- 21 mutatott pozitiv

Osszefliggést.

. A kiilénboz0 etiologiai csoportok tekintetében szignifikansan eltéré miR

expresszios mintazatot nem talaltunk.
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7. Osszefoglalas

Idilt diffaz majbetegségekben a fibrosis mértékének pontos meghatarozasanak
alapvetd jelentésége van a prognozis megitélésében, a terdpia indikacidjanak
felallitasaban, és a kezelés modjanak, idétartamanak megvalasztasaban (pl. chronicus B
¢s C hepatitis), valamint a kezelés hatasossaganak megitélésében. Ez indokolja a
histologiai modszerek pontositasanak igényét, valamint a non-invaziv modszerek
novekvo térhoditasat, melyet utobbiak 1ényegesen kedvezobb cost/benefit és risk/benefit
aranya magyaraz. Egyre szélesebb korii alkalmazdsukhoz ugyanakkor elengedhetetleniil
szilkséges eldnyeik ¢€s hatranyaik, szenzitivitdsuk ¢és specificitdsuk pontos

feltérképezése.

Vizsgalatunkban a chronicus majbetegek majbiopszias mintaiban a Metavir score-
ral igen jol korrelalt a digitalis morphometriai analysis eredménye és hasonloan
meggy6z0, pozitiv Osszefliggést észleltiink a transiens elasztografia soran nyert liver
stiffness értékekkel is. A laboratoriumi eredményekbdl képzett indirekt fibrosis marker
— APRI - valamivel gyengébb korrelaciot —mutatott. Munkankban a
hepatokarcinogenezisben mar ismerten szerepet jatszO6 microRNS-ek intrahepaticus
expresszidjat vizsgaltuk a fibrosis fiiggvényében. A miR-122 negativ korrelaciot
mutatott a fibrosis értékekkel és a LS értékeivel is, mig a miR-224 estében az LS

esetében volt szignifikans a pozitiv korrelacio.

A miR-21 a fibrosissal nem mutatott dsszefliggést, de a szérum ALT értékekkel
pozitiv szignifikdns Osszefliggése volt, mely az irodalmi adatokkal egyezd, és utal a

mMiR-21 és a necroinflammaci6 Osszefiiggésére.

A fibrosis diagnosztika finomitasanak tovabbi eszkozei lehetnek a jovoben a miR-
122 és a miR-224 expresszidjanak a vizsgalata. Hasonldan szamos mas €lettani és
patologias folyamathoz, e molekulak fibrogenesisben betoltott szerepének pontos

megismerése is tovabbi vizsgalatokat igényel.
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/. Summary

The evaluation of liver fibrosis is essential for the evaluation of the prognosis of chronic
liver diseases. Initiation of the therapy as well as the method and the duration of the
treatment may depend on the stage of fibrosis. Furthermore, change in the degree of
liver fibrosis is an important factor to assess efficacy of the treatment and prognosis in

chronic liver diseases.

Clinical relevance of staging fibrosis emphasizes the need of improvement of
histological methods, as well as of widely spread non-invazive methods, which latter
known to provide much better cost/benefit and risk/benefit ratios. However, advantages
and disadvantages, sensitivity and specificity of these new non-invazive methods
require further investigations. According to our results, Metavir score correlates very
well with the results of digital morphometry, and similarly convincing positive
correlation was observed between Metavir scores and liver stiffnessvalues. The
correlation between APRI - an indirect fibrosis marker calculeted from AST and platelet

count values — and Metavir scores was weaker.

We examined the potential connection between the fibrosis stage and the expressions of
different microRNAs, known to have a regulatory role in hepatocarcinogenesis.

We found negative correlation between the expression of miR-122 and fibrosis stages,
as well as between the expression of miR-122 and liver stiffness values; while positive
correlation was demonstrated between the expression of miR-224 and liver stiffness
values.There was no correlation between the expression of miR-21 and the extent of
fibrosis, but — in accordance with literature data — significant positive correlation was
found between the expression of miR-21 and ALT levels. This observation indicates a
connection between mir-21 expression and necroinflammation.Micro-RNAs mir-122
and miR-224 may prove to have further diagnostic value in refinement of histological
measurement of liver fibrosis. Exploration the exact role of these molecules in
fibrogenesis — as well as in many other physiological and pathological processes -

requires further investigations.
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