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. BEVEZETES

A chronicus majbetegségek nemcsak hazankban, de
vilagszerte is egyre jelentésebb népegészségiigyi problémat
jelentenek. A WHO 2014-ben publikalt adatai szerint
Magyarorszagon a majcirrhosis okozta halalozasi arény
27,21/100.000 f6. Ezzel az ,,elokel6” 36. helyen allunk a vilag
vizsgalt 172 orszaga koziil. Ugyancsak a WHO adatai szerint
2012-ben 3.900 ember halalaért volt felelds a majcirrhosis, mely

igy a hetedik leggyakoribb haldlok volt Magyarorszagon.

Az idilt méjbetegségek kialakuldsdban szamos etiologiai
tényez0 szerepelhet (virus, autoimmun betegség, metabolikus
zavar, toxikus agens, genetikai rendellenesség stb). A betegség a
legtobb esetben tiinetmentesen, vagy tiinetszegényen zajlik, igy
az gyakran csak eldrehaladott allapotban kertil diagnosztizalasra.
Az etiologiatol fliggetlenil a chronicus majbetegségek
lefolyasaban k6zds, hogy a majban valamilyen szintli gyulladdsos
folyamat zajlik, melyet idével kotszovet szaporulat - fibrosis -
majd szerkezeti torzulas és atépiilés -cirrhosis - kovet. A
cirrhotikus  majban  nagy  valdszintiséggel alakul ki
hepatocellularis carcinoma (HCC)- melynek incidenciaja 3-5%
évente. Az idiilt majbetegség korai felismerése alapvetd

jelentdségli a beteg €s a tarsadalom szempontjabdl is. Az egyén



szamdara a felismerés és az eredményes kezelés az egészség, a
munkaképesség, az életmindség meglrzEését jelenti, mig a
kozosség szempontjabol a fertézés terjedésének a megallitasat, a
kés6bbi stlyos szovodmények (majzsugor és kovetkezményei:
varix vérzés, vascularis és parenchymas decompensatio Stb)
megeldzését, ¢és igy jelentds egészségiigyi koltségmegtakaritast

eredményezhet.

Az idilt, diffiz méajbetegségek estében a lefolyas, a
prognozis megitéléséhez, a terapia modjanak megvalasztdsdhoz,
valamint a terdpia hatékonysdganak megitélés¢hez az egyik
legfontosabb informacié a betegség stadiumanak felmérése, a
fibrosis  jelenlétének, illetve mértékének megallapitasa,
valtozasanak kovetése. Napjainkban ez talan legmarkénsabban a

chronicus virushepatitisek — elsésorban a chronicus C hepatitis

crer

A fibrosis diagnosztikajanak alapja (,,gold standard”) az
elmualt mintegy 50 évben a ma4jbiopszia volt. Invazivitdsa, a
mintavételi hiba, az egyes vizsgalok értékelése kozotti eltérések
(,,intra,- és interobserver error’) problémaja miatt Gjabban sokan
megkérddjelezik a biopszia végzésének sziikségességét a
chronicus  majbetegségek  mindennapi  diagnosztikajaban.

Ugyanakkor vitathatatlan eldnye, hogy a biopszia soran nyert



mintabdol szamos molekularis, immunhisztokémiai vizsgalat is
elvégezhet6 és a fibrosis quantitativ mérésére is lehet6ség nyilik,

digitalis morphometriai analysissel (DMA).

A fenti okok miatt, az wutoébbi években a fibrosis
meghatarozasara iranyulé non-invaziv diagnosztikus technikak
jelentés mértékben fejlodtek. Ezek egyrészt vérbdl kimutathato
markerek, vagy ezek kombinacioi — mint példaul az APRI (AST-
to-Platelet Ratio Index) -, masrészt képalkotdé ¢és scanning
technikak (pl. Transiens Elastographia -Fibroscan). Ezen
modszerek egyértelmii értéke, pontossaga jelenleg is megbeszélés

targya a nemzetkozi irodalomban.

Jelen munkank egyik célja az volt, hogy kiilonb6z6 koroka
majbetegségekben  vizsgaljuk a  majfibrosis pontos
meghatarozasanak lehetdségeit, €s 0sszevessiik az invaziv €s non-

invaziv technikak hasznalhatosagat.

Szamos majbetegségben a microRNS-ek (miR) - ezen
kicsiny, nem-kodold, a génexpressziot altalaban negativan
szabalyozd RNS molekuldk - jellegzetes valtozasa mutathaté ki.
Felvetddik, hogy a fibrosis soran is valtozik expresszids szintjiik,
mely a fibrosis mértékét és az esetleges progressziot jelezheti.

Mindezek alapjan, arra kerestiik a valaszt, hogy a miR expresszio



valtozasanak nyomon kovetésével novelheté-e a korszovettani

fibrosis mértéke meghatarozasanak pontossaga.



II. CELKITUZESEK

A fentiek alapjan célunk volt, a ”hagyomanyos” invaziv és
non-invaziv modszerek, valamint ujabb vizsgalati lehet6ségek
értekének megallapitdsa, egymassal valé 0Osszehasonlitasa

kiilonbozd  etiologidju  majfibrosis soran. Ezen célkitlizés

megvalaszolasara a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

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

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

3. Milyen mértékben korreldlnak a hisztologiai vizsgalatok
alapjan megallapitott és a non-invaziv moédszerekkel (
transiens elastographia (TE) soran mért Liver stiffness (LS)
, valamint APRI) meghatarozott fibrosis stadiumok?

4. Befolyasolja-e a steatosis mértéke, a minta nagysaga (a
portalis mezék szama), az egyidejii gyulladasos aktivitas
mértéke, illetve a nem, a kiilonb6zé modszerekkel végzett
fibrosis meghatarozéasok 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 sulyossidgaval és a majbetegség
biokémiai aktivitasat jelzd6 ALT értékkel?

Befolyasolja-e az idiilt, diffiz majbetegség etiologidja a
hagyomanyos szemi-quantitativ modszerrel megéllapitott fibrosis
stadium (Metavir), az LS ¢érték és a kiilonbozé miR-ek

expresszioja kozotti kapesolatot?



111. MODSZEREK

A retrospektiv vizsgalathoz olyan betegek mdjbiopszids mintait
hasznéltuk fel, akiknél Transiens elasztographia (TE) is tortént.
Magyarorszag hepatologiai centrumaibol szarmazo, mintegy 200
mintabol azokat az eseteket dolgoztuk fel, melyekben a majbiopszia és
a TE id6pontja kozott eltelt idé nem haladta meg a 90 napot, valamint a
biopszia idépontjaban (+/-1 nap) ALT (alanin aminotranszferaz),
AST (aszpartat aminotranszferaz) és thrombocytaszam meghatarozas
is tortént. E kritériumoknak 96 minta felelt meg (n6:53, férfi:43
¢letkor:15-67 atlag:40,05).

A mintdkbol a majfibrosis mértékének meghatarozasa szemi-
quantitaiv modszerrel — a Metavir score (FO — F4) szerint —tortént,
valamint a metszetek digitalizaldsa utan a fibrosis mértékét digitalis

morphometriai analysis (DMA) soran szazalékosan is meghataroztuk.

A fibrosis mellett a mintdkban meghataroztuk az
értékelhetd portalis terek szamat, valamint Brunt szerint a zsir

mennyiségét (Gradel <33%, Grade2 34-66%, Grade 3 >66%)



Digitdlis morphometriai analysis

A quantitativ analysis soran Mirax Midi slide scannert (3D
Histech, Budapest, Hugary) hasznaltunk a targylemezek
digitalizalasara. A kamera 20x Zeiss Plan-Apochromat
objektivvel Marlin F14C volt ellatva. A fibrosis mértékének
megitélése Leica QWin V3 morphometriai software segitségével
tortént (Leica Microsystem Imaging Solution Ltd., Cambridge,
UK)

Biokémiai vizsgadlatok

A biopszia iddpontjaban (+/-1 nap) minden betegtdl vért
vettek és az ALT (U/L), az AST (U/L) és a thrombocyta szam
(G/L) meghatarozasra keriilt. Ezen adatok alapjan szamoltuk ki
az APRI értékét (APRI = AST/ (ULN)/thrombocyta
szam(10%1)x100 (ahol ULN az AST-szint normalis értékének
fels6 hatara, altalaban 40 TU/1).

RNS izolalas

A mintdk RNS tartalmat RNeasy FFPE kit
(Cat.Number:74404, QIAGEN, Hilden, Germany) segitségével
vontuk ki.



Reverz transzkripcio (RT) és kvantitativ polimeraz lancreakcio

(gPCR)

52 mintan végeztiik el a miR-21, a miR-122, a miR-214, a miR-
221/222 ¢és a miR-224 expresszidjanak meghatarozasat TaqMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA)
segitségével. A relative expressziot 2°Y képlet alapjan szamoltuk,
amelyhez a miR-140—et hasznaltuk, mint a legstabilabb referenciagént
— NormFinder applikaciéval meghatarozva — és az FO majmintak ACq

kozépértékéhez (medidn) normalizalva.

A vizsgalat sordn etioldgia szerint harom alcsoportot képeztiink:
chronicus virus hepatitis (24 eset), autoimmun eredetii chronicus

majbeteg (19 eset) és egyéb etiologia (9 eset)
Statisztikai analysis

Az FO-F4 fibrosis stddiumok kozotti miR expresszios
kiilonbségeket non-parametrikus Kruskal-Wallis ANOVA teszttel
vizsgaltuk STATISZTICA szoftver (9.1-es verzid) (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 (verzid 5.01) (GraphPad Software Inc, La Jolla,
CA) alkalmazasaval. A p<0,05 feltétel teljesiilése esetén

tekintettiik a kiilonbséget statisztikailag szignifikdnsnak
10



A digitalis morfometriai vizsgalat soran nyert adatok
elemzésére a Spearman korrelaciot hasznaltunk, szignifikansnak
tekintettiik a p értéket 0,05 alatt. A vizsgalat sordn a Statistica 9.0
(StatSoft Inc, Tulsa, OK.) szoftver verziot alkalmaztuk.

11



IV. EREDMENYEK

A Digitdlis Morphometriai Analysis(DMA) vizsgdlat eredményei

A 96 beteg adatainak értékelése soran a fibrosis mértékének
megitélésére hasznalt hisztologiai €s non-invaziv modszerekkel
kapott eredmények szignifikans, pozitiv korreldciot mutattak. A
legerésebb korrelacio a Metavir és a DMA eredmények kozott
mutatkozott majd - csokkend sorrendben - a LS és a Metavir, a
LS és DMA, a LS és az APRI valamint a Metavir és az APRI
kovetkezett.

Az elérehaladott fibrosis stadiumokat (F3- F4) egyiitt
értékelve a LS és DMA adatok kozott kifejezettebb szignifikans
pozitiv korrel4ciot taldltunk, mint az 0Osszes esetet egyiitt

vizsgalva.

A portalis mezok szama szerint felosztottuk a vizsgalt
mintdkat két csoportra: a 10 alatti portdlis mezdt tartalmazo
mintdkban a LS é DMA eredménye szignifikdns, de relative
gyenge korrelacios értékeket mutatott, mig > 10 portaszam esetén
szignifikans erds korrelacio tapasztalhatd a LS és a DMA értékek
kozott. Elérehaladott fibrosis stadiumokban (F3-F4) mind a kevés
(5-9), mind a tobb (> 10) portalis mezdt tartalmazod mintakban

egyarant szignifikans, erds pozitiv korrelaci6 volt a LS és a DMA

12



mérési eredmények kozott, de itt is a nagyobb mintdk esetében

volt az 6sszefliggés kifejezettebb.

Megvizsgaltuk kiilon a ndi és férfi mintdkban a DMA ¢és a
Metavir kapcsolatat és mindkét nemben azonosan erds korrelaciot
kaptunk. Az LS és Metavir kozti korrelacios értékek is igen
hasonldak voltak. Nagyobb kiilonbség a LS és DMA Osszevetése

esetén mutatkozott.

A steatosist nem, vagy csak enyhe fokban (Garde 0-1) és a
jelentds foku steatosist (Grade 2-3) mutatdé mintakban a fibrosis
mértékét vizsgalva nem taldltunk érdemi eltérést a kiillonbozo

modszerek kozotti korrelaciokban

Chronicus hepatitis C (CHC)

53 CHC- ben szenvedd beteg mintait kiilon is elemeztiik. A
legerdsebb szignifikans korrelacidt a LS-Metavir kozott észleltiik.
Az LS-DMA ¢és a LS-APRI alacsonyabb, azonos szinten

korrelalt.

HAI szerinti vizsgalat

A CHC- ben szenvedd betegek kozel felének (24 beteg) a
szovettani  aktivitasi indexe (HAI) mérsékelt vagy annal

sulyosabb aktivitdst mutatott (HAI> 6). Vizsgaltuk, hogy a 6
13



score érték alatti és a 6 feletti csoportban hogyan alakulnak a
kiilonbozoé  fibrosis mérési moddszerekkel nyert eredmények
Osszefiiggései. Mindkét csoportban azonos mértékben korrelalt a
DMA ¢és a Metavir. A LS- Metavir 0sszefiiggésel sem mutattak
Iényeges kiillonbséget mérsékeltebb, vagy kifejezett gyulladasos

aktivitas esetén.

MicroRNS vizsgdlat eredményei

Otvenkét esetben végeztiik el a microRNS-ek relativ

expresszidjanak meghatarozasat quantitativ valds idejii PCR-val
A miR expresszio osszefiiggése a Metavir értékkel

FO stddiummal o0sszehasonlitva altalaban csokkent miR
expressziot figyeltink meg az F1-F4 stadiumokban, melyek
statisztikailag nem bizonyultak szignifikdnsnak, kivéve a miR-
122 esetében, ahol is F4-ben szignifikdnsan alacsonyabb

expressziot detektaltunk FO-hoz képest.

A kilonbozé  etiologiai  csoportok  tekintetében
szignifikansan eltér6 miR expresszids mintazatot nem talaltunk,
azonban a miR-122, miR-214, miR-222 és a miR-224 esetében a

mintdzat hasonlitott az autoimmun ¢és virus hepatitises

14



csoportokban, valamint a miR-21 tekintetében a vegyes

cres

crer

talaltuk a Metavir stadiumokkal, valamint etiologia szerint a miR-
221 negativ korrelaciét mutatott a virushepatitises csoportban, a

miR-122 pedig a vegyes etioldgiaju csoportban.

A miR expresszio és a transiens elasztogrdfia osszefiiggései

A szemi-quantitativ moédon mért fibrosis értékekkel két
miR mutatott korrelaciot, a miR-122 esetében negativ, mig a
mMiR-224 esetében pozitiv korrelaciot kaptunk. Az alcsoportok
koziil a vegyes etilogidju csoportnadl tapasztaltunk negativ
korrelaciét a miR-122 expresszidjaval mig az autoimmun ¢€s a
virushepatitis alcsoportokban a tendencia megfigyelhetd ugyan,

de a statisztikailag szignifikdns mértéket nem érte el.

A miR és ALT szintek osszefiiggése

A miR-21 esetében észleltiink pozitiv korrelaciot a szérum
ALT értékkel mely hasonl6an megfigyelhetd volt az autoimmun

alcsoportban is, szemben a masik két alcsoporttal.

15



V. KOVETKEZTETESEK

1.

3.

Hazankban el6szor késziilt ilyen esetszamu vizsgalat,
mely digitalis morphometriai analysist is felhasznalt az
invasiv és non-invasiv fibrosis markerek
majbetegségekben.

A digitalis morphometriai analysissel (DMA) mért értékek
igen jol korrelaltak a Metavir score-ral és a non-invasiv
fibrosis  meghatdrozasi modszerek  eredményeivel,
elsésorban a LS értékkel. Ennek alapjan a DMA hasznos
kiegészitdje lehet a histopathologiai fibrosis stadium
meghatarozasnak.

A non-invaziv fibrosis stadium meghatarozas modszerei,
igy az LS és az APRI is igen jo korrelaciét mutattak a
histopathologiai modszerekkel. Az LS és APRI koziil az
eldbbi mutatott erdsebb korrelaciot.

Mind a DMA, mind a non-invasiv technikak pontossaga

no6tt az elérehaladottabb fibrosis stadiumokban.

16



A biopszias minta nagysaganak novekedésével az invaziv
¢és non-invaziv technikakkal mért fibrosis meghatarozas
kozotti korrelacid szorosabb volt.

A steatosis jelenléte és mértéke, a nem, a hisztologiailag
meghatédrozott gyulladasos aktivitas (HAI) mértéke, a
DMA, illetve a non-invasiv fibrosis meghatarozasok
eredményét nem befolyasolta.

El6szor irtuk le a miR-122 csokkenését a fibrosis
majbetegségekben. Harom - a hepatocarcinogenesisben is
szerepet jatszo - microRNS (miR-122, miR-221 és a miR-
224) mutatott 6sszefiiggést- etiologiatol fiiggetleniil- a
Metavir és/ vagy a LS értékekkel. Koziiliikk a miR-122
bizonyult a jovében leginkabb hasznalhaté molekuldnak a
fibrosis diagnosztika tekintetében.

A gyulladésos aktivitas mértékére utaldo ALT értékkel a
miR- 21 mutatott pozitiv 6sszefliggést.

A kiilonbo6z6 etiologiai csoportok tekintetében
szignifikansan eltéré miR expresszids mintazatot nem

talaltunk
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