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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAA: anti-F-aktin antitest
ACCA: anti-chitobiozid szénhidrat antitest

ACLF: kronikus méjbetegségre rakodott
akut majelégtelenség

AD: akut dekompenzacid

ADAMTSI3: “a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin
type-1 motif, member 13”

AGA: anti-gliadin antitest
AIH: autoimmun hepatitisz

ALCA: anti-laminaribiozid szénhidrat
antitest

ALP: alkalikus foszfataz
ALT: alanin aminotranszferaz

AMCA: anti-mannobiozid szénhidrat
antitest

APTI: aktivalt parcidlis tromboplasztin id6

ASCA: anti-Saccharomyces cerevisiae
antitest

AST: aszpartat aminotranszferaz
AUC: gorbe alatti tertlet

CD: Crohn-betegség

Cl: megbizhatdsagi tartomany
CPA: Cone and Plate Analizator
CRP: C-reaktiv protein

DAB: 3,3’-diaminobenzidin

ELISA: enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalat

EMA: anti-endomizialis antitest
EndoCAb: endotoxin mag IgA antitest

ERCP: endoszkopos retrograde
kolangiopankreatografia

F-aktin: filamentézus aktin
FCN: fikolinok

FRET: Fluoreszcein Rezonancia Energia
Transzfer

GGT: y-glutamil transzferaz

Gl: gasztrointesztinalis

HC: egeszséges kontroll egyének

HE: hepatikus enkefalopatia

HMWM: nagy molekulastlyd multimer
HR: kockazati hanyados

IBD: gyulladasos belbetegségek

I-FABP: intesztindlis zsirsav-k6t6 fehérje
Ig: immunoglobulin

I1F: indirekt immunofluoreszcens teszt
IMWM: kbzepes molekulastlyd multimer
INR: nemzetkozi standardizalt rata

IQR: interkvartilis tartomany

LBP: LPS kot6 fehérje

LMWM: kis molekulastlya multimer
LPS: lipopoliszacharid

MASP: mann6z-kotd lektin asszocialt
szerin protedzok



MBL: mann6z-kot6 lektin

MELD: “Model for End-stage Liver
Disease”

MRCP: mégneses rezonancia
kolangiopankreatografia

MWM: - molekulastlyd multimer
NAFLD: nem alkoholos zsirm4j
NASH: nem alkoholos szteatohepatitisz
OD: optikai denzitas

OLTx: ortotopikus majatiltetés

OMP: kiilsé membran fehérje

P-ANCA: perinukledris anti-neutrofil
citoplazmatikus antitest

PBC: primer biliaris kolangitisz
PBS: foszfattal pufferolt sooldat
PBS-T: Tween-20 tartalmi PBS
PCT: prokalcitonin

PI: protrombin id6

PPP:trombocita szegény plazma

PRP: trombocita dis plazma

PSC: primer szklerotizal6 kolangitisz
ROC: ,receiver operating characteristic”
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SMA: simaizom sejt elleni antitest

ST: stabil cirrozis

TF: szOveti faktor

TGA: trombin generacios teszt

TTP: trombotikus trombocitopénias
purpura

UC: colitis ulcerosa

ULMWM: ultra-nagy molekulasulyu
multimer

VWE: von Willebrand faktor

VWF:Ag: von Willebrand faktor antigen
VWEF:CB: kollagén kotd aktivitas
VWFpp: VWF propeptid

VWEFRCo: risztocetin kofaktor aktivitas

WHO: Egészségugyi Vilagszervezet



A TUDOMANYOS MUNKA OSSZEFOGLALASA

A kronikus méajbetegségek, éveken keresztill fenndliva, majcirrézishoz vezetnek. A
korlefolyds rendkiviil heterogén, nem konnyli a prognoézis eldrejelzése sem a bevezetd
kronikus betegség, sem pedig a mar Kkialakult cirrdzis stadiumaban. Munkankban két
betegcsoportban vizsgaltuk néhany Iehetséges prognosztikai marker jelentdségét. Primer
szklerotizaldo kolangitiszben szenvedd gyermek és felndtt betegekben vizsgaltuk a bélbarrier
koros miikddését jelzd szerologiai markerek jelenlétét és ezek Osszefiiggését a betegség
kimenetelével. A masik betegcsoportba mar cirrdzisban szenvedd betegek kertiltek, akikben a
hemosztazis rendszer egyensulyi allapotat, annak Osszefliggését a zajlo gyulladasos

folyamatokkal és ezek egyiittes hatasat a kimenetelre vizsgaltuk.

A citoszkeletalis filamentdézus (F) aktin fehérjgk ellen kialakuld IgA izotipusu
antitestvalasz primer szklerotizalé kolangitiszben (PSC) a progressziv betegséglefolyas
Ujonnan azonositott, a betegségsulyossagtdl fuggetlen szerologiai markerének bizonyult, és
egyben a betegség patogenezisében kulcsfontossagu bél-maj kélcsonhatas Uj aspektusait tarta
fel,

Cirrozisban jol elkkiilonithetok a stabil (ST) és akut dekompenzalt (AD) betegek
kozotti lényeges kilonbségek a hemosztazis rendszerben. A von Willebrand faktor (VWF)
szintie a betegség sulyossagaval ismert modon aranyosan novekszik. A korabbi adatokkal
cllentétben a VWF kollagén koté aktivitasa (VWF:.CB) is ardnyosan emelkedik az
elorehaladott betegségben, és a tulélés vonatkozasaban az egyik legjobb markernek bizonyult.
A VWF multimer szerkezetében is markans valtozasok voltak észlelhetok. ST cirrdzisban a
kis molekulastulyd multimerek (LMWM) ardnya novekedett meg a nagyok (HMWM)
rovasara. Ugyanakkor az AD betegek felében, normalisan nem észlelhetd ultranagy
multimerek (ULMWM) is megjelentek, melyre magyarazatul szolgal a parhuzamosan észlelt
alacsony VWF hasité protedz, az ADAMTSI13 aktivitas. Az alacsony ADAMTS13 pedig
Osszefliggést mutatott a betegekben észlelt gyulladas, legtobbszor bakterialis infekcio
jelenlétével. Kontroll vérlemezkék adhézidja egyértelmii fokozodast mutatott a cirrdzisos
plazmak jelenlétében, a legmagasabb értékek ULMWM jelenlétében voltak elérhetok. A
legstilyosabb betegekben a magas VWF szintek és a megjelend ultranagy multimerek
egyulttesen fokozott protrombotikus hajlamot eredményezhetnek és szerepet jatszhatnak a

betegség progresszidjaban is.



SUMMARY

Chronic liver diseases, as they persist for years, lead to cirrhosis. The clinical course is
heterogenous and prediction of prognosis is difficult both at the beginning of the disease and
in the stage of cirrhosis. We investigated the probable prognostic value of different serologic
markers in 2 different groups of patients. We assayed the sera of adult and pediatric patients
with primary sclerosing cholangitis (PSC) for the presence of a panel of serologic markers
that reflect gut barrier dysfunction and the possible connection of these markers with the
disease course. We also investigated the balance of hemostatic system, its relation with the

ongoing inflammatory processes and their possible effect on the disease progression.

In PSC, IgA isotype antibodies against cytosceletal filamentous (F) actin proteins
proved to be a novel serological marker for prediction of the progressive disease course as
well as it shows a new aspect of gut-liver interaction playing a key role in the pathogenesis of

the disease.

In cirrhosis there are marked differences in the hemostatic system between stabile (ST)
and acutely decompensated (AD) patients. Level of von Willebrand factor (VWF) is elevated
parallel with the severity of the disease. In contrast to previous studies, the VWF collagen
binding capacity (VWF:.CB) shows similar results and could be a reliable prognostic marker
of survival. We also could demonstrate significant changes in the multimeric structure of
VWEF. Namely, there was a decrease in high (HMWM) and an increase in low molecular
weight multimer (LMWM) ratios in the majority of ST cirrhosis. However, in half of the AD
patients, ultra-large molecular weight multimers (ULMWM) were found, which are not found
in controls. The presence of ULMWM in AD patients was associated with low ADAMTS13
activity and high CRP level mostly due to bacterial infection. Adhesion of normal platelets
showed a stepwise increase in the presence of cirrhotic plasmas, reaching the highest level in
AD patients with ULMWM. The high VWF levels together with the presence of ULMWM
can lead to a prothrombotic tendency in the most severe cirrhotic patiens and can play a role

in the progression of the disease.



BEVEZETES

A “kronikus majbetegség” gylijtonév alatt a maj szerkezeti elemeinek a karosodasaval
jar6 megbetegedések Osszességét értjik. A majszovet gyulladasaval, szovetelhalassal, majd
regeneracioval jellemezhetd folyamat, mely az 1id0 elérehaladtaval fibrozishoz, majd
cirrzishoz vezet. Ez utdbbi a betegségek végstadiumanak tekintheté. Egy 2014-ben publikalt
tanulméany szerint, mely 187 orszag halalozasi adatait dolgozta fel az 1980 és 2010 kozotti
id6szakra vonatkozoan, 2010-ben vilagszerte tobb mint egymillié haldleset tortént a
majcirrozis kovetkeztében, mely az 6sszhalalozds 1,95%-at teszi ki [1]. Ezzel a halalokok
kozott a 12. helyet foglalja el [2]. Ugyanakkor a vizsgalt 30 év alatt, 2010-re a majcirrozis
100.000 lakosra vonatkoztatott, életkor szerint illesztett halalozas a 20-rdl 15,8 halalesetre
javult, ami 21,6%-0s csOkkenést jelent [1]. Eurdpaban az életkorra Korrigalt halalozasi
mutatok jelentds kiilonbséget mutatnak a kelet- és nyugat-eurdpai orszagokban. Példaként
emlitve, Magyarorszagon, Moldoviban és Romanidban, a cirrozis halalozdsa az 1990-es évek
kozepén volt a legmagasabb, azéta csokkenést mutat, de 2010-ben tovabbra is a felsé 10%-
ban van a globalis adatokat tekintve. Ezzel ellentétben, Olaszorszagban, Németorszagban és
Spanyolorszagban jelentésen javultak a halalozasi mutatok, 2010-ben a vilag legalacsonyabb

harmadahoz tartoztak [3].

Hazankban a KSH jelenleg elérhetd legfrissebb (2016-0s) adatai szerint a
majbetegségek okozta halalozasi adatok évek ota csokkend tendenciat mutatnak ugyan, de a
rangsorban még mindig a 6. helyet foglaljdk el. Az 1990-es években 6-8000 haldleset tortént
évente, mely 2016-ra 3-4000 kozé csokkent. Nemek szerint felosztva ez a halalok férfiaknal

atlagosan 2,5-szer gyakoribb, mint néknél [4].

Kronikus majbetegseg, végul cirrdzis kialakulasdhoz vezethetnek a rendszeres, tulzott
mértékli alkoholfogyasztds, a kronikus virus hepatitiszek (B, D ¢és C), a Kkiilonb6zo
anyagcserebetegségek (Wilson-kor, hemokromatézis), a keringési zavarok (portalis véna
trombdzis, Budd-Chiari-szindréma, jobb szivfél elégtelenség), a nem alkoholos zsirmaj
(NAFLD), illetve -szteatohepatitisz (NASH), az autoimmun majbetegségek (autoimmun
hepatitisz [AIH], primer biliaris kolangitisz [PBC] és primer szklerotizalé kolangitisz [PSC]),
az elhuzéd6 epepangassal jar6 allapotok. Tovabba egyes gydgyszereknek, toxikus
anyagoknak is szerepet tulajdonitanak. Hazai €s nemzetkozi viszonylatban is a tulzott

alkoholfogyasztds a felelés leggyakrabban a majcirrozis kialakulasaért és az ebbdl adddd



halalozds 50%-&ért [5], azonban egyre né az elhizas és igy a NAFLD/NASH koroki szerepe
[6].

A Kkérositd tényezOk hatdsara évtizedek alatt a hepatocitdk elhalnak, a ma4j
kotészovetesen atépiil, azonban még kialakult cirrdzis esetén is, a maj jelent6s tartalékainak
koszonhetden, a beteg évekig tiinetmentes maradhat. Ezt az allapotot stabil, vagy kompenzalt
cirrdzisnak nevezzik (ST). A betegség sulyossaganak megitélésére leggyakrabban a Child-
Pugh- illetve a MELD (Model for End-stage Liver Disease) pontrendszert hasznaljuk [7, 8]. A
folyamat progresszioja soran, annak barmely stadiumaban jelentkezhetnek szovédmények:
felsé tapcsatornai vérzés (leggyakrabban nyeldcsd visszértagulatok repedésébdl), hasviz -
ascites megjelenése, hepatikus enkefalopatia, bakterialis fertézések illetve ezek kombinacidja.
akar sulyos, életet veszélyeztetdé is lehet, és altaldban intézeti és nagyon gyakran intenziv
ellatast igényel. Ezen felil az AD-hoz egy vagy tobb, extrahepatikus szerv elégtelensége is
tarsulhat, mely kronikus majbetegségre rakddott akut majelégtelenség (acute-on-chronic liver
failure, [ACLF]) néven hasznalatos, és tovabb rontja a majelégtelen beteg allapotat, valamint
jelentésen noveli a rovid tdva haldlozast [9]. A kiilonb6zé provokald tényezok koziil
leggyakoribb a bakterialis fertézés, mely Onmagaban négyszeresére ndveli a cirr6zisos
betegek haldlozasat, a majbetegség sulyossagatol fuggetlendl [10]. Emellett tovabbi ok lehet a
nagy mennyiségii alkohol fogyasztdsa, a gasztointesztinalis vérzés, valamint az akut kapuvéna

trombozis.

A nemzetkozi eés hazai irodalomban, tobbek kozott sajat munkacsoportunk altal is,
szdmos olyan kutatiasi eredmény ismert, mely a rovidtava halalozas eldrejelzésében
hasznalhatd biomarkereket fedezett fel cirrdzisos betegekben. A makrofag aktivacio markerei,
mint példaul a szolubilis CD163 emelkedett szintje 6sszefliggést mutatott a majbetegség
sulyossagaval bakterialis fert6zés miatt kezelt betegekben, illetve a 28 napos haldlozas
fiiggetlen elorejelzéjének bizonyult [11], mig a manndz receptor a 6 hdénapos mortalitas
clorejelzését javitotta [12]. A preszepszin, bar a sulyos fertézés igazolasara a prokalcitoninhoz
(PCT) hasonloan jo, az adatok alapjdan a rovidtdva haldlozds becslésére nem tlink

alkalmasnak [13].

A bakteridlis fertézések eldrejelzésére vonatkozdan is torténtek kutatisok. A lektin-

komplement Utvonal vizsgalt molekulainak (manndz-ko6t6 lektin [MBL] és fikolinok [FCN-2,



FCN-3], valamint a mann6z-k6t6 lektin asszocialt szerin proteazok [MASP]) csokkent szintje
esetén fokozodott a bakterialis fertdzésekre vald hajlam [14, 15].

A PSC egy kronikus, epepangassal jarO majbetegség, melyre folyamatos, progressziv
epeuti gyulladas, valamint fibrézis jellemzd, és végil masodlagos cirrdzishoz vezet. A
betegek kb. 60%-a férfi, az atlagéletkor a diagndziskor 41 év [16]. Az incidencia évente 0-1,3
eset/100.000 f6, a prevalencia 0-16,2 eset/100.000 {6 [17]. A betegség klinikai megjelenése és
progresszidja valtozatos, fokozott az epeuti karcindma kialakuldsdnak kockazata. A diagnozist
kovetd varhatd élettartam 9-17 év. Oki terdpia egyel6re nem all rendelkezésre, dontéen mar
csak a szovddményeket (epeuti elzarodas, epetti gyulladas, szepszis) tudjuk kezelni. Egyediili
gyogyitd eljaras jelenleg a majatiiltetés, azonban a betegség ezt kdvetden is, az esetek kb.
25%-&ban visszatérhet [18]. Eddig nem azonositottak olyan megbizhaté biomarkert, mely
képes lenne megjosolni a progresszid sebességét. Kovetkezésképpen, a PSC miatt kezelt

betegek rizikobecslése nem megfelels [19].

A PSC etiologidgja még nem ismert teljes egészeben, azonban patogeneziseben a
bélrendszer és a maj kolcsonhatasat feltételezik, ezt szamos Klinikai bizonyiték tamasztja ala
[20]. Egyrészt, szoros Osszefliggés van a betegség és a gyulladasos bélbetegségek (IBD)
kozott, a betegek kozel 80%-anal mindkét betegség jelen van [21]. Masrészt, az egyidejlileg
IBD-s és PSC-s betegek esetén, a transzplantacié korili magas IBD aktivitas esetén magasabb
[22], mig a majatiiltetést megeldzden elvégzett colectomia esetén jelentésen alacsonyabb a
PSC kitjuldsanak aranya [23]. A kutatasi eredmények is a gyulladt, atereszté bél szerepét
tamogatjak a késébbi epeuti gyulladasban [24, 25]. A PSC-ben szenvedé betegek fokozott
immunvalasszal reagalnak az intesztinalis endotoxinokra, az ismetelt expozicid hatésara
viszont tolerancia nem alakul ki [26, 27]. Az elhizbdd és aktiv bélgyulladas hatasara
karosodik a bélnyalkahartya barrier funkcioja, ezaltal lehetévé téve a kolangiocitak késébbi
endotoxin expoziciojat. A szétvald tight junction-6k miatt a kolangiocitak kiilonb6z6 kémiai
anyagok, példaul epesavak hatadsanak lesznek kitéve, melyek sérllést és gyulladast
okozhatnak [21]. Allatmodellekben a kolangiocitak tight junction-jeinek szétvalasa fontos
lépés a PSC kialakulasédban [28, 29].

Bizonyos betegségekben mar ismertek olyan szeroldgiai markerek, melyek alapjan a
betegek csoportosithatok a varhatd betegseglefolyas szerint. A “hagyomanyos” szerologiai
markerek — mint példaul az élesztégomba Saccharomyces cerevisiae falaban 1év6 mannan

ellen termeldédd antitest (anti-Saccharomyces cerevisiae [ASCA]), a perinuklearis, “atipusos”



anti-neutrofil citoplazmatikus antitest (P-ANCA) és az Escherichia coli kiilsé membranjaban
talalhato porin C transzporterfehérje ellen termeléd6 anti-OMP antitest — IBD-ben, elsésorban
Crohn-betegségben jol alkalmazhatok a betegség sllyossaganak becslésében, hiszen
jelenlétik oOsszefligg az aggresszivabb betegséglefolyassal [30, 31] és a sebészi beavatkozas
fokozott kockézataval [32, 33]. Ugyanezen antitestek cirrozisos betegekben a sulyos

bakterialis fertdzések fokozott kockazataval voltak Osszefiiggésbe hozhatok [34, 35].

Az CGjabb tipust anti-mikrobialis, un. glikan-elleni antitestek a mikroorganizmusok
sejtfelszini oligoszaharid alkotoelemei ellen termelddnek, ezek az anti-mannobiozid-, anti-
chitobiozid- és az anti-laminaribiozid szénhidrat antitestek (AMCA, ACCA, ALCA). Jdl
hasznalhatok a Crohn-betegség (CD) és a colitis ulcerosa (UC) differencialdiagnosztikajaban
és a szovédményes betegséglefolyas elérejelzésében [36-38]. Az akut fazis fehérje
lipopoliszacharid-koté protein (LBP) szintje a Crohn-betegseg aktivitdsaval flgg Ossze és a

betegség egy éven beliili varhato fellangolasanak fiiggetlen elorejelzéje [39].

Nemrégiben a bélnyalkahartya barrier funkcidjat megbizhatéan jelzd biomarkereket
azonositottak. Az enterocita integritasra vonatkozéan, egy enterocitaban talalhatd
citoplazmatikus fehérjérdl, az intesztindlis zsirsav-kotd proteinrdl (intestinal fatty acid-
binding protein [I-FABP]), mint az enterocita karosodas markerérél szamoltak be, mely
gyulladas, bélhamsejt sériilés esetén a szisztémas keringésbe kerill, eziltal a “bél
troponinjanak” tekinthetd [40]. Az intracellularis citoszkeletalis aktin filamentumok ellen
termel6d6 anti-F-aktin IgA antitestek (AAA 1gA) jelenléte szorosan dsszefuiggott a colidkias
betegek totalis vagy szubtotélis vékonybél atrofiat mutatd szovettani leleteivel [41]. Az anti-
gliadin IgA antitestek (AGA IgA) a majcirrozisos betegekben és szignifikans portalis

hipertenzidban észlelt megndvekedett intesztinalis permeabilitassal tarsultak [42].

Ezen antitestek lehetséges szerepét azonban PSC-ben még nem vizsgaltak.

A mdj kiemelt szerepet jatszik a hemosztazisban az altala termelt alvadasi faktorok,
prokoagulans és antikoagulans fehérjek révén. A hemosztazis ismert médon nagyon komplex
rendszer, melyben szerepet jatszanak az alvadasi rendszer fehérjéi, a vérlemezkék és a 6
adheziv fehérje a von Willebrand faktor (VWF), de fontos emliteni a fibrinolitikus rendszert
és az érendotélt is. Majcirrdzisos betegekben az észlelt megnydlt alvadasi paraméterek

(protrombin id6 [PI], nemzetkdzi standardizalt rata [INR], aktivalt parcialis tromboplasztin
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id0 [APTI]) ellenére mégsem tapasztalhatd kifejezett vérzékenység, ugyanis a csokkent
szintetikus kapacitds mind a pro-, mind az antikoagulansokat érinti. Tobb kutatas is igazolta,
hogy a cirrozisos betegek plazmajaban ugyanannyi trombin képzédik, mint egészségesekben
[43, 44], s6t, egyes tanulmanyok fokozott trombin képzodést mutattak ki [45-47].

Az elsddleges hemosztazist tekintve trombocitopénia €s trombocitopatia figyelhetd
meg. Elobbi hatterében a fokozott vérlemezke lebontds vagy a IEpben és majban torténd
fokozott szekvesztracid, illetve a csokkent képzés egyarant all [48], mig az utdbbinal a
kérosodott tromboxan A2 képzddés, a csokkent raktdrozasi képesség, a sériilt vérlemezke
glikoprotein Ib allhatnak [49]. Ugyanakkor a VWF és vele egyitt a VIII. faktor szintje
emelkedett cirrdzisban [50, 51], utbbinak a szintje pedig 6sszefligg a betegség sulyossagaval
[52, 53]. Az aramlasi viszonyok kozott végzett trombocita adhéziés vizsgalatok igazoltak,
hogy az emelkedett VWF szint a vérlemezke rendellenességeket, elsdsorban az alacsony
vérlemezke szamot kompenzalhatja [50, 54]. Tobb vizsgalat igazolta, hogy a fibrinolitikus

rendszerben is egy Uj egyensulyi helyzet észlelhetd [55, 56].

Tehat cirrdzisos betegekben, az egészséges egyénekhez képest egy jelentdsen
megvaltozott, egyenstlyra torekvd, de valoszinlileg lényegesen instabilabb allapot alakul ki,
mely a hemosztazis rendszer minden paraméterét érinti. A kuilonféle provokald tényezok
hatdsara pedig konnyen elbillenhet vérzékenység vagy trombodzishajlam iranyaba egyarant
[57-59]. Provokalé faktorok lehetnek az endotél funkciézavar, a portalis hipertenzio, a

bakterialis fert6zések és a veseelégtelenség [60-64].

Egyes tanulmanyokban szoros 6sszefliggeést talaltak a magas VWF szint, a portalis
hipertenzié és a mortalitas kozott [65, 66].

A VWF egy nagy, multimerszerkezetli fehérje, mely kozponti szerepet jatszik a
vérlemezke adhézioban ¢és az elsédleges hemosztdzisban. Az endotélsejtekben és a
megakariocitakban ~ képzddik,  kindulasként ~ monomer formaban.  Poszttranszlacios
modosulasokat kévetden nyeri el végleges formajat, kis- (LMWM), kozepes- (IMWM), nagy-
(HMWM) és ultra-nagy molekulasulyd multimerekként (ULMWM). A képzdott VWF 95%-
a folyamatosan szekretdlodik a plazmdba, mig a megmaradt, dontéen ULMWM, az
endotélsejtek  Weibel-Palade testecskéiben, illetve a megakariocitak —a-granulumaiban
tarolodik. A tarolt ULMWM érfalsériilés és nagy nyirofesziiltség hatasara kivalasztodik a

plazmaba, ahol roviddel ezutan egy hasitd proteaz hatasara kisebb, de még mindig nagy
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molekulasuly  multimerekké bomlk. A HMWM tekinthetd a hemosztazis szempontjabol
legaktivabb multimernek [67].

A VWEF aktivitasdt a VWHF-hasitd proteaz ADAMTS13 (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type-1 motif, member 13) szabalyozza, mivel a VWF
vérlemezkék iranyaban torténd reaktivitdsat befolyasolja annak multimer mérete [68].
Oroklstt, vagy szerzett ADAMTSI3 deficiencidban szenvedd betegekben ultra-nagy VWF
multimerek észlelhetok a keringésben, mivel az enzimdefektus kovetkeztében a lebontas
folyamata jelentdsen lelassul. Ennek eredménye a trombotikus mikroangiopatiaval jellemzett
korkep, a trombotikus trombocitopénias purpura (TTP)[69]. Az ADAMTS13-mat a méj stellat
sejtiei termelik [70, 71], melyek majcirrdzisban aktivalodnak [72]. Korabban kiilonb6z6
ADAMTSI13 aktivitdsi és antigén szinteket mértek majcirrdzisban szenvedd betegekben.
Manucci és mtsai. [73] illetve Feys és mtsai. [74] kimutattak, hogy az ADAMTS13 aktivitasa
szignifikdinsan csokkent elérehaladott majbetegségben, Lisman és munkacsoportja viszont
nem talalt 6sszefliggést az ADAMTS13 szint és a majbetegség sulyossdga kozott [50].

Elérehaladott cirrézisban, elsésorban az alvadasi rendszer paramétereinek vizsgalata
soran, egyértelmil protrombotikus tendencia lehetdségét vetették fel. A hattérben allo endotél
funkcidzavar, szisztémas gyulladds ¢s bakteridlis fertézések egyiittesen komoly szerepet
jatszhatnak a cirrdzis rosszabbodasédban [75-79]. Mivel az akut fazis reakciot kivalto
bakterialis fert6zések gyakoriak cirrétikus betegeinkben [11, 13, 14, 78], és a VWF is egy
akut fazis fehérje, ezért fontos a szisztémas gyulladas és a VWF paraméterei kozotti
Osszefliggés vizsgalata is. A korabbi hemosztazis vizsgalatok sordn szinte kizardlag a Child-
Pugh stadiumbeosztast alkalmaztdk a betegek csoportositisara. Az utdbbi idoben el6térbe
keriild stabil és AD cirrozis csoportositashoz kapcsoloddéan azonban, a VWF paraméterek
jellemzéire, mint példaul az antigén szint (VWF:Ag), funkciondlis aktivitds, multimer

szerkezet, valamint az ADAMTS13 szintekre érdemben nincs adat.
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CELKITUZESEK

Munkank soran gyermek- ¢és felnétt PSC-s betegcsoportban, a bél barrier
diszfunkcidjat jelzé szerologiai markerek eléfordulasi gyakorisagat akartuk vizsgdlni. Célul
tlztiik ki ezen markerek Osszefliggésének vizsgélatdt a betegség Klinikai, illetve laboratériumi
jellemzdivel, valamint a PSC hosszatavii betegséglefolyasaval. Emellett terveink kozott
szerepelt annak vizsgélata, hogy a bélkarosodds markerei 6sszefliggésben vannak-e a

bakterialis fert6zés markereivel €s a nydlkahartya immunreakcioképességével.

Célul tiztik ki a VWF nagyon részletes kvantitativ paramétereinek és az Orias
molekula multimer szerkezetének, illetve az ADAMTS13 antigén szint és aktivitas vizsgalatat
stabil és AD miatt kérhdzban kezelt cirrGtikus betegekben. Tovabba vérlemezke adhézios
vizsgalatot és trombin generacios teszt végzését is terveztik a betegek plazméajabdl. Munkank
soran szerettiik volna tisztazni, hogy az AD események és a leggyakrabban a hattérben allo
szisztéemas gyulladas milyen hatassal van a VWF paraméterekre és az ADAMTS13 aktivitasra
cirrézisos betegekben. Adatokat akartunk nyerni, hogy a koagulaciés oldalon mar igazolt
protrombotikus  allapothoz a vérlemezke-VWF rendszer is hozzajarul-e? Ezekben a
betegekben, ugyanis ez is szerepet jatszhat a cirrdzis progresszidjaban. Végezetll azt is
vizsgaltuk, hogy ezen hemosztazis paraméterek és a szisztémas gyulladast képvisel6 C-reaktiv

protein (CRP) milyen befolyassal vannak a tulélésre.
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BETEGEK

PSC-s betegcsoport

2006. januar és 2007. december kozott 67, jol jellemzett, felnétt és gyermek PSC-s
beteget valogattunk be magyar hepatoldgiai centrumokbdl (Magyar Autoimmun Majbetegség
Kutatocsoport) (felndtt: 56 [férfind: 40/16], median életkor bevalogataskor: 29 év [IQR: 19-
37], median betegség idétartam: 6 év [3-12]; gyermekek: 11 [férfind: 8/3], median életkor a
bevalogataskor: 10 év [IQR: 6-12], betegség idétartam: 5 [1-7]).

A vizsgdlatba minden olyan felnétt és gyermek betegeket bevalasztottunk, akiknél a
diagnosztikus kritériumok alapjan PSC igazolodott. A PSC diagnozisanak felallitdsa klinikal,
biokémiai,  szerologiai ~ és  kolangiografids  vizsglatok  (magneses  rezonancia
kolangiopankreatografia [MRCP] vagy endoszképos retrograd kolangiopankreatografia
[ERCP]), vagy, amennyiben szilkséges volt, szovettani vizsgalat alapjan tortént [80]. Azon
betegek, akiknél egyidejiileg malignus betegség is fennallt, kizarasra keriiltek. A bevalasztast
klinikai adatokat egységes formatumban rogzitettik. Meghatdroztuk a beteg életkorat a
diagnozis felallitasakor, a betegség idotartamat, a PSC tipusat — nagy, vagy Kis epeutakat
érinti-e —, egyidejliileg fennalldo IBD-t és annak tipusat, overlap szindroma fennallasat,
cirrdzissal és portalis hipertenzioval 0Osszefiiggd szovodmények jelenlétét (pl ascites,
enkefalopatia, nyelécs¢ varixok vagy varixvérzeés), megel6z6 ortotopikus majatiiltetést
(OLTX), rogzitettlk a tarsbetegségeket €s a gyogyszerszedésre vonatkozd adatokat (pl.
urzodeoxikdlsav, szteroid, immunszuppressziv és/vagy bioldgiai kezelés). A bevalasztaskor
meghataroztuk a modositott Mayo kockazati pontszamot [81] és standard protokollokat

hasznalva, rutin laboratériumi vizsgalatokat végeztiink.

A 67 betegb6l 55 volt bevonhatd a prospektiv kovetéses vizsgalatba, mely 2015.
december 1-jéig tartott. A tervezett, valamint soron Kivili kontroll vizitek és korhazi
bennfekvések soran a kezelborvosok rogzitették a laboratoriumi adatokat, a képalkotdo és
endoszkopos leleteket, a gyogyszeres kezelést, a szovédmények datumat és tipusat (cirrozis,
colorektalis daganat, biliaris traktus daganata: epedti karcinoma, epehdlyag daganat vagy
epeuti gyulladas). Az Osszegyljtott adatokat egy adatbazisban taroltuk, majd a vizsgdlat
lezarasat kovetden elére meghatdrozott szempontok szerint kiértékeltik. Kedvezotlen

kimenetelnek a majatiiltetést ¢és/vagy a majbetegséggel Oszefiiggd halalozast (kemény
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végpont) tekintettiik. Mindkett6t egyenld végpontként vettiik figyelembe, mivel a progressziv
fibrézis eredményeképpen kialakuld végstadiumi majbetegséget jelzik. Egy adott beteg
kovetését abban az esetben allitottuk le, ha a betegrdl tovabbi adat nem volt elérheté vagy
kedvezdtlen esemény kovetkezett be. Azon eseteket, ahol nem m4;j eredetii haldlozas tortént, a
halal bekovetkeztekor cenzoraltuk. A bevalasztastol szamitott median kovetési id6 2646
(IQR: 401-3130) nap vol.

Kontroll csoportként 153 egészséges, nem és életkor szerint illesztett egyént, valamint
gasztrointesztinalis kontroll csoportként 172, nem PSC-s betegb6l allo colitis ulcerosas
betegcsoportot (férfind: 79/93, median életkor: 34 [IQR: 23-44] év) [82] valasztottunk.

A betegek bevalasztaskori klinikai jellemz6it az 1. tblazat tartalmazza.
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1. tdbldzat. A PSC-s betegek klinikai és laboratoriumi jelle mzoi

PSC-s betegek (n=67)
Eletkor a diagndzis idején (évek)® 25 (17 - 36)
Betegség id6tartama (évek)? 6 (3-10)
Gyermekek, n (%) 10 (14,5)
Férfinem, n (%) 49 (71,0)
Cirrdzis, n (%) 14 (20,3)
Korabbi majatiltetés, n (%) 4 (5,8)
IBD, n (%) 52 (75,4)
Crohn-betegség, n (%) 17 (32,7)
Colitis ulcerosa, n (%) 35 (67,3)
Overlap szindréma, n (%) 9 (13,0)
Kis epeutakat érint6 PSC, n (%) 5(7,2)
Colidkia, n (%) 1(1,5)
Szérum bilirubin (umol/1)? 15 (11 - 22)
AST (U/)? 41 (28 — 66)
ALT (U/)? 52 (26 - 99)
GGT (U 152 (60 - 310)
ALP (U/l)? 524 (307 - 822)
Szérum albumin (g/I)? 44 (40 - 47)
INR® 1,0 (1,0 - 1,2)
Vérlemezke szam (G/I)? 252 (173 - 319)
Mayo kockazati pontszam? -0,595 (-1,194 — 0,102)
Atipusos P-ANCA IgG, n (%) 57 (85,1)
EMA IgA n (%) 1(1,5)
EMA 1gG, n (%) 1(1,5)

*median, interkvartilis tartomany; IBD: gyulladasos bélbetegségek, AST: aszpartat aminotranszferaz, ALT:
alanin aminotranszferaz, GGT: y-glutamil transzferaz, ALP: alkalikus foszfataz, INR: nemzetkdzi normalizalt
rata, P-ANCA: perinukleris anti-neutrofil citoplazmatikus antitest, EMA: anti-endomizidlis antitest. n (%): a
vizs galt paraméter tekintetében érintett betegek abszolut szama és a vizs galt betegcsoporton beliili el6fordulasa
szazalékban kifejezve.
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Majcirrozisos betegcsoport

A tanulményba 153, jol jellemzett, kiilonb6z0 eredeti majcirrozisos beteget
vélasztottunk be 2006. janudr és 2017. december kozétt a Gasztroenterologiai Tanszékink
jaro- és fekvo betegei koziil (n6/férfi: 75/78, median életkor 56 [IQR: 24-80] év).

Egyeduli bevalasztasi kritérium a cirrdzis megléte volt, az etiologiatdl figgetlenal. A
diagnozis  klinikai, biokémiai és képalkotd vizsgalatokon, valamint — amennyiben
rendelkezésre &llt — a majbiopszia szbvettani eredményén alapult. A cirrdzis etioldgiaja
alkoholos majbetegség (n=106), kronikus B vagy C virus hepatitisz (n=34) és egyéb ok,
példaul PBC, AIH vagy kriptogén cirrdzis (n=13) volt. A kohorsz 99 stabil jarobetegbdl és
54, AD epizod miatt hospitalizalt egyénbdl allt. AD-nak tekintettik az ascites hirtelen
fokozodasat, a felsG tapcsatornai (GI) vérzést, a hepatikus enkefalopatiat (HE) vagy a
bakteridlis fertdzést. Az AD csoporton beliill, azon eseteket, ahol ACLF alakult ki,
retrospektiven elemeztiik a CANONIC tanulmanyban megallapitott kritériumok alapjan [9]. A
hepatocellularis karcinomaban szenvedd betegeket kizartuk, mivel ez befolyasolhatja a
VWF.Ag és ADAMTS13 szinteket [83, 84]. Kizartuk tovabba azon betegeket is, akik a
bevalasztast megel6z6 2 hétben aszpirint vagy barmilyen nem szteroid gyulladascsokkent6t
szedtek, illetve friss fagyasztott plazmat, vératdmlesztést vagy vérlemezke koncentratumot
kaptak.

A kontroll csoport 92 egészséges, nem ¢és ¢letkor szerint egyezd Onkéntesbdl allt

[férfi/nG: 45/52, median életkor a bevalasztaskor: 50,5 év (IQR: 31,75-64)].

A betegek bevalogataskori klinikai jellemz6it az 2. tablazatban részletezzik.
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2. tablazat. A majcirrozisos betegek epidemiologiai, klinikai és laboratériumi jelle mzoi

ST betegek AD betegek
p-értek
n=99 n=54
Nem (férfi/nd) 47/52 31/23 0,240
Eletkor (évek)? 57 (24-75) 57 (33-80) 0,698
63 (63,6) 43 (79,6)
Etiologia, n (%) £ \kohol
Irus 27 (27,3) 7 (13,0) 0,099
Egyeb 9(9,2) 4(7.4)
A 51 (51,5) 6 (11,1)
Child-Pugh stadium,
n (%) B 43 (43,4) 24 (44,4) <0,001
c 5(5.1) 24 (44,4)
MELD pontszam 12 (9-14) 16 (12-23) <0,001
Fehérvérsejt szam (G/I)® 5,3 (4,2-6,8) 7,1 (4,6-11,0) 0,003
Vérlemezke szam (G/I)? 112 (70-161) 108 (71-165) 0,924
Szérum natrium (mmol/l)? 141 (138-143) 138 (134-141) 0,001
Szérum kreatinin (umol/1)® 64 (54-84) 75 (50-133) 0,122
C-reaktiv protein (mg/l)? 3,8 (1,5-9,0) 18,1 (6,0-48,5) <0,001
Szérum bilirubin (umol/l)? 31 (19-50) 61 (31-179) <0,001
AST (U/l)? 51 (33-83) 67 (45-125) 0,002
ALT (U/)? 33 (21-57) 31 (21-58) 0,887
Szérum albumin (g/)? 37 (33-41) 28,5 (24-32) <0,001
INR? 1,1 (1,2-1,3) 1,4 (1,2-1,7) <0,001
Ascites jelenléte, n (%) 41 (41,4) 38 (70,0) 0,001
Feszild ascites 25 (46,3) n.a.
megjelenése
Akutan
dekompenzé_h: Fels6 GI vérzés 17 (31,5) n.a.
betegek,
n (%) HE 11 (20,4) n.a.
Bakterialis
FortBzes 30 (55,6) n.a.
6 honapos halalozas, n (%) 4 (4,0) 17 (31,5) <0,001

*median, interkvartilis tartomany; MELD: Model for End-stage Liver Disease), AST: aszpartat aminotranszferaz,
ALT: alanin aminotranszferdz, INR: nemzetkozi normalizalt rata, Gl: gasztrointesztindlis, HE: hepatikus
enkefalopatia. n.a.:nemalkalmazhato. n (%): a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolut szama
és a vizsgalt betegcsoporton beliili eléfordulisa szazalékban kifejezve.
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MODSZEREK

Laboratoriumi modszerek
A vérvételt kovetéen a citrattal alvadasgatolt vérmintakat (3,2 %-0s natrium-citrat

[9:1, v/v]) kétszer centrifugaltuk (2000g, 15 perc), majd a feliiliszokat egyenlé adagokban
gyorsfagyasztottuk és felhasznalasig -70 °C fokon taroltuk.

A bél barrier funkcié szerologiai markereinek, a lipopoliszacharid (LPS) terheltség és
az anti-mikrobidlis antitestek meghatarozasahoz kereskedelmi forgalomban kaphaté enzimhez
kapcsolt immunszorbens vizsgélatot (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay [ELISA])
hasznaltunk a gyartd hasznalati utasitasa szerint. Az egyes markerek pozitiv cut-off értékét
vagy a gyartd javaslata alapjan, vagy az egészséges kontrollok 95 percentilis értékében

hataroztuk meg, az abszollt ertékeket atlagoltuk.

A Dbél barrier funkcié megitélésére az AAA és az AGA elleni IgA illetve IgG tipusu
antitestek (QUANTA Lite®; INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) kimutathatésagat
vizsgaltuk, valamint meghataroztuk az I1-FABP (Hycult Biotechnology, Uden, Hollandia)
szintjét is. A pozitiv cut-off érték az AAA és az AGA mindkét tipusa esetén 35 és 25 U volt.

Megmeértik a LPS expozici6 markereként jellemzett LBP szintjét és vizsgaltuk az
endotoxin mag IgA antigén (EndoCAb IgA) (Hycult Biotechnology, Uden, Hollandia)
jelenlétét. A pozitiv cut-off érték az EndoCAb IgA esetén 195 U/ml volt.

Az anti-mikrobidlis antitestek kozil az anti-OMP Plus antitestet (QUANTA Lite®,
Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA) vizsgaltuk. Ez a teszt antigénként egy Gram-pozitiv
illetve egy Gram-negativ bélbaktériumbdl szarmazd fehérjéket hasznal, és ezen fehérjék ellen
termelt IgA antitestet mutatja ki. A felhasznalt belbaktériumok egyike sem tartozik a
Proteobaktériumok torzsébe, melynek az Escherichia coli is a tagja. A pozitiv cut-off érték a

gyarto ajanlasanak megfelelden 25 U volt.

Az autoimmun majbetegségek ¢és a colidkia elkiilonitd diagnosztikdjanak részeként
vizsgaltuk az atipusos P-ANCA és az endomizium elleni antitesteket (EMA), kereskedelmi
forgalomban elérheté indirekt immunofluoreszcens teszt (IIF) segitségével, a gyartd
Utmutatasa szerint. Az atipusos P-ANCA (IgA és I1gG) és EMA (IgA és IgG) antitesteket az
IIF  (Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG, Libeck, Németorszag) specialis

fluoreszcens mintazata esetén tekintettik pozitivnak, >1:32 vagy 1:10 higitasnal, a gyartd
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ajanlasa szerint [35, 82].

A C-reaktiv protein (CRP) szintjét az Integra 700 automata rendszerrel (Roche, Basel,
Svajc) hataroztuk meg. Cut-off értéknek a 10 mg/l értéket hasznaltuk, mivel korabban ez

bizonyult az infekciomentes tulélés legpontosabb elérejelzéjének [78].

A VWFAg szint méréséhez ELISA-t alkalmaztunk, VWEF elleni poliklonlis antitestet
hasznalva a lefedéshez és ennek torma peroxidazzal jelolt termékét a detektalashoz (Dako,
Glostrup, Dania) [85].

A  VWF-kollagén koté aktivitast (VWF:CB) szintén ELISA modszerrel, az
alabbiaknak megfeleléen hataroztuk meg. A fedéshez human, III. tipust kollagént (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk, 20 pg/ml natrium foszfattal pufferelt (PBS), 7,4
pH-ju soéoldatban, melyet 3% (w/v)-0os kazein tartalmi PBS-sel blokkoltunk 30 percig
szobahOmérsékleten. A kovetkez6 1épés 0,1%-0s Tween-20 tartalmi PBS-sel (PBS-T) torténd
mosas volt. A lemezeket ezt kovetden szobahdmérsékleten inkubdltuk 1 o6rdan 4t az egyes
lyukakhoz hozzdadott 100 pl, PBS-T-vel higitott (1:1000 higitads) plazmaval. A kollagénhez
kotott VWF mennyiségét a VWF:Ag méréshez is hasznalt, torma peroxidazzal fedett VWF
elleni poliklonalis antitesttel (Dako) allapitottuk meg, az antitesttel torténd inkubacidé 1 6ran at
tortént. Peroxidaz szubsztrat, majd 2 M H,SO, hozzaadasaval leallitottuk a reakciot, az
optikai denzitast (OD) pedig Infinite 200 M olvasoval (Tecan TradingAG, Méannedorf, Svajc)
mértik le. A VWFAg és VWF.CB méréseket parhuzamosan végeztik ugyanazon
plazmahigitdsokat hasznalva. A mddszerek kalibrdlaséhoz a WHO 2. Nemzetkozi Standard
von Willebrand Faktor Koncentratumot (NIBSC kéd: 09/182) hasznaltuk (NIBSC, UK) [86].

A VWEF risztocetin kofaktor aktivitas (VWF:RCo) liofilizalt verlemezkéket tartalmazd
Risztocetin reagenssel (Helena BioSciences, Sunderland, UK) hataroztuk meg Chrono-Log

810-CA lumiaggregométerben (Chrono-log, Havertown, PA, USA).

A VWEF propeptid (VWFpp) szintet ELISA kit segitségével mértik meg CLB-Pro 35
és CLB-Pro 14.3 egér antitest par kloénokat (Cell Sciences, Canton, MA, USA) hasznalva, a

gyarto utasitasa szerint.

Az ADAMTSI13 aktivitdst Fluoreszcein Rezonancia Energia Transzfer (FRET)
analizissel allapitottuk meg [87], TECHNOZYME® ADAMTS-13 kitet (Technoclone,

Vienna, Ausztria) hasznalva, a gyartd utasitasa szerint.
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Az ADAMTS13 antigén szinteket ELISA-val mértiik meg, ahogyan azt korabban Feys
és mtsai. publikdltdk [74]. A poolozott normal plazmaban 1évé ADAMTSI13 antigén szintet
vettik 100%-nak.

A VWF multimeranalizisét Udvardy és mtsai. altal hasznalt modszer szerint végeztik
[88]. A VWF multimereket natrium-dodecil-szulfat (SDS) 0,8%-0s és 0,65%-0s agardz
gélelektroforézissel valasztottuk szét, melyet Western-blot kovetett. A savokat torma
peroxidazzal jelolt, VWF elleni poliklonalis antitesttel (DakoCytomation, Glostrup, Dénia) és
3,3’-diaminobenzidin szubsztrattal (DAB) (Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Németorszag)
tettiik lathatova. Az elsé 5 savot kis-, a 6-10 kozottieket kozepes-, a 10 folottieket, beleértve
azt a részt is, ahol a VWF mar nem képez savokat, nagy MWM-eknek tekintettilk, ahogyan
azt koradbban ismertették [67]. A 0,8%-0s agar6z géleken a savokat GS-800 Kalibralt
denzitométerrel digitalizaltuk és a denzitométer QuantityOne szoftverével dolgoztuk fel (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA, USA). A savok harom csoportjanak aranyat a gorbe alatti
terliletbdl (Area Under the Curve, [AUC]) szamolva kaptuk. Az AUC 0&sszértéke minden
esetben 1,0 volt. Minden egyes multimer csoportban, a kis-, kdzepes- és nagy MWM-ek
relativ aranyat megszorozva a telies VWF.Ag szinttel, meghataroztuk a VWF abszolit
mennyiségét. Tovabba, a HMWM-en belil minden mintat vizudlisan is elemeztiink a 0,65%-
0s agaréz géleken az ULMWM-ek jelenlétére vonatkozoan, mivel azt talaltuk, hogy ez még
megbizhatébb, mint a 08%-0s agaréz gél. ULMWM-ként definidltuk azon nagy

molekulastlyd multimer savokat, amelyek nem lathatok a kontrollokban [67].

A plazma vérlemezke adhézios képesseégenek méréséhez 10 ST, 10 AD beteg és 10
kontroll egyén plazméajat vizsgaltuk aramlasi viszonyok kozott, helyreallitott vért hasznalva
[89]. A helyredllitott vér sejtes elemei egészséges, O-as vércsoportld donorokbdl szarmaztak.
Az adhézids vizsgalat a vérvételt kovetd 2 oOran belil megtortént. A még nem bevont
polisztirén felszinre torténd vérlemezke adhéziot Impact-R un. Cone and Plate Analizatorral
(CPA, DiaMed, Svajc) végeztik [90]. A vérlemezke adhézid mennyiségi meghatarozasahoz
savi foszfataz probat hasznaltunk [91]. A moédszer részletei a kovetkezok: a citratos veért
lecentrifugaltuk, hogy trombocita dis plazmat kapjunk (platelet rich plasma [PRP], 150g, 10
perc, 25°C). Mind a szeparalt PRP-t, mind a vér megmaradt frakciojat tovabb centrifugaltuk,
hogy trombocita szegény plazmat (platelet poor plasma [PPP]) nyerjink (2000g, 10 perc,
25°C). A PPP eltavolitasat kdvetden, a sejtes elemeket 0,0129 M natrium citratot, 0,005 M D-
glikézt eés 40 g/l marha szérum albumint (szuszpenziés puffer [SP]) tartalmaz6 HEPES

pufferelt soban, az eredeti vértérfogatra higitottuk. Minden egyes kisérlethez egyenld
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adagokat pipettdztunk az Eppendorf csovekbe, hogy a 0,14 ml végsé volumenii helyreallitott
vérben elérjuk a 200 G/l verlemezke szamot és a 0,37 hematokrit értéket. Egy mosasi lépest
kovetden (centrifugalias 2000g, 10 perc, 25°C), a felliliszot eltavolitottuk és a sejteket 0,14 ml
volumenre higitottuk kiilonb6z6 cirrétikus vagy kontroll plazmaval. A reagenseket a Sigma-
Aldrich/Merck (Darmstadt, Németorszag) cégtol vasaroltuk. Az adhézidhoz ebbdl a
helyreallitott vérbdl 0,13 ml-t pipettdztunk a csévekbe és 1800/s nyird sebessegnek tettliik ki
2,5 percig. A CPA minden csovét 5 alkalommal finoman kimostuk PBS-el, hogy eltavolitsuk
a nem kotodott vérlemezkéket €s a vér minden egyéb elemét. A leko6tddott vérlemezkéket 0,2
ml, savi foszfatdz szubsztrat tartalmu lizis pufferrel lizaltuk, mely az alabbi Gsszetevokbol
alit: 0,1 M citrat-foszfat puffer (pH 54), 0,1 % Triton X-100, 0,01 M p-nitrofenol foszfat. A
csoveket 37°C-os nedves kamraban, 1 dran keresztiil inkubaltuk, folyamatos forgatas kozben.
Az enzimreakcio leallitasahoz ezen keverékbdl 0,15 ml-t adtunk 0,05 ml 2N NaOH-hoz egy
96 lyuk( lemezre. A kapott szint 405/545 nm-en olvastuk be, a kotédott vérlemezkék szamat
pedig a standard gorbe segitségével szamoltuk ki, melyet parhuzamosan készitettink az
eredeti vérlemezke oldat felhasznalasaval. Az adhéziéra vonatkozo, Un. intra-assay variacios

egyutthatd 12% volt.

A trombin generdcios teszthez (TGA) a citrdtos vérmintdkat a vérvételt kovetden
lecentrifugaltuk (3200g, 20°C, 15 perc). A plazmat Osszegytjtottiik és tujra lecentrifugaltuk
(3200g, 10 perc), majd a feliliszot egyenld adagokban taroltuk -70°C-on. A vizsgalatot 3
héten belil elvégeztik. Az egyes adagokat 37°C-os vizfiirddben felolvasztottuk, 5
masodpercig Osszekevertiik, ezt kovetden pedig azonnal 96 lyuku lemezekre helyeztiik
(Greiner GmbH, Németorszag). A TGA-t Technothrombin TGA kittel végeztik, fluoreszcens
szubsztrattal és C reagenssel (50 pM szoveti faktor [tissue factor, TF] és foszfolipid kis
koncentracioban), a gyartd Utmutatasa szerint. Az olvasét, a lemezt a plazmaval és a
reagens/szubsztrat keveréket 37°C-ra melegitettik, majd 0,04 ml plazmahoz 0,06 ml
reagens/szubsztat keveréket adtunk. Az enzimreakcit a TF inditotta be 5 pM végsod
koncentracional, az eredmenyt pedig egy BIOTEK FIX800 olvasdval kaptuk meg. A
fluoriméterrel mért relativ fluorescens egységeket cslcs trombin koncentracioba alakitottuk at
(nM). A referencia gorbét a WHO trombin referencia készitményével szemben Kkalibralt
trombin standard segitségével készitettik. A TGA lemezeket, az olvas6t és szoftvert a

Technoclone GmbH-tdél szereztik be.
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Statisztikai elemzés
A valtozokat Shapiro-Wilk W teszttel vizsgaltuk. A folyamatos valtozokat median

forméban (interquartilis tartomany [IQR], 25-75 percentilis tartomany) &sszegeztik. A

kategorikus valtozok 6sszehasonlitdsahoz Fisher-féle tesztet vagy XZ prébat alkalmaztunk,
szikség esetén Yates-féle korrekcioval. A folyamatos valtozokat Mann-Whitney U teszttel
vagy Kruskal-Wallis H teszttel hasonlitottuk 6ssze Dunn-féle tobbszords dsszehasonlité post
hoc analizissel. A valtozdk kozotti Osszefliggések meghatarozasahoz Spearman-féle
nonparametrikus rangkorrelacios tesztet alkalmaztunk. Annak megitélésére, hogy a talélok és
nem-talélok milyen pontosan kiilonithetok el egymastol, a ROC (Receiver Operating
Characteristic) gorbét hasznaltuk. Meghataroztuk a gorbe alatti teriiletet és a hozza tartozd
95%-0s megbizhatdsagi tartomanyt (confidence interval [CI]), valamint Youden-index
segitségével azt a kiszobértéket, mely a legpontosabban képes elkiléniteni a vizsgalati
csoportokat egymastol. A majcirrézisos betegeknél a 6 hdnapos tulélés kumulativ
valosziniségének becslésére illetve a PSC-s betegcsoportban a szeroldgiai antitestek és a
kedvezotlen betegségkimenetel (OLTx ¢és/vagy majbetegséggel Osszefiiggd haldlozas) kozotti
Osszefliggés meghatarozasahoz Kaplan-Meier analizist hasznaltunk. A megfigyelt talélésbeli
kulénbségeket log-rank teszttel hataroztuk meg. A kategorikus valtozok illetve szerologiai
antitestek és a kovetési id0 alatti kedvezdtlen betegségkimenetel Osszefliggését egyvaltozos
Cox-regresszidval vizsgaltuk. A Mayo kockazati pontszdm pontositdsdhoz tobbvaltozos
analiziseket illetve PSC fennallasa esetén linearis regressziot végeztiink. Az 6sszefliggéseket
kockadzati hanyados (hazard ratio [HR]) formajaban, 95%-os Cl-mal adtuk meg.
Statisztikailag szignifikansnak a 0,05 alatti kétoldalas valosziniiségi értéket tekintettiik. Az
adatok statisztikai elemzéséhez és grafikus abrézolasahoz az SPSS Statistics (V.22.0/24.0,
IBM, Armonk, NY, USA) és a Prism (V.6, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)

programokat hasznaltuk.
ETIKAI ENGEDELYEK

A vizsgélati protokollokat a Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga és a Nemzeti Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdg (DEOEC-
RKEB/IKEB 5306-9/2011, 3515-2011, 3885/2012/EKU [60/P1/2012], 3880/2012/EKU
[59/P1/2012]) elfogadta. A betegek elozetesen megfeleld tajékoztatast kaptak a vizsgalatok

természetérdl, majd az adott tanulmdnyban valo részvételhez irdsos beleegyezésiiket adtak.
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EREDMENYEK

A bél barrier funkcié biomarkerei PSC-ben és ezek dsszefiggése a PSC klinikai és
laboratoriumi jellemzdivel

Az AAA és AGA IgA és IgG izotipusok gyakorisagat PSC-ben illetve egészséges
véradokat és colitis ulcerosds, de nem PSC-s betegeket magaban foglalo kontroll
csoportokban a 3. téblazatban dsszesitettik. Az AAA és AGA IgA vagy lgG izotipus a PSC-
s betegek 40,3%-&ban (27/67) és 22,4%-aban (15/67) volt pozitiv. Az antitest prevalencia
szignifikinsan magasabb volt, mind a colitis ulcerosas betegekhez (14,7% [25/170], p<0,001
az AAA és 11,6% [20/172], p=0,042 az AGA esetében), mind az egészséges kontrollokhoz
(6,2% [7/113], p<0,001 az AAA és 7,2% [11/153], p=0,003 az AGA esetén) viszonyitva. Az
AGA pozitivitas foleg IgG izotipusu (9% vs. 20,9%) volt, mig az AAA esetén IgA és 1gG
izotipus egyarant el6fordult (28,4% vs. 254%) és nem volt szignifikans atfedés az adott
antitest IgA és 1gG szubtipusai kozott. Hasonléan, az AAA és AGA kozétt sem volt
megfigyelhetd szignifikins atfedés. Ezen antitestek barmelyik tipusara pozitiv PSC-s betegek
csupan 10,4%-a (7/67) rendelkezett mind AAA (IgA vagy IgG), mind AGA (IgA vagy IgG)
antitestekkel is.

3. tablazat. A bél sérulés biomarkereinek pozitivitdsa PSC-s betegekben illetve az egészséges és
beteg kontroll csoportokban

PSC (n=67) UC (n=172) HC (n=153)
% n % n | p-erték* % n | p-erték*
AAA
IgA 28,4% 19 11,2% 19| 0,003 4,4% 5 | <0,001
1gG 25,4% 17 4,1% 7 <0,001 2, 7% 3 <0,001
IgAvagy 1gG | 40,3% | 27 14,7% 25| <0,001 6,2% 7 | <0,001
IgA és 19G 13,4% 9 0,6% 1 | <0,001 0,9% 1 0,001
AGA
IgA 9,0% 6 3,5% 6 0,101 2,6% 4 0,071
1gG 20,9% 14 8,7% 15| 0,014 5,9% 9 0,002
IgA vagy 1gG 22,4% 15 11,6% 20 0,042 7,2% 11 0,003
IgA és 1gG 7,5% 5 0,6% 1 0,007 1,3% 2 0,029

PSC: primer szlerotizal6 kolangitisz, UC: colitis ulcerosa, HC: egészséges kontroll, AAA: anti-F-aktin antitest,
AGA: anti-gliadin antitest. n:a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolut szama, %: az érintett
antitestre pozitiv betegek eléfordulasa a vizsgalt betegcsoporton beliil szazalékban kifejezve.

AAA IgA/Gt 170 UC-s betegnél és 113 egészséges kontroll egyénnél mértiik meg.

* A p-értékek a PSC és az adott kontroll csoport kdzotti 6sszehasonlitdsra vonatkoznak.
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Az antitest statuszuk alapjan elemeztik a PSC-s betegek klinikai és laboratdriumi

jellemzOit és az eredményeket a 4-5. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat. A bél sérilés biomarkereinek (AAA) és a PSC-s betegek bevalasztaskori

betegség- és laboratoriumi jellemzdinek osszefiiggése

AAA IgA AAA 1gG
Negativ Pozitiv . Negativ Pozitiv p-
p-erték .
(n=48) (n=19) (n=50) (n=17) ertek
% (n)
_ 72,9% 68,4% 76,0% 58,8%

Férfinem (35) (13) 0,713 (38) (10) 0,175
Cirrozis fennallasa 16,7% (8) | 26,3% (5) | 0,368 | 18,0% (9) | 23,5% (4) | 0,618
- 78,9% 80,0% 64,7%

0, ! [} y
IBD fennéllasa 75% (36) (15) 0,733 (40) (11) 0,201
Median, IQR
. s, . 23 (17- | 26 (18- 25(17- | 20 (11-
Eletkor a diagnoziskor (évek) 33) 37) 0,713 37) 31) 0,220
Betegség élettartam (évek) 6(3-8) [7(2-12)| 0,240 |6(4-10) | 6(1-9) | 0,219
. e 15(11- | 14 (11- 15(11- | 13(10-
Szérum bilirubin (pmol/1) 20) 37) 0,704 20) 22) 0,705
35(25- | 55(37- 36 (27 - | 44 (34 -
AST (U 56) 94) 0,006 56) 85) 0,182
46 (21 - | 65 (45 - 50 (25- | 55(32-
ALT (U/) 92) 165) 0,030 97) 165) 0,532
142 (45 - | 193 (112 - 153 (63 - | 153 (60 -
GGT (UM 269) 478) 0,041 305) 420) 0,748
406 (253 - | 1198 (595 469 (268 - | 715 (507 -
ALP (U 643) - 1766) <0,001 734) 1496) 0,040
. . 44 (42 - | 39 (38 - 44 (40 - | 43 (39 -
Szérum albumin (g/l) 46) 47) 0,020 26) 47) 0,442
. . 238 (181 - | 315(162 - 235 (175- | 320 (162 -
Vérlemezke szam (G/I) 292) 494) 0,212 274) 466) 0,066
-0,834 0,021 -0,62 -0,226
Mayo kockazati pontszam (-1,378--| (-0,554- | 0,016 | (-1,142- | (-1,578 - | 0,623
0,131) 1,248) 0,102) 0,292)

AAA: anti-F-aktin antitest, AGA: anti-gliadin antitest, IBD: gyulladasos bélbetegségek, IQR: interkvartilis
tartomany A ST: aszpartat aminotranszferaz, ALT: alanin aminotranszferdz, GGT: y-glutamil transzferdz, ALP:
alkalikus foszfataz. n:a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolit szama, %: az érintett antitestre
pozitiv betegek eléfordulasa a vizsgalt betegcsoporton beliil szazalékban kifejezve.
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5. téblazat. A bél sérilés biomarkereinek (AGA) és a PSC-s betegek bevalasztaskori

betegség- és laboratoriumi jellemzoinek osszefiiggése

AGA IgA AGA IgG
Negativ Pozitiv p- Negativ Pozitiv p-
(n=61) (n=6) érték (n=53) (n=14) érték
% (n)
- 72,1% 0 69,8% 78,6%
Ferfinem (44) 66,7% (4) | 0,777 (37) (11) 0,518
o - 18,9%
Cirrézis fennéllasa 18% (11) | 33,3% (2) | 0,366 (10) 21,4% (3) | 0,829
- 75,5% 78,6%
0 0 ) )
IBD fennéllasa 77% (47) | 66,7% (4) | 0,569 (40) (11) 0,809
Median, IQR
. s, . 23 (17 - 23 (18 - 23 (17 - 22 (17 -
Eletkor a diagndziskor (évek) 35) 29) 0,925 37) 29) 0,502
Betegség élettartam (évek) 6(3-9) |9(1-12)| 0,76 | 6(3-8) | 6(2-17) | 0,506
. e 14 (10 - 17 (16 - 15 (11 - 17 (12 -
Szérum bilirubin (pmol/1) 22) 21) 0,216 23) 20) 0,813
39 (28 - 41 (34 - 42 (28 - 35 (25 -
AST (U/) 61) 48) 0,861 61) 55) 0,524
52 (25 - 44 (37 - 54 (32 - 42 (24 -
ALT (Ul 100) 52) 0,294 111) 65) 0,188
154 (60 - | 140 (93 - 160 (54 - | 126 (88 -
GGT (Ul 310) 305) 0,943 310) 305) 0,895
524 (312 - | 1204 (307 507 (326 - | 652 (268 -
ALP (U 784) -1299) | 0336 | 746 1204) | 0:3%4
) . 44 (40 - 39 (39 - 44 (40 - 43 (39 -
Szérum albumin (g/l) 47) 42) 0,21 46) 47) 0,726
. . 248 (165 - | 274 (232 - 253 (165 - | 241 (187 -
Vérlemezke szam (G/I) 316) 494) 0,292 316) 356) 0,751
-0,595 0,021 -0,579 -0,651
Mayo kockazati pontszam (-1,194 - | (-0,843- | 0,429 | (-1,102- | (-1,194 - | 0,762
0,102) 1,327) 0,174) 0,021)

AAA: anti-F-aktin antitest, AGA: anti-gliadin antitest, IBD: gyulladasos bélbetegségek, IQR: interkvartilis
tartomany A ST: aszpartat aminotranszferaz, ALT: alanin aminotranszferaz, GGT: y-glutamil transzferdz, ALP:
alkalikus foszfataz. n:a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolut szama, %: az érintett antitestre
pozitiv betegek el6fordulasa a vizsgalt betegcsoporton beliil szazalékban kifejezve.

26




Az immunoglobulin szubtipusok szerinti AAA antitest statusz nem flggott 6ssze a
nemmel, a fiatal életkorban torténd diagnézissal, a cirrdzis jelenlétével, vagy egyittesen
fennallo IBD-vel. A biokémiai laboratoriumi paraméterek értéke és a Mayo kockazati
pontszam alapjan azonban IgA izotipusi AAA jelenlétében szignifikinsan magasabb volt a
sulyosabb betegség fennallasa. 1gG izotipusi AAA esetében csak egy Osszefiiggésrol tudtunk
beszamolni, megpedig az ALP median szintje az antitest pozitiv esetekben szignifikdnsan
magasabb volt az antitest negativ esetekhez viszonyitva (715 vs. 493 U/L, p=0,048). A
kiilonb6z6 AGA izotipusok nem mutattak Osszefiiggést a sulyosabb fenotipusu PSC Klinikai

vagy laboratoriumi jellemzdivel.

Az AAA 1gG jelenléte magasabb volt az atfed6 AIH-es betegekben (55,6% [5/9] vs.
20,7% [12/58], p=0,040), mint akiknél ez nem &llt fenn. Ezzel szemben, az AAA IgA
gyakorisaga nem kilonbdzott a két csoportban (33,3% [3/9] vs. 27,6% [16/58], p=0,706).

A bél sérillés markereinek jelentésége a progressziv betegséglefolyas kockazatanak
vonatkozasaban PSC-ben

A kovetéses idoszak alatt vastagbélrak 2 betegnél, epetti daganat 1 betegnél alakult ki.
9 betegnek wvolt legaldbb egy alkalommal kolangitiszes epizddja. 7 beteg esett at
majtranszplantacion. 5 beteg hunyt el mdjbetegség okozta szovédmények miatt. Kemény
végpont (majatiiltetés és/vagy maj eredetli halalozas) 9 betegnél fordult eld. Egy beteg akut

miokardidlis infarktus kovetkeztében hunyt el, ezt az esetet a halal iddpontjdban cenzoraltuk.

Elemeztiik a klinikai valtozok és az AAA illetve az AGA kiilonbozd izotipusai kozotti

Osszefiiggést.

Kaplan-Meier analizis soran, a majatiltetésig és/vagy maj eredetii halalozasig eltelt
median id6 578 nap (IQR: 212-1112) volt. A gyorsabb betegséglefolyas szignifikns
Osszefliggést mutatott a cirrdzis meglétével és a magasabb Mayo kockazati pontszammal
(pLogRank=0,040 és <0,001), a nemmel (p=0,547), a diagnoziskori életkorral (p=0,845), a
betegség lokalizacidjaval (p=0,548) vagy egyidejiileg fennalldo IBD-vel (p=0,762) azonban

nem.

Az AAA és AGA IgA izotipus pozitivitasa (pLogRank=0,019 és 0,005) elérevetitette
a majatiiltetést és/vagy a majjal Osszefliggé halalozast (1. abra), ezen antitestek 1gG izotipusa

(pLogRank=0,665 és 0,130) viszont nem. Ennek megfeleléen, az egyvaltozos Cox regresszios
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analizis szerint az AAA IgA ¢és az AGA IgA pozitivitds a kedvezétlen betegség kimenetel
prediktora (HR: 4,54 [1,14-18,18], p=0,032 és 5,83 [1,45-23/41], p=0,013). Tovabbi elemzés
soran az AAA ¢és az AGA IgA a cirrdzis meglétéhez valo igazitast kovetden is a
betegségprogresszid szignifikdns prediktora maradt (HR: 5,15 [1,27-20,86], p=0,022 és 5,07
[1,25-20,54], p=0,023). Kissé gyengebb statisztikai szignifikanciaval, de hasonlo eredmények
voltak megfigyelheték az AAA IgA pozitivitas esetén is (HR: 4,24 [0,99-18,21], p=0,052),
azonban a Mayo kockézati pontszamhoz valod igazitast kovetden a szignifikdns Osszefiiggés

elttint az AGA IgA pozitivitds esetében (3,67 [0,88-15,30], p=0,074).

1. &bra. Progressziv betegséglefolyas, primer szklerotizal6 kolangitiszben (PSC) a
kiillonbozo, bél karosodassal o6sszefiiggo szerologiai antitestek jelenlétének fiiggvényében.

Az anti-F-Aktin IgA (A) vagy anti-gliadin IgA (C) pozitivitdst mutatd betegeknel magasabb volt a
betegségprogresszio (=majatiiltetés sziikségessége és/vagy halal) kumulativ valoszinlisége, mint az
antitestekre negativ betegeknél. Ezen antitestek 1gG izotipusai nem mutattak 0sszefliggést a
progressziv betegséglefolyassal (B,D).
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A bakterialis transzlokéci6 és enterocita karosodas markereinek szerepe a progressziv
betegséglefolyds kockézatanak vonatkozasaban PSC-ben

Kovetkezd Iépésként, a bakteridlis transzlokacido €s enterocita karosodas kiilonbozo
szerologiai markereit vizsgaltuk. Azon betegeknek, akiknél AAA IgA pozitivitds volt
kimutathato, szignifikdnsan magasabb EndoCAb IgA titerik (median [IQR]: 123 [93-215] vs.
58 [40-92] U, p<0,001) volt, gyakoribb volt az anti-OMP Plus IgA antitest el6fordulasa
(36,8% vs. 10,6%, p=0,012), és szignifikinsan magasabb az enterocita karosodas marker I-
FABP szintje is (median [IQR]: 365 [203-1079] vs. 166 [90-365] pg/mL, p=0,011]. Az LBP
azonban nem kiilonbozott az AAA IgA pozitiv és negativ betegekben. Az AAA 1gG illetve az
AGA Dbarmelyik izotipusa esetén egyéb, statisztikailag szignifikdns ©sszefliggést nem

talaltunk (6sszefoglalva a 6-7. tablazatban).

6. tablazat. A bakterialis transzlokacié és enterocita kdrosodas markereinek szérum

szintje az AAA statuszanak fuggvényében

AAA IgA AAA 19G

Negativ Pozitiv p- Negativ Pozitiv p-

(n=48) (n=19) értek (n=50) (n=17) értek
Median, IQR
LBP 7132 7374 0,931 7377 6847 0,852
(na/L) (5150 - 9806) | (4348 - 12100) (5795 - 9880) | (3828 - 13300)
EndoCAb IgA 58 123 <0,001 68 113 0,195
V) (40 - 92) (93 - 215) (49 - 97) (52 - 150)
OMP Plus 10,6% 36,8% 0,012 22% 6,3% 0,155
19A (U) (5) () (11) 1)
I-FABP 166 365 0,011 199 300 0,794
(pg/mL) (90 - 365) | (203 - 1079) (143 - 513) | (90 - 365)

LBP: lipopoliszacharid (LPS)-k5t6 fehérje, EndoCAb: endotoxin mag antitest, I-FABP: intesztinalis zsirsav-koté
fehérje, IQR: interkvartilis tartomany. n: a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolit szama.
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7. téblazat. A bakterialis transzlokéacié és enterocita karosodas markereinek szérum
szintje az AGA statuszanak fuggvényében

AGA IgA AGA 1gG

Negativ Pozitiv p- Negativ Pozitiv p-

(n=61) (n=6) értek (n=53) (n=14) értek
Median, 10QR
LBP 6959 11450 0,239 6959 8090 0,274
(na/L) (5044 - 9806) | (5836 - 15200) (4951 - 9806) | (6077 - 12700)
EndoCAb IgA 70 134 0,079 70 94 0,301
V) (43-106) | (66 - 241) (43-112) | (52 - 150)
OMP Plus 20% 0% 0,226 21,2% 7,1% 0,228

(12)

19A (U) (0) (11) 1)
I-FABP 216 342 0,642 195 342 0,092
(pg/mL) (99 - 443) (143 - 942) (99 - 379) | (179 - 1020)

LBP: lipopoliszacharid (LPS)-k5t6 fehérje, EndoCAb: endotoxin mag antitest, I-FABP: intesztinalis zsirsav-koté
fehérje, IQR: interkvartilis tartomany. n: a vizsgalt paraméter tekintetében érintett betegek abszolit szama.

A cirrézisos betegek altalanos jelle mzoi

A bevalasztott 99 ST beteg kozil, 51 Child-Pugh A stadiumu, 43 Child-Pugh B és 5
Child-Pugh C stadiumu volt. A bevalasztas idGpontjadban 10 betegnél stabil kronikus
veseelégtelenseg volt ismert, 135-329 pmol/l kozotti kreatinin szinttel. Az 54 AD beteg
tobbségének elbrehaladott cirrozisa volt, Child-Pugh B/C stddium. Hat betegnél azonban csak
Child-Pugh A cirrézis volt ismert, de mindegyikiiknél felsé GI vérzés volt észlelhetd. Az 54
AD beteg koziil 30 betegnél jelentkezett bakterialis fertézés. Koziilik 17 betegnek fesziild
ascitese volt, HE-t 5 betegnél észleltiink, felsé GI vérzés pedig 5 betegben jelentkezett. A 24
AD betegbdl, akiknek nem volt bakterialis fertézése, 12 betegnél felsé Gl vérzes, 8 betegnél
fesziilo ascites, 6 betegnél HE volt az AD vezetd oka. Az 54 AD beteg koziil 28 esetben
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egynél tobb esemény is volt egyidejiileg. ACLF-t 17 betegnél észleltiink, 10 betegben 1.
stadiumd, 5 betegben 2. stadiumu, 2 betegben 3. stadiuma volt.

VWF:Ag és funkciondlis aktivitasi szintjei

Cirrozisbhan a VWF:Ag, VWF.RCo szint és a VWF.CB aktivitdis magasabb volt az
egészséges kontrollokhoz viszonyitva (2A-C. abra). Az AD betegeknek a ST betegekhez
képest még magasabb értékei voltak (VWF:AgQ % ap vs, sT: 371 [275-513] vs. 269 [228-323],
p=0,003; VWF:RC0 % ap vs. s: 180 [148-294] vs. 148 [128-192], p=0,035 és VWF.CB ap us.
st1: 335 [245-405] vs. 201 [156-269], p=0,001).

Noha a VWF mindkét tipusu funkciondlis aktivitisa fokozott wvolt mindkét
betegcsoportban, nem érték el a VWF:Ag szintjgt. A VWF.RCo/VWF:Ag arany a kontroll
csoportban 0,84 (0,72-0,98) volt, mig a cirr6tikus csoportokban alacsonyabb, ST betegekben
0,55 (0,48-0,70), AD betegekben 053 (0,41-0,72) volt (2E. &bra). A VWF.CB/VWF:Ag
arany szintén csokkent volt a két cirrotikus csoportban. ST betegekben 0,79 (0,65-0,93), AD
betegekben 0,83 (0,73-0,93), mig a kontrollokban 0,92 (0,85-1,00) értéket kaptunk (2F.

abra).

Majcirrozisban mérsékelt korrelaciot talaltunk a VWF.Ag és VWFRCo (r=0,521,
p<0,001), mig erés korrelaciot a VWF:Ag és VWF:CB (r=0,835, p<0,001) illetve a VWF.CB
és VWF:RCo (r=0,619, p<0,001) kozott.

A VWFpp szintje mindkét cirrétikus csoportban magasabb volt a kontroll csoporthoz
képest (2D. abra). A ST csoportban 222 (169-260)%-0s, az AD betegekben 257 (196-323)%-
0s, mig a kontrollokban 108 (99-121)%-0s értékeket mértink.

A VWFAg szintek az AD csoporton belil szignifikinsan kilonbdztek azon betegek
kozott, akiknel ACLF is jelen volt (475 [355-649]%), mint akiknél nem (350 [266-446]%)
(p=0,013).
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2. &bra. A plazma VWF:Ag, VWFpp szintjei és a VWF funkciondlis aktivitdsa

cirrdzisban

Stabil (ST) és akutan dekompenzalt (AD) cirrétikus betegek, valamint egészséges kontrollok
plazméjaban mért VWF:Ag (A), VWF:RCo (B), VWF:CB (C), VWFpp (D), VWF:RCo/VWF:Ag (E)
és VWF.CB/VWF:Ag (F) szinteket abrazoltuk. A VWF:Ag, VWFpp és a VWF aktivitasi szinteket a
poolozott normal plazma szézalékaban fejeztik ki. A vizszintes vonalak a median, a dobozok a 25 és
75 percentilis, a fiiggbleges vonalak az 5 és 95 percentilis értékeket jelolik. A p-értékeket Kruskal-
Wallis H teszttel szamitottuk ki Dunn-féle tébbszords 6sszehasonlitd post hoc analizissel.
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VWF multimer analizis

A VWF SDS agaroz elektroforetikus mintazata és az ezekhez tartozo, ST és AD
betegektdl illetve kontroll egyénektdl szdrmazd plazma mintdk denzitometrids gorbéi a 3.
abran lathaték. A vizudlis elemzés alapjan (3A. abra) ULMWM jelenléte 39 (25,5%)
cirrdtikus betegben volt kimutathatd. A betegek tobbsége az AD csoportban volt (25/54,
46,3%), mig 14/99 (14%) a ST csoportban. Ezt kovetden elvégeztiik a denzitometrids gorbék
szamitogepes elemzését (3B. &bra), és a telies AUC-bol meghatéroztuk az LMWM, IMWM
és HMWM relativ aranyat. A mintdkat tovabb elemeztik az ULMWM jelenlétére
vonatkozoan.

3. dbra. A VWF multimer mintazata 0,8%-os agaréz gélen torténé szeparalast kovetéen

illetve a hozzajuk tartozd denzitometrias gorbék

A: Akutan dekompenzalt (AD), stabil (ST) cirrozisos beteg és egészséges kontrollegyén tipusos plazma mintéja.
Az ultra-nagy molekulastly  multimerek (ULMWM) jelenléte jol lathatd az AD beteg mintajaban. A ST beteg
és az egészséges kontroll mintajaban nem lathaté ULMWM. A pontozott vonalak jelzik azt a kritikus
szeparacios hatart, mely alapjan a kiilonb6z6 multimerek elkiilonithet6k egymastol: #1=1 dimer; #6=6 dimer,
#10=10 dimer. Kevesebb, mint 6 dimerb6l kis molekulastlyt (LMWM), 6-10 dimer kdzott kozepes
molekulastulyt (IMWM), 10 dimer f616tt nagy molekulastilyt multimerek (HMWM) képzddnek, beleértve az
ULMWM-et is. Azéabra B részén a kiilonb6z6 elektroforetikus savokhoztartozd denzitometrias gérbék lathatok

az A abran leirt elnevezéseknek megfelelden.
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Az LMWM-ek aranya (4A. abra) a kontrollokban 0,28 (0,25-0,31), mig a ST és az
AD betegekben ez az ardny az ULMWM jelenlététdl fiiggetleniil magasabb volt. Azon ST ¢€s
AD betegek mintaiban, ahol nem wvolt ULMWM, 0,38 (0,35-042) és 0,39 (0,32-0,46)
LMWM-t mértink. ULMWM-¢l rendelkezé betegekben, az LMWM aranya 0,32-re (0,26-
0,36) csokkent ST és 0,32-re (0,29-0,36) AD betegekben, de mindkét ardny magasabb maradt
a kontroll csoporthoz képest (p=0,018 és p<0,001).

A IMWM aranya (4B. &bra) nem mutatott kulonbseéget a kontroll és ST csoport
kozott. Az AD betegekben azonban, mind ULMWM jelenlétében, mind ennek hidnyaban, az

aranyok szignifikansan alacsonyabbak voltak a kontroll vagy ST csoporthoz viszonyitva.

A HMWM-en belili multimer eloszlast vizsgalva (4C. abra), kontrollokban 0,4 (0,37-
0,44), mig az ULMWM-el nem rendelkez6 ST és AD betegekben csupan 0,30 (0,25-0,34) és
0,29 (0,24-0,39) aranyokat mértiink. Figyelemre méltd, hogy mind ST, mind AD betegekben,
ULMWM jelenlétében a HMWM-ek aranya magasabb volt és a kontroll csoportéhoz hasonlo
lett, 0,37 (0,31-0,43) és 0,40 (0,32-0,44).

A multimerek kiilonb6z6 frakcidiban mért VWF abszolit mennyiségét a 4D-E. abra
mutatja. Kiemelendd, hogy a HMWM csoportban, ULMWM jelenlétében szignifikansan
magasabb VWF:Ag mennyiséget mértiink mind a ST, mind az AD csoportban.
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4. &bra. AzLMWM, IMWM és HMWM -ek aranya és a hozzajuk tartoz6 abszolut VWF

mennyiségek minden multimer csoportban

Az els6 5 savhoz (LMWM) [A], a 6-10 dimerbél all6 IMWM-hez (B) és a tobb, mint 10 dimerbdl alld
HMWM-hez (C) tartozé gorbe alatti terlletek (AUC) aranya. HMWM esetén azon teriletek is ide
tartoznak, ahola VWF mar nem képez savokat. Az dbra D-E-F része az LMWM, IMWM és HMWM

csoportokon beluli VWF abszolut mennyiségét mutatja. A ST és AD betegeket az ULMWM jelenléte

vagy hianya alapjan csoportositottuk. A vizszintes vonalak a median, a dobozok a 25 és 75 percentilis,
a fuggoéleges vonalak az 5 és 95 percentilis értékeket jelolik. A p-ertékeket Kruskal-Wallis H teszttel

szédmitottuk ki Dunn-féle tébbszords 6sszehasonlitd post hoc analizissel.
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ADAMTS13 aktivitas és antigén szintek

AD betegekben az ADAMTS13 aktivitds alacsonyabb volt a stabil cirr6zisos
betegekhez és az egészséges kontroll egyénekhez viszonyitva (57 [29-94] vs. 98 [67-132] és
106 [67-117]%, p<0,001 mindkét esetben).

Hasonléan alacsony ADAMTS13 antigén szinteket mértiink az AD betegekben a stabil
betegekhez és a kontroll egyénekhez kepest (66 [43-101] vs. 120 [89-155] és 101 [91-115]%,
p<0,001 mindkét esetben).

Az ULMWM jelenlététél fiiggben tovabb elemeztik az ADAMTSI3 aktivitast es
antigén szinteket mindkét cirrétikus csoportban (5. abra). Azon betegekben, akikben nem
volt ULMWM, az ADAMTSI3 aktivitasi szintek nem kilonboztek a kontrollokhoz képest,
ST betegekben 104 (71-137)%-ot, AD betegekben 91 (60-110)%-ot mértink. Az ULMWM-el
rendelkezé betegekben az értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a kontrollokhoz és az
ULMWMe-¢l nem rendelkez6 betegekhez képest. ST betegekben 65 (51-99)%-ot, AD-ban 33
(24-49)%-ot észleltink. Hasonl6 eltéréseket figyeltink meg az ADAMTS13 antigén szintek
esetén is, kivéve, hogy az ULMWM-el nem rendelkezd ST betegekben az antigén szint
magasabb volt a kontoll csoporthoz képest. Az antigén szintek mindkét ULMWM-el
rendelkezé csoportban szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint azon betegekben, akiknél
nem volt észlelheté ULMWM. Az AD csoportban az ADAMTSI3 aktivitas szintie ACLF
esetén, vagy annak hianyaban 49 (29-68)% és 70 (44-107)% volt (p=0,171).
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5. abra. Egészséges kontrollok, stabil (ST) és akutan dekompenzalt (AD) betegek
plazméajdban mért ADAMTS13 aktivitas (A) és antigén szintek (B), az ULMWM

jelenléte szerint csoportositva

Az ADAMTS13 aktivitast és antigén szinteket a poolozott normél plazmaval kapott eredmények
szézalékaban fejeztiik ki. A vizszintes vonalak a median, a dobozok a 25 és 75 percentilis, a
fliggbleges vonalak az 5 és 95 percentilis értékeket jelolik. A p-értékeket Kruskal-Wallis H teszttel

szédmitottuk ki Dunn-féle tébbszords 6sszehasonlitd post hoc analizissel.
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Elemeztik tovdbbd a HMWMe-en belili VWF.Ag mennyiség és az ADAMTS13
aktivitas kozotti dsszefiuiggést a ST és az AD betegekben illetve a kontroll csoportban. Amint
az a 6. abran is lathatd, AD betegekben ezen paraméterek kézott negativ korrelaciot talattunk
(Spearman r=-0,43, p=0,01), mégpedig azt, hogy minél alacsonyabb az ADAMTS13 aktivitas,
annal magasabb VWF:Ag szintet mértink a HMWM-en belul. ST betegekben (Spearman r=-
0,18, p=0,073) és a kontrollokban, azonban nem volt szignifikans Gsszefiiggés (Spearman r=-
0,043, p=0,722).

6. abra. Linearis regresszids vonal és a VWF HMWM mennyisége és az ADAMTS13

aktivitas kozotti korrelacio

A HMWM VWEF:Ag szinteket egészséges kontrollok (A) (Spearman r=-0,043,p= 0,722, n=70), stabil
cirrozisos betegek (B) (Spearman r=-0,18, p=0,073, n=98), és akutan dekompenzalt betegek (C)
(Spearman r=-0,43, p=0,01, n=54) plazméjanak ADAMT S13 aktivitasahoz viszonyitottuk.
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Ezt kovetden megvizsgaltuk az ADAMTSI13 aktivitas és a CRP altal reprezentalt
szisztémas gyulladas kozotti kapcsolatot minden AD betegben. Az 50%-nal alacsonyabb
ADAMTS13 aktivitassal (ROC analizissel és Youden index-szel szamitva) rendelkezd
betegeknek magasabb CRP szintjik volt, mint az 50%-nal magasabb ADAMTSI13 szinttel
rendelkezéknek (29,8 [6,6-97,4] vs. 10,9 [7,1-34,5] mg/l; p=0,048). Ezzel @sszhangban, az
ULMWMe-e¢l rendelkez6 AD betegekben a CRP szintje magasabb volt, mint az ULMWM-el
nem rendelkezokben (22,96 [7,1-83,6] vs. 10,9 [4,8-36,8] mg/l; p=0,078).
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Vérlemezke adhézios teszt

Amint azt a 7A. abra mutatja, az ULMWMe-e¢l rendelkez6 AD betegek plazmaja a
normal vérlemezkék adhéziojat kifejezetten fokozta. A VWF:Ag szint 106 (86-120)% volt a
kontrollokban, 309 (279-327)% a ST betegekben és 356 (265-384)% az AD betegekben. A
VWF:Ag szintek cirrotikus betegekben ULMWM hidnyaban (n=14) illetve jelenlétében (n=6)
305 (261-348)% és 340 (298-384)% voltak. A VWF:Ag szintekben nem volt szignifikans
kulénbség.

Trombin generéacids teszt

Ahogyan az a 7B. abran lathatd, a csucs trombin koncentracié a kontrollokhoz
viszonyitva mindként cirrGtikus csoportban emelkedett volt. A kontrollokban 192 (158-238)
nM (n=31), a ST betegekben 271 (223-293) nM (n=62), mig az AD betegekben 362 (242-
440) nM (n=27) volt.

7. abra. Normdl vérlemezkék adhézidja egészséges kontrollok, stabil (ST) és akutan
dekompenzalt (AD) cirrozisos betegek plazmajanak jelenlétében

A cirrézisos betegek plazmajanak vérlemezke adhéziés aktivitasat helyreallitott vért hasznalva vizsgaltuk,
1800/s sebességen, 2,5 percig, un. Cone and Plate Analizatort (CPA) hasznalva (DiaMed Impact-R). Tiz SC, 10
ADbetegetés 10kontrollt valasztottunkki. A k6t6d6 vérlemezkék szamat savifoszfatazaktivitassal hataroztuk
meg. A cirrdzisos mintdkat azULMW M-ek jelenléte vagy hidnya szerintcsoportositottuk. A vizszintes vonalak
a median értékeket jelolik. A p-értékeket Mann-Whitney és Kruskal-Wallis H teszttel hataroztuk meg.
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A VWF:CB, ADAMTS13 aktivitas és a CRP szint taléléssel valé 6sszefliggése
A ST betegcsoportban 99 beteg kozil 4, mig az AD csoportban 54 beteg kozul 17

hunyt el. A halal oka minden esetben a majbetegséggel dsszefliggd volt: 3 betegnél GI vérzes,
11 beteg esetén fertézEés, mig 7 betegben hepatorenalis szindroma. A ROC gorbe alatti
terlletek alapjan a 6 hénapos talélés (8A. abra) 0,708 (95% CI 0,629-0,778) volt a VWF:Ag
szint, 0,717 (95% CIl 0,639-0,787) a VWF.CB szint és 0,612 (95% CI 0,530-0,690) az
ADAMTSI3 aktivitas esetén. A 6 honapos talélést becsld optimalis cut-off értékek a Youden
index szerint VWF.CB aktivitds esetén >245% (szenzitivitas: 80,95%, specificitas: 58,33%),
mig az ADAMTS13 aktivitds esetén <50% volt (szenzitivitas: 47,62%, specificitas: 82,44%).
A 245%-nal nagyobb VWF:CB aktivitasu, vagy 50%-nal kisebb ADAMTS13 aktivitast, vagy
a 10 mg/l-nél nagyobb CRP szinttel rendelkez6 betegeknek szignifikdnsan rosszabb volt a 6
hénapos tulélése. Szam szerint, a 6 honapos tulélés 74,6% vs. 94,4% volt a VWF.CB aktivitas
(8B. abra), 69,2% vs. 89,5% az ADAMTS13 aktivitas (8C. abra) és 68,9% vs. 92,3% a CRP
szint (8D. abra) tekintetében. Az AD csoporton bellil a 6 hénapos tulélés 60,1% vs. 80,8%
volt a VWF:CB aktivitds, 57,2% vs. 72,0% az ADAMTSL13 aktivitds és 55,7% vs. 78,6% a
CRP szint esetén. Az AD csoporton belul ezen talélési mutatdk nagy szambeli kulénbségeket
mutattak, azonban a betegek alacsony szdma miatt az adatok statisztikailag nem

szignifikdnsak.
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8. abra. A cirrdzisos betegek tulélése

A 6 honapos tulélés becslésére vonatkozd “Receiver Operating Characteristics” (ROC) gorbék a
VWF:Ag (pontozott vonal), a VWF:CB (folyamatos vonal) és az ADAMTS13 aktivitas (Szaggatott
vonal) esetén, a legjobbnak a VWF:CB AUC gorbét mutatva (A). A Kaplan-Meier gorbék szerint
magasabb a 6 honapos tulélés <245% VWF:CB (B), >50% ADAMTS13 aktivitas (C) vagy <10 mg/L
CRP szint esetén (D).
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MEGBESZELES

Munkank  sordn  kréonikus  madjbetegekben  vizsgaltunk  olyan  kiilonbozo
laborparamétereket, szeroldogiai markereket, melyek a késobbiekben alkalmasak lehetnek a

betegségprogresszid elorejelzésére.

A Dbél-maj kolcsonhatas fontossadgat a PSC patogenezisében mar szdmos Klinikai és
kisérleti lelet igazolta, ahogyan azt mar korabban dsszefoglaltuk [20]. Tudomasunk szerint, ez
az elsé olyan kutatds, mely ezen szerologiai markerekkel Osszefiiggd betegségkimenetelt

vizsgalja PSC-ben [92].

A citoszkeleton fehérje F-aktin, a simaizom sejt elleni antitestek (SMA) specifikus
célpontja AIH-ben [93] és tébb, mint 10 évig az I1gG izotipusi AAA teszteles —
immunfluoreszcens technikaval vagy ELISA-val — a betegség diagnosztikdjanak része volt
[94]. Ezen antitest megndvekedett jelenléte mas autoimmun betegségben (pl. colidkia vagy
kotoszoveti betegség) is megfigyelheté [95]. Tudomasunk szerint, azonban eddig egy

tanulmany sem vizsgalta az AAA-k eléfordulasi gyakorisagat és izotipus jellemz6éit PSC-ben.

Jelen tanulmédnyban, elsé alkalommal mutattuk ki, hogy a fokozott AAA képzddés a
PSC jellemzéje, fiiggetleniil az atfedé6 AIH-t6l. PSC-s betegeink negyede mutatott AAA
pozitivitast, ami szignifikinsan magasabb volt az UC-s betegekhez és az egeszséges
kontrollokhoz képest. A rutin laboratériumi gyakorlattal ellentétben, az AAA-t az anti-lgG
mellett masodlagos anti-lgA antitesttel mutattuk ki. Ez a megkozelités a betegség klinikai
jellemzoi és az AAA izotipus fliggd kapcsolatat tarta fel. Az IgA tipusi AAA jelenléte a
Mayo kockazati pontszam ¢és a kiilonbdzé biokémiai paraméterek alapjan stlyosabb
betegséget jelzett a Kkiindulaskor, az 1gG tipus viszont nem. Ezzel egyezben, korabbi
tanulmanyok colidkidban arrél szadmoltak be, hogy az IgA izotipusi AAA jelenléte szorosan
Osszefliggétt a bélnyalkahartya aktiv szoveti karosodasdnak mértékével. Ugyanakkor, a
gliténmentes  diéta bevezetését kovetéen, az AAA IgA pozitivitds a nyalkahartya
gyogyulassal parhuzamosan eltint. Azon esetekben azonban, ahol a gluténmentes diéta
ellenére is perzisztalt a bélnyalkahartya sériilés, az AAA IgA antitest pozitivitas is megmaradt
[96].

Megfigyeléseink szerint az AAA IgA pozitivitas jelenlétében gyorsabb volt a

betegséglefolyas a kovetési id6 alatt, a cirrozis meglétére vagy a Mayo kockazati pontszamra
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valo korrigalast kovetden is.

Annak mechanizmusa tovabbra sem tisztdzott, hogy az F-aktinnal szembeni
immuntolerancia karosodasa hogyan fligg dssze a fokozott majfibrozis kialakulasaval, és igy a
betegségprogresszidval. Tanulmanyunkban, az AAA IgA pozitivitdst mutatdé betegek fokozott
nyalkahartya immunvélaszt mutattak a mikrobidlis antigénekre, példaul az endotoxinra
(EndoCAb IgA) és a bakterialis proteinekre (anti-OMP Plus IgA). Ez az immunvalasz, ugy
tlnik, csak a bélnyalkahartyara korlatozodik, anélkiil, hogy szisztémas reakciohoz vezetne,
ugyanis a szérum LBP koncentracid, a szisztémas LPS expozicié szeroldgiai markere, hasonld
volt az AAA IgA pozitiv és negativ esetekben. Ezen eredmény 6sszhangban van a korabbi
tanulmanyok megéllapitasaival. A portalis vénas bakteriémia nem gyakori PSC-ben. Viszont,
a biliaris epitelidlis sejtek endotoxin expozicidja az enterocitdk és kolangiocitak tight
junkcidinak bomlasahoz vezet TLR4 medialta jelatvitellel, mely allatmodellekben a PSC
patogenezisének egyik fontos Iépése [21, 97]. Azon megyfigyelésink, hogy az I-FABP
szérumszintje szignifikansan magasabb volt az AAA IgA pozitiv betegek csoportjaban az
AAA IgA negativakhoz képest, 0sszhangban van az elébb emlitett irodalmi adatokkal. Az I-
FABP az enterocita karosodas specifikus markerének tekinthetd, mivel kizarolag az
enterocitdak termelik és sejtkarosodassal jaré gyulladasos folyamatok soran felszabadulva a

szisztémas keringésbe kerdl.

Az autoantitestek PSC-ben altalaban nem patogének, ezért nem valdszini, hogy a
biliaris sériilés sulyossdgat humoralis faktorok iranyitandk. Az AAA termelddése azonban
tikrozheti a limfocitdak kornyez6 szovet- és/vagy sejttormelékre adott  fokozott
immunvalaszat. Megemlitend6, hogy az AAA nem szervspecifikus, ugyanis a PSC-n kivil
szamos egyeéb, korabban emlitett immunmedialt betegségben is jelen van. Az IgG izotipusu
AAA Osszefliggést mutatott a betegség aktivitdssal és a kedvezdtlen betegség kimenetellel
AlH-ben [98, 99]. A Czaja es mtsai. altal végzett tanulmanyban, az egészséges egyenekhez
képest az AAA tekintetében szeropozitiv betegek altaldban HLA-DR3 pozitivak, mig a
szeronegativ betegek inkdbb HLA-DR4 pozitivak voltak. Ugyanezen tanulmanyban az AAA
HLA-B8 pozitivitassal is tarsult [99]. Wiencke és mtsai. szintén bizonyitottak, hogy PSC-ben
a HLA-DR3 és -B8 progressziv betegséglefolyassal tarsul [100]. A HLA-DR4 pozitiv
betegeknél viszont nem észlelhetd felgyorsult betegségprogresszio, valamint a betegség
kinjulasanak is kisebb az esélye majatiltetést kovetden [101, 102]. Ezen korabbi
eredményeket alapul véve azt feltételezzilk, hogy PSC-ben az AAA TgA képz6dés egy olyan
fenotipust tikrézhet, mely meghatarozott immunologiai szereppel és sulyosabb gyulladasos

43



folyamatokra vald genetikai fogékonysaggal bir, hasonléan, mint AlIH-ben. Tovabb
tdmogathatja ezt a feltevést egy kozelmuiltbeli beszamold, mely ezen autoantitestek, mint
példaul atipusos P-ANCA, és a HLA statusz Osszefiiggésérdl ir PSC-ben [103]. Az AAA IgA-
pozitivitas és az aggresszivabb HLA genotipus kozétti feltételezett szero-genotipus kapcsolat

tisztazasara tovabbi kutatasok szikségesek.

Tanulmanyunkban, az AGA eléfordulasa szignifikinsan magasabb volt a PSC-ben
szenvedd betegekben az UC-s betegekhez illetve az egeszséges kontroll egyénekhez
viszonyitva. Az AGA IgG/IgA gyakorisaga megfelel Sjoberg és mtsai. eredményeinek (22,4%
Vs. 24%) [104]. Ettdl eltérden, tanulmanyunkban csak az IgG izotipus volt gyakoribb, az IgA
nem. Az AGA gyakrabban fordul eld kiilonféle betegségekben, mint példaul colidkia,
neurodegenerativ betegségek, szisztémas lupusz eritematdzus és autoimmun majbetegségek
[105-107]. A kutatok ezen antitestek képzodését a bél lumenébdl a bélnyalkahartyaba torténd
fokozott peptid felvételnek tulajdonitjak, az AGA-t pedig egy élelmi peptiddel szemben
kialakult, nem specifikus immunreakcié markerének tekintik. Reiberger és mtsai. az AGA
meglepéen magas gyakorisagarol (~60%) szamoltak be dontéen alkoholos eredetii
majcirrdzisos betegekben [42]. Az AGA pozitiv betegekben emelkedett portalis vénas
nyomast és bél ateresztéképességet mértek, utdbbit szukrdz-laktuldz-mannitol teszttel
hataroztak meg. Ugyanakkor, egy 22 PSC-s beteget vizsgalo sved tanulmanyban nem tudtak
megvaltozott bélpermeabilitdst kimutatni [108]. Egyes szerzok szerint a PSC-ben észlelhetd
bél ateresztoképesség inkabb immunoldgiai barrier miikodési zavarnak tekintheté [27, 109].
Kohorszunkban  6sszefliggést talaltunk az IgA  tipusi AGA és a felgyorsult
betegségprogresszi6  kozott, azonban a pozitiv esetek alacsony szama miatt ezen
eredményeket korultekintéssel kell értelmezni, mivel ez esetben nagyobb az eselye a fals
pozitiv leleteknek. Egy francia kutatocsoport kimutatta, hogy az AGA IgA eldsegitette a
gliadin  peptidek CD71-en keresztilli fokozott transzportjat a bél lumenébdl a
bélnyalkahartyaba. Ezen emésztetlen, toxikus peptid pedig a szubepithelialis térben
intesztinalis gyulladast képes fenntartani [110], mindezek magyarazatot adhat a fentiekre.
Megjegyzendd, tanulmanyunk foként kutatasi jellegii volt és nem tartalmazott kisérleti
maddszereket, mely pontos magyardzatot adhatna a betegségprogresszio fokozott kockazatara
a specifikus antitestek jelenlétében.

Részletesen elemeztik a VWF-t és az ADAMTS13-at majcirrdzisos betegeinkben,
mely tudomasunk szerint az eddig publikdlt egyik legnagyobb esetszami betegcsoport.

Vizsgalatainkkal eddig tisztdzatlan keérdésekre kerestik a valaszokat. Egyrészt, hogyan

a4



befolyasolja az AD és a szisztémas gyulladas cirrdzisos betegekben a VWF paramétereket,
beleértve a multimerek eloszlasat, valamint az ADAMTS13 aktivitast, a stabil betegekhez

képest; masrészt kimutathat6-e protrombotikus &llapot ezekben a betegekben?

Régota ismert, hogy cirrdzisos betegekben jelentésen emelkedett a VWF:Ag szintje
[111, 112]. Szamos kordbbi tanulméany igazolta, hogy a VWF:.Ag szintie a betegség
sulyossagaval aranyos, a legmagasabb szintet a Child C stadiumu betegekben elérve. A VWF
vérlemezke glikoprotein Ib koté funkciondlis kapacitasa, mely a VWF:RCo aktivitassal
mérhetd, szintén jelentds mértékben fokozott, bar nem olyan mértékben, mint a VWF:Ag

szint [50, 113].

Els6ként mutattuk viszont ki, hogy a VWF:CB aktivitds, mely a VWF kollagénhez
vald kotodési kapacitasat méri, a VWF:RCo aktivitdsnal is magasabb. Eredményiink
némiképp ellentmond annak, amit Lisman és mtsai. kordbban publikdltak. Megfigyeléseik
szerint, a VWF.CB minden majbeteg csoportban alacsonyabb volt a kontrollokhoz képest [50,
114, 115], noha ezen aktivitas a VWF:RCo-nal érzékenyebb a nagy multimerek jelenlétére
[116]. Veéleménylnk szerint ez az &ltaluk és az altalunk végzett szamitasok kozotti lényeges
kiilonbségbdl adodhat. Mi a VWF:CB és a VWF:Ag meéréseket egymassal parhuzamosan
végeztik, ugyanazon mintahigitdsokbdl. Lisman és mtsai. egyforma VWF:Ag mennyiseget
hasznaltak (a poolozott normal plazma VWF mennyisegének 5%-a és 2,5%-a) a VWF.CB
meghatarozashoz. Az Aaltaluk kapott adatok minden publikacidjukban inkdbb a
VWF.CB/VWF:Ag aranyt tiikkrozik, mely a mi méréseink szerint is csokkent mértéki.
Raadasul 6k mutattdk ki, hogy mind a cirrézisban, mind az akut majelégtelenségben szenvedd
betegekt6l szarmazé plazma fokozott vérlemezke adhéziot valtott ki a kollagen felszinen,
mely pontosan a jol miikodd VWF:CB aktivitdst tdmasztja ald. Ezen, dramlasi koriilmények

kozott végzett adhézids vizsgalatok is tovabb erdsitik a mi adataink helyességét.

A VWFRCo és VWF.CB, VWF:Ag-hez viszonyitott, relativ csokkenése alapjan
felmeril a VWF multimer szerkezetének szignifikins, mindségi valtozasa. Munkank soran
valoban ki tudtunk mutatni két jelentds valtozast a VWF multimer szerkezetében. A cirrdtikus
betegek dontd tobbségében, ahol ULMWM nem volt jelen, az LMWM-ek relativ aranya
ndvekedett, mig a hemosztazis szempontjabol legaktivabb HMWM aranya csokkent, azaz, a
HMWM-t6l a LMWM-ek irdnyaba torténd arany eltolodas volt megfigyelheté. A LMWM
frakcion beliil a VWF abszolut mennyisege haromszoros, a HMWM frakcion belil pedig csak

kétszeres emelkedést mutatott, a kontrollokhoz viszonyitva. A masik f6 valtozast az AD
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betegek kozel 50%-&ban észleltik, ahol ULMWM volt kimutathatd. Ezen betegekben a
HMWM frakcion belili VWF:Ag relativ aranya és az abszolit mennyisege is sokkal
magasabb volt azon AD betegekhez képest, akikben nem detektaltunk ULMWM-et. Tovabb4,
alacsonyabb ADAMTS13 aktivitast és antigén szintet is mértink. Ezzel ellentétben, azon
betegekben, akiknél ULMWM nem volt kimutathato, az ADAMTS13 szintek a kontroll
csoporthoz hasonldéak voltak. Ezért, az elorehaladott majcirrozisos betegcsoportban, azt
feltételezziik, hogy elsé lépésként az ADAMTSI13 csokkenése kovetkezik be, az AD esemény
és az emelkedett CRP altal jelzett szisztémas gyulladas hatasara. Az AD betegek kozétt az
ACLF csoport egy még sulyosabb allapotot képvisel, ebben az alcsoportban talaltuk a
legmagasabb VWF:Ag és a legalacsonyabb ADAMTS13 szintet. Hasonlé eredményre

jutottak mas szerzok is a kozelmultban [117].

A VWF multimer szerkezet ezen Osszetett modosuldsa hatterében alapvetden két 6
mechanizmus lehetdsége rajzolodik ki. Eloszor is felvetodik egy ADAMTSI3-tol fliggetlen
VWF modosulas lehetésége azon stabil cirrdtikus betegekben, akikben az ADAMTSI3 szint
normélis és ULMWM nem észlelhet. Ezen betegekben a VWF multimerek lebontasa egyéb
fehérjebontd enzimek, példaul plazmin [118] vagy egyéb szerin protedzok [119] révén
torténhet, emiatt novekszik meg az LMWM ardanya. Masrészrdl viszont, az el6rehaladott
cirrdtikus betegekben, az észlelheté ADAMTSI13 alacsony szint kovetkeztében jelennek meg
az ULMWM-ek. Az elvégzett vérlemezke adhézids kisérlet igazolta, hogy az ULMWM-et
tartalmazo cirrétikus plazmédk hatasara tovabb fokozddik az adhézié az ULMWM nelkdili
plazmakhoz viszonyitva, az egyébként azonos mennyiségi VWF antigén szint ellenére.
Eredményeink felvetikk annak a lehet6ségét, hogy a legsulyosabb cirrdtikus betegekben
kialakulhat olyan protrombotikus allapot, ami bizonyos tekintetben hasonld mint TTP esetén
[69]. A fert6zések, valamint a szisztémas gyulladas feltételezhetdéen protrombotikus hajlamot
okoznak cirrétikus betegekben [77, 79, 120-122] és megfigyeléseink soran mi is ezen korabbi
tanulmanyokhoz hasonld eredményre jutottunk. Az ADAMTS13-at a maj stellat sejtjei
termelik [70], melyekrél ismert, hogy aktivalodnak majcirrézisban [72]. Azt feltételezzik,
hogy akut dekompenzacidban az ADAMTSI13 szintézise csokkent, ugyanis a gyulladasos
citokinek gatoljak a stellat sejtek ADAMTS13 termelését [123]. Tovabba, mivel az
ADAMTS13 fél-életideje korlloelll 2-3 nap [124], az ULMWM néhany napon belil
megjelenhet a keringésben. AD betegekben az igen alacsony ADAMTS13 aktivitds és az
ULMWM jelenléte egyiittesen egy mar szignifikansan elérehaladott betegség stadiumot

képvisel. Ezen adatok alapjan elképzelhetd, hogy a VWF multimer elemzése ¢és az
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ADAMTSI13 aktivitas mérése, bar nem rutin tesztek, alkalmasak lehetnének azon betegek
azonositasara, akiknél protrombotikus hajlam all fenn.  Mivel standardizalt ADAMTS13
aktivitds mérési lehetéség, WHO nemzetkdzi standardok ¢és megfeleldé mindségellendrzés
egyarant rendelkezésre all, javasoljuk elsésorban azokban a centrumokban, ahol a
legsulyosabb majbetegek ellatdsa torténik, hogy legalibb ADAMTSI13 szint mérési lehetdség

aljon rendelkezésre. Ezt ugyanis egyszeriibb kivitelezni, mint a VWF multimer analizist.

A betegség sulyossagat jol jelzik a betegek kedvezbtlen 6 honapos talélési adatai. A
magasabb VWF:CB aktivitds (>245%), az emelkedett CRP (>10 ml/l), valamint az alacsony
ADAMTSI13 aktivitds (<50%) mind a teljes betegcsoportban, mind az AD betegcsoporton
bellil magasabb halalozassal fliggott 6ssze. A szisztémas gyulladas és a veralvadasi rendszer
egylttes aktivacidja szerepet jatszhat a betegségprogresszidban és felveti a trombozis
profilaxis sziikségességét ezen betegekben. Villa és mtsai. kimutattak, hogy az alacsony
molekulasulyd heparin alkalmazasa képes volt megelézni a portalis véna trombozis
kialakulasat és késleltetni az akut dekompenzaciot [122]. A vérlemezke miikodést gatld

kezelésrdl jelenleg nem all rendelkezésre meég hasonlé adat.

Az irodalomban eltérd eredmények olvashatok a VWF multimer szerkezete, valamint
az ADAMTS13 szintek tekintetében a Child-Pugh pontrendszer szerint csoportositott
cirrétikus betegekben. Lisman és mtsai. a kontrollokhoz viszonyitva kevesebb HMWM-t és
igen valtoz6 ADAMTSI13 szinteket mutattak ki [50]. Uemura és mitsai. egyediliként
kategorizaltak a betegeket a harom kiilonb6z6 multimer szerkezet alapjan [113]. Az els6
csoportban az LMWM-ek mennyisége volt fokozott, a masodik csoportban a normal multimer
szerkezeti esetek voltak, mig a harmadikban ULMWMe-ek voltak jelen. Vizsgalataik soran
negativ Osszefliggést talaltak az ADAMTS13 szintek és a cirrdzis sulyossaga kozott és
felvetették a fokozott intrahepatikus mikrotrombus képzodés lehetéségét. Azonban a japan
betegek tobb mint 50%-a (59/109) majsejt karcindbmaban is szenvedett, mely szignifikansan
ndvelte a betegcsoportjuk heterogenitasat. Reuken és mtsai. tanulmanyukban a szisztémas
gyulladas, tobbnyire bakterialis fertézés, VWF-ra gyakorolt hatdsat vizsgaltak [121]. Mind a
VWF, mind az ADAMTS13 szintek nagyon hasonléak voltak az altalunk kapott
eredményekhez, de VWF multimer szerkezet valtozast nem tudtak kimutatni. Azonban &k a
vizsgalataik sordn 1,6%-o0s SDS-agardz gélelektroforézist hasznaltak. Ennek kovetkeztében, a
nagy multimerek dusito gélbdl az elvalasztdé gélbe torténd vandorlasa valosziniileg kevésbé
volt teljes, mint az altalunk hasznalt 0,65 és 0,8%-0s agardz gél esetén, amely ezért a VWF

multimer szerkezet valtozas, kiilonosen az ULMWM, azonositasara érzékenyebbnek tlinik.
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Osszefoglalva, arrdl szamoltunk be, hogy az F-aktin elleni antitestek gyakoriak PSC-s
betegekben. Ezen antitest IgA izotipusanak jelenléte Osszefiiggott a nyalkahartya kiilonb6zo
mikrobialis antigénekre és enterocita karosodas jelenlétére adott fokozott immunvalaszaval.
Tovabba, az AAA IgA azonositotta a betegek azon alcsoportjat, akiknél a felgyorsult
betegségprogresszio fokozott kockadzata all fenn. Ezen eredmények tovabbi bizonyitékkal
szolgalnak a bél-méaj kolcsonhatas fontossagara PSC-ben. Amennyiben ezeket nagy létszamu
betegbdl allo vizsgalatban is meger6sitik, az IgA izotipusi AAA a PSC-s betegek szerologiai

kockézatbesorolasdban hasznalhaté biomarker lehetne.

Els6ként bizonyitottuk, hogy a VWF:CB aktivitas egyenértéki a VWF:RCo
vizsgalattal cirrézisban. Tovabba mennyiségileg sikerllt kimutatnunk, hogy a LMWM aranya
szignifikansan emelkedett stabil cirrétikus betegekben. Ezen kivil, a legsulyosabb cirrétikus
betegcsoportban, AD-ban szignifikdnsan csokkent ADAMTS13 aktivitast talaltunk, ULMWM
jelenlétével egyiitt, melyek a trombotikus mikroangiopatidk jelzdi, és kozremiikodhetnek a
betegség rosszabbodasaban.
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UJ MEGALLAPITASOK

e PSC-ben a progressziv betegséglefolyas elorejelzésére alkalmas Gj szerologiai markert
azonositottunk az anti-F-aktin antitest formajaban. Emellett vizsgalataink a betegség
patogenezisében kulcsfontossagu bél-maj kolcsonhatas Uj aspektusait tarta fel.

e Cirrézisos betegekben igazoltuk, hogy a korabbi adatokkal ellentétben a VWF.CB is
aranyosan emelkedik az elérehaladott betegségben.

e A VWEF.CB a tulélés vonatkozasaban az egyik legjobb markernek bizonyult.

e ST cirrézisban a kis molekulastlyl multimerek (LMWM) ardnya megndvekedett a
nagyok (HMWM) rovéasara.

e Az AD betegek azon részében, ahol alacsony ADAMTS13 aktivitdst mértlnk,
ultranagy — multimereket (ULMWM) jelenlétét tudtuk kimutatni. Ebben a
betegcsoportban a magas VWF szintek és a megjelend ultranagy multimerek
egylttesen  fokozott  protrombotikus hajlamot  eredményezhetnek és  szerepet

jatszhatnak a betegség progresszidjaban is.

49



IRODALOMJIEGYZEK

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Mokdad, A.A., et al., Liver cirrhosis mortality in 187 countries between 1980 and
2010: a systematic analysis. 2014. 12(1): p. 145.

Lozano, R., et al., Global and regional mortality from 235 causes of death for 20 age
groups in 1990 and 2010: a systematic analysis for the Global Burden of Disease
Study 2010. The Lancet, 2012. 380(9859): p. 2095-2128.

Zatonski, W.A., et al, Liver Cirrhosis Mortality in Europe, with Special Attention to
Central and Eastern Europe. European Addiction Research, 2010. 16(4): p. 193-201.
Kozponti Statisztikai Hivatal. Halalozasok a gyakoribb halalokok szerint (1990-2012)
Available from: http//www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat eves/i wnh00Z1.html.
World Health Organization. Global status report on alcohol and health 2014. Available
from: http://www.who.int/substance abuse/publications/global alcohol report/en/.
Younossi, Z.M., et al., Global epidemiology of nonalcoholic fatty liver disease-Meta-
analytic assessment of prevalence, incidence, and outcomes. Hepatology, 2016. 64(1):
p. 73-84.

Pugh, R.N., et al., Transection of the oesophagus for bleeding oesophageal varices. Br
J Surg, 1973. 60(8): p. 646-9.

Kamath, P.S. and W.R. Kim, The model for end-stage liver disease (MELD).
Hepatology, 2007. 45(3): p. 797-805.

Moreau, R., et al., Acute-on-chronic liver failure is a distinct syndrome that develops
in patients with acute decompensation of cirrhosis. Gastroenterology, 2013. 144(7): p.
1426-37, 1437.e1-9.

Arvaniti, V., et al., Infections in patients with cirrhosis increase mortality four-fold
and should be used in determining prognosis. Gastroenterology, 2010. 139(4): p.
1246-56, 1256.e1-5.

Tornai, T., et al., Macrophage activation marker, soluble CD163, is an independent
predictor of short-term mortality in patients with cirrhosis and bacterial infection.
Liver Int, 2016. 36(11): p. 1628-1638.

Gronbaek, H., et al., Macrophage activation markers predict mortality in patients with
liver cirrhosis without or with acute-on-chronic liver failure (ACLF). J Hepatol, 2016.
64(4): p. 813-22.

Papp, M., et al., Presepsin teardown - pitfalls of biomarkers in the diagnosis and
prognosis of bacterial infection in cirrhosis. World J Gastroenterol, 2016. 22(41): p.
9172-9185.

Foldi, I., et al., Lectin-complement pathway molecules are decreased in patients with
cirrhosis and constitute the risk of bacterial infections. Liver Int, 2017. 37(7): p. 1023-
1031.

Altorjay, 1., et al, Mannose-binding lectin deficiency confers risk for bacterial
infections in a large Hungarian cohort of patients with liver cirrhosis. J Hepatol, 2010.
53(3): p. 484-91.

Molodecky, N.A., et al., Incidence of primary sclerosing cholangitis: a systematic
review and meta-analysis. Hepatology, 2011. 53(5): p. 1590-9.

Boonstra, K., U. Beuers, and C.Y. Ponsioen, Epidemiology of primary sclerosing
cholangitis and primary biliary cirrhosis: a systematic review. J Hepatol, 2012. 56(5):
p. 1181-8.

Fosby, B., T.H. Karlsen, and E. Melum, Recurrence and rejection in liver
transplantation for primary sclerosing cholangitis. World J Gastroenterol, 2012. 18(1):
p. 1-15.

50


http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_wnh001.html
http://www.who.int/substance_abuse/publications/global_alcohol_report/en/

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Lazaridis, K.N. and N.F. LaRusso, Primary Sclerosing Cholangitis. N Engl J Med,
2016. 375(12): p. 1161-70.

Eksteen, B., The Gut-Liver Axis in Primary Sclerosing Cholangitis. Clin Liver Dis,
2016. 20(1): p. 1-14.

Eaton, J.E., et al, Pathogenesis of primary sclerosing cholangitis and advances in
diagnosis and management. Gastroenterology, 2013. 145(3): p. 521-36.

Joshi, D., et al., The impact of inflammatory bowel disease post-liver transplantation
for primary sclerosing cholangitis. Liver Int, 2013. 33(1): p. 53-61.

Alabraba, E., et al., A re-evaluation of the risk factors for the recurrence of primary
sclerosing cholangitis in liver allografts. Liver Transpl, 2009. 15(3): p. 330-40.
Lichtman, S.N., et al, Hepatic injury associated with small bowel bacterial
overgrowth in rats is prevented by metronidazole and tetracycline. Gastroenterology,
1991. 100(2): p. 513-9.

Yamada, S., et al., Small duct cholangitis induced by N-formyl L-methionine L-
leucine L-tyrosine in rats. J Gastroenterol, 1994. 29(5): p. 631-6.

Medvedev, A.E., et al., Tolerance to microbial TLR ligands: molecular mechanisms
and relevance to disease. J Endotoxin Res, 2006. 12(3): p. 133-50.

Mueller, T., et al, Enhanced innate immune responsiveness and intolerance to
intestinal endotoxins in  human biliary epithelial cells contributes to chronic
cholangitis. Liver Int, 2011. 31(10): p. 1574-88.

Fickert, P., et al., Lithocholic acid feeding induces segmental bile duct obstruction and
destructive cholangitis in mice. AmJ Pathol, 2006. 168(2): p. 410-22.

Fickert, P., et al., Regurgitation of bile acids from leaky bile ducts causes sclerosing
cholangitis in Mdr2 (Abcb4) knockout mice. Gastroenterology, 2004. 127(1): p. 261-
74,

Arnott, I.D.R., et al., Sero-Reactivity to Microbial Components in Crohn&#39;s
Disease Is Associated with Disease Severity and Progression, but not NOD2/CARD15
Genotype. The American Journal Of Gastroenterology, 2004. 99: p. 2376.

Papp, M., et al, Seroreactivity to microbial components in Crohn's disease is
associated with ileal involvement, noninflammatory disease behavior and
NOD2/CARD15 genotype, but not with risk for surgery in a Hungarian cohort of IBD
patients. Inflammatory Bowel Diseases, 2007. 13(8): p. 984-992.

Forcione, D.G., et al., Anti-Saccharomyces cerevisiae antibody (ASCA) positivity is
associated with increased risk for early surgery in Crohn's disease. Gut, 2004. 53(8): p.
1117-22.

Zholudev, A., et al., Serologic testing with ANCA, ASCA, and anti-OmpC in children
and young adults with Crohn's disease and ulcerative colitis: diagnostic value and
correlation with disease phenotype. Am J Gastroenterol, 2004. 99(11): p. 2235-41.
Papp, M., et al., Presence of anti-microbial antibodies in liver cirrhosis--a tell-tale sign
of compromised immunity? PLoS One, 2010. 5(9): p. e12957.

Papp, M., et al., High prevalence of IgA class anti-neutrophil cytoplasmic antibodies
(ANCA) is associated with increased risk of bacterial infection in patients with
cirrhosis. J Hepatol, 2013. 59(3): p. 457-66.

Dotan, 1., et al, Antibodies against laminaribioside and chitobioside are novel
serologic markers in Crohn's disease. Gastroenterology, 2006. 131(2): p. 366-78.
Ferrante, M., et al., New serological markers in inflammatory bowel disease are
associated with complicated disease behaviour. Gut, 2007. 56(10): p. 1394-403.

Papp, M., et al, New serological markers for infllmmatory bowel disease are
associated with earlier age at onset, complicated disease behavior, risk for surgery, and

51



39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

5L

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

NOD2/CARD15 genotype in a Hungarian IBD cohort. Am J Gastroenterol, 2008.
103(3): p. 665-81.

Lakatos, P.L., et al., Serum lipopolysaccharide-binding protein and soluble CD14 are
markers of disease activity in patients with Crohn's disease. Inflamm Bowel Dis, 2011.
17(3): p. 767-77.

Piton, G. and G. Capellier, Biomarkers of gut barrier failure in the ICU. Curr Opin
Crit Care, 2016. 22(2): p. 152-60.

Schirru, E., et al., Anti-actin IgA antibodies identify celiac disease patients with a
Marsh 3 intestinal damage among subjects with moderate anti-TG2 levels. Biomed
Res Int, 2013. 2013: p. 630463.

Reiberger, T., et al, Non-selective betablocker therapy decreases intestinal
permeability and serum levels of LBP and IL-6 in patients with cirrhosis. J Hepatol,
2013. 58(5): p. 911-21.

Tripodi, A., et al., Thrombin generation in patients with cirrhosis: the role of platelets.
Hepatology, 2006. 44(2): p. 440-5.

Tripodi, A., et al., Evidence of normal thrombin generation in cirrhosis despite
abnormal conventional coagulation tests. Hepatology, 2005. 41(3): p. 553-8.

Gatt, A., et al., Enhanced thrombin generation in patients with cirrhosis-induced
coagulopathy. J Thromb Haemost, 2010. 8(9): p. 1994-2000.

Youngwon, N., et al, Coagulation proteins influencing global coagulation assays in
cirrhosis:  hypercoagulability in cirrhosis assessed by thrombomodulin-induced
thrombin generation assay. Biomed Res Int, 2013. 2013: p. 856754.

Groeneveld, D., RJ. Porte, and T. Lisman, Thrombomodulin-modified thrombin
generation testing detects a hypercoagulable state in patients with cirrhosis regardless
of the exact experimental conditions. Thromb Res, 2014. 134(3): p. 753-6.
Peck-Radosavljevic, M., Thrombocytopenia in chronic liver disease. Liver Int, 2017.
37(6): p. 778-793.

Tripodi, A., Hemostasis abnormalities in liver cirrhosis: myth or reality? Pol Arch
Med Wewn, 2008. 118(7-8): p. 445-8.

Lisman, T., et al., Elevated levels of von Willebrand Factor in cirrhosis support
platelet adhesion despite reduced functional capacity. Hepatology, 2006. 44(1): p. 53-
61.

Tripodi, A., et al., An imbalance of pro- vs anti-coagulation factors in plasma from
patients with cirrhosis. Gastroenterology, 2009. 137(6): p. 2105-11.

Tripodi, A., Liver Disease and Hemostatic (Dys)function. Semin Thromb Hemost,
2015. 41(5): p. 462-7.

Lisman, T. and R.J. Porte, Rebalanced hemostasis in patients with liver disease:
evidence and clinical consequences. Blood, 2010. 116(6): p. 878-85.

Wannhoff, A., et al., Effects of increased von Willebrand factor levels on primary
hemostasis in thrombocytopenic patients with liver cirrhosis. PLoS One, 2014. 9(11):
p. €112583.

Leebeek, F.W., et al., A shift in balance between profibrinolytic and antifibrinolytic
factors causes enhanced fibrinolysis in cirrhosis. Gastroenterology, 1991. 101(5): p.
1382-90.

Lisman, T., et al., Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor deficiency in cirrhosis is
not associated with increased plasma fibrinolysis. Gastroenterology, 2001. 121(1): p.
131-9.

Tripodi, A. and P.M. Mannucci, The coagulopathy of chronic liver disease. N Engl J
Med, 2011. 365(2): p. 147-56.

52



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

Lisman, T. and R.J. Porte, Pathogenesis, prevention, and management of bleeding and
thrombosis in patients with liver diseases. Research and Practice in Thrombosis and
Haemostasis, 2017. 1(2): p. 150-161.

Tripodi, A., Hemostasis abnormalities in cirrhosis. Curr Opin Hematol, 2015. 22(5): p.
406-12.

Caldwell, S.H., et al, Coagulation disorders and hemostasis in liver disease:
pathophysiology and critical assessment of current management. Hepatology, 2006.
44(4): p. 1039-46.

de Franchis, R., Revising consensus in portal hypertension: report of the Baveno V
consensus workshop on methodology of diagnosis and therapy in portal hypertension.
J Hepatol, 2010. 53(4): p. 762-8.

Garcia-Tsao, G. and J. Bosch, Management of varices and variceal hemorrhage in
cirrhosis. N Engl J Med, 2010. 362(9): p. 823-32.

Montalto, P., et al., Bacterial infection in cirrhosis impairs coagulation by a heparin
effect: a prospective study. J Hepatol, 2002. 37(4): p. 463-70.

Noris, M. and G. Remuzzi, Uremic bleeding: closing the circle after 30 years of
controversies? Blood, 1999. 94(8): p. 2569-74.

La Mura, V., et al., Von Willebrand factor levels predict clinical outcome in patients
with cirrhosis and portal hypertension. Gut, 2011. 60(8): p. 1133-8.

Ferlitsch, M., et al., von Willebrand factor as new noninvasive predictor of portal
hypertension, decompensation and mortality in patients with liver cirrhosis.
Hepatology, 2012. 56(4): p. 1439-47.

Stockschlaeder, M., R. Schneppenheim, and U. Budde, Update on von Willebrand
factor multimers: focus on high-molecular-weight multimers and their role in
hemostasis. Blood Coagul Fibrinolysis, 2014. 25(3): p. 206-16.

Fujikawa, K., et al., Purification of human von Willebrand factor-cleaving protease
and its identification as a new member of the metalloproteinase family. Blood, 2001.
98(6): p. 1662-6.

Sadler, J.E., Von Willebrand factor, ADAMTS13, and thrombotic thrombocytopenic
purpura. Blood, 2008. 112(1): p. 11-8.

Uemura, M., et al., Localization of ADAMTS13 to the stellate cells of human liver.
Blood, 2005. 106(3): p. 922-4.

Zhou, W., et al., ADAMTS13 is expressed in hepatic stellate cells. Lab Invest, 2005.
85(6): p. 780-8.

Atzori, L., G. Poli, and A. Perra, Hepatic stellate cell: a star cell in the liver. Int J
Biochem Cell Biol, 2009. 41(8-9): p. 1639-42.

Mannucci, P.M., et al., Changes in health and disease of the metalloprotease that
cleaves von Willebrand factor. Blood, 2001. 98(9): p. 2730-5.

Feys, H.B., et al, ADAMTS13 activity to antigen ratio in physiological and
pathological conditions associated with an increased risk of thrombosis. Br J
Haematol, 2007. 138(4): p. 534-40.

Anstee, Q.M., A. Dhar, and M.R. Thursz, The role of hypercoagulability in liver
fibrogenesis. Clin Res Hepatol Gastroenterol, 2011. 35(8-9): p. 526-33.

Di Martino, V., et al., New prognostic markers in liver cirrhosis. World J Hepatol,
2015. 7(9): p. 1244-50.

Kalambokis, G.N., et al., von Willebrand factor and procoagulant imbalance predict
outcome in patients with cirrhosis and thrombocytopenia. J Hepatol, 2016. 65(5): p.
921-928.

Papp, M., et al., Acute phase proteins in the diagnosis and prediction of cirrhosis
associated bacterial infections. Liver Int, 2012. 32(4): p. 603-11.

53



79.

80.

8l

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Raparelli, V., et al, Low-grade endotoxemia and platelet activation in cirrhosis.
Hepatology, 2017. 65(2): p. 571-581.

Martins, E.B. and R.W. Chapman, Sclerosing cholangitis. Curr Opin Gastroenterol,
2001. 17(5): p. 458-62.

Kim, W.R., et al., A revised natural history model for primary sclerosing cholangitis.
Mayo Clin Proc, 2000. 75(7): p. 688-94.

Papp, M., et al., Rediscovery of the Anti-Pancreatic Antibodies and Evaluation of their
Prognostic Value in a Prospective Clinical Cohort of Crohn's Patients: The Importance
of Specific Target Antigens [GP2 and CUZD1]. J Crohns Colitis, 2015. 9(8): p. 659-
68.

Ikeda, H., et al., Prediction of hepatocellular carcinoma development by plasma
ADAMTSL13 in chronic hepatitis B and C. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2011.
20(10): p. 2204-11.

Liu, Y., et al., The role of von Willebrand factor as a biomarker of tumor development
in hepatitis B virus-associated human hepatocellular carcinoma: a quantitative
proteomic based study. J Proteomics, 2014. 106: p. 99-112.

Cejka, J., Enzyme immunoassay for factor VIll-related antigen. Clin Chem, 1982.
28(6): p. 1356-8.

Mendelboum Raviv, S., et al., Coating conditions matter to collagen matrix formation
regarding von Willebrand factor and platelet binding. Thromb Res, 2012. 129(4): p.
e29-35.

Kokame, K., et al., FRETS-VWF73, a first fluorogenic substrate for ADAMTS13
assay. Br J Haematol, 2005. 129(1): p. 93-100.

Udvardy, M.L., K. Szekeres-Csiki, and J. Harsfalvi, Novel evaluation method for
densitometric curves of von Willebrand factor multimers and a new parameter
(M(MW)) to describe the degree of multimersation. Thromb Haemost, 2009. 102(2):
p. 412-7.

Pereboom, I.T., et al., No evidence for systemic platelet activation during or after
orthotopic liver transplantation. Liver Transpl, 2009. 15(8): p. 956-62.

Shenkman, B., et al., Testing of platelet deposition on polystyrene surface under flow
conditions by the cone and plate(let) analyzer: role of platelet activation, fibrinogen
and von Willebrand factor. Thromb Res, 2000. 99(4): p. 353-61.

Vanickova, M., J. Suttnar, and J.E. Dyr, The adhesion of blood platelets on fibrinogen
surface: comparison of two biochemical microplate assays. Platelets, 2006. 17(7): p.
470-6.

Infantino, M., et al., Anti-gliadin antibodies in non-celiac gluten sensitivity. Minerva
Gastroenterol Dietol, 2017. 63(1): p. 1-4.

Gabbiani, G., et al., Human smooth muscle autoantibody. Its identification as antiactin
antibody and a study of its binding to "nonmuscular” cells. Am J Pathol, 1973. 72(3):
p. 473-88.

Hennes, E.M., et al., Simplified criteria for the diagnosis of autoimmune hepatitis.
Hepatology, 2008. 48(1): p. 169-76.

Chretien-Leprince, P., et al., Diagnostic value of anti-F-actin antibodies in a French
multicenter study. Ann N 'Y Acad Sci, 2005. 1050: p. 266-73.

Clemente, M.G., et al., Enterocyte actin autoantibody detection: a new diagnostic tool
in celiac disease diagnosis: results of a multicenter study. Am J Gastroenterol, 2004.
99(8): p. 1551-6.

Guo, S., et al., Lipopolysaccharide causes an increase in intestinal tight junction
permeability in vitro and in vivo by inducing enterocyte membrane expression and
localization of TLR-4 and CD14. Am J Pathol, 2013. 182(2): p. 375-87.

54



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

100.

110.

111

112.

113.

114.

115.

Couto, C.A., et al., Antismooth muscle and antiactin antibodies are indirect markers of
histological and biochemical activity of autoimmune hepatitis. Hepatology, 2014.
59(2): p. 592-600.

Czaja, AJ., et al, Frequency and significance of antibodies to actin in type 1
autoimmune hepatitis. Hepatology, 1996. 24(5): p. 1068-73.

Wiencke, K., et al., Primary sclerosing cholangitis is associated to an extended B8-
DR3 haplotype including particular MICA and MICB alleles. Hepatology, 2001. 34(4
Pt 1): p. 625-30.

Boberg, K.M., et al., The HLA-DR3,DQ2 heterozygous genotype is associated with an
accelerated progression of primary sclerosing cholangitis. Scand J Gastroenterol,
2001. 36(8): p. 886-90.

Bowlus, C.L., et al., Primary sclerosing cholangitis in genetically diverse populations
listed for liver transplantation: unique clinical and human leukocyte antigen
associations. Liver Transpl, 2010. 16(11): p. 1324-30.

Hov, J.R., et al., Antineutrophil antibodies define clinical and genetic subgroups in
primary sclerosing cholangitis. Liver Int, 2017. 37(3): p. 458-465.

Sjoberg, K., S. Lindgren, and S. Eriksson, Frequent occurrence of non-specific gliadin
antibodies in chronic liver disease. Endomysial but not gliadin antibodies predict
coeliac disease in patients with chronic liver disease. Scand J Gastroenterol, 1997.
32(11): p. 1162-7.

Chatzicostas, C., et al., Primary biliary cirrhosis and autoimmune cholangitis are not
associated with coeliac disease in Crete. BMC Gastroenterol, 2002. 2: p. 5.

Reichelt, K.L. and D. Jensen, IgA antibodies against gliadin and gluten in multiple
sclerosis. Acta Neurol Scand, 2004. 110(4): p. 239-41.

Rensch, M.J., et al., The prevalence of celiac disease autoantibodies in patients with
systemic lupus erythematosus. Am J Gastroenterol, 2001. 96(4): p. 1113-5.

Bjornsson, E., et al., Intestinal permeability and bacterial growth of the small bowel in
patients with primary sclerosing cholangitis. Scand J Gastroenterol, 2005. 40(9): p.
1090-4.

Terjung, B., et al., p-ANCAs in autoimmune liver disorders recognise human beta-
tubulin isotype 5 and cross-react with microbial protein FtsZ. Gut, 2010. 59(6): p. 808-
16.

Matysiak-Budnik, T., et al.,, Secretory IgA mediates retrotranscytosis of intact gliadin
peptides via the transferrin receptor in celiac disease. J Exp Med, 2008. 205(1): p.
143-54.

Ferro, D., et al, High plasma levels of von Willebrand factor as a marker of
endothelial perturbation in cirrhosis: relationship to endotoxemia. Hepatology, 1996.
23(6): p. 1377-83.

Tornai, I., et al., Endothelium releases more von Willebrand factor and tissue-type
plasminogen activator upon venous occlusion in patients with liver cirrhosis than in
normals. Haemostasis, 1993. 23(1): p. 58-64.

Uemura, M., et al., Comprehensive analysis of ADAMTS13 in patients with liver
cirrhosis. Thromb Haemost, 2008. 99(6): p. 1019-29.

Hugenholtz, G.C., et al, An unbalance between von Willebrand factor and
ADAMTSI13 in acute liver failure: implications for hemostasis and clinical outcome.
Hepatology, 2013. 58(2): p. 752-61.

Pereboom, I.T., et al., Development of a severe von Willebrand factor/ADAMTS13
dysbalance during orthotopic liver transplantation. Am J Transplant, 2009. 9(5): p.
1189-96.

55



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

Favaloro, E.J., et al., Differential sensitivity of von Willebrand factor (VWF) 'activity'
assays to large and small VWF molecular weight forms: a cross-laboratory study
comparing ristocetin cofactor, collagen-binding and mAb-based assays. J Thromb
Haemost, 2012. 10(6): p. 1043-54.

Fisher, C., et al., Balanced haemostasis with both hypo- and hyper-coagulable features
in critically ill patients with acute-on-chronic-liver failure. J Crit Care, 2018. 43: p. 54-
60.

Federici, A.B., et al., Degradation of von Willebrand factor in patients with acquired
clinical conditions in which there is heightened proteolysis. Blood, 1993. 81(3): p.
720-5.

Lancellotti, S., et al., Oxidized von Willebrand factor is efficiently cleaved by serine
proteases from primary granules of leukocytes: divergence from ADAMTS-13. J
Thromb Haemost, 2011. 9(8): p. 1620-7.

Carnevale, R., et al, Gut-derived endotoxin stimulates factor VIII secretion from
endothelial cells. Implications for hypercoagulability in cirrhosis. J Hepatol, 2017.
67(5): p. 950-956.

Reuken, P.A., et al., Imbalance of von Willebrand factor and its cleaving protease
ADAMTS13 during systemic inflammation superimposed on advanced cirrhosis.
Liver Int, 2015. 35(1): p. 37-45.

Villa, E., et al., Enoxaparin prevents portal vein thrombosis and liver decompensation
in patients with advanced cirrhosis. Gastroenterology, 2012. 143(5): p. 1253-1260.e4.
Kleinegris, M.C., et al., Cirrhosis patients have a coagulopathy that is associated with
decreased clot formation capacity. J Thromb Haemost, 2014. 12(10): p. 1647-57.

Cao, W.J., et al, Inflammatory cytokines inhibit ADAMTS13 synthesis in hepatic
stellate cells and endothelial cells. J Thromb Haemost, 2008. 6(7): p. 1233-5.

56



TARGYSZAVAK

primer sclerotizalo cholangitis, beél barrier dysfunctio, intestinalis zsirsav-koté protein, anti-F-
aktin antitest, anti-gliadin antitest, cirrhosis, akut dekompenzacid, szisztémas gyulladas, von

Willebrand multimerek, thrombotikus microangiopathia

KEYWORDS

Primary sclerosing cholangitis, gut barrier dysfunction, intestinal fatty acid-binding protein,
anti-F-actin  antibody, anti-gliadin  antibody, cirrhosis, acut decompensation, systemic

inflammation, von Willebrand factor multimers, thrombotic microangiopathy

57



KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelétt koszonom Dr. Marton 1ldiké Professzor Asszonynak, hogy a
Fogorvostudomanyi Doktori Iskola keretein beliill lehetdséget biztositott szdmomra a
tudomanyos munkam elvégzéséhez.

Nagyon koszonom témavezetdmnek, Dr. Tornai Istvan Tanar Urnak, hogy
tanitvanyaul fogadott, szakmai észrevételeivel, tanicsaival segitett, hogy ez a PhD munka
létrejohessen. Rezidens éveim alatt megtanitotta az osztdlyos munka fortélyait és azota is
mindig szamithatok a segitségére. Szakmai tudasa, a betegek iranti Gszinte odaadasa,
munkabirdsa egyarant kévetendd példaként szolgdl szamomra.

Héldsan koszondbm Dr. Papp Maria Tanarnének, hogy otodéves egyetemista
koromban szarnyai ala vett, a Kklinikai- és a kutatobmunkamat szakmai eészrevételeivel segiti €s
hogy azbta is a Gasztroenterologiai Kutatocsoportjanak tagja lehetek. Toretlen lelkesedése,
munkabirdsa, a csalad és a munka bamulatos Osszeegyeztetése példaértékii szamomra.

Nekik koszonhetden magaval ragadott a hepatologia €s a kutatomunka viliga és azota
sem ereszt.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Altorjay Istvan Professzor Urnak, hogy a
Gasztroenterologiai Tanszék munkatdrsa lehetek, szakmai fejlddésemet eldsegiti és a
kutatomunkamhoz lehetséget biztositott.

K0szon6m szerzotarsaimnak, kiilon kiemelve, Dr. Harsfalvi Jolan Tanarnének, a
von Willebrand faktorral kapcsolatos kutatdsban és a cikk megirdsdban nyujtott segitségét,
jotandcsait. Koszondm Dr. Tornai Tamasnak az eredmények statisztikai elemzéseben
nyujtott segitségét.

Kdszondm a Gasztroenteroldgiai Tanszék munkatarsainak tamogatd hozzaallasat,
mellyel nagyban hozzajarultak gyakorlati és elméleti tudasom bévitéséhez.

Koszondm Fabian Maria és Tomori Janosné Eva asszisztensndknek a laboratoriumi
munkaban nyujtott segitségiket.

Véqll, de nem utolsésorban, halasan kdszéném a Csaladomnak, férjemnek, Attilanak,
kislanyomnak, Norinak, szileimnek és higomnak a sok-sok szeretetet, tamogatast, batoritast,
amellyel vilagéletemben Kkoriilvettek. Koszonom, hogy az idaig vezet6 uton is mellettem
alltak, tlrelemmel, 6nzetlen lemondassal, a mindennapi teendékben tevélegesen részt vallalva

segitettek, hogy ez a munka Iétrejohessen.

58



SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/310/2018.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Palyu Eszter
Neptun kéd: CSA4UZ
Doktori Iskola: Fogorvostudomanyi Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Palyu, E., Harsfalvi, J., Tornai, T., Papp, M., Udvardy, M., Szekeres-Csiki, K., Pataki, L.,
Vanhoorelbeke, K., Feys, H. B., Deckmyn, H., Tornai, |.: Major changes of von Willebrand
factor multimer distribution in cirrhotic patients with stable disease or acute decompensation.
Thromb. Haemost. 118 (8), 1397-1408, 2018.

DOI: http://dx.doi.org/10.1055/s-0038-1661393
IF: 4.952 (2017)

2. Tornai, T., Palyu, E., Vitalis, Z., Tornai, |., Tornai, D., Antal-Szalmas, P., Norman, G. L., Shums,
Z., Veres, G., Dezséfi, A., Par, G., Par, A., Orosz, P., Szalay, F., Lakatos, P. L., Papp, M
Gut barrier failure biomarkers are associated with poor disease outcome in patients with
primary sclerosing cholangitis.
World J. Gastroenterol. 23 (29), 5412-5421, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v23.i29.5412
IF: 3.3

Tovabbi kézlemények

3. Sipeki, N., Davida, L., Palyu, E., Altorjay, |., Harsfalvi, J., Antal-Szalmas, P., Szabé, Z., Veres, G.,
Shums, Z., Norman, G. L., Lakatos, P. L., Papp, M.: Prevalence, significance and predictive

value of antiphospholipid antibodies in Crohn's disease. /(Jg;; p
World J. Gastroenterol. 21 (22), 6952-6964, 2015. o i
~
DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v21.i22.6952. / +
IF: 2.787 \j
4. Lakatos, P. L., Sipeki, N., Kovéacs, G., Palyu, E., Norman, G. L., Shums, Z. Golov\t\s, :“

Lovasz, B. D., Antal-Szalmas, P., Papp, M.: Risk matrix for prediction ofdlsgasépcﬁgr_',dhf/
in a referral cohort of patients with Crohn's disease.

J. Crohns. Colitis. 9 (10), 891-898, 2015.

IF: 6.585

59



NP
o

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Vitalis, Z., Altorjay, |., Tornai, |., Palatka, K., Kacska, S., Palyu, E., Tornai, D., Udvardy, M.,
Harsfalvi, J., Dinya, T., Veres, G., Lakatos, P. L., Papp, M.: Phenotypic polymorphism of
haptoglobin: a novel risk factor for the development of infection in liver cirrhosis.

Hum. Immunol. 72 (4), 348-354, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.humimm.2011.01.008
IF: 2.837

6. Lakatos, P. L., Kiss, L. S., Palatka, K., Altorjay, |., Antal-Szalmas, P., Palyu, E., Udvardy, M.,
Molnar, T., Farkas, K., Veres, G., Harsfalvi, J., Papp, J., Papp, M.: Serum lipopolysaccharide-
binding protein and soluble CD14 are markers of disease activity in patients with Crohn's
disease.

Inflamm. Bowel Dis. 17 (3), 767-777, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/ibd.21402
IF: 4.855

7. Papp, M., Foldi, I., Altorjay, ., Palyu, E., Udvardy, M., Tumpek, J., Sipka, S., Korponay-Szabo, |.,
Nemes, E., Veres, G., Dinya, T., Tordai, A., Andrikovics, H., Norman, G. L., Lakatos, P. L.:
Anti-microbial antibodies in celiac disease: trick or treat?

World J. Gastroenterol. 15 (31), 3891-3900, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.1515.383891
IF: 2.092

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 27,408
A ko216 folyéiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
8,252

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tuddstérbe feltoltott adatok bibliogréfiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2018.09.19.

60



