Doktori (PhD) értekezés tézisei

SZEROLOGIAI TENYEZOK SZEREPE A KRONIKUS
MAJBETEGSEGEK PROGRESSZIOJANAK ELOREJELZESEBEN

Dr. Palyu Eszter

Témavezeto: Dr. Tornai Istvan

DEBRECENI EGYETEM

Fogorvostudomanyi Doktori Iskola

Debrecen, 2018



SZEROLOGIAI TENYEZOK SZEREPE A KRONIKUS MAJBETEGSEGEK
PROGRESSZIOJANAK ELOREJELZESEBEN

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében a Klinikai orvostudomanyok
tudomanyagban

irta: Dr. Palyu Eszter okleveles altalanos orvos
Késziilt a Debreceni Egyetem Fogorvotudomanyi Doktori Iskolaja keretében

Témavezetd: Dr. Tornai Istvan, PhD

A doktori szigorlati bizottsag:

elndk: Prof. Dr. Marton lldiké, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kappelmayer Janos, az MTA doktora
Dr. Lengyel Gabriella, PhD

A doktori szigorlat idépontja:
Debreceni Egyetem FOK, Fogéaszati Klinika, 228. tanterem
2019. januar 31. 11 ora

Az értekezés hiraloi:

Dr. Werling Klara, PhD
Dr. Bagoly Zsuzsa, PhD

A biralobizottsag:

elnok: Prof. Dr. Marton lldikd, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kappelmayer Janos, az MTA doktora
Dr. Lengyel Gabriella, PhD
Dr. Werling Klara, PhD
Dr. Bagoly Zsuzsa, PhD

Az értekezés védésenek idSpontja:
Debreceni Egyetem AOK, Belgyogyaszati Intézet, ,,A” épiilet tanterme
2019. januar 31. 13 ora



BEVEZETES

A “kronikus majbetegség” gylijtonév alatt a maj szerkezeti elemeinek a karosodasaval
jar6 megbetegedések Osszességét értjik. A majszovet gyulladasaval, szovetelhalassal, majd
regeneracioval jellemezheté folyamat, mely az id6 elérehaladtaval fibrozishoz, majd
cirrozishoz vezet. Ez utobbi a betegségek végstadiumanak tekinthetd. Egy 2014-ben publikalt
tanulméany szerint 2010-ben vildgszerte tobb mint egymillio halaleset tortént a majcirrdzis

kovetkeztében, mely az 6sszhalalozas 1,95%-at teszi Ki.

Hazankban a KSH jelenleg elérhet6 legfrissebb (2016-0s) adatai szerint a
majbetegségek okozta haldlozasi adatok évek ota csokkend tendencidt mutatnak ugyan, de a

rangsorban még mindig a 6. helyet foglaljak el.

Krénikus majbetegseg, végul cirrdzis kialakulasdhoz vezethetnek a rendszeres, talzott
mértékii alkoholfogyasztds, a kronikus virus hepatitiszek (B, D ¢és C), a kiilonbzo
anyagcserebetegségek (Wilson-kor, hemokromatdzis), a keringési zavarok (portalis véna
trombézis, Budd-Chiari-szindroma, jobb szivfél elégtelenseg), a nem alkoholos zsirméj
(NAFLD), illetve -szteatohepatitisz (NASH), az autoimmun majbetegségek (autoimmun
hepatitisz [AIH], primer biliaris kolangitisz [PBC] és primer szklerotizalo kolangitisz [PSC]),
az elhuzodo epepangassal jaro allapotok. Tovabba egyes gydgyszereknek, toxikus
anyagoknak is szerepet tulajdonitanak. Hazai és nemzetkézi viszonylatban is a tudlzott
alkoholfogyasztds a felelés leggyakrabban a majcirrozis kialakulasaért és az ebbdl adodo
haldlozas 50%-aért, azonban egyre né az elhizds és igy a NAFLD/NASH koroki szerepe.

A Kkérositd tényezOk hatdsara évtizedek alatt a hepatocitdk elhalnak, a ma4j
kotoszovetesen atépiil, azonban még kialakult cirrdzis esetén is, a maj jelentds tartalékainak
koszonhetéen, a beteg évekig tiinetmentes maradhat. Ezt az allapotot stabil, vagy kompenzalt
cirrozisnak nevezzik (ST). A betegség sulyossaganak megitélésére leggyakrabban a Child-
Pugh- illetve a MELD (Model for End-stage Liver Disease) pontrendszert hasznaljuk. A
folyamat progresszidja soran, annak barmely stidiumaban jelentkezhetnek szovédmények:
felsé tapcsatornai vérzés (leggyakrabban nyeldcsd visszértagulatok repedésébdl), hasviz -
ascites megjelenése, hepatikus enkefalopatia, bakteridlis fertézések illetve ezek kombinacidja.
stlyos, életet veszélyeztetd 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 krénikus majbetegsegre rakodott akut majelégtelenség (acute-on-chronic liver failure,
[ACLF]) néven hasznalatos, és tovabb rontja a majelégtelen beteg Aallapotat, valamint
jelentésen noveli a rovid tava halalozast. A kiilonboz6 provokald tényezok kozul
leggyakoribb a bakteridlis fert6zés, mely Onmagdban négyszeresére ndveli a cirrdzisos

betegek halalozasat.

A PSC egy kronikus, epepangassal jaro majbetegség, melyre folyamatos, progressziv
epeuti gyulladas, valamint fibrozis jellemz6, és végiil masodlagos cirrdzishoz vezet. A
betegség Klinikai megjelenése és progresszidja valtozatos, fokozott az epeuti karcinéma
kialakulasdnak kockazata. Egyedili gyogyitd eljaras jelenleg a majatiltetés. Eddig nem
azonositottak olyan megbizhatdo biomarkert, mely képes lenne megjésolni a progresszid

sebességét. Kovetkezésképpen, a PSC miatt kezelt betegek rizikobecslése nem megfeleld.

A PSC etiologidgja még nem ismert teljes egészében, azonban patogenezisében a
bélrendszer és a maj kolcsonhatasat feltételezik, ezt szdmos klinikai bizonyiték tamasztja ala.
Egyrészt, szoros osszefuggés van a betegség és a gyulladasos bélbetegségek (IBD) kozott, a
betegek kdzel 80%-anal mindkét betegség jelen van. Masrészt, az egyidejlileg IBD-s és PSC-s
betegek esetén, a transzplantacido korlli magas IBD aktivitas esetén magasabb, mig a
majatiiltetést megeldzéen elvégzett colectomia esetén jelentésen alacsonyabb a PSC
kigjuldsanak ardnya. A kutatdsi eredmények is a gyulladt, atereszté bél szerepét tamogatjak a
késébbi epeuti gyulladasban. A PSC-ben szenvedd betegek fokozott immunvalasszal
reagalnak az intesztinalis endotoxinokra, az ismételt expozici6 hatdsara viszont tolerancia
nem alakul ki. Az elh(zodé és aktiv belgyulladas hatasara karosodik a bélnyalkahartya barrier
funkcidja, ezaltal lehetévé téve a kolangiocitdk késObbi endotoxin expozicidjat. A szétvald
tight junction-ok miatt a kolangiocitak kiilonb6z6 kémiai anyagok, példaul epesavak
hatasanak lesznek kitéve, melyek sériilést és gyulladast okozhatnak. Allatmodellekben a

kolangiocitak tight junction-jeinek szétvalasa fontos lépés a PSC kialakulasaban.

Nemrégiben a bélnyalkahartya barrier funkcidjait megbizhatéan jelzé biomarkereket
azonositottak. Az enterocita integritdsra vonatkozban, egy enterocitaban talalhatd
citoplazmatikus fehérjérdl, az intesztindlis zsirsav-koté proteinrdl (intestinal fatty acid-
binding protein [I-FABP]), mint az enterocita karosodas markerér6l szamoltak be, mely
gyulladds, belhamsejt sérilés esetén a szisztémas keringésbe Kerll, ezaltal a “bél
troponinjanak™  tekinthetd. Az intracellularis citoszkeletdlis aktin  filamentumok ellen

termel6d6 anti-F-aktin 1gA antitestek (AAA IgA) jelenléte szorosan Osszefliggott a coliakias



betegek totalis vagy szubtotalis vékonybél atrofiat mutatd szovettani leleteivel. Az anti-
gliadin 1gA antitestek (AGA IgA) a majcirrozisos betegekben és szignifikdns portalis

hipertenzidban észlelt megndvekedett intesztindlis permeabilitdssal tarsultak.

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

A maj kiemelt szerepet jatszik a hemosztazisban az altala termelt alvadasi faktorok,
prokoagulans és antikoagulans fehérjék révén. Majcirrozisos betegekben az észlelt megnyult
alvadasi paraméterek (protrombin id6é [PI], nemzetkdzi standardizalt rata [INR], aktivalt
parcialis tromboplasztin id6 [APTI]) ellenére mégsem tapasztalhatod kifejezett vérzékenység,
ugyanis a csokkent szintetikus kapacitas mind a pro-, mind az antikoagulansokat érinti. A
cirrdzisos betegekben észlelheté megvaltozott, instabilabb kiilonféle provokald tényezok
hatdsara konnyen elbillenhet vérzékenység vagy trombozishajlam iranyaba egyarént.
Provokald faktorok lehetnek az endotél funkcidzavar, a portalis hipertenzio, a bakterialis

fertozések €s a veseelégtelenség.

A VWEF egy nagy, multimerszerkezetli fehérje, mely kozponti szerepet jatszik a
vérlemezke adhézioban ¢€s az elsddleges hemosztdzisban. Az endotélsejtekben ¢és a
megakariocitdkban  képzddik,  kindulasként =~ monomer  formédban.  Poszttranszlacios
modosulasokat kévetden nyeri el végleges formajat, kis- (LMWM), kozepes- (IMWM), nagy-
(HMWM) és ultra-nagy molekulasulya multimerekként (ULMWM). A HMWM tekinthet6 a

hemosztazis szempontjabol legaktivabb multimernek.

A VWEF és vele egyitt a VIII. faktor szintje emelkedett cirrdzisban, utébbinak a szintje
pedig Osszefligg a betegség sulyossagaval. Egyes tanulmanyokban szoros dsszefuiggést
talaltak a magas VWF szint, a portalis hipertenzié és a mortalitas kozott. Az emelkedett VWF
szint egyes tanulmanyok szerint a cirrozisos betegekben gyakran észlelhetd vérlemezke

rendellenességeket (trombocitopénia, trombocitopatia) kompenzalhatja.

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 reaktivitisat befolydsolja annak multimer mérete. Oroklott,
vagy szerzett ADAMTSI3 deficienciaban szenvedd betegekben ultra-nagy VWF multimerek
¢szlelhetok a keringésben, mivel az enzimdefektus kovetkeztében a lebontas folyamata

jelentésen lelassul. Ennek eredménye a trombotikus mikroangiopatiaval jellemzett korkép, a
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trombotikus trombocitopénids purpura (TTP). Az ADAMTS13-mat a maj stellat sejtjei
termelik, melyek majcirrézisban aktivalodnak. Korabban kiilonb6z6 ADAMTS13 aktivitasi s
antigén szinteket mértek majcirrézisban szenvedd betegekben. Manucci és mtsai. illetve Feys
és mtsai. kimutattak, hogy az ADAMTSI13 aktivitasa szignifikinsan csokkent elérehaladott
majbetegsegben, Lisman és munkacsoportja viszont nem talalt 6sszefliggést az ADAMTS13

szint és a majbetegseg sulyossaga kozott.

Elérehaladott cirrozisban egyértelmii protrombotikus tendencia lehetdségét vetették
fel. A hattérben alld6 endotél funkcidzavar, szisztémas gyulladas €s bakteridlis fertézések
egylttesen komoly szerepet jatszhatnak a cirrézis rosszabbodasaban. A VWF paraméterek
jellemzéire, mint példaul az antigén szt (VWF:Ag), funkciondlis aktivitds, multimer
szerkezet, valamint az ADAMTS13 szintekre érdemben nincs adat stabil és akutan
dekompenzalt betegek vonatkozasadba. Mivel az akut fazis reakciot kivaltd bakterialis
fertdzések gyakoriak cirrétikus betegeinkben, és a VWF is egy akut fazis fehérje, ezért fontos
a szisztémas gyulladas és a VWF parameterei kozotti dsszefligges vizsgalata is.



CELKITUZESEK

Munkank soran gyermek- ¢és felnétt PSC-s betegcsoportban, a bél barrier
diszfunkcidjat jelzé szerologiai markerek eléfordulasi gyakorisagat akartuk vizsgdlni. Célul
tiztiik ki ezen markerek Osszefiiggésének vizsgalatat a betegség klinikai, illetve laboratoriumi
jellemzéivel, valamint a PSC hosszitava betegséglefolyasaval. Emellett terveink kozott
szerepelt annak vizsgélata, hogy a bélkarosodds markerei 6sszefliggésben vannak-e a

bakteridlis fertézés markereivel és a nydlkahdrtya immunreakcioképességével.

Célul thztik ki a VWEF nagyon részletes kvantitativ paramétereinek és az Orids
molekula multimer szerkezetének, illetve az ADAMTS13 antigén szint és aktivitas vizsgalatat
stabil és AD miatt kérhadzban kezelt cirrGtikus betegekben. Tovabba vérlemezke adhézids
vizsgalatot és trombin generacios teszt végzését is terveztik a betegek plazméajabol. 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 cirrGzis progresszidjaban. Végezetil azt is
vizsgaltuk, hogy ezen hemosztazis paraméterek és a szisztémas gyulladast képvisel6 C-reaktiv

protein (CRP) milyen befolyassal vannak a tulélésre.



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 [férfi/n6: 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 szikséges volt, szovettani vizsgalat alapjan tortént. Azon
betegek, akiknél egyidejiileg malignus betegség is fennallt, kizarasra keriiltek. A bevalasztast
klinikai adatokat egységes formatumban rogzitettik. Meghataroztuk 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,
cirrozissal és portélis hipertenzidval Osszefiiggd szovodmények jelenlétét (pl. ascites,
enkefalopatia, nyelécs¢ varixok vagy varixvérzés), megel6z0 ortotopikus majatiiltetést
(OLTX), rogzitettlk a tarsbetegségeket €s a gyogyszerszedésre vonatkozd adatokat (pl.
urzodeoxikdlsav, szteroid, immunszuppressziv és/vagy biolégiai kezelés). A bevalasztaskor
meghataroztuk a mddositott Mayo kockazati pontszdmot és standard protokollokat hasznalva,

rutin laboratoriumi vizsgalatokat végeztink.

A 67 betegb6l 55 volt bevonhaté 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 szovddmények 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



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 betegbdl all6 colitis ulcerosas
betegcsoportot [férfi/nd: 79/93, median életkor: 34 (IQR: 23-44) év] valasztottunk.

Majcirrdzisos betegcsoport

A tanulmanyba 153, jol jellemzett, kiilonbozé eredetli majcirrdzisos beteget
valasztottunk be 2006. januar és 2017. december kozott a Gasztroenteroldgiai Tanszékink
jaro- és fekvo betegei koziil (né/férfi: 75/78, median ¢életkor 56 [IQR: 24-80] év).

Egyedili bevalasztasi kritérium a cirrdzis megléte volt, az etiologiatdl fliggetlenal. A
diagndzis  Klinikai, biokémiai és képalkotd vizsgéalatokon, valamint — amennyiben
rendelkezésre &llt — a majbiopszia szbvettani eredményén alapult. A cirrdzis etiolégiaja
alkoholos majbetegseg (n=106), kronikus B vagy C virus hepatitisz (n=34) és egyéb ok,
példaul PBC, AIH vagy kriptogén cirrézis (n=13) volt. A kohorsz 99 stabil jarobetegbdl és
54, AD epizdbd miatt hospitalizalt egyénbdl alit. AD-nak tekintettik az ascites hirtelen
fokozodasat, a fels¢ tapcsatornai (GI) vérzést, a hepatikus enkefalopatiat (HE) vagy a
bakterialis fert6zést. Az AD csoporton beliil, azon eseteket, ahol ACLF alakult Ki,
retrospektiven elemeztik a CANONIC tanulmanyban megéllapitott kritériumok alapjan. A
hepatocellularis karcinomaban szenvedd betegeket kizartuk, mivel ez befolyasolhatja a
VWF:Ag és ADAMTS13 szinteket. Kizartuk tovabbd azon betegeket is, akik a bevalasztast
megel6z6 2 hétben aszpirint vagy barmilyen nem szteroid gyulladascsokkentét szedtek, illetve

friss fagyasztott plazmat, vératomlesztést vagy vérlemezke koncentratumot kaptak.

A kontroll csoport 92 egészséges, nem és életkor szerint egyezé Onkéntesbdl allt
[ferfimé: 45/52, median életkor a bevalasztaskor: 50,5 (IQR: 31,75-64) ev].



MODSZEREK

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

[9:1, vIV]) Kkétszer 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-mikrobialis antitestek meghatarozasdhoz 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 ertékében

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.

Megmertik 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 bélbaktériumok 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 elérhet6 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.

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 elorejelzdjének.

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).

A  VWEF-kollagén koté aktivitast (VWF:CB) szintén ELISA modszerrel, az
aldbbiaknak megfeleléen hataroztuk meg. A fedéshez human, III. tipusu 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 higitas) 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 reakciét, 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 kalibralasahoz a WHO 2. Nemzetkozi Standard
von Willebrand Faktor Koncentratumot (NIBSC kéd: 09/182) hasznaltuk (NIBSC, UK).

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. publikaltak. A poolozott normal plazmaban 1€v6 ADAMTSI3 antigén szintet vettiik
100%-nak.

A VWF multimeranalizisét Udvardy és mtsai. altal hasznalt mddszer szerint végeztik.
A  VWF multimereket natrium-dodecil-szulfat (SDS) 0,8%-0s és 0,65%-0s agaroz
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 tekintettik, ahogyan
azt kordbban ismertették. A 08%-0s agar6z geleken a sdvokat 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 vonatkozéan, 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.

A plazma vérlemezke adhézios képesseégenek méréséhez 10 ST, 10 AD beteg és 10
kontroll egyén plazmajat vizsgaltuk aramlasi viszonyok kozott, helyredllitott vért hasznalva.
A helyreéllitott vér sejtes elemei egészséges, O-as vércsoportld donorokbol szarmaztak. Az
adhézids vizsgalat a vérvételt kovetd 2 oran beliil megtortént. A még nem bevont polisztirén
felszinre torténd vérlemezke adhéziot Impact-R un. Cone and Plate Analizatorral (CPA,
DiaMed, Svajc) végeztik. A Vvérlemezke adhézid6 mennyiségi meghatarozasdhoz savi
foszfatdz probat hasznaltunk. A modszer részletei a kovetkezOk: a citratos vért
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]) nyerjunk (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 cirrdtikus vagy kontroll plazmédval. 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

egy(tthatd 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 végeztilk, 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 érdekében, hogy a kiilonb6z6
diagnosztikai tesztek hasznossagat megitéljik abbdl a szempontbdl, hogy a tulélék és nem
talélok kozott milyen mértékben képesek differencialni, ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizist végeztink. Meghataroztuk a gorbe alatti tertletet és a hozza tartozo
95%-0s megbizhatésagi tartomanyt (confidence interval [CI]), valamint Youden-index
segitségével azt a kiszobértéket, mely a legpontosabban képes elkiloniteni a vizsgalati
csoportokat egymastol. Majcirrézisos betegeknél a 6 honapos tulelés  kumulativ
valosziniiségének becslésére illetve a PSC-s betegcsoportban a szerologiai antitestek és a
kedvezdtlen betegségkimenetel (OLTx és/vagy majbetegséggel 0sszefliggd halalozas) kozotti
osszefiiggés meghatarozasahoz Kaplan-Meier analizist hasznaltunk. A megfigyelt talélésbeli
kilonbségeket log-rank teszttel hataroztuk meg. A kategorikus valtozok illetve szerologiai
antitestek és a kovetési id6 alatti kedvezétlen betegségkimenetel dsszefliggését egyvaltozds
Cox-regresszidval vizsgaltuk. Tobbvaltozés analizist végeztink, melynek soran a Mayo
kockéazati pontszdmra vagy a cirrézis meglétére adjusztaltuk az eredményeket. PSC fennallasa
esetén linearis regressziot vegeztink. Az 6sszefuiggéseket kockazati hanyados (hazard ratio
[HR]) formajaban, 95%-0s Cl-mal adtuk meg. Statisztikailag szignifikinsnak a 0,05 alatti
kétoldalas valosziniiségi értéket tekintettiik. Az adatok statisztikai elemzéséhez és grafikus
abrazolasahoz 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.
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ETIKAI ENGEDELYEK

A vizsgélati protokollokat a Debreceni Egyetem Regionalis 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 elzetesen megfeleld tajékoztatdst kaptak a vizsgdlatok

természetérdl, majd az adott tanulmanyban valo részvéetelhez irasos beleegyezésiket adtak.
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EREDMENYEK

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

Az AAA és AGA IgA vagy IgG izotipus a PSC-s betegek 40,3%-4ban (27/67) és
22 4%-&ban (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 egeszséges 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 féleg 1gG izotipust
(9% vs. 20,9%) volt, mig az AAA esetén IgA és IgG izotipus egyarant el6fordult (28,4% vs.
254%) és nem volt szignifikdns atfedés az adott antitest IgA és IgG szubtipusai kozott.
Hasonldan, az AAA ¢és AGA kozott sem volt megfigyelhetd szignifikans atfedés. Ezen
antitestek barmelyik tipusara pozitiv PSC-s betegek csupan 10,4%-a (7/67) rendelkezett mind
AAA (IgA vagy 1gG), mind AGA (IgA vagy 19G) antitestekkel is.

Az antitest statuszuk alapjan elemezve a PSC-s betegek klinikai és laboratériumi
jellemzoit, megéllapitottuk, hogy az immunoglobulin szubtipusok szerinti AAA antitest
statusz nem fliggott Ossze a nemmel, a fiatal életkorban torténé diagndzissal, a cirrdzis
jelenlétével, vagy egyittesen fennalld IBD-vel. A biokémiai laboratoriumi paraméterek értéke
és a Mayo kockadzati pontszam alapjan azonban IgA izotipusi AAA jelenlétében
szignifikansan magasabb volt a sulyosabb betegség fennéllasa. 1gG izotipusi AAA esetében
csak egy Osszefiiggésrdl tudtunk beszdmolni, mégpedig az ALP medidn szintje az antitest
pozitiv esetekben szignifikhinsan magasabb volt az antitest negativ esetekhez viszonyitva (715
vs. 493 U/L, p=0,048). A kiilonboz6 AGA izotipusok nem mutattak 6sszefliggést a sulyosabb

fenotipustt 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 A&llt fenn. Ezzel szemben, az AAA IgA
gyakorisdga nem kulénbozott 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 idGszak alatt vastagbélrak 2 betegnél, epeuti daganat 1 betegnél alakult ki.

9 betegnek wvolt legaldbb egy alkalommal kolangitiszes epizddja. 7 beteg esett at
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majtranszplantdcion. 5 beteg hunyt el majbetegség okozta szovéddmények miatt. Kemény
végpont (majatiiltetés és/vagy maj eredetli haldlozas) 9 betegnél fordult eld. Egy beteg akut

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

Elemeztiik a klinikai valtozok €s az AAA illetve az AGA kiilonboz6 izotipusai kozotti

dsszefliggést.

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

nem.

Az AAA és AGA IgA izotipus pozitivitasa (pLogRank=0,019 és 0,005) elérevetitette
a majatiltetést és/vagy a majjal Osszefiiggd halalozast, ezen antitestek IgG izotipusa
(pLogRank=0,665 és 0,130) viszont nem. Ennek megfeleléen, az egyvaltozos Cox regresszios
analizis szerint az AAA IgA és az AGA IgA pozitivitds a kedvezdtlen 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 vald igazitast kovetden is a
betegségprogresszio szignifikdns prediktora maradt (HR: 5,15 [1,27-20,86], p=0,022 és 5,07
[1,25-20,54], p=0,023). Kissé gyengébb statisztikai szignifikanciaval, de hasonld eredmények
voltak megfigyelhetok az AAA IgA pozitivitas esetén is (HR: 4,24 [0,99-18,21], p=0,052),
azonban a Mayo kockézati pontszamhoz valo igazitast kovetden a szignifikdns Osszefiiggés

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

A bakterialis transzlokécié és enterocita karosodas markereinek szerepe a progressziv
betegséglefolyas kockézatdnak vonatkozasdban PSC-ben

Kovetkezd Iépésként, a bakteridlis transzlokacid és enterocita karosodas kiilonbozo
szerologiai markereit vizsgaltuk. Azon betegeknek, akiknél AAA IgA pozitivitas volt
kimutathato, szignifikdinsan 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
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azonban nem kulénbozott az AAA IgA pozitiv és negativ betegekben. Az AAA 1gG illetve az
AGA barmelyik izotipusa esetén egyéb, statisztikailag szignifikdns 0Osszefliggést nem

talaltunk.

A cirrozisos betegek altalanos jellemzéi

A bevalasztott 99 ST beteg kozil, 51 Child-Pugh A stadiumu, 43 Child-Pugh B és 5
Child-Pugh C stadiumi volt. A bevalasztas idOpontjaban 10 betegnél stabil kronikus
veseelégtelenség volt ismert, 135-329 pmol/l kozotti kreatinin szinttel. Az 54 AD beteg
tobbségének elérehaladott cirrdzisa 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 bakteridlis fertézés. Koziilik 17 betegnek fesziilo
ascitese volt, HE-t 5 betegnél észleltiink, felsé GI vérzés pedig 5 betegben jelentkezett. A 24
AD betegbdl, akiknek nem volt bakteridlis fertézése, 12 betegnél felsé GI vérzés, 8 betegnél
fesziilo ascites, 6 betegnél HE volt az AD vezetd oka. Az 54 AD beteg kozil 28 esetben
egynél tobb esemény is volt egyidejiileg. ACLF-t 17 betegnél észleltiink, 10 betegben 1.

stddiumu, 5 betegben 2. stddiumu, 2 betegben 3. stadiumu volt.

VWF:Ag és funkciondlis aktivitasi szintjei

Cirrozisban a VWF:Ag, VWFRCo szint és a VWF.CB aktivitdis magasabb volt az
egészseéges kontrollokhoz viszonyitva. 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. sT: 180 [148-294] vs. 148 [128-192], p=0,035 és VWF:CB ap vs. s1: 335
[245-405] vs. 201 [156-269], p=0,001).

Noha a VWF mindkét tipusu funkcionalis aktivitisa fokozott volt 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 cirrétikus csoportokban alacsonyabb, ST betegekben
0,55 (0,48-0,70), AD betegekben 0,53 (0,41-0,72) volt. A VWF.CB/VWF:Ag arany szintén
csokkent volt a két cirrétikus 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) ertéket kaptunk.
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Majcirrozisban mérsékelt korrelaciot taldltunk a VWF.Ag és VWF.RCo (r=0,521,
p<0,001), mig erds korrelaciot a VWF:Ag és VWF.CB (1=0,835, p<0,001) illetve a VWF:CB
¢s VWFRCo (r=0,619, p<0,001) kozott.

A VWFpp szintje mindkét cirrdtikus csoportban magasabb volt a kontroll csoporthoz
képest. A ST csoportban 222 (169-260)%-0s, az AD betegekben 257 (196-323)%-0s, mig a
kontrollokban 108 (99-121)%-o0s értekeket mértink.

A VWFAg szintek az AD csoporton belll szignifikansan kiloénbdztek azon betegek
kozott, akiknél ACLF is jelen volt (475 [355-649]%), mint akiknél nem (350 [266-446]%)
(p=0,013).

VWF multimer analizis

A VWF SDS agaréz elektroforetikus mintazat vizualis elemzése alapjagn ULMWM
jelenléte 39 (25,5%) cirrGtikus 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
denzitometrias gorbek szamitdgepes elemzését, és a teles AUC-bol meghataroztuk az
LMWM, IMWM és HMWM relativ aranyat. A mintdkat tovabb elemeztik az ULMWM
jelenlétére vonatkozoan.

Az LMWM-ek ardnya a kontrollokban 0,28 (0,25-0,31), mig a ST és az AD
betegekben ez az arany az ULMWM jelenlététdl fliggetleniil magasabb volt. Azon ST és AD
betegek mintaiban, ahol nem volt ULMWM, 0,38 (0,35-0,42) és 0,39 (0,32-0,46) LMWM-t
mértink. ULMWMe-el rendelkez6 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 arany magasabb maradt a
kontroll csoporthoz képest (p=0,018 és p<0,001).

A IMWM aranya nem mutatott kilonbseget a kontroll és ST csoport kozott. Az AD
betegekben azonban, mind ULMWM jelenlétében, mind ennek hianyaban, az aranyok

szignifikansan alacsonyabbak voltak a kontroll vagy ST csoporthoz viszonyitva.

A HMWMe-en belili multimer eloszlast vizsgalva, 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 mértink. 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).
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A HMWM csoportban, ULMWM jelenlétében szignifikinsan magasabb VWF:Ag
mennyiséget mertink mind a ST, mind az AD csoportban.

ADAMTS13 aktivitas és antigén szintek

AD betegekben az ADAMTSI13 aktivitas alacsonyabb volt a stabil cirrdzisos
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 képest (66 [43-101] vs. 120 [89-155] és 101 [91-115]%,
p<0,001 mindkét esetben).

Az ULMWM jelenlététdl fiiggden tovabb elemeztik az ADAMTSI13 aktivitdst €s
antign szinteket mindkét cirr6tikus csoportban. Azon betegekben, akikben nem volt
ULMWM, az ADAMTS13 aktivitdsi 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 szignifikansan alacsonyabbak voltak a kontrollokhoz és az
ULMWMe-¢l nem rendelkez6 betegekhez képest. ST betegekben 65 (51-99)%-ot, AD-ban 33
(24-49)%-ot észleltlink. Hasonld eltéréseket figyeltink meg az ADAMTS13 antigén szintek
esetén is, kiveve, hogy az ULMWM-el nem rendelkez6 ST betegekben az antigén szint
magasabb volt a kontoll csoporthoz képest. Az antigén szintek mindkét ULMWM-el
rendelkezé csoportban szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint azon betegekben, akiknél
nem volt észlelheté ULMWM. Az AD csoportban az ADAMTSI3 aktivitas szintje ACLF
esetén, vagy annak hidnyaban 49 (29-68)% és 70 (44-107)% volt (p=0,171).

Elemeztik tovabbd a HMWM-en belili VWF:Ag mennyiség és az ADAMTS13
aktivitds kozotti osszefliggést a ST és az AD betegekben illetve a kontroll csoportban. AD
betegekben ezen paraméterek kozott negativ korrelaciot taldltunk (Spearman r=-0,43,
p=0,01), mégpedig azt, hogy minél alacsonyabb az ADAMTSI13 aktivitas, annadl magasabb
VWF:Ag szintet mértink a HMWM-en belill. ST betegekben (Spearman r=-0,18, p=0,073) és

a kontrollokban, azonban nem volt szignifikans 0sszefugges (Spearman r=-0,043, p=0,722).

Ezt kovetéen megvizsgaltuk az ADAMTSI13 aktivitas és a CRP altal reprezentalt
szisztémas gyulladas kozotti kapcsolatot minden AD betegben. Az 50%-nal alacsonyabb

ADAMTSI13 aktivitdssal (ROC analizissel és Youden index-szel szamitva) rendelkez
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betegeknek magasabb CRP szintjik volt, mint az 50%-nal magasabb ADAMTS13 szinttel
rendelkezéknek (29,8 [6,6-97,4] vs. 10,9 [7,1-34,5] mg/l; p=0,048). Ezzel 6sszhangban, 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).

Vérlemezke adhézids teszt

crer

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 cirrétikus
betegekben ULMWM hianyaban (n=14) illetve jelenlétében (n=6) 305 (261-348)% és 340
(298-384)% voltak. A VWF:Ag szintekben nem volt szignifikans kilonbseg.

Trombin generacios teszt

Trombin generacios teszt Kkivitelezése sordn a cslcs trombin  koncentracid a
kontrollokhoz viszonyitva mindként cirrétikus csoportban emelkedett volt. A Kkontrollokban
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.

A VWF:CB, ADAMTS13 aktivitas és a CRP szint tuléléssel valé 6sszefliggése

A ST betegcsoportban 99 beteg kozil 4, mig az AD csoportban 54 beteg kozil 17
hunyt el. A halal oka minden esetben a majbetegséggel dsszefliggd volt: 3 betegnél GI vérzés,
11 beteg esetén fert6zés, mig 7 betegben hepatorenalis szindroma. A ROC gorbe alatti
terliletek alapjan a 6 hénapos talélés 0,708 (95% CI 0,629-0,778) volt a VWF:Ag szint, 0,717
(95% CI 0,639-0,787) a VWF.CB szint és 0,612 (95% CI 0,530-0,690) az ADAMTS13
aktivitas esetén. A 6 honapos tulélést becsld optimalis cut-off értékek a Youden index szerint
VWF.CB aktivitds esetén >245% (szenzitivitds: 80,95%, specificitas: 58,33%), mig az
ADAMTSI13 aktivitds esetén <50% volt (szenzitivitds: 47,62%, specificitas: 82,44%). A
245%-nal nagyobb VWF.CB aktivitasu, vagy 50%-nal kisebb ADAMTS13 aktivitasu, vagy a
10 mg/l-nél nagyobb CRP szinttel rendelkezd betegeknek szignifikinsan rosszabb volt a 6
hénapos tdlélése. Szam szerint, a 6 honapos tulelés 74,6% vs. 94,4% wvolt a VWF.CB
aktivitds, 69,2% vs. 895% az ADAMTSI3 aktivitds és 68,9% vs. 92,3% a CRP szint
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tekintetében. Az AD csoporton belil a 6 hénapos tulélés 60,1% vs. 80,8% volt a VWF:CB
aktivitas, 57,2% vs. 72,0% az ADAMTS13 aktivitds és 55,7% vs. 78,6% a CRP szint esetén.
Az AD csoporton belil ezen talélési mutatok nagy szambeli kilonbségeket mutattak, azonban

a betegek alacsony szama miatt az adatok statisztikailag nem szignifikansak.
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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 6sszefoglaltuk. Tudomasunk szerint, ez az
elsd olyan kutatds, mely ezen szerologiai markerekkel Osszefiiggd betegségkimenetelt

vizsgalja PSC-ben.

A citoszkeleton fehérje F-aktin, a simaizom sejt elleni antitestek (SMA) specifikus
célpontja AIH-ben és tobb, mint 10 évig az I1gG izotipusi AAA teszteles —
immunfluoreszcens technikdval vagy ELISA-val — a betegség diagnosztikdjanak része volt.
Ezen antitest megndvekedett jelenléte mas autoimmun betegségben (pl. cdliakia vagy
kotészoveti betegség) is megfigyelheté. Tudomasunk szerint, azonban eddig egy tanulmany

sem vizsgalta az AAA-k el6fordulasi 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 bélnydlkahartya serilées, az AAA IgA antitest pozitivitas is

megmaradit.

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 6ssze a fokozott majfibrozis kialakulasaval, és igy a
betegségprogresszidval. Tanulmanyunkban, az AAA IgA pozitivitdst mutatdé betegek fokozott
nyalkahartya immunvalaszt 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 reakcidhoz vezetne,
ugyanis a szérum LBP koncentracid, a szisztémas LPS expozicid 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 lépése. Azon megyfigyelésink, hogy az I-FABP szérumszintje
szignifikdnsan magasabb volt az AAA IgA pozitiv betegek csoportjdban az AAA IgA
negativakhoz képest, dsszhangban van az elébb emlitett irodalmi adatokkal. Az I-FABP az
enterocita karosodds specifikus markerének tekinthetd, mivel kizardlag az enterocitdk
termelik és sejtkarosodassal jaré gyulladasos folyamatok sordn felszabadulva a szisztémas

keringésbe kerul.

Az autoantitestek PSC-ben altaldban nem patogének, ezért nem valészinii, hogy a
biliaris sériilés sulyossdgat humoralis faktorok iranyitandk. Az AAA termelddése azonban
tikrozheti a limfocitdak kornyez6 szovet- és/vagy sejttormelékre adott fokozott
immunvalaszat. Megemlitendd, hogy az AAA nem szervspecifikus, ugyanis a PSC-n kivil
szamos egyeéb, korabban emlitett immunmedialt betegségben is jelen van. Az IgG izotipusu
AAA 0osszefliggést mutatott a betegség aktivitassal és a kedvezétlen betegség kimenetellel
AlH-ben. A Czaja es mtsai. altal vegzett tanulméanyban, az egéeszséges egyénekhez képest az
AAA tekintetében szeropozitiv betegek altalaban HLA-DR3 pozitivak, mig a szeronegativ
betegek inkabb HLA-DR4 pozitivak voltak. Ugyanezen tanulmanyban az AAA HLA-B8
pozitivitdssal is tarsult. Wiencke és mtsai. szintén bizonyitottdk, hogy PSC-ben a HLA-DR3 és
-B8 progressziv betegséglefolyassal tarsul. A HLA-DR4 pozitiv betegeknél viszont nem
észlelhetd felgyorsult betegségprogressziO, valamint a betegség kiGjulasanak is kisebb az
esélye majatiiltetést kovetden. Ezen korabbi eredményeket alapul véve azt feltételezziik, hogy
PSC-ben az AAA IgA képzédés egy olyan fenotipust tikrdzhet, mely meghatarozott

immunologiai  szereppel és  sulyosabb  gyulladasos  folyamatokra  valé  genetikai
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fogékonysaggal bir, hasonléan, mint AlH-ben. Tovabb tdmogathatja ezt a feltevést egy
kdzelmultbeli beszamold, mely ezen autoantitestek, mint példaul atipusos P-ANCA, és a HLA
statusz Osszefliggésérél it PSC-ben. Az AAA IgA-pozitivitds és az aggresszivabb HLA
genotipus  kozotti  feltételezett szero-genotipus kapcsolat tisztazadsara tovabbi kutatdsok

sziikségesek.

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%). Ettdl eltéréen, tanulmanyunkban csak az 1gG izotipus volt gyakoribb, az IgA nem.
Az AGA gyakrabban fordul eld kiilonféle betegségekben, mint példaul coliakia,
neurodegenerativ betegségek, szisztémas lupusz eritematdzus és autoimmun majbetegsegek.
A kutatok ezen antitestek képzOodését 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 meglepden magas
gyakorisagarol (~60%) szamoltak be dontéen alkoholos eredetli majcirrdzisos betegekben. Az
AGA pozitiv betegekben emelkedett portalis vénas nyomast és bél ateresztoképességet
mértek, utobbit szukroz-laktuloz-mannitol teszttel hataroztdk meg. Ugyanakkor, egy 22 PSC-s
beteget vizsgalé svéd tanulmanyban nem tudtak megvaltozott bélpermeabilitast kimutatni.
Egyes szerzok szerint a PSC-ben észlelhetd bél ateresztOképesség inkdbb immunologiai
barrier miikodési zavarnak tekinthetd. Kohorszunkban 6sszefliggeést taldltunk az IgA tipusu
AGA és a felgyorsult betegségprogresszié kozott, azonban a pozitiv esetek alacsony szama
miatt ezen eredményeket korultekintéssel kell értelmezni, mivel ez esetben nagyobb az esélye
a fals pozitiv leleteknek. Egy francia kutatocsoport kimutatta, hogy az AGA IgA elésegitette a
gliadin  peptidek CD71-en keresztiilli fokozott transzportjat a bél lumenébdl a
bélnyalkahartyaba. Ezen emésztetlen, toxikus peptid pedig a szubepithelialis térben
intesztinalis gyulladast képes fenntartani, mindezek magyardzatot adhat a fentiekre.
Megjegyzendd, tanulmanyunk foként kutatasi jellegi volt és nem tartalmazott Kkisérleti
mddszereket, mely pontos magyardzatot adhatna a betegségprogresszid fokozott kockazatara

a specifikus antitestek jelenlétében.

Részletesen elemeztik a VWF-t és az ADAMTS13-at majcirrdzisos betegeinkben,
mely tudomasunk szerint az eddig publikalt egyik legnagyobb esetszamu betegcsoport.
Vizsgalatainkkal eddig tisztazatlan kérdésekre kerestik a valaszokat. Egyrészt, hogyan

befolyasolja az AD és a szisztémas gyulladas cirrdzisos betegekben a VWF paramétereket,
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beleértve a multimerek eloszlasat, valamint az ADAMTS13 aktivitast, a stabil betegekhez
képest; masrészt kimutathato-e protrombotikus allapot ezekben a betegekben?

Régota ismert, hogy cirrézisos betegekben jelentésen emelkedett a VWF:Ag szintje.
Szamos korabbi tanulméany igazolta, hogy a VWF:Ag szintie a betegseg sulyossagaval
aranyos, a legmagasabb szintet a Child C stddiumi betegekben elérve. A VWF vérlemezke
glikoprotein Ib kotd funkciondlis kapacitasa, mely a VWF:RCo aktivitdssal mérhetd, szintén

jelentds mértékben fokozott, bar nem olyan mértékben, mint a VWF:Ag szint.

Els6ként mutattuk viszont ki, hogy a VWF:CB aktivitds, mely a VWF kollagénhez
valo kotddési kapacitaisat méri, a VWF:RCo aktivitdsndl is magasabb. Eredményiink
némiképp ellentmond annak, amit Lisman és mtsai. kordbban publikaltak. Megfigyeléseik
szerint, a VWF:.CB minden majbeteg csoportban alacsonyabb volt a kontrollokhoz képest,
noha ezen aktivitas a VWF:RCo-nal érzékenyebb a nagy multimerek jelenlétére.
Véleményink szerint ez az altaluk és az altalunk végzett szamitasok kozotti lényeges
kiilonbségbdl adodhat. Mi a VWF.CB ¢és a VWF:Ag méréseket egymassal parhuzamosan
végeztik, ugyanazon mintahigitasokbdl. Lisman és mtsai. egyforma VWF:Ag mennyiséget
hasznéltak (a poolozott normal plazma VWF mennyiségének 5%-a és 2,5%-a) a VWF.CB
meghatarozdshoz. Az Aaltaluk kapott adatok minden publikacidjukban inkabb a
VWF.CB/VWF:Ag aranyt tiikrozik, mely a mi méréseink szerint is csokkent mérték.
Réaadasul 6k mutattak ki, hogy mind a cirrézisban, mind az akut majelégtelenségben szenvedd
betegektdl szdrmazd plazma fokozott vérlemezke adhéziot valtott ki a kollagén felszinen,
mely pontosan a jol miikod6 VWF:CB aktivitast tdmasztja ala. Ezen, aramlasi koriilmények

kozott végzett adhézios 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 szignifikans, mindségi valtozasa. Munkank soran
valéban ki tudtunk mutatni két jelentds valtozast a VWF multimer szerkezetében. A cirrétikus
betegek dontd tobbségében, ahol ULMWM nem volt jelen, az LMWM-ek relativ aranya
ndvekedett, mig a hemosztazis szempontjabdl legaktivabb HMWM aranya csokkent, azaz, a
HMWM-t6l a LMWM-ek iranyaba torténd arany eltolodas volt megfigyelheté. A LMWM
frakcion belil a VWF abszolit mennyisége haromszoros, a HMWM frakcion bellll pedig csak
kétszeres emelkedést mutatott, a kontrollokhoz viszonyitva. A masik f6 valtozast az AD
betegek kozel 50%-aban eészleltik, ahol ULMWM volt kimutathatd. Ezen betegekben a
HMWM frakcion belili VWF:Ag relativ aranya és az abszolit mennyisége is sokkal
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magasabb volt azon AD betegekhez képest, akikben nem detektaltunk ULMWM-et. Tovabba,
alacsonyabb ADAMTS13 aktivitast és antigén szintet is mértink. Ezzel ellentétben, azon
betegekben, akiknél ULMWM nem volt kimutathatd, az ADAMTS13 szintek a kontroll
csoporthoz hasonloak voltak. Ezért, az elérehaladott majcirrézisos betegcsoportban, azt
feltételezziik, hogy els6é lépésként az ADAMTS13 csokkenése kovetkezik be, az AD esemény
és az emelkedett CRP altal jelzett szisztémas gyulladas hatasara. Az AD betegek kozott az
ACLF csoport egy még sulyosabb allapotot képvisel, ebben az alcsoportban talaltuk a
legmagasabb VWF:Ag és a legalacsonyabb ADAMTS13 szintet. Hasonld eredményre

jutottak mas szerzok is a kozelmultban.

A VWF multimer szerkezet ezen Osszetett modosulasa hatterében alapvetden két f6
mechanizmus lehetdsége rajzolodik ki. Eloszor is felvetodik egy ADAMTSI3-tol fliggetlen
VWF modosulas lehetdsége azon stabil cirrdtikus betegekben, akikben az ADAMTS13 szint
normalis ¢s ULMWM nem észlelhetd. Ezen betegekben a VWF multimerek lebontasa egyéb
fehérjebontd enzimek, példaul plazmin vagy egyéb szerin protedzok révén torténhet, emiatt
novekszik meg az LMWM ardnya. Masrészrdl viszont, az el6rehaladott cirrotikus betegekben,
az észlelhet6 ADAMTSI3 alacsony szint kdvetkeztében jelennek meg az ULMWM-ek. Az
elvégzett vérlemezke adhézids kisérlet igazolta, hogy az ULMWM-et tartalmazd cirrotikus
plazmék hatasara tovabb fokozodik az adhézi6 az ULMWM nélkili plazméakhoz viszonyitva,
az egyébként azonos mennyiségli VWF antigén szint ellenére. Eredményeink felvetik annak a
lehet6ségét, hogy a legsulyosabb cirrdtikus betegekben kialakulhat olyan protrombotikus
allapot, ami bizonyos tekintetben hasonldé mint TTP esetén. A fert6zések, valamint a
szisztémas gyulladas feltételezhetéen protrombotikus hajlamot okoznak cirrdtikus betegekben

és megfigyeléseink soran mi is ezen korabbi tanulmanyokhoz hasonlé eredményre jutottunk.

Az ADAMTS13-at a maj stellat sejtjei termelik, melyekrél ismert, hogy aktivalodnak
majcirrézisban. Azt feltételezziik, hogy akut dekompenzacidban az ADAMTS13 szintézise
csokkent, ugyanis a gyulladasos citokinek gatoljak a stellat sejtek ADAMTS13 termelését.
Tovabba, mivel az ADAMTS13 fél-életideje kortlbelll 2-3 nap, az ULMWM néhany napon
belil megjelenhet a keringésben. AD betegekben az igen alacsony ADAMTS13 aktivitas és
az ULMWM jelenléte egyiittesen egy mar szignifikansan el6rehaladott betegség stadiumot
képvisel. Ezen adatok alapjan elképzelhetd, hogy a VWF multimer elemzése és az
ADAMTSI13 aktivitds mérése, bar nem rutin tesztek, alkalmasak lehetnének azon betegek
azonositasara, akiknél protrombotikus hajlam all fenn. Mivel standardizdlt ADAMTS13

aktivitds mérési lehetéség, WHO nemzetkézi standardok ¢és megfeleldé mindségellendrzés
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egyarant rendelkezésre 4ll, javasoljuk elsdsorban azokban a centrumokban, ahol a
legsulyosabb majbetegek ellatasa torténik, hogy legalabb ADAMTS13 szint mérési lehetdség

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

A betegség sulyossagat jol jelzik a betegek kedvezdtlen 6 honapos tulélési adatai. A
magasabb VWF.CB aktivitas (>245%), az emelkedett CRP (>10 ml/l), valamint az alacsony
ADAMTSI13 aktivitds (<50%) mind a teljes betegcsoportban, mind az AD betegcsoporton
beliil magasabb halalozassal fliggott 6ssze. A szisztémas gyulladas és a véralvadasi rendszer
egylttes aktivacioja szerepet jatszhat a betegségprogresszidban és felveti a trombdzis
profilaxis sziikségessegét ezen betegekben. Villa és mtsai. kimutattak, hogy az alacsony
molekulastlyG heparin alkalmazdsa képes volt megelézni a portalis véna trombdzis
kialakulasat és késleltetni az akut dekompenzaciét. A vérlemezke miikodést gatld kezelésrol

jelenleg nem all rendelkezésre még hasonld adat.

Az irodalomban eltér6 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 ADAMTS13 szinteket mutattak ki. Uemura és mtsai. egyediliként
kategorizaltak a betegeket a harom kiilonbozé multimer szerkezet alapjan. Az els6 csoportban
az LMWM-ek mennyisége volt fokozott, a masodik csoportban a normal multimer szerkezetli
esetek voltak, mig a harmadikban ULMWM-ek voltak jelen. Vizsgalataik sordn negativ
Osszefliggést talaltak az ADAMTSI3 szintek és a cirrdzis sulyossaga kozott és felvetették a
fokozott intrahepatikus mikrotrombus képz6dés lehetéségét. Azonban a japan betegek tGbb
mint 50%-a (59/109) majsejt karcinomaban is szenvedett, mely szignifikAnsan novelte a
betegcsoportjuk heterogenitasat. Reuken és mtsai. tanulmanyukban a szisztémas gyulladas,
tobbnyire bakterialis fertézés, VWF-ra gyakorolt hatasat vizsgaltdk. Mind a VWF, mind az
ADAMTSI13 szintek nagyon hasonloak voltak az altalunk kapott eredményekhez, de VWF
multimer szerkezet valtozast nem tudtak kimutatni. Azonban 6k a vizsgalataik soran 1,6%-0S
SDS-agar6z gélelektroforezist hasznaltak. Ennek kovetkeztében, a nagy multimerek dusito
g¢lbdl az elvalaszté gélbe torténd vandorlasa valoszinlileg kevésbé volt telies, mint az
altalunk hasznalt 0,65 és 0,8%-0s agar0z gél esetén, amely ezért a VWF multimer szerkezet

valtozas, kiilondsen az ULMWM, azonositdsara érzékenyebbnek tlinik.

Osszefoglalva, arrdl szamoltunk be, hogy az F-aktin elleni antitestek gyakoriak PSC-s

betegekben. Ezen antitest IgA izotipusanak jelenléte Osszefiiggott a nydlkahartya kiilonb6zo
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mikrobidlis antigénekre és enterocita karosodas jelenlétére adott fokozott immunvalaszaval.
Tovabba, az AAA IgA azonositotta a betegek azon alcsoportjat, akiknél a felgyorsult
betegségprogresszid fokozott kockézata all fenn. Ezen eredmények tovabbi bizonyité kkal
szolgalnak a bél-maj kolcsonhatas fontossagara PSC-ben. Amennyiben ezeket nagy létszamd
betegbdl allo vizsgalatban is meger6sitik, az IgA izotipusat AAA a PSC-s betegek szeroldgiai

kockazatbesorolasaban hasznalhatd biomarker lehetne.

Elsoként bizonyitottuk, hogy a VWF:CB aktivitas egyenértéki a VWF:RCo
vizsgalattal cirr6zisban. Tovabba mennyiségileg sikerilt 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 1 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 kordbbi 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) rovasara.

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.
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