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KERATIN-18 SI MICRO-ARN - BIOMARKERII LEZIUNILOR HEPATICE
DE ORIGINE MEDICAMENTOASA

Ana VESELOVSKAIA, Anatolie VISNEVSCHI

Catedra de medicina de laborator, USMF , Nicolae Testemitanu”

Rezumat. Leziunile hepatice induse de medicamente (LHIM) sunt patologii care se dezvolta independent de doza
de medicament (pentru unele medicamente), calea sau durata administrarii. Leziunile hepatice induse de medicamente
fac parte din cauzele care stau la baza dezvoltarii insuficientei hepatice acute. Diagnosticul se face dupa excluderea al-
tor cauze ale patologiei hepatice si, prin urmare, morbiditatea prin LHIM este deseori subestimata. Studiile privind noi
biomarkeri serici, cum ar fi glutamat dehidrogenaza, protein box-1 cu mobilitate inalta, keratina-18 si microARN-122
ar putea oferi informatii suplimentare pentru diagnosticare si utilizare prognostica si ar oferi perspective importante
asupra mecanismului de patogeneza a leziunii hepatice induse de droguri. Aproximativ 1000 preparate farmaceutice sunt
implicate in leziunile hepatice medicamentoase. in prezent, exista un interes tot mai mare in dezvoltarea ,,medicamen-
telor personalizate” in care un anumit medicament este furnizat unui anumit pacient pe baza eficacitatii sale furnizate de
datele genomice ale pacientului si/sau expresia genelor tisulare specifice. Hepatocitele exprima polipeptidele keratin 8
si 18 (K8/K18), in timp ce colangiocitele exprima K8/K18 si keratina 7 si 19 (K7/K19). Un studiu recent demonstreaza
ca microARN-122 si keratina-18 sunt biomarkeri mai sensibili si mai specifici pentru LHIM comparativ cu biomarkerii
standard ai proteinei utilizati in prezent.
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Summary. Keratin-18 and micro-RNA - biomarkers of drug-induced liver injury

Drug-induced liver injury (DILI) are pathologies that develop independently from the drug dose (for some drugs),
route, or duration of administration. Drug-induced liver damage is part of the underlying causes in the development of
acute liver failure.

Diagnosis is made after excluding other causes of liver pathology, and therefore morbidity through DILI is often
underestimated. Studies on new serum biomarkers, such as glutamate dehydrogenase, high-mobility group box-1 protein,
keratin-18 and microRNA-122 could provide additional information for diagnostic and prognostic use and would provide
important insights into the mechanism of hepatic lesion pathogenesis induced by drugs. Approximately 1000 pharma-
ceutical preparations are involved in hepatic drug lesions. At present, there is increasing interest in the development of
“personalized medicine” in which a particular drug is provided to a particular patient based on its efficacy provided by
the patient’s genomic data and / or the expression of specific tissue genes. Hepatocytes express keratin polypeptides 8
and 18 (K8/K18), while the colangiocytes express K8 / K18 and keratin 7 and 19 (K7/K19). A recent study demonstrates
that microARN-122 and keratin-18 are more sensitive and specific biomarkers for DILI compared to standard protein
biomarkers currently used.
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Pe3iome. KepaTtun-18 n mukpo-PHK - Mmapkepbl JieKapcTBEHHOT0 MOBPE:KIeHHs MeYeHn

[Topa)keHHs TIEYCHN JTEKapCTBEHHBIMHU IpenapaTaMy MPEACTaBISIIOT cOOOM MaToIOTHIO, KOTOpasi pa3BUBAaeTCs He3a-
BHCHUMO OT JO3bI (JUISI HEKOTOPBIX MPENapaToB), My TH WIX MPOAOIKUTEIBHOCTH BBEICHHS Tpenapara. JIekapcTBeHHbIe
MOpaXeHUs MEYEHU SIBJISIOTCS OCHOBHOM MPUYMHON OCTPOM MEYEHOUYHOM HEI0CTaTOYHOCTHU. J{narHo3 moarBepxkaaeTcs
MOCJIe UCKITIOYCHHS APYTHX MPUYHH NAaTOJIOTHU TIEYEeHH, TOITOMY 3a00/IeBaeMOCTh TaHHOM MATOJIOTHEH 9acTo OKa3bl-
BaeTcs HeydTEHHOH. M3yueHne HOBBIX OMOMapKepoB, TAKWX KaK IIyTamaT JeTHAporeHasa, box-1 Oemok w3 rpymmsl ¢
BBICOKOH TOABMKHOCTBIO, KepaTuH-18 1 Mukpo-PHK-122, MokeT mpeaocTaBUTh JOMOTHUTEIBHYI0 HH)OPMALIHAIO IS
ITOCTAHOBKH JIMaTrHO3a W OTIPEICIICHHUs MPOTHO3a, a TAKXKE BAXKHYIO HH()OPMAIMIO O MEXaHU3ME ITaToTeHe3a IMOPaKCHUS
TIeYeHH BBI3BAHHBIX JICKapCTBEeHHBIMH npemnaparamu. Okoso 1000 papmarieBTHIeCKUX MpemnapaToB MOT'YT BBI3BaTh IOPa-
JKeHUd neueHu. B Hacrosiiee BpeMst BO3pacTaeT MHTEPEC K «IePCOHATU3UPOBAHHON MEJIUIIMHEY, B KOTOPOIl KOHKPETHBIN
JIEKapCTBEHHBIM MpenapaT MPeAoCTaBIAeTCs] KOHKPETHOMY MAallMeHTy Ha OCHOBAHUH €ro 3((EeKTHBHOCTH U TEHOMHBIX
JMAHHBIX MMAIMCHTA W/WIH KCIIPECCHHU TEHOB OINPE/IC/ICHHBIX TKaHel. OTMeuaeTcs sxcnpeccust keparnHa-8 u 18 (K8/K18)
TeraToINTaMi, TOT/Ia KaK XoIaHrHouuTsl akcrpeccupytoT u K8/K 18 u kepatun-7 u 19 (K7/K19). HenaBuee uccnenona-
HHUe mokasbiBaeT, uTo MUKpoPHK-122 u kepatnn-18 aBnsroTcs 6onee 9yBCTBUTEIBHBIME U CHIEU(DUISCKIMH OroMap-
KepaMH IIpH MOPAKECHUAX TEUCHHU JEKapCTBEHHBIMHU IpenapaTaMy M0 CPABHEHHIO CO CTaHIAPTHBIMH OMOMapKepamH,

KOTOPBIC UCIIOJIB3YIOTCSI B HACTOAIIEE BPEMHI.

KutioueBblie ciioBa: Ornomapkep, MOpaxeHusl TIeUeH! JiekapcTBeHHbIMU npenapatamu, AJIT, mukpoPHK-122, kepa-

THH-18, aneToMUHO(EH.

Introducere.

Leziunile hepatice induse de medicamente
(LHIM) sunt patologii care se dezvoltd independent
de doza (pentru unele medicamente), calea sau du-
rata administrarii preparatelor medicamentoase. Mai
mult, LHIM nu este o singura entitate a bolii, dar mai
degraba un spectru de boli cu manifestari clinice, his-
tologice si de laborator variate [15]. Leziunile hepa-
tice induse de medicamente sunt parte a cauzelor de
bazd in dezvoltarea insuficientei hepatice acute. S-a
constatat o ratd a mortalitdtii in jur de 10% la paci-
entii care au fost examinati in primele 6 luni dupa
inregistrarea patologiei respective [14].

Studiile privind noi biomarkeri serici, cum ar fi
glutamat dehidrogenaza, high-mobility group box-1
protein, keratin-18 si microARN-122, ar putea furniza
informatii suplimentare pentru utilizarea in diagnostic
si prognostic si ar oferi perspective importante asupra
mecanismelor patogenezei leziunilor hepatice induse
de medicamente [7, 15]. Patologia ficatului indusa de
medicamente este o provocare pentru specialisti in
evaluarea pacientilor, nu numai din cauza gravitatii
sale potentiale, dar si din incapacitatea de a stabili un
diagnostic definitiv in majoritatea cazurilor [7].

Cu toate acestea, aproximativ 40% din cazurile
LHIM nu pot fi apreciate in studiile preclinice, motiv
pentru care este necesar aprecierea de noi biomarkeri
mai sensibili si cu specificitate mai Tnalta [14].

Material si metode.

A fost efectuat un studiu a literaturii de speciali-
tate din baza de date MEDLINE utilizand motorul de
cautare PubMed. in procesul de cdutare au fost uti-
lizate urmatoarele cuvinte cheie — ,,leziuni hepatice
induse de medicamente*, ,,markeri ai leziunilor hepa-
tice®, ,,micro-ARN* si ,,keratin-18*.

Rezultatele obtinute.

Leziunile hepatice induse de medicamente
(LHIM) sunt cauza principald a insuficientei hepati-
ce acute si reprezintd o problema importanta in ceea
ce priveste siguranta medicamentelor si este cea mai
frecventd cauzd a retragerilor medicamentelor de pe
piata [15]. Incidenta LHIM este estimatd, in functie
de autori diferiti, de la 10 la 19 cazuri la 100.000 de
persoane pe an. In acest caz, intre anii 1969 si 2012 au
fost retrase 76 de tipuri de medicamente din practica
clinica, dintre care numai 12 - s-au datorat dezvoltarii
hepatotoxicitatii [10].

LHIM reprezintd aproximativ 10% din toate
cazurile de hepatita acuta si este cea mai frecventa
cauza a insuficientei hepatice acute [17]. Leziunile
hepatice induse de medicamente reprezinta pand la
5% din toate bolile hepatobiliare, aproximativ 10%
dintre cazurile de hepatita au origine medicamentoasa
[12, 14]. Pacientii cu LHIM au rate ridicate de mor-
biditate si mortalitate: 53% dintre pacienti necesita
spitalizare, 2% necesitd transplant de ficat, iar rata
mortalitatii este estimata la 5%. Diagnosticul se face
dupa excluderea altor cauze ale patologiilor hepatice
si, prin urmare, morbiditatea prin LHIM este adesea
subestimata [1].

Leziunile hepatice induse de medicamente sunt
definite ca o leziune sau patologie hepatica cauzata
de medicamente, plante medicinale sau alte substan-
te toxice. LHIM implicad doua categorii principale,
intrinseci (medicamente care pot provoca leziunile
hepatice in doze mari) si idiosincratice (reactie neo-
bisnuitd a medicamentelor la persoanele sensibile [7,
17, 10, 16].

Aproximativ 1000 de preparatele farmaceutice
sunt implicate Tn aparitia leziunelor hepatice medica-
mentoase [2, 5]. Conform datelor unui studiu realizat
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in SUA (2012), au fost stabilite principalele grupele
de medicamente care pot induce diverse leziuni hepa-
tice [2,7,9, 17]:

1. preparatele antimicrobiene — 45,5% - anti-TB
si antivirale: augmentin, nitrofurantoin, bac-
trim, ciprofloxacin, levofloxacin, terbinafin;

2. preparatele utilizate n tratamentul afectiuni-
lor SNC — 15% - antiepileptice, antidepresi-
ve, antipsihotice: duloxetin, valproat, pheny-
toin, lamotrigin;

3. imunomodulatorii si analgezice —10,5% - in-
terferon-P, diclofenac;

4. suplimentele alimentare — 9%.

Petra Thulin et al., [15] confirma ca alanin ami-
notransferaza serica (ALT), parametru de rutina, se
utilizeaza pentru detectarea leziunilor hepatice de la
introducerea in procesul de monitorizarea clinica mai
mult de 50 de ani. ALT este o enzima intracelulara
cu localizare bogata in ficat. Leziunile hepatocelulare
provoaca o crestere a ALT 1in ser, care reflecta elibe-
rarea enzimei din celulele lezate. Nivelurile ridicate
ale ALT serice sunt asociate cu semne ale leziunilor
hepatice cum ar fi steatoza hepatica, necroza si infla-
matie. Existd mai multe motive pentru care ALT nu
este un biomarker ideal pentru leziuni hepatice. Nu
este specifica numai pentru ficat, dar si pentru rinichi,
inimd, muschi scheletici si pancreas. Deaceea, ALT
plasmatica crescutd poate fi si consecinta leziunilor
tesutului muscular sau a infarctului miocardic. De
asemenea, inductia enzimatica a genei ALT se ma-
nifestd in timpul perturbarilor metabolice, cum ar fi
inanitia, diabetul zaharat sau in timpul tratamentului
cu medicamente care modifica metabolismul. In plus,
ALT nu coreleaza intotdeauna cu datele histopato-
logice preclinice, ceea ce duce la probleme in inter-
pretarea datelor clinice, deoarece tesutul hepatic nu
este de obicei disponibil. Prin urmare, sunt necesari
biomarkeri aditionali pentru evaluarea studiilor pre-
clinice si clinice. Biomarkerii care indica LHIM mai
precoce decat ALT, precum si markerii de diagnostic
ce identifica raspunsurile la tratament la pacienti ar
fi instrumente utile pentru diagnosticul clinic. Astfel,
descoperirea si calificarea noilor biomarkeri a LHIM,
care dau o perspectiva si permit predictia LHIM, este
un obiectiv important pentru diagnosticul si monito-
rizarea LHIM [2,4,7,10,15].

In prezent creste interesul in dezvoltarea “medici-
nei personalizate” in care un anumit medicament este
oferit pentru un anumit pacient pe baza eficacitatii
sale prevazute din datele genomice a pacientului si/
sau expresia genelor tesutulor specifice. Exemplele
personalizarii respective include: genotiparea [L28-B
inainte de terapia cu interferon pentru infectia cu vi-
rusul hepatitei C (HCV) si utilizarea expresiei CD117
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in tumorile stromale gastro-intestinale pentru a ale-
ge varianta de chimioterapie. Abordarile genomice si
transcriptomice pot, de asemenea, sa imbunatateasca
siguranta pacientilor prin evitarea utilizarii medica-
mentelor potential periculoase la persoanele sensibi-
le. De exemplu, evitarea utilizarii de abacavir la in-
divizii cu HLA-B5701 pozitivi la pacienti cu infectie
HIV a redus incidenta unei reactii de hipersensibili-
tate potential severe de la 15% la aproape 0% [15].

Actualmente, biomarkeri serici care se utilizeaza
mai frecvent pentru detectarea si monitorizare lezi-
unilor hepatice acute si cronice sunt: alaninamino-
transferaza (ALT), aspartataminotransferaza (AST),
fosfataza alcalina (FA) si bilirubina totala [6, 7, 15].
Actualmente, se depun eforturi in identificarea de noi
biomarkeri cu sensibilitatea si specificitate Tnalta a le-
ziunilor hepatice de origine medicamentoasa [2, 5, 7,
10].

Rezultatele mai multor studiilor demonstreaza ca
keratinele 8 (K8) si 18 (K18) sunt componente prin-
cipale ale celulelor epiteliale si ale tumorilor derivate
din aceste celule. Modificarile structurale ale celule-
lor 1n timpul apoptozei sunt mediate de proteaze din
familia caspazei-6, -3 si -7 [1, 7, 9, 15, 18]. Ku NO
et al., [9] precizeaza ca keratinele, cunoscute anterior
sub denumirea de citokeratine, fac parte din subgru-
pul proteinelor intermediare fibrilare. Hepatocitele
exprima polipeptidele de keratin 8 si 18 (K8/K18), in
timp ce colangiocitele exprima K8/K18 si keratine-
le 7 si 19 (K7/K19). Functia principala a keratinelor
este protejare hepatocitelor de apoptoza si necroza,
care a fost demonstrata utilizind mai multe modele
experimentale genetice la soareci. Aceasta functie ci-
toprotectoare a fost elucidata de Church R.J. et al. [2]
mai tarziu prin identificarea variantelor fiziologice de
keratind umana care sunt In concentratii normale, dar
devin crescute 1n timpul leziunilor hepatice acute sau
cronice mediate de toxine, infectii virale sau stres me-
tabolic. In timpul apoptozei, caspazele scindeazd K18
si K19 la locul locatiei aspartatului (K18/K19: (235)
Val-Glu-Val-Asp (|)), dupa ce epitopul este expus si
recunoscut de anticorpul M30 in sange si tesuturi.
In timpul necrozei, pierderea integrititii membranei
celulare va duce la eliberarea proteinelor intracelu-
lare, inclusiv a CK18, in compartimentul extracelu-
lar. Apoptoza reprezintd o forma activa de moarte
celulara care pastreaza initial integritatea membranei
plasmatice, dar care este frecvent urmata de ,,necroza
secundard” in care componentele intracelulare sunt
eliberate [1, 2, 5, 7].

Krauskopf J. et al. [8] dovedesc ca micro
ARN-urile (miARN) se considerd ca biomarker pro-
mitator ale tesuturilor afectate. Aceste ARN-uri mici
necodificate de aproximativ 22 de nucleotide reglea-
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74 expresia genei post-transcriptionale. Este cunoscut
faptul ca micro ARN-urile regleaza majoritatea tran-
scriptelor care codifica proteinele si, prin urmare, sunt
implicate In multe procese biologice. Mai mult, unele
tipuri de miARN au fost identificate pentru diferite
tesuturi. Dupa afectarea tisulard miARN-urile sunt
eliberate in fluxul sanguin. In singe, miARN-urile
sunt stabile deoarece sunt incorporate (modificate)
in microvesicule sau sunt legate cu proteine care le
protejeaza de descompunerea de ribonucleazele. Pri-
ma data, s-a demonstrat cd miARN este biomarker
promitator al leziunilor hepatice induse de medica-
mente, cind s-a efectuat un studiu la soareci care au
primit doze toxice de acetaminofen (APAP), ca re-
zultat a fost determinat cresterea nivelului seric al
miARN specifice pentru ficat, in special miARN-122
si mMIARN-192. Cresterile ale miARN-122 induse de
APAP au fost confirmate ulterior in studii pe oameni.
Studiul respectiv genereaza un fundal pentru dezvol-
tarea unui test non-invaziv de screening pentru dia-
gnosticarea patologiei hepatice, capabil sa furnizeze
informatii relevante clinic privind efectele toxice ale
substantelor chimice si patogeneza bolilor in ficat.
Determinarea secventelor specifice de acizi nucleici a
devenit o metoda importanta in cercetari stiintifice, in
diagnosticul si tratamentul diferitilor patologii. Do-
meniul de diagnostic molecular - detectarea secvente-
lor specifice permite diagnosticul cancerului, bolilor
infectioase si bolilor ereditare - a aparut din aceste
tehnologii. In ultimii ani, utilizarea si determinarea
in special a secventelor scurte (<100 de nucleotide)
de ARN, s-a dovedit ca este utila si importantd pentru
mai buna intelegere a sistemelor biologice de control.

De exemplu, microARN circulanta (miARN)
(~22 nucleotide) regleaza expresia genelor si este
propusa ca biomarker de diagnostic pentru mai multe
tipuri de cancer si alte patologii. Reactia de polime-
rizare 1n lant (PCR) si tehnologiile de secventiere de
generatie urmatoare (NGS) domina in detectarea aci-
zilor nucleici. Aceste metode au unele limite in detec-
tarea acizilor nucleici, in special a lungimilor scurte
de ARN. Detectarea secventelor scurte este o provo-
care care necesitd molecule multiple de legare, de
exemplu, primeri de analizd PCR sau de legare de tip
sandwich. Determinarea miARN, la om si rozatoare
este de aproximativ 22 de nucleotide in lungime, a pre-
zentat provocdri analitice atunci cand este nevoie de
o foarte mare precizie si cuantificare exacta in scopul
de diagnostic [13]. Valoarea determindrii a miARN
pentru diagnostic si prognostic ca biomarker a fost to-
tusi recunoscuta in multe publicatii stiintifice. In spe-
cial, s-a aratat cd microARN-122 (miARN-122) este
un biomarker mai sensibil si specific pentru leziunile
hepatice In comparatie cu biomarkerii proteici stan-

dard care se utilizeaza in prezent. Un studiu recent,
care a fost efectuat de un grup mare de cercetatori, s-a
bazat pe sensibilitatea si specificitatea metodei pentru
determinarea miARN-122 [2, 6]. A fost determina-
ta miARN-122 in serul pacientilor cu supradozaj de
acetaminofen (paracetamol) care au suferit leziunile
hepatice semnificative clinic si in serul indivizilor sa-
natosi. Acetaminofenul este cea mai frecventa cauza
a leziunilor hepatice induse de medicamente in lume,
dar metodele actuale pentru stratificarea pacientilor
cu patologia respectiva sunt inadecvate. Recent, to-
tusi, s-a demonstrat ca determinarea miARN-122 cu
sensibilitate si specificitate inaltd la prima adresare a
pacientilor permite stratificarea riscului de insuficien-
ta hepatica. Datele obtinute in acest studiu sugereaza
ca determinarea miARN-122 poate fi utilizatd in sta-
rile de urgenta si la etapele initiale de testare a medi-
camentelor [3, 4, 7, 11, 13].

Un studiul recent cu acetaminofen demonstrea-
za concentratiile serice ale keratin-18 (biomarkerul
M65) si microARN-122 au crescut semnificativ mai
precoce decat ALT. Mai mult, cresterea maxima a
keratinei-18 si a microARN-122 a depasit cresterea
ALT. In studiul efectuat pe un grup de pacienti care au
primit tratamentul specific pentru HIV/TB, toti bio-
markerii noi analizati au crescut dupa o saptamana de
tratament. Spre deosebire de ALT, biomarkerii noi au
ramas nemodificati intr-o cohorta umana cu leziuni
musculare induse de efortul fizic [15].

Concluzii.

1. Cazurile de leziuni hepatice de origine medica-
mentoasd reprezintd una dintre problemele sanatatii
publice.

2. Keratin-18 si microARN-122 sunt biomarkeri
potentiali a LHIM superior ALT in ceea ce priveste
sensibilitatea si specificitatea.

3. Pentru a imbunatati diagnosticul si prognos-
ticul leziunilor hepatice de origine medicamentoasa
este necesar implementarea biomarkerilor noi cu sen-
sibilitate si specificitate Tnalta in practica clinica.
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