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wEkspresja izoform metalotioneiny w hepatocytach w wirusowym zapaleniu wqtroby
typu B oraz C”

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Przewlekte wirusowe zapalenie watroby jest chorobg trwajaca ponad 6 miesigcy,
spowodowang infekcjg wirusem HBV (w przypadku WZW B) lub HCV (w przypadku WZW
C). Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze 1/3 populacji ludzkosci miata stycznosé
z wirusem HBV, z czego ponad 350 milionow choruje na przewlekte postaci chorob watroby
o tej etiologii. W Polsce chorych na przewlekle WZW B szacuje si¢ na okoto 350400 tysiecy.
Z kolei zakazenie wirusem HCV dotyczy okoto 3% ludno$ci na $§wiecie — wystepuje ono
u ponad 170 milionéw ludzi. W Polsce czestos¢ tych infekcji wynosi okoto 1,9%. Biorac
pod uwage powyzsze, przewlekle wirusowe zapalenia watroby sa istotnymi problemami

klinicznymi.

Metalotioneiny (MT) to wewnatrzkomérkowe biatka o niskiej masie czasteczkowej,
gdzie jedng trzeciag sekwencji aminokwasow stanowig reszty cysteiny. Charakterystyczng
wlasciwos$cia wszystkich biatek z rodziny MT jest wigzanie przez nie jonow metali cigzkich,
takich jak np.: cynk, miedz, rte¢, otéw czy kadm. Biatka te wigza wolne jony ww. metali
w nieaktywne kompleksy, dzigki czemu petnig kluczowa role¢ w ochronie komorek organizmu
przed negatywnym dzialaniem metali ci¢zkich. Ponadto, MT ze wzgledu na duza ilo$¢ reszt
cysteinowych zawartych w swojej budowie, wykazuja silne wlasciwosci antyoksydacyjne,
stanowigc jeden z glownych elementow ochrony komorek przed negatywnym wplywem
reaktywnych form tlenu. Znane s3 doniesienia sugerujace udziat MT w przewleklym procesie
zapalnym — obserwuje si¢ wzrost ekspresji MT w przypadku narazenia hepatocytow na ww.
czynniki stresowe, a takze dzialanie cytokin zapalnych takich jak np. IL-1 oraz IL-6, co moze

zmniejsza¢ szkody wywotywane przez te czynniki.



Celem moich badan bylo zbadanie ekspresji izoform MT I oraz Il na poziomie mRNA
oraz biatka w hepatocytach pacjentéw zakazonych wirusami HBV 1 HCV oraz prawidlowej
tkance watroby. Ponadto celem byto skorelowanie uzyskanych rezultatéw z danymi

klinicznymi pacjentdw z wirusowymi zapaleniami watroby typu B i C.

Material do przeprowadzonych eksperymentow stanowity fragmenty bioptatoéw
watroby, czesciowo utrwalone w formalinie a nastepnie zabezpieczone w postaci bloczkow

parafinowych, cze$ciowo za$ utrwalone w ptynie RNAlater.

Zgromadzony material badawczy stanowito: 29 biopsji watroby pochodzacych
od pacjentow  z przewleklym  wirusowym  zapaleniem  watroby (11  pacjentow
z WZW B oraz 18 pacjentow z WZW C), dla ktérych kontrole stanowilo 9 biopsji tkanki
watroby bez zmian morfologicznych pochodzacych od pacjentéw z hepatopatia nieznanego

pochodzenia.

Na skrawkach parafinowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne
zuzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko MT-I/II. Ocenie podlegal stopien ekspresji
jadrowej 1cytoplazmatycznej biatka MT-I/Il. Poziom ekspresji mRNA izoform: MT-IA,
MT-IB, MT-IE, MT-IF, MT-IG, MT-IH MT-IX oraz MT-IIA, okreslany byt za pomoca
techniki Real-Time PCR. Uzyskane rezultaty analizowalem w odniesieniu do danych
klinicznych (wiek, pte¢, obecno$¢ sttuszczenia lub powigkszonej watroby, wyniki wybranych

badan biochemicznych, parametrow morfologii oraz uktadu krzepnigcia).

Wykazatem cytoplazmatyczng i jadrowa ekspresj¢ MT-I/II w hepatocytach zaréwno
pacjentow z WZW B, WZW C jak i grupy kontrolnej. Opisana ekspresja byta istotnie wyzsza
w grupie kontrolnej w porownaniu do grupy badanej. Ekspresja izoform MT-IG,. MT-IX
oraz MT-IIA byla wyzsza w grupie kontrolnej w poroOwnaniu z grupg badang, natomiast

MT-IE oraz MT-IH byla z kolei wyzsza w grupie badanej. Nie wykazano r6zni¢ w ekspresji



izoform MT-IA, MT-IB, MT-IF w badanych podgrupach. Nie stwierdzono réwniez istotnych
réznic w ekspresji wszystkich badanych markeréw pomiedzy pacjentow zakazonych HBV
czy HCV. Dodatkowo, izoformy MT koreluja ujemnie z markerami biochemicznymi

uszkodzenia watroby.

W oparciu o przeprowadzone badania stwierdzitem ekspresj¢ MT-1 oraz MT-II
w prawidlowej tkance watroby jak réwniez pacjentow z przewlektym WZW B i C, zaro6wno
na poziomie mRNA jak 1 biatka. Ponadto wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan
wskazujg na potencjalng aktywnos$¢ ochronng wyzszej ekspresji MT na hepatocyty objete

przewlektym procesom zapalnym o etiologii wirusowe;.



Summary of dissertation

Chronic viral hepatitis is a disease that lasts more than 6 months, infected with HBV
(in the case of hepatitis B) or HCV (in the case of hepatitis C). The World Health Organization
estimates that 1/3 of the human population has had contact with HBV, of which over 350 million
suffer from chronic forms of liver disease of this etiology. In Poland, patients with chronic
hepatitis B are estimated at around 350,000—400,000. In turn, HCV infection affects about
3% of the world's population - it occurs in over 170 million people. In Poland, the frequency
of these infections is about 1.9%. Considering the above, chronic viral hepatitis is a significant

clinical problem.

Metallothioneins (MTs) are low molecular weight intracellular proteins in which
up to one third of the protein's amino acid sequence consists of cysteine. A characteristic feature
of all proteins from the MT family is the binding of heavy metal ions, such as, zinc, copper,
mercury, lead or cadmium. These proteins bind free ions of the above-mentioned metals
into inactive complexes, and play a key role in protecting the body's cells against the negative
effects of heavy metals. Moreover, due to the large number of cysteine residues contained
in its structure, MT exhibit strong antioxidant properties, being one of the main elements of cell
protection against the negative effects of reactive oxygen species. There are reports suggesting
the participation of MT in the chronic inflammatory process - an increase in MT expression
is observed when hepatocytes are exposed to the above-mentioned stress factors,
as well as the action of inflammatory cytokines such as IL-1 and IL-6, which may reduce

the damage caused by these factors.

The aim of my research was to investigate the expression of MT I and II isoforms

at the mRNA and protein level in hepatocytes of patients infected with HBV and HCV



viruses and in control liver tissue without pathology. Moreover, the aim was to correlate

the obtained results with clinical data of patients with hepatitis B and C.

The material for the experiments were fragments of liver biopsies, partially fixed

in formalin and then protected in the form of paraffin blocks, partially fixed in RNAlater.

The collected research material consisted of: 29 liver biopsies of patients with chronic
viral hepatitis (11 patients with hepatitis B and 18 patients with hepatitis C), for which
9 biopsies of control liver tissue obtained from patients with hepatopathy of unknown origin

but without any pathology in microscopic examination.

Immunohistochemical  reactions were performed on  paraffin  sections
with the use of anti-MT-I/Il antibodies. The degree of nuclear and cytoplasmic expression
of MT-I/II protein was assessed. Isoform expression level: MT-IA, MT-IB, MT-IE, MT-IF,
MT-1G, MT-IH MT-1X and MT-1I4 mRNA was determined using the Real-Time PCR technique.
I analyzed the obtained results in relation to clinical data (age, sex, presence of steatosis
or enlarged liver, results of selected biochemical tests, morphology and the coagulation system

parameters).

I have demonstrated cytoplasmic and nuclear expression of MT-I/II in hepatocytes
of both hepatitis B and hepatitis C patients and the control group. The described expression
was significantly higher in the control group compared to the study group.
Expression of MT-1G, MT-IX and MT-1IA isoforms were higher in the control group than
in the study group, while MT-IE and MT-IH were higher in the study group compared to control.
There were no differences in the expression of M7-I4, MT-IB, MT-IF isoforms in the studied
subgroups. There were also no significant differences in the expression of all investigated
markers between patients infected with HBV or HCV. MT isoforms negatively correlate

with biochemical markers of liver injury.



Based on the conducted research, I found the expression of MT I and II in normal liver
tissue as well as in patients with chronic hepatitis B and C, both at the mRNA and protein levels.
In addition, the results of my research indicate the potential protective activity of higher

MT expression on the liver undergoing chronic inflammatory processes of viral etiology.



