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1. WYKAZ SKROTOW

1. WYKAZ SKROTOW

ALAT - Aminotransferaza alaninowa

ALP — fosfataza zasadowa

ASPAT - Aminotransferaza asparaginowa

GGTP — gamma-glutamylotranspeptydaza

GPx - peroksydaza glutationowa

GSH - glutation

GZR - grazoprewir

HAV - ang. Hepatitis A Virus, wirus zapalenia watroby typu A
Hb - hemoglobina

HBc, HBCcAg - ang. hepatitis B virus core antygen - antygen rdzeniowy wirusa zapalenia
watroby typu B

Hbe, HBeAg - ang. hepatitis B virus extractable antygen - antygen rozpuszczalny wirusa
zapalenia watroby typu B

HBs, HBsSAg - ang. ang. hepatitis B virus surface antygen - antygen powierzchniowy wirusa
zapalenia watroby typu B

HBYV - ang. Hepatitis B Virus, wirus zapalenia watroby typu B
HCC - ang. hepatocellular carcinoma, rak watrobowokomorkowy
HCV - ang. Hepatitis C Virus, wirus zapalenia watroby typu C
HCVCcAg - ang. HCV core antigen, antygen rdzeniowy wirusa zapalenia watroby typu C
HDL - ang. high density lipoprotein, lipoproteina wyskiej gestosci
HDV - ang. Hepatitis D Virus, wirus zapalenia watroby typu D
HEV - ang. Hepatitis E Virus, wirus zapalenia watroby typu E
HGV - ang. ang. Hepatitis G Virus, wirus zapalenia watroby typu G
HVR - ang. hypervariable region, region hiperzmienny

IFN - interferon

IFNL3 - ang. interferon lambda 3, genotyp interferon lambda 3

IgG - immynoglobulina G



1. WYKAZ SKROTOW

IgM - immynoglobulina M

IHC - immunohistochemia

IL-1 - interleukina 1

IL-6 - interleukina 6

ISG - ang. interferon stimulating genes, geny stymulowane interferonem
kcal - kilokalorie

kDa - kilodaltony

LDV - ledipaswir

MRNA - ang. messenger RNA, matrycowy kwas rybonukleinowy

MT - metalotioneina

NBT - bfekit nitrotetrazolowy

nm - nanometr

NS3 - ang. nonstructural protein 3, niestrukturalne biatko 3

NS5A - ang. nonstructural protein 5A, niestrukturalne biatko SA
NS5B - ang. nonstructural protein 5B, niestrukturalne biatko 5B

OBV - ombitaswir

p22cr - ang. capsid protein 22, biatko kapsydowe 22

PCR - ang. polymerase chain reaction, reakcja fancuchowa polimerazy
PIB - pibrentaswir

PLT - ang. platellet, ptytki krwi

PT - protrombin

PTV - parytaprewir

RBC - ang. red blot clot, wskaznik czerwonych krwinek

RNA - ang. rybonuclein acid, kwas rybonukleinowy

RQ PCR - ang. Real-time quantitative PCR, ilosciowy PCR czasu rzeczywistego
SOD - ang. superoxide dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa

SOF - sofosbuwir
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TLR3 - ang. toll like receptor 3, receptor toll-podobny 3

USA - ang. United States of America, Stnay Zjednoczone Ameryki
VEL - welpataswir

VOX - woksylaprewir

WBC - ang. white blot clot, wskaznik biatych krwinek

WZW - wirusowe zapalenie watroby
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Wirusowym zapaleniem watroby (WZW) nazywamy ostrg lub przewlekta wirusowa
chorobe zakazng watroby u ludzi. Sposrod wszystkich rodzajow WZW, uwzgledniajac wrota

zakazenia, wyr6zniamy [1]:

- wirusa zapalenia watroby typu A (Hepatitis A Virus, HAV),

- wirusa zapalenia watroby typu E (Hepatitis E Virus, HEV),
przenoszone drogg fekalno-oralng (pokarmowa), a takze:

- wirusa zapalenia watroby typu B (Hepatitis B Virus, HBV),

- wirusa zapalenia watroby typu C (Hepatitis C Virus, HCV),

- wirusa zapalenia watroby typu D (Hepatitis D Virus, HDV),

- wirusa zapalenia watroby typu G (Hepatitis G Virus, HGV)

przenoszone droga krwiopochodng (poprzez szeroko rozumiane przerwanie cigglosci tkanek,
bezposredni kontakt z krwig lub ptynami ustrojowymi — rowniez jako zakazenia matczyno-
plodowe oraz drogg kontaktow seksualnych) [1].

Sposrod wymienionych powyzej, najistotniejsze z punktu widzenia epidemiologii,
sg infekcje wirusami HBV i HCV- s3 one najbardziej rozpowszechnione i czesto
doprowadzaja do powiktan w postaci przewlektego zapalenia watroby, marskosci i raka
watrobowo-komorkowego (ang. hepatocelluar carcinoma, HCC). Pozostate typy, z powodu
rzadkiego wyst¢gpowania lub niegroznego i pozbawionego trwalych powiktan przebiegu,

nie sg az tak klinicznie istotne [1, 2].
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2. WSTEP

Tabela 1. Cechy biologiczne, epidemiologiczne oraz kliniczne glownych wirusow
hepatotropowych. Na podstawie Juszczyk J. Ostre wirusowe zapalenie watroby. (w) Interna

Szczeklika 2018 pod red. P. Gajewskiego [3].

Cecha HAV HBV HCV HDV HEV
Srednica wirionu (nm) 27 42 40-100 36 27-34
Kwas nukleinowy RNA DNA RNA RNA RNA
Okres wylegania:
zakres (dni) 15-49 28-160 15-160 21-140 15-65
srednio (dni) 30 70-80 50 35?7 40
Wirus wykrywalny w kale tak nie nie nie tak

Wrota zakazenia

Droga fekalno-oralna tak nie nie nie tak
Przez krew i kontakt seksualny  rzadko tak tak tak tak
Zakazenie okotoporodowe nie tak tak tak nie
Przez tozysko nie tak tak? tak nie
Zakazenia rodzinne tak tak tak? tak tak
Nosicielstwo (przewlekle) nie tak tak tak tak
Ryzyko:
przewleklego zapalenia nie tak tak tak tak
watroby
marskos$ci watroby nie tak tak tak nie
pierwotnego raka watroby nie tak tak nie? nie
Szczepionka tak tak nie tak® tak
Wystepowanie W Polsce tak® tak® tak® tak tak/nie®

& Szczepienia anty-HBYV sa jednoczesnie szczepieniami anty-HDV.
b wystepowanie czeste

¢ udowodnione zawleczenie z Azji; brak badan nad wystepowaniem zakazen HEV 3 i HEV 4
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2.1 Zakazenie WZW typu B

2.1.1. Charakterystyka wirusa HBV

2.1.1.1. Wprowadzenie

Wirus zapalenia watroby typu B nalezy do rodziny Hepadnaviridae i rodzaju
Orthohepadnavirus [1]. Ma on $rednicg 42 nm.i posiada zewngtrzng lipoproteinowa otoczke
(0 grubosci 7 nm), wewngtrzny rdzen biatkowy otaczajacy genom, ktory zbudowany
jest z dwuniciowego kolistego DNA (przy czym jedna z nici jest niekompletna na dtugosci
okoto 10-50%), a takze polimerazy DNA [1, 2]. Szczegotowa budowa oraz charakterystyka

wirusa przedstawiona jest na Ryc. 1. oraz w Tabeli 1.

Antygen HBc

Antygen HBs

\ Polimeraza DNA

Antygen HBe

DNA

Rycina 1. Budowa wirusa HBV. Pojedynczy wirion ma $rednice okoto 42 nm. Kwas
dezoksyrybonukleinowy, ktory znajduje si¢ w rdzeniu wirusa razem z polimerazg DNA,
otoczony jest wewnetrzng otoczka zbudowana z antygenu HBc, a takze otoczka zewnetrzng
zbudowang z antygenu HBs i HBe. Na podstawie www.mp.pl [4].
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Wyroézniamy 8 genotypoéw wirusa (A—H). Powielenie wirusowego DNA odbywa si¢
na matrycy RNA poprzez aktywno$¢ RNA-zaleznej polimerazy DNA o cechach rewertazy —
w procesie replikacji powstaje dwuniciowy kolisty cccDNA (covalently closed circular DNA,;

10-15 kopii w 1 hepatocycie) [1-3].

Na powierzchni wirionu HBV wyst¢puje m.in. glikoproteina ,,s” (ang. surface —
powierzchnia; inaczej antygen HBs — HBsSAQ), a w rdzeniu (ang. core — rdzen) zawierajagcym
DNA HBYV i polimeraze¢ DNA — rowniez antygen HBCAg. Na jedng, kompletng czasteczke
wirusa (wirionu) zdolng do zakazenia, wydzielong przez zainfekowany hepatocyt, z komorki
rowniez wydzielaja si¢ czasteczki HBsAg w proporcji od 1:1000 do 1:10 000. Poza tym
we krwi, ptynach ustrojowych i wydzielinach osoby zainfekowanej HBV, znajduje si¢ rowniez
antygen HBeAg, ktory pochodzi z czasteczki biatka wspdlnej z antygenem HBCAg. Natomiast
w tych ptynach ustrojowych i1 wydzielinach nie wykrywa si¢ antygenu HBcAg, ktory jest
obecny tylko wewnatrz hepatocytow. Wykrywalnos¢ antygenu HBeAg oraz DNA HBV
swiadczy o intensywnej replikacji wirusa, a w konsekwencji wysokiej zakaznosci pacjenta [1-

3],

Osoba zakazona wirusem HBV syntetyzuje przeciwciala przeciwko antygenom wirusa
w Klasie anty-HBc (IgM oraz 1gG), anty-HBe oraz anty-HBs. Kompleksy antygen-przeciwciata
(przede wszystkim HBsAg—anty-HBs) wywotuja powiktania infekcji WZW typu B, takie jak:
guzkowe zapalenie tetnic, kigbuszkowe zapalenie nerek, czy objawy choroby posurowiczej

wystepujace przede wszystkim w okresie prodromalnym [3].

Odpowiedz ukfadu odpornosciowego na infekcje wirusem HBV jest dos¢ zlozona.
Sam wirus nie powoduje efektu cytopatycznego na komorki watroby. W przypadku ostrego
WZW typu B, ktore zawsze konczy si¢ wyleczeniem, wystepuje silna odpowiedz cytotoksyczna

limfocytow T 1 komorek NK. Mechanizmy odpowiedzi odporno$ciowej nieswoistej poprzez
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uwalniane cytokiny oraz hamowanie replikacji HBV, bez wywolywania $mierci komorki
réwniez odgrywaja duza role w samoograniczaniu si¢ choroby. Natomiast przej$cie choroby
w faze przewlekla jest zwigzane ze zbyt staba odpowiedzig immunologiczng na antygeny
(gtownie HBCAg i1 HBeAQg). Szczegdtowe fazy procesow immunologicznych zachodzacych

podczas zakazenia HBV sg opisane w dalszej czes$ci rozprawy.

2.1.1.2. Epidemiologia

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B (ang. hepatitis B virus - HBV) jest jedng
z najczestszych infekcji wirusowych wérdod ludzi. Najezestszym efektem infekcji powodowanej
przez wirusa HBV jest przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu B (WZW B), ktore
rozpoznano u niemal 300 min os6éb na catlym s$wiecie (czyli ok. 4-5% S$wiatowe]
populacji). Zakazenie to jest szczegolnie istotnym problemem zdrowotnym w regionie Azji
i Pacyfiku. W Chinach stwierdzono nosicielstwo HBV u 10% populacji. Powszechnie uwaza
sig, ze 25-40% pacjentow chorujacych na przewlekte WZW B umrze z powodu jego powiktan
— marskosci lub rozwijajacego si¢ na jej tle pierwotnego raka watroby (ang. hepatocellular
carcinoma - HCC). Umieralnos¢ jest zréznicowana pod wzgledem pici — wsrod mezczyzn
ocenia si¢ jg na 50%, a wsrod kobiet na 15%. [5, 6, 7]. W Polsce liczbe chorych na przewlekle

WZW B szacuje si¢ na okoto 350—400 tysiecy [7].

Naturalng histori¢ przewlektego WZW B podzielono na trzy lub cztery etapy.
Pierwszym etapem jest aktywna replikacja wirusa, w ktorej obserwuje si¢ jedynie niewielkie
uszkodzenie watroby (faza immunotolerancji). Nastepnie wystepuje okres aktywnego klirensu
immunologicznego, ktoremu towarzyszy przewlekle zapalenie watroby. Trzecim etapem jest
faza niereplikacyjna, ktora ostatecznie doprowadza do marskosci watroby, mogaca potencjalnie

doprowadzi¢ do rozwoju pierwotnego raka watroby. Czes¢ chorych rozwija czwarte stadium
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tzw. HBeAg-ujemne przewlekte WZW B, charakteryzujace si¢ wiremig i przewlektym

aktywnym zapaleniem watroby przy nieobecnosci antygenu ,.e” HBV [7].

2.1.1.3. Przebieg naturalny choroby

2.1.1.3.1. Faza immunotolerancji

W fazie immunotolerancji nie obserwuje si¢ objawow  klinicznych
zakazenia. W badaniu histopatologicznym obserwowane sg zwykle lagodne i nieswoiste
nieprawidlowosci, ktore koresponduja z niewielkim wzrostem aktywnosci aminotransferazy
alaninowej (ang. alanine aminotransaminase - ALT) w surowicy. Takie zmiany watroby czesto
spotyka sie ponadto u mtodych dorostych bezobjawowych chorych. Faza ta cechuje si¢ matg
aktywnos$cig choroby, pomimo replikacji wirusa HBV, czego dowodem jest wykrywane
wysokie st¢zenie wirusowego DNA w surowicy, a takze wysokie stezenie antygenow HBSAQ

oraz HBeAg wirusa B zapalenia watroby [7].

2.1.1.3.2. Faza klirensu immunologicznego

Faza klirensu immunologicznego jest okresem wystepujacym pomig¢dzy faza tolerancji
immunologicznej a fazg niereplikacyjna. W jej trakcie zachodzi zjawisko serokonwersji -
zaniku antygenu HBeAg i pojawienia si¢ przeciwciat anty-HBeAg. Pojawienie si¢ przeciwciat
anty-HBeAg w surowicy najcze$ciej zbiega sie w czasie z zatrzymaniem replikacji wirusa i
przejSciem zakazenia w faz¢ nieaktywng. Natomiast, w sytuacji przerwania leczenia
immunosupresyjnego lub niekiedy spontanicznie bez uchwytnej przyczyny, moze dojs¢ u
pacjentow z przewlektym WZW B do progresji zmian w watrobie, z towarzyszacg reaktywacja
replikacji wirusa HBV oraz ponownym pojawieniem si¢ wirusowym DNA oraz antygenu ,,e”

HBV we krwi pacjentow [7].
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W przebiegu choroby do$¢ rzadko moze doj$¢ do samoistnego zaniku antygenu HBeAg.
Prawdopodobienstwo takiego zaniku wzrasta wraz z wiekiem. I tak ocenia sig¢, ze do trwatego
zaniku HBeAg po roku i 5 latach od poczatku zakazenia dochodzi do 2% i 12% u pacjentow
ponizej 20 r.z. oraz odpowiednio u 8% i 32% pacjentow w wieku pomiedzy 20-40 rokiem

zycia.

Faza przejsciowa charakteryzuje si¢ wzrostem aktywnosci choroby. Dotychczas
u bezobjawowego pacjenta z przewleklym WZW B moga pojawia¢ si¢ objawy ostrego
zapalenia watroby. Takie zaostrzenie cechuje si¢ samoograniczajgcym przebiegiem, chociaz
u niewielkiej czesci pacjentow (najczesciej z towarzyszgcg marskoscig watroby). Podczas
zaostrzenia dochodzi do aktywacji zrazikowego zapalenia watroby ze zmianami
histologicznymi przypominajacymi ostre zapalenie. Oba typy zaplenia (zrazikowe i ostre) maja
zgota odmienny obraz otrzymywany z wykorzystaniem metody immunohistochemicznej —
w zapaleniu zrazikowym wystepuje ckspresja antygenu powierzchniowego (HBSAQ)
oraz czesto réwniez antygenu rdzeniowego (HBcAg), ktorych ekspresja nie wystepuje

w zapaleniu ostrym [7].

2.1.1.3.3. Faza integracji wirusa z genomem

W fazie integracji wirusowego DNA z genomem hepatocytow wygasa aktywna
replikacja HBV. Wirus HBV jest wtedy zintegrowany z DNA chromosomalnym komorek
watroby, ktoére w sposob staly ekspresjonuja HBSAgQ. Poniewaz nie wystgpuje czynna
(lub znikoma) replikacja HBV w watrobie (poparta obserwacja niskiego miana DNA HBV
w surowicy), hepatocyty nie sg eliminowane przez komorki uktadu odpornosciowego. Przebieg
i rokowanie pacjentow chorujacych na przewlekte WZW B zaleza od stopnia uszkodzenia
migzszu watroby w chwili ostatecznego wygasniecia replikacji HBV. W zwiazku z tym

u pacjentow, u ktorych do fazy niereplikacyjnej dochodzi wolno lub z nawrotami, wystepuje
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zwickszone ryzyko wystapienia marskosci i pierwotnego raka watroby. Stad rodzaj i cigzkosé
zmian W migzszu watroby w momencie wygasania replikacji, odgrywa kluczowa role
w rokowaniu. | tak, jesli u pacjentow do wygasnigcia replikacji rozwinie si¢ marsko$¢, zmiany
nie wycofaja si¢ i ulegng wolnej 1 cz¢sto bezobjawowej progresji. Natomiast jesli marsko$¢
rozwinie si¢ wczesniej — W fazie replikacyjnej — najczesciej postepuje szybko i stosunkowo
wczesnie doprowadza do niewydolnosci watroby i innych powiktan z rozwojem pierwotnego
raka watrobowokomoérkowego. Inaczej jest w przypadku pacjentow, u ktorych nie doszto
do przemiany marskiej — u nich najcze¢sciej cechy aktywnego zapalenia cofajg sie, a struktura

watroby pozostaje nienaruszona [7].
2.1.1.3.4. HBeAg-ujemna faza replikacyjna

U cze$ci chorych bez cech aktywnosci WZW B dochodzi do reaktywacji
replikacji HBV. Nastepuje ona samoistnie albo w wyniku immunosupresji. Faza ta ma zmienny
przebieg charakteryzujacy si¢ m. in. zmianami aktywnosci transaminazy alaninowej
oraz miana DNA HB (przekraczajacym 10* kopii/ml), oraz trwala nieobecnoscia antygenu
HBeAg. W tej fazie sg stwierdzane przeciwciata anty-HBe jak rowniez moga by¢ one

nieobecne.

Faza ta jest spowodowana pojawieniem si¢ zmutowanej formy HBV z mutacja
zmieniajacg zasady guaniny na adening w obrgbie nukleotydu 1896 regionu przedrdzeniowego.
Mutacja ta powoduje tworzenie si¢ wironéw nie posiadajacych HBeAg. Efektem tego jest

utrzymujaca si¢ replikacja wirusa pomimo niewykrywalno$ci HBeAg w surowicy pacjentow.

Charakterystyczny obraz histologiczny dla tej fazy odpowiada aktywnej fazie zapalenia.
Rzadko wystepuje faza przewleklego przetrwatego zapalenia watroby. Natomiast, u ponad
polowy pacjentow obserwuje si¢ przewlekle, aktywne zapalenie watroby ze zmianami

martwiczo-zapalnymi. W badaniu histologicznym preparatow barwionych metoda
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hematoksylina-eozyna, cytoplazma hepatocytow obladowanych HBeAg przypomina matowa
szybe. Ponadto, czesto obserwuje sie rowniez, zwigzane Z intensywnym wytwarzaniem,
wysokie stezenie HBCAg w surowicy. W badaniu immunohistochemicznym obserwuje si¢
rowniez ekspresje HBCAQ o lokalizacji blonowej, co moze potwierdzaé, ze to wlasnie HBCAgQ

jest celem dla cytotoksycznych limfocytow T, wyzwalajgc reakcje immunologiczng.

Liczne badania dowodza, ze w grupie pacjentéw, u ktorych doszto do rozwoju HBeAg-
ujemnej fazy replikacyjnej, cz¢s$ciej dochodzi zar6wno do marsko$ci watroby jak i rozwoju

pierwotnego raka watrobowokomorkowego [7].

<+— 10-30 lat —» Czas (lata)

HBV-DNA \ /MJ\
—e—
HBeAg(+) \ HBeAg(-) anty-HBe(+) |—»

GGN

A

Histologia Duza aktywnosé Mata aktywnosé Nawrét zapalenia
Brak zapalna — marskoéé zapalna + widknienie — marskoéé
zapalenia
Tolerancja Klirens Kontrola Faza ucieczki
immunologiczna immunologiczny immunologiczna immunologicznej

(faza niereplikacyjna)

Rycina 2. Schemat historii naturalnej przewlektego zapalenia watroby typu B. Na podstawie
Hartleb M., Musialik 1.: Przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu B: epidemiologia,

historia naturalna i mozliwosci terapeutyczne, Medycyna po Dyplomie 2014, 09. [8].
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2.1.1.4. Diagnostyka zakazenia HBV

Diagnostyka infekcji HBV opiera si¢ przede wszystkim na identyfikacji czynnika

etiologicznego. Mozna tego dokona¢ poprzez:

- wykonanie badan molekularnych (PCR) — w celu wykrycia DNA HBV -
jest pierwszym markerem zakazenia, pojawiajacym si¢ we krwi po okolo 30 dniach

od zakazenia;

- badania serologiczne — w zaleznosci od czasu od poczatku zakazenia i fazy choroby
poszukuje si¢ w surowicy antygeny HBsAg i HBeAg oraz posrednio HBcAg poprzez pomiar
HBcrAg (tj. kompleksu HBcAg, HBeAg i p22cr), a takze przeciwciata anty-HBc IgM i 1gG,

anty-HBe, anty-HBs w roznych wariantach (Tabela 2.).

Niewielkie ilosci DNA HBV oraz DNA zintegrowane z genomem gospodarza

w komorkach watroby, moga by¢ wykrywalne przez wiele lat po zakazeniu.

Inne badania laboratoryjne towarzyszace zakazeniu HBV to:

- zwiekszona aktywno$¢ transaminazy alaninowej (ALAT) oraz transaminazy

asparaginowej (ASPAT) w osoczu krwi z przewaga transaminazy alaninowej;

- hiperbilirubinemia mieszana ( podwyzszone stezenie bilirubiny zar6wno wolnej

jak i zwigzanej;

- niekiedy (z towarzyszaca cholestaza) wystgpuje rowniez podwyzszona aktywno$¢

fosfatazy zasadowej (ALP) oraz gamma-glutamylotranspeptydaza (GGTP).

W przypadkach przewlektego zapalenia watroby w celu oceny uszkodzenia watroby

przeprowadza si¢ rOwniez oceng¢ migzszu watroby poprzez:
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- nieinwazyjng ocen¢ widknienia watroby - elastografi¢ (korelacja wyniku z obrazem

histologicznym jest tym lepsza, im bardziej zaawansowane jest widknienie);

- oraz badanie histopatologiczne watroby - W celu oceny stopnia zaawansowania wioknienia

I zapalenia watroby. Zmiany obserwowane w biopsji watroby to: szczegdlnie naciek komorek

jednojadrzastych w przestrzeniach wrotnych, martwica hepatocytow oraz widknienie [9].

Tabela 2. Interpretacja markerow serologicznych HBV [9].

Markery serologiczne

Interpretacja

HBsAg(+), HBeAg(+), anty-HBc IgM(+)

Ostre WZW B, okres wczesny

HBsAg(+), HBeAg(+), anty-HBc IgM(-)

Nosiciel HBsAg, przewlekle zakazenie HBV, wysoka

replikacja/zakazno$¢

HBsAg(+), HBeAg(-), anty-HBc IgM(+)

Ostre WZW B, okres pozny

HBsAg(+), HBeAg(-), anty-HBc IgM(-)

Nosiciel HBsAg, przewlekte zakazenie HBV, niska

replikacja/zakazno$¢

HBsAg(-), anty-HBc IgM(-), anty-HBc 1gG(+), anty-HBs(-)

Utajone zakazenie HBV

HBsAg(-), anty-HBc IgM(-), anty-HBc 1gG(+), anty-HBs(+)

Utajone zakazenie HBV, odporno$é

HBsAg(-), anty-HBc IgM(-), anty-HBc 1gG(-), anty-HBs(+)

Odpornos¢ poszezepienna

2.1.1.5. Leczenie

Nie istnieje leczenie przyczynowe zakazenia HBV. Celem leczenia ostrego WZW typu

B jest utrzymanie prawidlowego stanu nawodnienia i odzywienia. W przypadku zakazenia

istotne s3:
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- ograniczenie aktywnosci fizycznej;

- dieta watrobowa (zwykle okoto 2000 kcal/d, stanowiaca: 70% tatwo przyswajalnych
weglowodanow, 10-20% ttuszczow i 10% biatka), ktora rozszerza si¢ zgodnie z indywidualng
tolerancjg. Zaleca si¢ catkowity zakaz spozywania alkoholu do p6t roku oraz ograniczenie do

roku od zachorowania;

- unikanie lekéw o metabolizmie watrobowym lub wywotujacych cholestazg [3].

W przypadku WZW typu B o przebiegu nadostrym rozwaza si¢ przeszczepienie

watroby oraz stosowanie entekawiru albo dizoproksylu lub alafenamidu tenofowiru [3].

Przewlekte WZW typu B leczone jest w zaleznos$ci od stopnia niewydolnosci watroby.
Celami leczenia sg przede wszystkim petna supresja replikacji HBV, serokonwersja antygenu
HBsAg do przeciwciat anty-HBs. Dzigki temu mozliwe jest zapobiezenie rozwojowi
marskos$ci, watroby i raka watrobowokomoérkowego. W momencie, kiedy dojdzie do rozwoju
marskos$ci celem jest regresja ewentualnie zahamowanie lub spowolnienie jej progresji. Mozna
to osiggna¢ dzieki stosowaniu interferonéw alfa oraz nukleozydowych i nukleotydowych
inhibitorow odwrotnej transkryptazy (tzw. analogéw nukleozydow/nukleotydow: adefowir,

entekawir, lamiwudyna, dizoproksyl tenofowiru, alafenamid tenofowiru i telbiwudyna [3].
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2.2 Zakazenie WZW typu C

2.2.1. Charakterystyka wirusa HCV

Wirus HCV nalezy do rodziny Flaviviridae, o genomie zbudowanym z pojedynczej nici
RNA o dodatniej polaryzacji. Genom RNA ma dlugos¢ okoto 9,6 kilopar zasad (kpz) i zawiera
pojedyncza otwarta ramke odczytu kodujaca poliproteing, ktéra jest ograniczona
przez nieulegajace translacji regiony 5 'i 3'. Koniec 5’ zawiera ,,wewngtrzne miejsce wejscia
rybosomu” (ang. internal rybosome entry site - IRES), ktore jest niezbgdne do replikacji wirusa.
Poliproteina jest przetwarzana na trzy biatka strukturalne (C, E1, E2) i siedem bialek
niestrukturalnych (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Rdzen HCV jest wysoce
konserwatywnym biatkim, ktore tworzy wirusowy nukleokapsyd. E1 1 E2 sa wysoce
glikozylowanymi biatkami, ktore uczestnicza w wejsciu do komorki gospodarza. E2 zawiera
trzy regiony hiperzmienne (HVR), znane jako HVR 1-3, ktore znajdujg si¢ pod ciagla presja
selekcyjng wywierang przez uklad odpornosciowy gospodarza. Rolg pozostatych biatek
niestrukturalnych jest m.in. regulowanie replikacji wirusa, sygnalizowanie niezbedne
do translokacji do $wiatla endoplazmatycznego retikulum, tworzenia calych wirionow
i ich uwalniania z komorki, a takze zaklocanie dziatania interferonu i receptorow ,,toll-like”
(ang; toll-like receptor-3 -TLR3). Na uwage zastuguje biatko NS5B, ktore jest polimerazg RNA
zalezng od HCV RNA nie posiadajace mechanizméw korekty bledow replikacyjnych,
co skutkuje wysoce podatnym na mutacje procesem replikacji. Czgsto$¢ mutacji HCV generuje
wysoki stopien roznorodnosci genetycznej wirusa HCV wewnatrz jednego gospodarza
umozliwiajac szybka adaptacje. Ta charakterystyczna ,plastyczno$¢ molekularna” HCV
jest kluczowa wilasciwoscig biologiczng, ktéora umozliwia rearanzacj¢ populacji wirusow
wewnatrz gospodarza pod rdéznymi presjami selekcyjnymi, takimi jak odpowiedz

immunologiczna i terapia przeciwwirusowa, gwarantujac przetrwanie wirusa. Ewolucja
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molekularna HCV odgrywa kluczowa role w przenoszeniu wirusa, progresji choroby

I odpowiedzi na leczenie. Jest tez powodem braku skutecznej szczepionki [9].

Po zwigzaniu si¢ z komorka, czasteczki HCV sg nastgpnie internalizowane. Po wejsciu
genom wirusa jest uwalniany z nukleokapsydu do cytoplazmy, a nastepnie ulega translacji.
Po amplifikacji genomu i ekspresji biatka, wiriony potomne s3 skladane i uwalniane

konstytutywnym szlakiem wydzielniczym [9].

2.2.2. Epidemiologia

Swiatowa Organizacja Zdrowia oszacowala, ze W 2015 r. okolo 100 milionéw ludzi
na calym $wiecie uleglo ekspozycji na HCV (obecnos¢ przeciwcial anty-HCV), a 71 milionow
ludzi bylo przewlekte zakazonych wirusem HCV (czgsto$¢ wystepowania na $wiecie
szacowana jest na okoto 1%). Obszarami o najwyzszej chorobowosci (>2%) byl region
wschodniego basenu Morza Sroédziemnego. Umiarkowane wskazniki chorobowosci (1-2%)
odnotowano w Afryce i Europie. Natomiast niski wskaznik chorobowos$ci (<1%) odnotowano

w obu Amerykach, Azji Potudniowo-Wschodniej czy regionie Zachodniego Pacyfiku [10].

Roéwniez w ww. regionach wystepuja réznice w chorobowosci HCV w poszczegdlnych
krajach. Przyktadowo, czestos¢ wystepowania jest wyzsza w Europie Wschodniej
W poréwnaniu z Europa Zachodnig i jest wyzsza w Afryce Zachodniej w porownaniu z Afryka
Wschodnig. Egipt ma najwyzsze znane rozpowszechnienie na S$wiecie ze wzgledu
na przenoszenie choroby zwigzane z nieodpowiednig opieka zdrowotng. Cztery kraje
0 najwigkszej liczbie przypadkow WZW typu C na $wiecie to: Chiny, Pakistan, Indie i Egipt.
Jest to spowodowane duzag populacja, wysoka chorobowos$cig oraz nicodpowiednia opieka

zdrowotnag [10].
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2.2.3. Przebieg naturalny choroby

Wigkszo$¢ zakazen wirusem HCV w pierwszym okresie choroby przebiega
bezobjawowo, w pozostalych przypadkach objawy nie rdznig si¢ od tagodnych w swoim
przebiegu zakazen WZW typu A lub B. W okresie prodromalnym moga pojawiac si¢ objawy
takie jak pokrzywka, zmiany skorne plamisto-grudkowe, goraczka, powickszenie weziow
chlonnych, bol stawow oraz mig¢éni, wymioty, nudnosci, bole brzucha czy biegunka
(przypominajace chorobe posurowicza), zwigzane z pojawieniem si¢ kompleksow
immunologicznych, ktoére ust¢puja po pojawieniu si¢ zottaczki. W badaniu fizykalnym

podstawowg nieprawidlow0scig jest mierne powigkszenie watroby [3, 11].

U 15-50% chorych nastepuje eliminacja wirusa HCV, przede wszystkim u pacjentow
z objawowym przebiegiem ostrego WZW typu C. Jesli przebieg ostrego WZW typu C
jest niepowiklany, pelny powrdt do aktywnosci zyciowej i pracy nast¢gpuje do 6 miesigcy.
Pozostali pacjenci rozwijaja przewlekte zapalenie. U 5-20% pacjentéw przewlekle chorych
dochodzi w ciggu 20-25 lat do rozwoju marskosci watroby. Przewlekle WZW typu C
ma charakter postepujacy i nieleczone niechybnie doprowadzi do marsko$ci watroby.
Statystycznie, do marskosci dochodzi w 5-20% chorych w ciggu 20-30 lat choroby. Natomiast
przy zakazeniu genotypem 3 HCV, marskos$¢ i pierwotny rak watrobowokomorkowy rozwija
si¢ szybciej w poréwnaniu do innych genotypow. Kolejnym niekorzystnym rokowniczo
czynnikiem jest dwukrotne podwyzszenie powyzej goérnej granicy normy aktywnosci
transaminazy alaninowej. Wirus HCV posiada zdolnos$¢ do wnikania i replikacji takze w innych
tkankach poza watrobg: limfocytach B, komoérkach osrodkowego ukladu nerwowego.
W przeciwienstwie do zakazenia wirusem HBV, wirusy HCV nie wbudowuja si¢ w genom

komorek cztowieka. Ze wzgledu na tropizm do komérek innych niz hepatocyty, istnieje teoria
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sugerujaca, ze w przebiegu przewleklej infekcji HCV moze dochodzi¢ do kolejnych reinfekcji

watroby szczepami wirusa pochodzacymi z innych narzadéw i tkanek [12].

2.2.4. Diagnostyka zakazenia HCV
Do grup wysokiego ryzyka zakazenia HCV naleza:
- pacjenci, u ktorych przetaczano krew lub preparaty krwiopochodne przed 1993 r.,
- pacjenci czgsto hospitalizowani, operowant,
- pracownicy stuzby zdrowia, strazy pozarnej, policji,
- osoby stosujace narkotyki dozylne, donosowe,

- osoby u ktérych wykonano tatuaze.

W celu identyfikacji czynnika etiologicznego w diagnostyce zakazenia WZW C wykonuje
si¢ badania serologiczne oraz molekularne (PCR). W badaniach serologicznych podstawe
stanowig badania na obecno$¢ przeciwciat anty-HCV w klasie 1gG, w surowicy. Mozna
je wykry¢ po uplywie 4-10 tyg. od zakazenia ($rednio po 7 tygodniach). W momencie
wystepowania objawow infekcji WZW typu C przeciwciata anty-HCV sg obecne u 50-70%
pacjentow, po 3 miesigcach u ponad 90% chorych. Osoby z niedoborami odpornosci oraz osoby
dializowane moga nie wytwarza¢ wykrywalnej ilosci przeciwcial. Oznaczanie przeciwciat
anty-HCV w Kklasie IgM w ostrym zakazeniu HCV okazalo si¢ praktycznie nieprzydatne [11-
12].

Potwierdzeniem zakazenia HCV jest oznaczenie za pomoca metody PCR HCV RNA —
jest on wykrywalny juz po uplywie 1-3 tygodni od zakazenia. Bywa jednak stwierdzany
we krwi okresowo, dlatego zaleca si¢ powtarzanie badania w razie uzyskania wyniku ujemnego.
Jesli u pacjenta z obecnymi przeciwciatami anty-HCV wystgpuje powtarzalnie ujemny
test PCR w kierunku HCV RNA, swiadczy to o eradykacji zakazenia (Spontanicznej

lub po leczeniu) [3, 12].
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Dalsza diagnostyka oraz wyniki innych badan dodatkowych nie odbiegaja od wynikéw

pacjentow z zakazeniem WZW typu B [3].

2.2.5. Leczenie

Celem leczenia WZW typu C jest eradykacja HCV, poniewaz zmniejsza to istotnie
ryzyko rozwoju marskos$ci watroby 1 pierwotnego raka watrobowokomorkowego oraz zgonu.
Pacjenci ze stwierdzonym zakazeniem powinni calkowicie unika¢ spozywania alkoholu
(alkohol nasila uszkodzenie watroby 1 przyspiesza progresje choroby do marskosci).
Dodatkowo nie zaleca si¢ palenia tytoniu, gdyz nasila to widknienie watroby i zwigksza ryzyko
wystgpienia raka watrobowokomorkowego. Uwaza sie, ze pewne korzysci moze przynosic¢
picie kawy. Osoby, ktore nie byly szczepione 1 nie przeszly infekcji HAV 1 HBV powinny by¢

zaszczepione przeciwko tym wirusom. Osoby otyte powinny zredukowaé¢ mase ciata [3, 12].

Podstawowe wskazanie do leczenia przeciwwirusowego, z uwagi na bezpieczenstwo
oraz skuteczno$¢ leczenia, powinno dotyczy¢ wszystkich zakazonych zarowno w stadium
ostrym jak i przewlekltym, niezaleznie od zaawansowania wioknienia (z wyjatkiem chorych
ze schylkowa niewydolnoscig watroby, u ktorych leczenie mozna prowadzi¢
PO przeszczepieniu watroby, i chorych o przewidywanym krotkim czasie przezycia). Lekami
stosowanymi w leczeniu WZW typu C powinny by¢ leki o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym (ang. direct antiviral actuvity — DAA; Tabela 3.). Leki te w wickszosci
stosowane s3 w postaci preparatow zlozonych (GLE/PIB, SOF/VEL/VOX, SOF/VEL,
SOF/LDV, EBR/GZR, OBV/PTV/r), a ich skuteczno$¢ w eliminacji HCV przewyzsza >97%.
Innym stosowanym lekiem jest rybawiryna, bedaca sytnetyczng pochodng nukleozydow

dziatajaca na RNA i DNA wirusow. Stosowana jest w skojarzeniu z innymi lekami [3, 12].

Aktualnie leczenie polega na taczeniu 2—4 inhibitorow NS3, NS5A i NS5B, ewentualnie
z dodaniem rybawiryny. Monoterapia (stosowanie jednego leku o bezposrednim dziataniu
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przeciwwirusowym) jest niedopuszczalna z powodu rozwoju ryzyka selekcji szczepow
opornych. Sposéb oraz schemat leczenia zalezg od:
- ryzyka interakcji lekow z grupy DAA z innymi lekami przyjmowanymi przez pacjenta,
- rodzaju wczesniejszego leczenia i jego rezultat (brak odpowiedzi lub odpowiedz cze$ciowa
badz nawrdt bez uzyskania trwaltej odpowiedzi wirusologicznej), szczegdlnie gdy zawieralo
inhibitory NS5A,
- stopnia uposledzenia czynno$ci watroby (klasa B i C w skali Childa i Pugha),
- istotnego uposledzenia czynnosci nerek (stadium IV i V niewydolnosci nerek).

Za skutecznos¢ leczenia uznaje si¢ nieobecnos¢ we krwi RNA HCV oraz antygenu

rdzeniowego HCV (HCVcAg) po 12 tyg. od zakonczenia leczenia [3, 12].
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Tabela 3. Leki stosowane w leczeniu przewleklego WZW typu C [3, 12].

Grupy lekow Mechanizm dzialania Leki
leki o bezposrednim dziataniu inhibitory NS3 glekaprewir (GLE)
przeciwwirusowym (direct acting (proteazy) _
antivirals — DAA) grazoprewir (GZR)
parytaprewir (PTV)
woksylaprewir (VOX)
inhibitory NS5B dazabuwir (DSV)

(polimerazy)
sofosbuwir (SOF)

inhibitory NS5A daklataswir (DCV)
elbaswir (EBR)
ledipaswir (LDV)
ombitaswir (OBV)
pibrentaswir (PIB)

welpataswir (VEL)

Inne rybawiryna rybawiryna (RBV)

2.3. Charakterystyka bialek z rodziny metalotionein

Metalotioneiny (MT) to wewnatrzkomorkowe biatka o niskiej masie czgsteczkowe;]
(6-7 kDa) o locus w obrgbie chromosomu 16 q13. Pojedyncza czasteczka MT sktada si¢ z 61-
68 aminokwasow, w zalezno$ci od izoformy, gdzie do jednej trzeciej sekwencji biatka stanowig
reszty cysteiny. W strukturze biatka wyr6znia si¢ dwie domeny, C-koncowa o i N-koncowa 3,
ktore s polaczone ze soba dimerem lizyny. MTS s3 podzielone na cztery gtéwne izoformy:
MT1, MT2, MT3 i MT4. Odkryto, ze co najmniej 11 genow MTSs koduje biatka funkcjonalne:
MT-IA, MT-IB, MT-IE, MT-IF, MT-IG, MT-IH, MT-IM, MT-IX, MT-IHA, MT-lll i MT-1V.
Natomiast izoformy MT-IC, MT-ID, MT-IIl, MT-1J, MT-IK, MT-IL i MT-1IB to niekodujace
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pseudogeny o nieznanej funkcjonalnosci. lzoformy MT-1 i MT-II wystepuja prawie
we wszystkich tkankach cztowieka, MT-IIl jest obecna glownie w tkance nerwowej
oraz komoérkach nablonkowych stercza i nerek, natomiast izoforma MT-1V jest ograniczona
do nabtonka wielowarstwowego plaskiego skory i gérnych odcinkow przewodu pokarmowego

[13].

Charakterystyczng wiasciwoscig wszystkich bialek z rodziny metalotionein (MT)
jest wigzanie przez nie jonow metali ciezkich, takich jak np.: cynk, miedz, rte¢, otow czy kadm.
Biatka te wigzg wolne jony ww. metali w nieaktywne kompleksy, dzieki czemu pelnig
kluczowa rolg w ochronie komorek organizmu przed negatywnym dzialaniem metali cigzkich
[13, 14]. Oprécz funkcji detoksykacyjnej, MT odpowiadajg takze za utrzymanie homeostazy
jondéw metali niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu. Odwracalne wigzanie
jondéw cynku powoduje, ze MT wplywaja na aktywnos$¢ wielu zaleznych od obecnosci
WW. jonow, enzymow 1 czynnikOw transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za przebieg
wewnatrzkomorkowych procesow takich jak: replikacja DNA, transkrypcja, translacja a takze
proces proliferacji, roznicowania oraz apoptozy komorek organizmu [15, 16]. Ponadto,
MT ze wzgledu na duzg ilo$¢ reszt cysteinowych zawartych w swojej budowie, wykazuja silne
wlasciwosci antyoksydacyjne. Stanowig, obok glutationu (GSH) oraz enzymow
antyoksydacyjnych (dysmutaza ponadtlenkowa - SOD, katalaza — CAT, peroksydaza
glutationowa — GPx), jeden z glownych elementéw ochrony komorek przed negatywnym

wplywem reaktywnych form tlenu [17, 18].

Postuluje sie, ze rola MT moze tez istotnie wptywac na rozwdj choroby nowotworowe;.
W kancerogenezie i progresji nowotworu moze mie¢ zwigzek z regulacja przez te biatka
procesow proliferacji oraz roznicowania si¢ komorek [19, 20]. Sugerowane s3 réznorodne
mechanizmy, dzigki ktéorym MT moga sprzyja¢ niekontrolowanej proliferacji. MT stanowia

m. in. bezposredni rezerwuar jonéw cynku niezbednych w procesach biosyntezy kwasow
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nukleinowych i bialek, ktore zachodza intensywnie w ulegajacych podzialom komoérkach
nowotworowych. Potwierdzeniem tego jest nie tylko podwyzszony poziom MT w obszarze
hiperplazji, ale takze translokacja biatka z cytoplazmy do jadra komérkowego w fazie syntezy
DNA (faza S), zaobserwowana w komodrkach nowotworowych in vitro [21, 22]. Ponadto
wykazano, ze MT mogg zwickszac potencjal proliferacyjny komorek nowotworowych poprzez
interakcje z biatkiem p53 oraz hamowanie procesu apoptozy [23]. Waznym problemem
W kontekscie chorob nowotworowych jest takze udziat MT w powstawaniu opornosci komorek
nowotworowych na chemio- i radioterapie. U podtoza tego zjawiska lezg najprawdopodobnie;]

wlasciwosci antyoksydacyjne tych biatek [24, 25].

2.4. Metalotioneiny w wirusowych zapaleniach watroby

Organizm ludzki posiada kilka endogennych katalitycznych  systemow
przeciwutleniaczy, takich jak dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy, peroksydaza glutationowa
oraz oksygenaza hemowa. Ponadto obfitymi zmiataczami wolnych rodnikow
tlenowych sg witaminy witaminy C i E oraz glutation, ktore mogg dodatkowo ograniczac

dziatanie utleniajace wpltywajace na makroczasteczki [25].

Sugerowano rowniez, ze MT moga dziata¢ jako zmiatacze rodnikéw tlenowych dzigki
posiadaniu licznych reszt cysteinowych. [26]. Metalotioneiny ssakow w swojej sekwencji
aminokwasow zawierajg 20 reszt cysteinowych, ktore zwykle wigza 7 atoméw cynku, jednak
mogg rowniez tworzy¢ kompleksy z atomami miedzi 1 innych metali cigzkich. W badaniach
in vitro wykazano mozliwo$¢ utleniania reszt cysteinowych wypierajac tym samym z potgczen
jony metali, co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystywania przez komorki metalotionein
jako buforow przeciwko czynnikom utleniajacym [27]. Potwierdzaé moga to obserwacje
wzrostu ekspresji metalotionein w przypadku narazenia komodrek na stres oksydacyjny

lub dzialanie cytokin zapalnych takich jak IL-1 oraz IL-6, co moze zmniejsza¢ szkody
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wywolywane przez czynniki generujace stres oskydacyjny [28]. Ponadto, w badaniach u myszy
z nokautem genow MT, komorki sg bardziej wrazliwe na uszkodzenia wywotane przez wolne

rodniki tlenowe niz komoérki grupy zwierzat kontrolnych [29].

Badania na modelu, w ktérym transgeniczne myszy wykazywaty podwyzszony poziom
genu MT-I (MT-I) obserwowano podwyzszony poziom MT-1 we wszystkich tkankach,
w ktorych MT-1 jest zwykle ekspresjonowany [30]. Jednak poziom ekspresji MT-I
W ww. badaniu byt najwyzszy w tkance watroby i byt on az 10-Krotnie wyzszy niz w grupie
kontrolnej. Jednocze$nie, myszy z nadekspresjg MT-I nie wykazywaty zmian w aktywnosci
innych przeciwutleniaczy - obejmujacych dysmutazg ponadtlenkowa, katalaze, glutation

i peroksydaze [30].

Przewlekle procesy zapalne, m.in. indukowane infekcjg wirusowg mogg promowaé
rowniez rozwoj choroby nowotworowej 0raz moga przyczynia¢ si¢ do progresji nowotworu.
Zostato to udowodnione m.in. dzigki badaniom przeprowadzonym na modelu mysim, w ktorym
wykorzystano transgeniczne myszy, w ktorych genom wbudowano fragment DNA kodujacy
biatko HBsAg w miejscu regulacji ekspresji genu albuminy, co spowodowato ekspresjc HBsAg
w komorkach watroby [31]. Transgen wywolywal ekspresje wirusowego biatka
powierzchniowego, ktore dzigki modyfikacji genetycznej gromadzito si¢ w siateczce
endoplazmatycznej hepatocytéw. Powodowalo to charakterystyczng zmiang morfologii
komoérek watroby, zwanej obrazem ,szlifowanego szkfa” (ang. ground glass). [31]. Stata
ekspresja transgenu HBsAg skutkowata apoptozg komorek watrobowych, lokalnym stanem
zapalnym oraz procesami regeneracyjnymi. Taki obraz histopatologiczny watroby przypomina
fenotyp nosicieli przewlekle zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B. Ponadto
u wigkszosci osobnikéw myszy transgenicznych alb-HBsAg, po 18 miesigcach obserwacji
rozwijat si¢ rak watrobowokomorkowy [31]. Postuluje sie, ze transformacja nowotworowa

hepatocytow w tym modelu jest spowodowana przez dziatanie na regenerujace si¢ komorki
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watroby na generowanie wolnych rodnikow tlenowych, ktorych zrodtem byty komorki zapalne
odpowiadajace na uszkodzenie tkanki watroby [31]. Hipotez¢ t¢ dodatkowo wspiera fakt,
ze podczas dozylnej perfuzji NBT biekitu nitrotetrazolowego (NBT) myszom transgenicznym,
wykazano zwigkszong redukcje barwnika, co S$wiadczy o intensywniejszym
tworzeniu si¢ nadtlenkow w porodwnaniu z myszami kontrolnymi. Zaobserwowano takze
zwiekszony poziom 8-0kso-29-deoksyguanozyny (8-okso-dG), co rowniez jest zwigzane

z uszkodzeniem oksydacyjnym DNA i zazwyczaj poprzedza proces kancerogenezy [32].

W badaniach O’Connor i wsp. wykazano, ze genotyp IFNL3 (interferon lambda 3)
pacjentow jest S$cisle zwigzany z prawidlowa odpowiedzig na leczenie interferonem
oraz spontanicznym klirensem wirusa HCV i jest on zwigzany z nizszg ekspresja genow
stymulowanych interferonem (ang. interferon stimulating genes- ISG, w tym MT) w biopsjach
watroby pochodzacych od pacjentéw z przewlekltym wirusowym zapaleniem watroby typu C.
Co wazne, w biopsjach watroby pochodzacych od pacjentow zakazonych
HCV odpowiadajagcych na leczenie, MT ulegly znacznej nadekspresji w przeciwienstwie
do wiekszosci innych ISG. W pracy tej wykazano roéwniez zalezno$¢ miedzy nizszymi

wskaznikami widknienia watroby a wyzszg ekspresjg MT [33].

Powyzsze badania sugerujg udziat MTs w regulacji mechanizméw zaangazowanych

w patogenez¢ WZW B oraz WZW C, jednak ich rola nie jest dotychczas dobrze poznana.
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Wirusowe zapalenie watroby typu B oraz C ze wzglgdu na wysoka zachorowalnosé
I wszechobecno$¢ sa powszechnym problemem zdrowotnym ludzi na calym $wiecie [5].
Dotychczasowe niezadowalajace wyniki leczenia szczegdlnie przewlektych postaci
tych choréb wskazuja, iz celowym wydaje si¢ by¢ lepsze poznanie mechanizmoéw regulujacych
przebieg choroby, co moze przyczyni¢ si¢ do podniesienia efektywnosci leczenia wirusowego

zapalenia watroby typu B oraz C.

Procesem majgcym znaczacy wplyw na rozwoj przewleklych postaci wirusowego
zapalenia  watroby oraz nastgpczych ~zmian: marsko$ci oraz rozwoju raka
watrobowokomorkowego, jest przewlekty proces zapalny oraz zwigzane z tym state narazenie
na wysokg aktywnos¢ wolnych rodnikow tlenowych w tkance watroby. Stosunkowo dobrze
poznanymi biatkami majgcymi wilasciwosci przeciwutleniajgce sa metalotioneiny, jednak
ich rola w procesach zwigzanych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu B i C,
oprocz niewielu prac na modelach zwierzecych oraz tkankach ludzkich, nie byta dotychczas
dobrze zbadana. Brak jest rowniez poréwnania roli MTs w tych dwoch typach zapalenia

watroby.

Powyzsze fakty sklonity mnie do zbadania roli ekspresji biatek MT-I/Il w WZW B

oraz WZW C i sformutowania nastepujacych celow pracy:

1. Wykazanie ekspresji mMRNA izoform MT-1 oraz MT-II oraz okreslenie lokalizacji ekspresji
biatek z uzyciem metody immunohistochemicznej (IHC) MT-I/Il w komoérkach tkanki watroby

pacjentow z WZW B, WZW C oraz w grupie kontrolnej.

2. Ocena zwigzku pomigdzy ekspresja mRNA izoform MT-I oraz MT-I1l oraz ekspresja biatek

MT-1/11 w badanych przypadkach HBV i HCV z parametrami klinicznymi pacjentow.
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3. Ocena przydatnosci okreslania poziomu ekspresji mRNA izoform MT-I oraz MT-II
oraz ekspresji biatek MT-I/1l w diagnostyce réznicowej zapalen watroby 0 etiologii HBV

i HCV.
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4.1. Material

4.1.1 Grupa badana i kontrolna

Materiat do  przeprowadzonych  eksperymentow  stanowily  pobierane
oraz archiwizowane fragmenty tkankowych biopsji watroby, uzyskanych s$rodoperacyjnie
podczas zabiegdéw chirurgicznych na jamie brzusznej, utrwalonych w formalinie a nastepnie
zabezpieczonych w postaci bloczkow parafinowych. Dodatkowo bioptaty zostaly utrwalone
w ptynie RNAlater - do p6zniejszego wykorzystania w badaniach molekularnych. Materiat
ten pochodzil od pacjentow operowanych w Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym
im. J. Gromkowskiego we Wroctawiu (Oddzial V Chirurgii Ogolnej) oraz Powiatowym
Zespole Szpitali w Ole$nicy (Oddziat Chirurgii Ogolnej), po uzyskaniu wczesniej swiadomej
zgody od pacjentow.

Badana grupa obejmowata:

- 29 biopsji pochodzacych od pacjentdow z patologiami watroby, w tym:

- 11 pacjentow zakazonych HBV,
- 18 pacjentow zakazonych HCV,

Kontrole dla ww. materiatu stanowito:

- 9 biopsji pochodzacych od pacjentow z hepatopatiami nieznanego pochodzenia

(charakteryzujacymi si¢ podwyzszong aktywnoscig ALT, AST), bedacymi wskazaniem

do biopsji watroby, u ktorych ostatecznie nie stwierdzono mikroskopowo patologii

tego narzadu.

Do wszystkich badanych przypadkéw uzyskano, z zachowaniem anonimowosci,
dane kliniczne z archiwum Wojewo6dzkiego Szpitala Specjalistycznego im. J. Gromkowskiego

we Wroclawiu oraz Powiatowego Zespotu Szpitali w Olesnicy, ktore stanowily: stezenie
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bilirubiny, aktywno$¢ transaminazy asparaginowej i transaminazy alaninowej, gamma-
glutamylotranspeptydazy, fosfatazy alkalicznej, st¢zenie biatka catkowitego, albumin,
cholesterolu catkowitego, frakcji HDL cholesterolu, trojglicerydow, morfologie (wskaznik
leukocytow, ptytek krwi, erytrocytow, stgzenie hemoglobiny) oraz wskaznikami krzepniecia
krwi (APTT, aktywno$¢ protrombiny), a takze opisy radiologiczne badan obrazowych

jamy brzusznej, wiek oraz ptec.

Zaplanowane badania otrzymaly pozytywng opinic Komisji  Bioetycznej

przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (nr KB 298/2009 oraz KB 472/2018).

4.2. Metody

4.2.1. Barwienie hematoksyling i eozyng skrawkow parafinowych

Barwienie hematoksyling i eozyng wykonano w celu weryfikacji rozpoznania
klinicznego. Skrawki parafinowe zostaly nalozone na szkielka podstawowe, a nastepnie
odparafinowane poprzez 15 min. inkubacj¢ w ksylenie, oraz ponownie uwodnione
przeprowadzajac je przez szereg alkoholi o0 malejacym stezeniu (alkohol absolutny, 96%, 70%).
Nastepnie szkietka zostaty przeptukane wodzg destylowang oraz przez 3 minuty inkubowano
je w hematoksylinie, po czym skrawki przeptukano wodg destylowang 1 inkubowano przez
10 m.in. eozyng. Po inkubacji preparaty zostaly ponownie odwodnione, przeprowadzajac
je przez szereg alkoholowy o wzrastajacym stezeniu (70%, 96%, alkohol absolutny)
oraz ksylen. Tak przygotowane szkietka podstawowe ze skrawkami zamykano szkietkami

nakrywkowymi przy uzyciu zywicy syntetyczne;j.

4.2.2. Ocena histopatologiczna

Weryfikacj¢ prawidlowosci rozpoznan histopatologicznych badanych przypadkow

patologii watroby oraz kontroli stanowigcych przypadki prawidlowego miazszu watroby
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dokonano z uzyciem dwustanowiskowego mikroskopu $wietlhego OLYMPUS BX-41
sprzezonego z torem wizyjnym oraz komputerowym systemem analizy obrazu Cell® (Olympus,

Tokio, Japonia).

4.2.3. Reakcje immunohistochemiczne (IHC)

Skrawki parafinowe grubosci 4um naktadano na szkietka podstawowe SuperFrost Plus
(Menzel Gléser, Braunschweig, Niemcy), nastepnie byly inkubowane w buforze Target
Retrieval Solution 0 o pH 9.0 w aparacie PT Link (Dako Cytomation, Glostrup, Dania)
przez 20 minut celem ich deparafinizacji, uwodnienia oraz odstoni¢cia determinant
antygenowych. Nastepnie, preparaty ostudzono w buforze ptuczacym (TBS z 0,1% Tween)
przez 3 min. Do wizualizacji zostal uzyty system EnVision™ FLEX, High pH (Link) (nr
kat. K8000). Endogenng peroksydaze blokowano poprzez inkubacj¢ przez 5 min. w EnVision
FLEX Peroxidase-Blocking Reagent. Resztki odczynnika usuni¢to poprzez przeplukanie
w buforze (TBS z 0,1% Tween). Nastgpnie nakropiono przeciwciata pierwszorzedowe:
monoklonalne mysie przeciwciata anty MT-1/11 (klon E9, DakoCytomation, Glostrup, Dania)
w rozcienczeniu 1:100 — inkubacja trwata 20 min. w temperaturze pokojowej. Pozostatosci
roztworu przeciwcial usunieto przeptukujac szkietka buforem (TBS z 0,1% Tween).
Nastgpnym etapem byto naniesienie przeciwciata drugorzedowego znakowanego peroksydaza
chrzanowsg (EnVision FLEX/HRP) oraz inkubacja przez 20 min. ResztKi roztworu przeciwciat
rowniez usunigto przeptukujac szkietka buforem (TBS z 0,1% Tween). Nastepnie Szkietka
poddawano inkubacji przez 5 min. w buforze (TBS z 0,1% Tween), a na preparat dodawano
Swiezg diaminobenzydyne (DAB), bedaca substratem dla peroksydazy chrzanowej, inkubujac
je przez 10 min. Preparaty przeptukano w buforze (TBS z 0,1% Tween) w celu usunigcia
pozostalosci DABu. W kolejnym kroku, tak przygotowane preparaty zostaly poddane

kontrastujagcemu barwieniu W celu uwidocznienia jader komérkowych i struktury tkanki —
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poprzez 5 minutowa inkubacj¢ z odczynnikiem EnVision FLEX Hematoxylin. W wodzie
destylowanej wyplukano pozostalosci odczynnika, a nastgpnie skrawki odwodniono,
przeprowadzajac przez szereg alkoholowy o wzrastajacym stezeniu, inkubujac przez 5 minut
w roztworach: 70%, 96% i alkoholu absolutnym, a na koncu w ksylenie. Preparaty zamknigto
szkietkiem nakrywkowym za pomoca srodka SUB-X Mounting Medium w urzadzeniu Cover
slipper. Pozostale odczynniki oraz sprzet byt produkcji firmy Dako Cytomation, Glostrup,

Dania.

Pozytywna proba kontrolng niezbedng dla weryfikacji prawidlowosci wykonanych

reakcji IHC dla przeciwciat anty MT-I/11 byty skrawki raka gruczotu piersiowego.

4.2.4. Ocena nasilenia reakcji immunohistochemicznych

Do oceny nasilenia cytoplazmatycznej ekspresji antygenu MT-I/Il w hepatocytach
stosowano skal¢ okreslajacg iloraz intensywnosci reakcji immunohistochemicznej oraz odsetek
komorek o pozytywnej ekspresji antygenu. Do oceny jadrowej ekspresji MT stosowano
poétilosciowa skale punktowg stanowigcg odsetek hepatocytow - wykazujacych pozytywng
jadrowa ekspresje antygenu w stosunku do wszystkich hepatocytéw w obrebie badanego

skrawka tkanki watroby. Skala ta przedstawiona jest w Tabeli 4. oraz Tabeli 5.
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Tabela 4. Skala oceny preparatow immunohistochemicznych wg Remmele i Stagnera
stosowana do oceny nasilenia ekspresji cytoplazmatycznej MT-I/Il. Ostateczny wynik
to iloczyn liczby punktow wiasciwych dla intensywnos$ci i odsetka komorek z pozytywna

reakcja IHC (AxB) [34].

Hos¢ Intensywnos$¢ Procent komoérek
punktow | reakcji barwnej (A) | wykazujacych reakcje (B)
0 brak reakcji 0%
1 staba reakcja <10%
2 srednia reakcja 10% - 50%
3 silna reakcja 51% - 80%
4 81% - 100%

Tabela 5. Skala oceny jadrowej reakcji IHC stosowana do oceny ekspresji MT-1/11 [35].

Odsetek pozytywnych komorek Punktacja
0% 0 pkt
1-10%, 1 pkt.
11-25%, 2 pkt
26-50%, 3 pkt
>50%. 4 pkt

4.2 5. Metoda Real - time PCR

4.2.5.1. Izolacja calkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzano z materiatu (Srédoperacyjnych bioptatow
watroby) utrwalonego w RNAlater (Qiagen, Niemcy) stosujac zestaw RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Niemcy).

Procedura izolacji RNA zawierata nast¢pujace etapy:
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1. Pobranie 30 mg fragmentu tkanki do 600ul buforu RLT =z dodatkiem
1 pl B-merkaptoetanolu.

2. Homogenizacja utrwalonej probki za pomoca QIAschredder homogenizer (Qiagen,
Niemcy).

3. Wirowanie — 3 min., 13 400 obr./min.

4. Nastepnie supernatant przeniesiono do probéwek ,,Eppendorf.”

5. Do tak przygotowanych probek dodano jedng objetos¢ 70% etanolu, a roztwor
doktadnie wymieszano.

6. 700 pl roztworu nanoszono na kolumienki ze ztozem do oczyszczania kwasow
nukleinowych umieszczonych w probéwkach o pojemnosci 2 ml.

7. Nastepnie, wirowano materiat przez 15 s. z predkoscig 10 000 obr./min.

8. Nastepnie, naniesiono na kolumienki 700 ul buforu RW1.

9. Po raz kolejny probki wirowano przez 15 s. z predkoscig 10 000 obr./min.

10. Naniesiono na kolumienki 500 ul buforu RPE.

11. Wirowanie — 15 s., 10 000 obr./min.

12. Nastepnie, umieszczano kolumienki w probéwkach o pojemnosci 2 ml.

13. Wirowanie przez 1 minute z predkoscig 13 400 obr./min.

14. Nastepnie, naniesiono 30 ul wody wolnej od RNaz w celu elucji RNA i inkubowano
przez 4 min.

15. Wirowanie — 1 min., 10 000 obr./min.

W celu oznaczenia st¢zenia i czystosci wyizolowanego RNA, mierzono absorbancje

probek za pomocag metody spektrofotometrycznej, w dlugosci fali 260 nm, wykorzystujac
spektrofotometr NanoDrop1000 (NanoDrop Technologies, USA). Probki wyizolowanego

RNA przechowywano w temperaturze -80°C.
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4.2.5.2. Reakcje odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono na matrycy wyizolowanego RNA
uzywajac zestawu QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Applied Biosytmes, USA). Sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 6.

Tabela 6. Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji (faczna objetos¢ 20 pl).

Skladnik Objetos¢

matrycowe RNA (400 ng) 10 ul

bufor reakcyjny (10x stezony) 2 ul
mieszanina nukleotydow, dNTP (5 mM) 0,8 ul
primery oligo-dT (10 uM) 2 ul
inhibitor RNaz (10 U/ul) 1ul
odwrotna transkryptaza 1ul

woda wolna od RNaz 3,2 ul

Mieszaning umieszczono W termocyklerze DNA Engine® Peltier Thermal Cycler (Bio-
Rad, USA). Reakcja odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przez 45 min.
w temperaturze 42° C. Nast¢gpnym etapem reakcji byto inaktywowanie termiczne odwrotnej
transkryptazy poprzez ogrzewanie probek przez 5 min. w temperaturze 99° C. Uzyskane
w ten sposob cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu wykonania reakcji PCR.
4.2.5.3. Reakcje Real - time PCR

Badanie poziomu ekspresji izoform MT-1 i MT-Il (MT-1A, MT-IB, MT-IE, MT-IF,
MT-IG, MT-IH, MT-IX oraz MT-I1A) metodg Real - time PCR wykonywano z wykorzystaniem

aparatu 7900HT Fast Real - time PCR System (Applied Biosystems, USA), oraz stosujac
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nastepujace primery dla poszczegdlnych gendéw (z firmy Applied Biosystems/Life
Technologies):

1. MT1A Hs00831826 sl

2. MT1B Hs01875377_s1

3. MT1E Hs01938284 g1

4. MTI1F Hs00744661 sH

5. MT1G Hs02578922 gH

6. MT1H Hs00823168 g1

7. MT1X Hs04194245 g1

8. MT2A Hs01591333 g1

9. GUSB Hs00939627_m1

Do reakcji uzyto sond TagMan® MGB Probe (Applied Biosystems, USA), ktore

sg wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym FAM. Warunki przeprowadzania reakcji

przedstawiono w Tabeli 7. Procedura obejmowata 40 cykli.

Tabela 7. Warunki reakcji Real - time PCR.

Etap reakcji Temperatura Czas

aktywacja polimerazy 50°C 2 min.

wstepna denaturacja 94°C 10 min.
Denaturacja 94°C 15s.

Przytaczanie starteréw i1 sondy oraz synteza 60°C 1 min.

Wzgledng ekspresje badanych genow obliczano metoda AACt. Wyniki normalizowano
w oparciu o ekspresje genu referencyjnego GUSB, zgodnie =z zaleceniami

stosowanymi powszechnie w literaturze.
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4.3. Analiza statystyczna

Rezultaty wykonanych eksperymentow poddano analizie statystycznej za pomoca
programu Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, Kalifornia, USA). Przy uzyciu testu Kotomorowa-
Smirnowa zbadano rozklad badanych zmiennych. Ponadto dla zmiennych okreslono wartosci:
minimalng, maksymalna, srednia, odchylenie standardowe, mediang oraz rozrzut. W zalezno$ci
od tego, czy uzyskane dane cechowaty sie rozktadem parametrycznym lub nieparametrycznym,
do analizy statystycznej roznicy badanych cech w dwodch grupach wykorzystywano
odpowiednio test t-Studenta lub test U-Manna-Whitney’a. W przypadku poréwnania badanej
cechy pomiedzy wieloma grupami dla cech z rozkltadem parametrycznym wykorzystano
jednoczynnikowg analize wariancji z testem post hoc Dunna, a dla cech z rozkladem
nieparametrycznym test Kruskalla-Wallisa z testem post hoc Bonferroniego. Ewentualny
zwigzek pomiedzy badanymi cechami (uwzgledniajgc ich rozklad) sprawdzano przy pomocy
testu korelacji Pearsona lub Spearmann’a. Za istotne uznawano wyniki analiz statystycznych,

dla ktorych poziom istotnosci p<0,05.
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5. WYNIKI
5.1. Real - time PCR oraz reakcje IHC

W celu okreslenia poziomu ekspresji izoformy MT na poziomie genu wykonano reakcje
Real - time PCR okreslajac poziom mRNA badanych izoform MT-I oraz MT-1l, podczas
gdy badanie ekspres;ji biatka przeprowadzono dla MT-I/1l na calym zgromadzonym materiale,
ktory podzielono na dwie grupy. Pierwszg grupe stanowity przypadki kontrolne — pochodzacy
od 0s6b bez rozpoznanej w badaniu histopatologicznym patologii watroby (Tabela 8.). Z kolei
druga grupe stanowity przypadki pacjentow z rozpoznanym przewleklym WZW B (podgrupa
1) lub przewlektym WZW C (podgrupa 2; Tabela 9.). Ekspresje badanych MTs analizowano
w odniesieniu do podgrup oraz w aspekcie danych klinicznych (parametry morfologii -
wskaznik leukocytéw, plytek krwi, erytrocytow, stezenie hemoglobiny, parametry
biochemiczne krwi - stezenie bilirubiny, aktywnos¢ transaminazy asparaginowej
I transaminazy alaninowej, gamma-glutamylotranspeptydazy, fosfatazy alkalicznej, st¢zenie
biatka catkowitego, albumin, cholesterolu catkowitego, frakcji  HDL cholesterolu,
trojglicerydow, krzepnigcia krwi: APTT, aktywno$¢ protrombiny, a takze powigkszenie

I stluszczenie watroby, wiek, plec).
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Tabela 8. Dane kliniczne pacjentow w grupie kontrolnej.

N=9 Norma Srednia Mediana Minimum Maksimum Sglifjglggxe
Wiek : 497778 49,0000 39,0000 68,0000  9,54958
bilirubina [mg/dL] 0,2-1,2 12667 1,000 09000 1,700 0,35000
AST [IU/L] 0-40 371111 37,0000 24,0000 57,0000 1278128
ALT [IUL] 0-40 31,5556 36,0000 23,0000 42,0000 844262
GGTP[IUL]  11-43 1034444 89,0000 750000  151,0000  36,12171
g?lf;"i‘ltgzzﬁa (U 30-99 118,8889 92,0000 69,0000  164,0000  43,71340
l[’éj‘ga calkowite  6,3-8,2 223333 80000 63000 750000  29,86649
albuminy [g/dL]  3,5-5,0 395444 47000 30000 1640000  70,56276
cholesterol catk. 150-200 196,5000 196,5000 187,0000  206,0000  10,40673
[mg/dL]

HDL [mg/dl]  29-71 56,3000 56,3000 54,0000 58,6000  2,51952
tréjglicerydy 50-180 840000 84,0000 74,0000 94,0000  10,95445
[mg/dL]

PT [%] 70-120 84,6333 81,3000 77,3000 953000 818535
APTT [sek] 25-41 36,8333 367000 29,4000 444000  6,49596
WBC [10°3/uL]  4,0-10,0 46533 49300 32000 58300 1,15757
RBC[10°6/uL] 4,052 45733 45100 40900  5,1200 0,44853
Hb [g/dL] 12,0-16,0 140000 135000 13,000 154000  1,06419
PLT [103/uL]  150-450 146,6667 1240000 109,0000  207,0000  45,71378
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Tabela 9. Dane kliniczne pacjentow w grupie badane;.

N=29 Norma Srednia Mediana Minimum Maksimum Sglifjglggxe
Wiek - 52,6552 53,0000 29,00000 78,000 10,7380
bilirubina [mg/dL] 0,2-1,2 1,4458  0,9000  0,40000 6,300 1,3775
AST [IU/L] 0-40 89,5769 59,0000  18,00000 246,000 71,7831
ALT [IU/L] 0-40 78,2308 56,0000  15,00000 222,000 54,0180
GGTP [IU/L] 11-43 140,7600 53,0000  11,00000 952,000  218,4674
fosfataza 30-99 107,0833 90,5000  36,00000 280,000 64,4656
alkaliczna [1U/L]

biatko catkowite 4 5 g 5 73190  7,1000  6,20000 9,600 0,763
[g/dL]

albuminy [g/dL] ~ 3,5-5,0 35143 37800  1,80000 4,300 0,7145
cholesterol catk.  150-200 191 1538 1770000 9500000 315000 550223
[mg/dL]

HDL [mg/dL] 29-71 38,3500 46,7000  2,50000 69,600 20,2883
trojelicerydy 50-180 104,3167 94,0000  52,00000 225,000 46,9550
[mg/dL]

PT [%] 70-120 86,9172 85,1000  65,00000 104,500 9,1741
APTT [sek] 25-41 36,7655 34,2000  26,70000 52,700 7,2221
WBC [1073/uL]  4,0-10,0 6,2586  6,3800  2,07000 11,560 2,0173
RBC [10%6/uL]  4,0-5,2 44069 45100  2,82000 5,180 0,5618
Hb [g/dL] 12,0-16,0 13,2897 13,6000  8,30000 16,400 1,7247
PLT [10"3/uL]  150-450  164,8414  183,0000 55,1000 335,000 70,4887

W przypadku badan ITHC dla MT-I/11 byta obecna ekspresja zarowno cytoplazmatyczna

jak i jadrowa. MT-I/ll ekspresjonowana byta w hepatocytach zarowno prawidlowej tkanki

watroby jak i przypadkach zmian patologicznych. (Rycina 3.)

46



5. WYNIKI

Rycina 3. Badania immunohistochemiczne ekspresji MT-1/Il w bioptatach watroby. (A)

Wysoka pozytywnag cytoplazmatyczng oraz jadrowa ekspresje MT-I/Il obserwowalem
w hepatocytach prawidlowej tkanki watroby. Niska cytoplazmatyczna oraz jadrowa ekspresja

MT-I/1l wystgpowata w hepatocytach pacjentow zakazonych HBV (B), oraz HCV (C).
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(pozytywna rekcja barwna oznacza brazowe zabarwienie cytoplazmy oraz jader

komorkowych). Powigkszenie 100 x.

5.2. Nasilenie ekspresji IHC biatka MT-I/Il oraz poziom transkrytpu mRNA

izoform MT-I oraz MT-II

Tabela 10. Ekspresja IHC MT-1/I1 oraz izoform MT-I oraz MT-11A mRNA — grupa kontrolna.

N=9 Srednia Mediana ~ Minimum  Maksimum sz?wzg):‘lgg\i\?e
MT-I/1I IRS 7,66666667 8 3 12 2,5
MT-I/11 2,33333333 2 1 4 141421356
jadrowa.

RQ MT1A 2,54790223 0,708087719 0,235043551 16,5412918 5,27429403
RQ MT1B 5,03270316 4,78214686 1 10,1612079 3,36979986
RQ MT1E 3,44487336 1,13918338 0,557869661 20,1401148 6,28963719
RQ MT1F 2,42993302 1,29056249 0,670356296 11,4955214 3,43768482
RQ MT1G 1,79419799 1,31494276 0,668037039 6,58872814 1,8241276
RQ MT1X 1,35824285 1,09581177 0,498270131 3,68330279 0,904543454
RQ MT1H 18,4649684 1,34536721 0,446582926 128,711754 42,3921197
RQ MT2A 1,15556341 1 0,584793832 2,2022832 0,525403931
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Tabela 11. Ekspresja IHC MT-I/11 oraz izoform MT-I oraz MT-11A mRNA- grupa badana.

N=29 Srednia Mediana ~ Minimum  Maksimum sglcrj]%?ﬂgg\i\?e
MT-I/1l IRS 3,39286 3 0 6 2,09655
J“:;Jév'; 1,28571 1 0 4 093718
RQ MT1A 3,34161 2,92900 0,462011 10,3603 2,51121
RQ MT1B 5,62581 1,27420 0,191445 46,8832 9,89598
RQ MTL1E 9,70948 8,61033 3,120982 35,8525 6,46346
RQ MT1F 2,68286 2,26169 0,400535 7,8191 1,83478
RQ MT1G 1,67835 1,47106 0,061512 5,0246 1,28261
RQ MT1X 1,02923 0,75212 0,162893 2,9059 0,70297
RQ MT1H 41,74680  21,21538 0,901250 275,8997 59,61704
RQ MT2A 0,98157 0,91406 0,214195 2,0577 0,47282

Ekspresja IHC biatka MT-1/Il w badanym materiale, zaréwno cytoplazmatyczna jak i
jadrowa, byla zréznicowana, z tendencja do obecnosci przypadkdéw z wyzsza ekspresjg w
grupie kontrolnej w porownaniu do grupy badanej (Rycina 3.). Podobny trend zaobserwowatem
w przypadku poréwnania ekspresji izoform mRNA MT-I1X oraz MT-11A. W przypadku ekspresji
MRNA izoform MT-IE oraz MT-1H zaobserwowatem istotnie wyzszg ekspresje w przypadkach
z kontroli w porownaniu do grupy badanej (Rycina 4. A i B). Natomiast nie wykazano istotnych

r6znic ani trendow pomiedzy grupami kontrolng 1 badang dla ekspresji mRNA MT-IA, MT-IB,

MT-IF, MT-IG (Rycina 4. C-J).
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(B) wykazaly istotnie wyzsza ekspresj¢ badanych biatek w grupie kontrolnej w poréwnaniu

50



5. WYNIKI

do grupy badanej (odpowiednio: p<0,001; p<0,05, test Manna-Whitney’a), W przypadku
analizy poziomu ekspresji mRNA MT-IA (C), MT-IB (D) oraz MT-IF (F) wykazatem
poréwnywalny poziom ekspresji obu izoform MT (odpowiednio: p=0,93; p=0,18; p=0,20;
test Manna-Whitney’a). Ekspresja MT-IE (E) oraz MT-IH (H) byla istotnie wyzsza w grupie
badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng (odpowiednio: p<0,001; p<0,05; test Manna-
Whitney’a). W przypadku izoform MT-1G, MT-IX, MT-11A wykazatem nieistotny trend wyzszej
ekspresji w grupie kontrolnej w porownaniu z grupa badang (odpowiednio: p=0,86; p=0,32;

p=0,41; test Manna- Whitney’a), (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

5.3. Porownanie ekspresji MT-1/ll oraz mRNA izoform MT-I oraz MT-11A w grupach

pacjentéw zakazonych HBV i HCV oraz grupie kontrolnej

Podjatem rowniez analize poréwnania ekspresji IHC MT-1/11 oraz mRNA izoform MT-
| i MT-IIA w podgrupach pacjentow zakazonych HBV, HCV orz grupie kontrolnej.
Przeprowadzona analiza wykazala istotnie wyzszg ekspresje zar6wno cytoplazmatycznej jak 1
jadrowej w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grup HBV oraz HCV dla ekspresji IHC MT-
I/11 (Rycina 5 A i B). Podobne nieistotne statystycznie trendy wykazatem dla ekspresji ekspresji
MT-IX oraz MT-11A (Rycina 5. I i J). W przypadku ekspresji MT-IE oraz MT-IH wykazatem
istotnie wyzsza ekspresj¢ w obu podgrupach badanych (HBV, HCV) w poréwnaniu z grupa
kontrolng (Rycina 5. E i H). Nie zauwazylem wyraznych, istotnych statystycznie trendow dla
ekspresji MT-IA, MT-IB, MT-IF, MT-IG (Rycina 5. C, D, F, G). Nie wykazalem rowniez
istotonych ro6znic w przypadku wszystkich badanych izoform MT pomig¢dzy grupa pacjentow

zakazonych HBV a HCV.
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pacjentéw zakazonych wirusem HBV oraz HCV (p<0,001; test Kruskalla-Wallisa, test post hoc
Dunna). W przypadku ekspresji IHC MT-I/1I jadrowej (B) wykazatem nieistotny trend wyzsze;]
ekspresji badanych biatek w grupie kontrolnej w poréwnaniu do obu podgrup grupy badanej
(p=0,12, test Kruskala-Wallisa). W przypadku analizy poziomu ekspresji mMRNA MT-1A (C),
MT-IB (D) oraz MT-IF (F), MT-IG (G) nie wykazala ona takiej zaleznosci (odpowiednio:
p=0,35; p=0,36; p=0,57;p=0,94; test Kruskala-Wallisa). Ekspresja MT-IE (E) oraz MT-IH (H)
byta istotnie wyzsza w podgrupach pacjentéw zakazonych HBV oraz HCV w poréwnaniu
z grupg kontrolng (odpowiednio: p<0,001; p<0,05, test Kruskala-Wallisa). W przypadku
izoform MT-IX, MT-1IA wykazano nieistotny trend wyzszej ekspresji W grupie kontrolnej
z podgrupami pacjentow zakazonych HBV oraz HCV(odpowiednio: p=033; p=0,70; test

Kruskala-Wallisa). (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001)

5.4. Poréwnanie ekspresji MT-1/1l oraz mRNA izoform MT-I oraz MT-I1A w grupach
uwzgledniajacych obecno$é¢ stluszczenia i powiekszenia watroby w badaniach

obrazowych

Dla materiatu badawczego przypadkow pacjentow z WZW B oraz WZW C udato mi si¢
uzyska¢ dane kliniczne w postaci opisow badan USG jamy brzusznej dla 23 pacjentow grupy
badanej. W analizie uwzglgdniono dane na temat powickszenia watroby oraz obecnosci

sthuszczenia migzszu watroby.

W przypadku powigkszenia watroby u 13 pacjentow stwierdzono ww. patologig,
prawidlowa wielko$¢ watroby stwierdzono u 10 pacjentow. Obecno$é sthuszczenia wykazano

u 7 pacjentdOw, natomiast nie stwierdzono jej u 16 pacjentow.
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Podjeta przeze mnie analiza poziomu ekspresji badanych izoform MT wzgledem wyzej
wymienionych cech nie wykazata istotnych ro6znic pomigdzy badanymi podgrupami (test

Manna-Whitney’a).

5.5. Poréwnanie ekspresji MT-1/Il oraz mRNA izoform MT-I oraz MT-11A w grupach

uwzgledniajacych ple¢ pacjentow

Pozyskany do badania materiat w grupie badanej pochodzit od 13 kobiet i 16 m¢zczyzn,

natomiast w grupie kontrolnej od 5 kobiet i 4 mgzczyzn.

Podjeta przeze mnie analiza poziomu ekspresji badanych izoform MT wzgledem pici
nie wykazata istotnych réznic w ekspresji badanych markerow pomiedzy badanymi

podgrupami (test Manna-Whitney’a).

5.6. Korelacje ekspresji metalotioneiny I i 11 na poziomie genu oraz bialka w materiale

biopsji watroby

W grupie badanej (HBV i HCV) w odniesieniu do ekspresji wszystkich badanych
izoform mRNA MT-I i MT-11A oraz cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji IHC MT-I/II
nie wykazatem ich rozktadu normalnego w analizowanych grupach (test testu Kotomorowa-
Smirnowa). Analiza korelacji badanych markerow z wykorzystaniem testu Spearman’a

wykazata liczne istotne statystycznie pozytywne korelacje pomiedzy m.in.:

- ekspresja cytoplazmatyczng MT-1/11 vs. ekspresja jadrowa MT-1/11 (r=0.593, p=0.0004;

Rycina 6. A),

- ekspresja cytoplazmatyczng MT-I/11 vs. MT-IH (r=0.410; p=0.022; Rycina 6. B),

- ekspresja cytoplazmatyczng MT-1/11 vs. MT-1X (r=0.414; p=0.021; Rycina 6. C).
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Szczegdtowe wyniki analizy korelacji pomigdzy badanymi izoformami zawiera

Tabela 12.
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Rycina 6. Korelacja cytoplazmatycznej ekspresji MT-I/1l (IRS) z: (A) ekspresja MT-I/II
jadrowa (r=0.593; p<0,001, test korelacji Spearmana), (B) ekspresja mRNA izoformy MT-IH
(r=0.410; p<0,05; test korelacji Spearmana) oraz (C) ekspresja mRNA izoformy MT-1X

(r=0.414; p<0,05; test korelacji Spearmana).

56



5. WYNIKI

Tabela 12. Macierz korelacji pomiedzy ekspresja izoform MT | i Il na poziomie genu oraz

biatka (MT-I/11) w materiale biopsji watroby. W tabeli przedstawiono wspotczynniki korelacji,

wyniki

****n<0.0001).

istotne statystyczne zaznaczono gwiazdkami

(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;

MT-I/11 RQ RQ RQ RQ RQ RQ RQ RQ
jadrowa  MT-IA  MT-IB MT-IE MT-IF MT-1G MT-1H MT-IX MT-I1A
MT-I/I1 IRS 0,618*** 0,084 -0,097 0,157 0,208 0,255 0,374* 0,356* 0,220
MT-I/11 0,102 -0,010 -0,187 0,108 -0,079 0,219 0,054 0,065
jadrowa
RQ MT-IA 0,448* 0,047 0,631*** 0,559**  0,598***  0,575** 0,539**
RQ MT-IB 0,134  0,644*** 0,335 0,589** 0,344 0,352*
RQ MT-IE 0,413*  0,488*** 0,351 0,453* 0,253
RQ MT-IF 0,840****  0,927**** (0,761**** 0,605****
RQ MT-IG 0,770**** (,882****  (0,657***
RQ MT-IH 0,765****  (,555**
RQ MT-IX 0,763****

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001



5. WYNIKI

5.7. Korelacje ekspresji metalotioneiny I i II na poziomie genu oraz bialka w materiale

biopsji watroby z wybranymi parametrami laboratoryjnymi

Analize Korelacji przeprowadzitem takze dla wszystkich badanych izoform
MRNA MT, cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji IHC MT-I/Il z parametrami
biochemicznymi (st¢zenie bilirubiny, aktywno$¢ transaminazy asparaginowej i transaminazy
alaninowej, gamma-glutamylotranspeptydazy, fosfatazy alkalicznej, stezenie biatka
catkowitego, albumin, cholesterolu catkowitego, frakcji HDL cholesterolu, trojglicerydow),
morfologia (wskaznik leukocytéw, ptytek krwi, erytrocytow, stgezenie hemoglobiny)
oraz wskaznikami krzepnigcia krwi (APTT, aktywno$¢ protrombiny). W tym celu
wykorzystatlem test Spearman’a (po wcze$niejszym sprawdzeniu rozktadu badanych cech),
ktora wykazala liczne istotne statystycznie korelacje pomigdzy badanymi biatkami a wynikami
badan laboratoryjnych zwigzanych z funkcja watroby. Szczegoétowe wyniki przedstawia

Tabela 13. Podobnych zaleznosci nie wykazatem dla przypadkow w grupie kontrolne;.
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Tabela 13. Macierz korelacji pomigdzy ekspresja izoform metalotioneiny | i Il na poziomie

genu oraz biatka w materiale biopsji watroby oraz wybranymi parametrami laboratoryjnymi

w grupie badanej pacjentow zakazonych HBV i HCV. W tabeli przedstawiono wspdlczynniki

korelacji, wyniki istotne statystyczne zaznaczono gwiazdkami (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;

*Hxxn<0,0001).
MT-I/Il MT-/IlL_RQ RO RO RO RO RQ RQ RQ
IRS jadrowa MTIA MTLB MTLE  MTLF MTI1G MT1X MTIH  MT2A

bilirubina 0384 -0207 -0243 -0184 -0388  -0419%  -0,546%** -0564%*  -0,425%  -0137
[mg/dL]
ALT [IUL] .0,083 0285 -0,127 -0,118 -0,350* 0,003 -0,102 -0,160 0,024 0,018
AST [IU/L] 0,180 0217  -0,209 -0,071 -0,602** -0,173  -0,350* -0,449* 0,185  -0,060
GGTP[IU/L] 0,134 0158 -0,299 -0,124 0352  -0212  -0,347 -0,378 0,290  -0,030
fosfataza 0,033 0,141  -0,430* -0,111 -0,142  -0,330 -0,456* -0,513* -0,355 -0,306
alkaliczna [1U/L]
E;‘é‘l‘_‘]’ catkowite 5505  0op1 0090 0207 -0346  -0016  -0,119 -0,258 0,079  -0,169
albuminy [g/dL] 0,183  -0,060 0,368 0,185 0,326 0,357 0,458 0,531 0,203 0,383
cholesterol calk. 36 0,203 0027 0168 0044  0797%* 0720%*  0577*  0,786*** 0,253
[mg/dL]
HDL [mg/dL] 0489 0426 0115 -0333 0,370 0,636*  0,709* 0,015%**%  0,782%** (345
tréjglicerydy 0,052 -0282 -0,014 0305 -0343  -0,193  -0,354 -0,588* 0,333 -0,494
[mg/dL]
PT [%] 0149 0,146 0355 0172 0,209 0450*  0546%**  0,604**** 0409* 0,351
APTT [sek] 0,187 0,114  -0243 0295  -0,462%  -0,617*** -0,674%*** -0, 733%%*% () 5AQFF* () GEO*
WBC [10%3/uL] 0,299 0217 0122 0338 0,131 0,238 0,150 0,148 0,184 0,345
RBC[1076/uL] 0204 0333 0078 0210 0,125 0,187 0,120 0,174 0,040 0,195
Hb [g/dL] 0170 0361 -0087 0005 -0,078  -0,092  -0177 0,023 0151 0,136
PLT[10°3/uL] 0,263 0,097  0,367* 0,513** 0,140 0,516%*** 0532%**  0,411* 0469* 0,330

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001
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Przewlekle wirusowe zapalenie watroby jest chorobg trwajaca ponad 6 miesigcy,
do rozpoznania ktorej wymagana jest obecno$¢ markeréw zakazenia wirusowego, Cech
biochemicznych uszkodzenia komorki watrobowej oraz zmian histopatologicznych migzszu
watroby. Przyczynami przewleklego zapalenia watroby sa m. in. infekcje wirusami HBV
(w przypadku WZW B) oraz HCV (w przypadku WZW C). Infekcje te u 20-25% powoduja
marsko$¢ oraz/lub pierwotnego raka watroby. Rozwoj marskosci i nowotworzenie sg procesami
dhugotrwalymi, trwajacymi od kilkunastu do kilkudziesieciu lat od zakazenia. Swiatowa
Organizacja Zdrowia szacuje, ze 1/3 populacji ludzkosci miata styczno$é z wirusem HBV,
z czego ponad 350 milionéw choruje na przewlekle postaci choréb watroby o tej etiologii.
Infekcja wirusem HBV przyczynia si¢ do 1 miliona zgonéw rocznie, jednoczesnie pierwotny
rak watrobowokomorkowy jest pigtym co do czestosci howotworem na swiecie. W Polsce
liczbg¢ chorych na przewlekle WZW B szacuje si¢ na okoto 350—400 tysi¢gcy. Wsrod nowych
przypadkow zakazen HBV ponad 20% dotyczy ludzi mtodych, a zapadalno$é na WZW B 0s6b
w wieku 15-24 lata przewyzsza zapadalno$¢ ogolng. Z kolei zakazenie wirusem HCV dotyczy
okoto 3% ludnosci na $wiecie — wystepuje ono u ponad 170 milionéw ludzi. W Polsce czestosé
tych infekcji wynosi okoto 1,9%, jednak brak jest dokfadnych populacyjnych badan
epidemiologicznych, stad dane moga by¢ niedoszacowane. Wyzej wymienione fakty pokazuja,
ze przewlekle wirusowe zapalenia watroby jest istotnym problemem klinicznym, a lepsze
zrozumienie mechanizmoéw (takze molekularnych) jego powstawania jest kluczowe

dla skuteczniejszego leczenia oraz przeciwdziatania odleglym powiktaniom tych infekcji [1-6].

Rola metalotionein w przypadku przewleklego zapalenia watroby o etiologii HBV
i HCV do tej pory nie byta w petni przebadana. W badaniach przeprowadzonych z udziatem
transgenicznych myszy ekspresjonujagcych antygen powierzchniowy HBV (HBsAg)

w hepatocytach lub HBsAg oraz MT-I nie wykazano istotnych réznic w poziomie markerow
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uszkodzenia watroby. cech zapalenia watroby w badaniu histopatologicznym oraz rozwoju raka
watrobowokomorkowego. Jednak zauwazono istotnie mniej komorek o cechach hiperplazji
oraz aneuploidalnych. Moze to dowodzi¢ czgsciowej ochronnej roli MT na komorki watroby
ekspresjonujacych HbsAg — nasladujacych przewlekte WZW B [36]. Inne badania in vitro
wykazaly, ze w komorkach wykazujacych nadekspresje wirusowych biatek HBeAg, HBcAg

oraz HBxAg, antygeny te wykazywaly ko-immunoprecypitacj¢ z metalotioneinami [37].

W mojej pracy wykazatem, ze ekspresja MT-I/I1 na poziomie biatka oznaczona metoda
immunohistochemiczng w przypadkach pacjentow z przewlekltym wirusowym zapaleniem
watroby typu B oraz typu C byla nizsza w porownaniu do kontroli. W przypadku pacjentéw
z WZW typu C podobng obserwacje podaje Carrera i in.. W przytoczonych badaniach ekspresja
cytoplazmatyczna ale przede wszystkim jadrowa MT w tkance watroby byta nizsza u pacjentow
chorujagcych na HCV w poréwnaniu do kontroli [38]. Ekspresja MT korelowala rowniez
z indeksem histologicznej aktywnos$ci zapalenia watroby (ang. histological activity index),
stopniem martwicy oraz stopniem widknienia migzszu watroby [38]. W pracy tej podkreslano
roOwniez, ze u pacjentow z HCV leczonych interferonem ekspresja MT byta o polowe mniejsza
w podgrupie chorych nie odpowiadajacych na terapi¢ w porownaniu z pomyslnie leczonymi
tym lekiem. Ponadto zauwazono, ze w przypadkach, w ktorych ekspresja MT byla obnizona,

poziom ekspresji MRNA IL-6 byt rowniez niski [38].

MTs reguluja m. in. homeostaz¢ cynku w komorce [39]. Metal ten jest silnym
induktorem ekspresji MTs. Zaobserwowano, ze suplementacja tego pierwiastka zwigksza
odpowiedz terapeutyczng podawanego INF u pacjentoéw z HCV, natomiast niedobér cynku
hamuje indukcje¢ ekspresji MTs przez IFN i moze by¢ czynnikiem negatywnym dla pacjentow
z infekcja HCV otrzymujacych terapie IFN [39]. Ponadto badania in vitro wykazaty,

ze nadmiar reaktywnych form tlenu wywolanych inkubacjg z biatkiem rdzeniowym HCV
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nie wigzat si¢ ze zmianami w zywotnosci komorek i zwigkszonej indukcji mRNA MT [39].
W przypadku zakazenia HCV rowniez obserwowany jest wzmozony uszkadzajacy wpltyw
stresu oksydacyjnego na komorki watroby. Dowiedziono, ze niestrukturalne biatko NS3 wirusa
HCV, moze indukowa¢ ,,wybuch tlenowy” w ludzkich monocytach [40]. Ponadto komorki
watroby pacjentow zakazonych HCV wykazuja oznaki zmian morfologii mitochondriow,
a samo biatko rdzeniowe HCV zmienia funkcje¢ mitochondriow tak, ze zwigkszaja
one produkcje reaktywnych formy tlenu [40]. MTs jest najsilniejszym niespecyficznym
zmiataczem wolnych rodnikéw hydroksylowych, a jego ekspresja jest indukowana przez
cytokiny, stres oksydacyjny, interferon (IFN), zarowno in vitro, jak i in vivo [40]. Dzi¢ki temu
MTs chronig DNA przed uszkodzeniem oksydacyjnym [40]. Ponadto ekspresja MTs hamuje
aktywacje czynnika jadrowego kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells), ktérego aktywacja odgrywa kluczowg role¢ w hamowaniu wkraczania
na droge apoptozy komorek watroby zainfekowanych HCV. Wzmacnianie procesow
aktywujacych apoptozg przez MTs jest jednym z wazniejszych mechanizméw obronnych
eliminujacych replikacje wirusa HCV [40-43]. By¢ moze, u cz¢sci pacjentdéw rozwijajacych
posta¢ przewleklego zapalenia watroby wywotanej wirusami HBV i HCV, wirusy te blokuja
mechanizmy ochronne komoérek watroby oparte na ekspresji metalotionein. Moje badania,
w ktorych w tkance watroby pacjentow z przewlektym HBV oraz HCV ekspresja MT-I/11 byta

nizsza niz w grupie kontrolnej, potwierdza¢ moga wyzej przytoczony mechanizm.

Wyniki moich badan wykazaty rowniez, ze ekspresja mMRNA izoform
metalotioneiny | nie jest jednorodna pod wzgledem rdznic i trendow migdzy grupa kontrolng
i grupa badang. Odmienna ekspresja cechuje przede wszystkim ekspresj¢ mRNA dla MT-1E
oraz MT-IH. Moze to §wiadczy¢ o odmiennej regulacji ekspresji genow dla tych izoform.
Skomplikowane procesy regulacji ekspresji genow dla MT obejmujace stymulujacy wptyw

metali cigzkich, metylacje promotora, nasilenie stresu oskydacyjnego jak 1 mozliwe
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modyfikacje potranslacyjne sprawiaja, ze interpretacja tego zjawiska jest trudna i przekracza
mozliwosci analizy tutejszej pracy. Jest ona jednak ciekawym zagadnieniem i wymaga
dalszych, bardziej zaawansowanych badan. Tym bardziej, ze =zrdznicowana rola
poszczeg6lnych izform metalotioeniny byta juz wielokrotnie opisywana w przypadku choroby

nowotworowej [44].

Obnizona ekspresja MTs w hepatocytach zakazonych HBV i HCV moze
by¢ spowodowana przede wszystkim ich uszkodzeniem. Z drugiej strony obnizona ekspresja
MTs zmniejsza mozliwosci ochronne 1 regeneracyjne hepatocytow zakazonych wirusami
hepatotropowymi, co moze by¢ bezposrednia przyczyng uszkadzania migzszu watroby
przez przewlekte zapalenia wirusowe [40, 41]. W mojej pracy moze to potwierdzaé fakt,
ze ekspresja mRNA dla licznych izoform MT-I oraz MT-11A korelujg ujemnie z markerami
biochemicznymi uszkodzenia migzszu watroby (stezenie bilirubiny, aktywno$¢ ALT, AST,
fosfatazy alkalicznej) jak i parametrami krzepniecia, b¢dacymi odzwierciedleniem produkcji
przez watrob¢ czynnikow krzepnigcia obu torow aktywacji trombiny - toru
zewnatrzpochodnego (ang. protrombin time, PT- bedacy miarg aktywno$ci osoczowych
czynnikow krzepniecia: I, II, V, VII i X) jak i wewnatrzpochodnego (ang. activated partial
tromboplastin time, APTT - bedacy miarg aktywnosci osoczowych czynnikow krzepnigcia XII,
X1, IX i VIII). W mojej pracy zaobserwowalem, ze niska ekspresja izoform MT wigze si¢
Z obnizong aktywnos$cig (posrednio  ekspresja) czynnikéw  krzepnigcia  toru
wewnatrzpochodnego, co w konsekwencji wydtuza czas APTT. Podobnie dodatnia korelacja
pomiedzy izformami MT a aktywno$cig protrombiny wyrazong jako odsetek aktywnosci wobec
surowicy wzorcowej rowniez sugeruje, ze W przypadkach o wysokiej ekspresji MT wystepuje
wyzsza aktywnos¢ czynnikéw krzepniecia toru zewnatrzpochodnego. Co ciekawe
nie zaobserwowatem takich zaleznosci dla stezenia biatka calkowitego oraz albumin, takze

produkowanych przez hepatocyty oraz bedacych miarg zaawansowania marskosci watroby.
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Wedlug mojej wiedzy do tej pory brak jest dostatecznych danych literaturowych
na potwierdzenie tych obserwacji w przypadku przewleklego zapalenia watroby. Jednak
podobne badania byly przeprowadzone w przypadku toksycznego uszkodzenia watroby m.in.
kumulacjg metalami ci¢zkimi (cynkiem, miedzig czy glinem), czy akrylamidem, jednak
w ich przypadku podwyzszone markery uszkodzenia watroby wigzaly si¢ z wyzsza ekspresja
MT w hepatocytach [45]. Natomiast w badaniach Lian i wsp. u transgenicznych myszy
z nokautem genu dla MT stosowanie ryfampicyny i izoniazydu wigzalo si¢ z podwyzszong
aktywnoscia AST w osoczu 1 cechami nasilonego uszkodzenia hepatocytow w ocenie
histopatologicznej w poréwnaniu do myszy ekspresjonujagcych MTs [46]. By¢ moze podobny

mechanizm zachodzi w przypadku infekcji HBV i HCV.

W przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu B oraz C czg¢sto jest obserwowana
matoplytkowos$¢. Sugeruje si¢, ze przyczyna tego stanu jest dwojaka. W pierwszej kolejnosci
moga by¢ za to odpowiedzialne procesy autoimmunologiczne wyzwalane przewlektym
procesem zapalnym watroby [1-3, 12]. Z drugiej strony w przebiegu przewlektego WZW czgsto
dochodzi do nadci$nienia wrotnego na tle rozwijajacej sie marskos$ci watroby i powoduje
to splenomegalie, ktora jest znanym czynnikiem sprawczym maloptytkowosci [1-3, 12]. Rola
MTs w tym kontekscie nie jest do konca jasna. W swojej pracy wykazatem istnieniec dodatniej
korelacja pomiedzy iloscig ptytek krwi w morfologii a ekspresja mMRNA izoform MT,
ktore mogg by¢ miarg niskiego zaawansowania procesow zapalnych watroby, a co za tym idzie
niewielkiej aktywnosci procesow autoimmunologicznych. Z kolei w pracy Hayashi i wsp.
dowiedziono, ze dozylne podawanie szczurom kompleksu metalotionein I i II z miedzig
wywoluje trombocytopenie, co stoi w sprzecznosci z naszymi wynikami [47]. Jednak w moich
badaniach nie dysponuj¢ oznaczeniami poziomu MTs w surowicy krwi pacjentow,
co uniemozliwia potwierdzenie wptywu MTs na indukcj¢ trombocytopenii. Zagadnienie

to wymagaloby dalszych, bardziej zaawansowanych badan.

64



6. DYSKUSJA

W wirusowych zapaleniach watroby w miar¢ zaawansowania stanu choroby,
obserwowana jest hipocholesterolemia oraz hipotriglicerydemia [48-51]. St¢zenie cholesterolu
catkowitego oraz cholesterolu HDL sg wiec posrednio miarg prawidlowej funkcji watroby,
gdzie lipidy sa w duzej cze$ci metabolizowane. W surowicy krwi sa one transportowane
w formie fosfolipidow, zbudowanych z hydrofobowego rdzenia lipidowego (estry cholesterolu
1 trojglicerydy) oraz polarnej powloki zbudowanej z fosfolipidow, wolnego cholesterolu
I biatek zwanych apolipoproteinami [52]. Wigkszo$¢ z 5 klas apolipoprotein (oprocz ApoAiv
oraz ApoBasg) sa syntetyzowane w watrobie, ktora ma rowniez najwickszy wpltyw
na gospodarke lipidowa organizmu ludzkiego [52]. W moich badaniach zaobserwowalem
dodatnie korelacje pomiedzy izoformami MT a stezeniem cholesterolu calkowitego oraz HDL
w surowicy krwi. Poniewaz stezenie frakcji cholesterolu bezposrednio zalezy od ilo$ci
apolipoprtein, wykazana korelacja sugeruje, iz wyzsza ekspresja MT moze by¢ zwigzana
Z lepsza zdolnoscig watroby do metabolizmu lipidow i mniejszym zaawansowaniem

przewlektego zapalenia watroby.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze nasilenie ekspresji zarowno biatka (MT-1/II)
jak rowniez poszczegdlnych izoform MTs w przewlektych zapaleniach watroby
spowodowanych infekcja wirusami HBV 1 HCV jest zr6znicowana i w dalszym ciaggu trudna
do jednoznacznych interpretacji. Jednoczes$nie stwierdzenie obnizonego poziomu ekspresji
MT-I/1l, badanego z wykorzystaniem metody IHC, w hepatocytach preparatow z HBV
oraz HCV, moze $wiadczy¢ o jej ochronnej roli, by¢ moze w mechanizmie uszkodzenia
wolnorodnikowego. Niewatpliwie, niezbedne sa dalsze, precyzyjne badania, ktére pomoga
wyjasni¢ role biatek z rodziny metalotionein w patogenezie zmian w przebiegu zakazen

wirusami HBV oraz HCV.
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1. Obnizona ekspresja MT-I/II na poziomie bialka, obserwowana w hepatocytach z infekcja
HBV oraz HCV w poréwnaniu z grupa kontrolng, moze $wiadczy¢ o udziale tych bialek

W patogenezie zmian zwigzanych z przewleklym zapaleniem watroby o ww. etiologii.

2. Liczne korelacje z parametrami klinicznymi pod postacig stezenia bilirubiny, aktywnosci
ALT, AST, fosfatazy alkalicznej, czasu APTT, aktywnosci PT, st¢zenia cholesterolu
calkowitego i frakcji HDL, oraz wskaznika ptytek krwi w badaniu morfologii krwi moga
sugerowac ochronng role wysokiej ekspresji MTs na hepatocyty pacjentéw zakazonych HBV

oraz HCV, by¢ moze przeciwdziatajac ich uszkodzeniu.

3. Brak réznic w ekspresji wszystkich badanych izoform MT-lI oraz MT-Il, a takze
cytoplazmatycznej 1 jadrowej ekspresji immunohistochemicznej MT-I/II miedzy pacjentami
zakazonymi HBV oraz HCV $wiadczy o braku mozliwosci wykorzystania tych biatek

oraz ich genéw jako markerow roznicujacych oba typy wirusowego zapalenia watroby.
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Przewlekle wirusowe zapalenie watroby jest chorobg trwajaca ponad 6 miesiecy,
spowodowang infekcja wirusem HBV (w przypadku WZW B) lub HCV (w przypadku WZW
C). Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze 1/3 populacji ludzko$ci miata styczno$é
z wirusem HBV, z czego ponad 350 milionéw choruje na przewlekle postaci choréb watroby
o tej etiologii. W Polsce chorych na przewlekle WZW B szacuje si¢ na okoto 350—400 tysiecy.
Z kolei zakazenie wirusem HCV dotyczy okoto 3% ludnos$ci na $wiecie — wystepuje ono
u ponad 170 milionéw ludzi. W Polsce czgstos¢ tych infekcji wynosi okoto 1,9%. Biorac pod
uwage powyzsze, przewlekle wirusowe =zapalenia watroby sg istotnymi problemami

klinicznymi.

Metalotioneiny (MT) to wewnatrzkomérkowe biatka o niskiej masie czgsteczkowej,
gdzie jedng trzecig sekwencji aminokwasow stanowig reszty cysteiny. Charakterystyczng
wiasciwoscig wszystkich bialek z rodziny MT jest wigzanie przez nie jonow metali ciezkich,
takich jak np.: cynk, miedz, rt¢¢, otow czy kadm. Biatka te wigzg wolne jony ww. metali
W nieaktywne kompleksy, dzieki czemu pehnig kluczowa rolg w ochronie komodrek organizmu
przed negatywnym dzialaniem metali cigzkich. Ponadto, MT ze wzgledu na duzg ilo$¢ reszt
cysteinowych zawartych w swojej budowie, wykazuja silne wlasciwosci antyoksydacyjne,
stanowiaC jeden z glownych elementéw ochrony komoérek przed negatywnym wpltywem
reaktywnych form tlenu. Znane sg doniesienia sugerujace udziat MT w przewlektym procesie
zapalnym — obserwuje si¢ wzrost ekspresji MT w przypadku narazenia hepatocytow
na ww. czynniki stresowe, a takze dziatanie cytokin zapalnych takich jak np. IL-1 oraz IL-6,

co moze zmniejsza¢ szkody wywolywane przez te czynniki.

Celem moich badan bylo zbadanie ekspresji izoform MT | oraz Il na poziomie mRNA

oraz biatka w hepatocytach pacjentow zakazonych wirusami HBV 1 HCV oraz prawidlowe;]
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tkance watroby. Ponadto celem bylo skorelowanie uzyskanych rezultatow z danymi
klinicznymi pacjentéw z wirusowymi zapaleniami watroby typu B 1 C.

Material do przeprowadzonych eksperymentow stanowily fragmenty bioptatow
watroby, czesciowo utrwalone w formalinie a nastgpnie zabezpieczone w postaci bloczkow
parafinowych, czgsciowo 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 ktorych kontrolg stanowito 9 biopsji tkanki watroby
bez zmian morfologicznych pochodzacych od pacjentow z hepatopatia nieznanego
pochodzenia.

Na skrawkach parafinowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne
Z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko MT-I/Il. Ocenie podlegat stopien ekspresji
jadrowej i cytoplazmatycznej biatka MT-I/Il. Poziom ekspresji mRNA izoform: MT-IA,
MT-IB, MT-IE, MT-IF, MT-IG, MT-IH MT-IX oraz MT-11A, okreslany byt za pomoca techniki
Real-Time PCR. Uzyskane rezultaty analizowalem w odniesieniu do danych klinicznych
(wiek, pte¢, obecnos¢ stluszczenia lub powiekszonej watroby, wyniki wybranych badan
biochemicznych, parametrow morfologii oraz ukfadu krzepniecia).

Wykazalem cytoplazmatyczng i1 jadrowa ekspresje MT-I/II w hepatocytach zarowno
pacjentow z WZW B, WZW C jak i grupy kontrolnej. Opisana ekspresja byla 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 poréwnaniu z grupg badana, natomiast MT-IE
oraz MT-IH byta z kolei wyzsza w grupie badanej. Nie wykazano r6zni¢ w ekspresji izoform
MT-1A, MT-1B, MT-IF w badanych podgrupach. Nie stwierdzono réwniez istotnych rdznic

w ekspresji wszystkich badanych markerow pomiedzy pacjentow zakazonych HBV czy HCV.
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Dodatkowo, izoformy MT koreluja ujemnie z markerami biochemicznymi uszkodzenia
watroby.

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

przewlektym procesom zapalnym o etiologii wirusowe;.
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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 Il isoforms

at the mRNA and protein level in hepatocytes of patients infected with HBV and HCV
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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/11 antibodies. The degree of nuclear and cytoplasmic expression of MT-I/I1 protein
was assessed. Isoform expression level: MT-IA, MT-IB, MT-IE, MT-IF, MT-IG, MT-I1H MT-1X
and MT-1IA mRNA was determined using the Real-Time PCR technique. | 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).

| have demonstrated cytoplasmic and nuclear expression of MT-I/Il 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-IG, MT-IX and MT-IIA 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 MT-IA, 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.
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Based on the conducted research, | found the expression of MT I and Il 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.
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