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Obijasnienia skrotéw stosowanych w tekscie

aa
ABC

AFP
AKT

ALT
AST

ALS
AP-1

ARF

BSA
CA
C protein

cDNA
C/EBP

CRE
DAB
DAPI

EGF
ELISA

ERK

FBS
FGF

(amino acids) — aminokwasy

(avidin-biotin peroxidase complex) — kompleks awidyna-bio-
tynylowana peroksydaza

(alpha-fetoprotein) — alfa-fetoproteina
(serine/threonine-specific protein kinase) — kinaza serynowo-
-treoninowa

(alanine aminotransferase) — aminotransferaza alaninowa
(aspartate aminotransferase) — aminotransferaza asparginia-
nowa

(acid-labile subunit) - podjednostka kwasolabilna
(mitogenic and stress-activated transcription factor activating
protein-1) - biatkowy czynnik transkrypcyjny aktywowany
przez mitogen i stres

(tumor suppressor transcribed from an alternate reading frame
of the INK4a/ARF locus) — supresor guza pochodzacy z trans-
krypcji z alternatywnej ramki odczytu miejsca INK4a/ARF
(bovine serum albumin) — albumina surowicy wolowej
(cytosine/adenine) — cytozyna, adenina

(capsid, core HCV protein) — bialko C (rdzeniowe) wirusa
HCV

(complementary DNA) — komplementarny DNA
(CCAAT-enhancer binding protein) - czynnik transkryp-
cyjny

(cAMP (cyclic adenosine 5-monophosphate) response ele-
ment) — fragment odpowiadajacy na cykliczny adenozyno-
monofosforan

(3,3>-diaminobenzidine) - 3,3’-diaminobenzydyna
(4;6-diamidino-2-phenylindole) - 4',6-diamidyno-2-feny-
loindol

(epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu
(enzyme-linked immunoabsorbent assay) — enzymatyczny od-
czyn immunoabsorbcyjny; odczyn immunoenzymatyczny
(extracellular signal-regulated kinase) — kinaza regulowana
sygnalem zewnatrzkomdrkowym

(fetal bovine serum) — plodowa wolowa surowica

(fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow



FITC
GAPDH

GH
GHR
GGTP
Grb2

HBV-DNA
HCC

HCV-RNA
HIV

HIV-1LTR

HMBS
HNF la

hnRNP K
HOMA-IR
IGF
IGFBP
IGF-R
IGFBP-rPs
IL

IR

IRBP

IRS

JNK

LAP
LTR

(fluorescein isothiocyanate) — izotiocyjanian fluoresceiny
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza
aldehydu-3-fosfoglicerynowego

(growth hormone) — hormon wzrostu

(growth hormone receptor) — receptor hormonu wzrostu
(gamma-glutamyl transpeptidase) — gamma-glutamylo-tran-
speptydaza

(growth factor receptor-binding protein 2) — biatko wiazace
GH-R

(hepatitis B virus deoxyribonucleic acid) - DNA wirusa HBV
(hepatocellular carcinoma) — pierwotny rak watrobowoko-
morkowy

(hepatitis C ribonucleic acid) - RNA wirusa HCV

(human immunodeficiency virus) - ludzki wirus niedoboru
odpornosci

(human immunodeficiency virus type 1 long-terminal repeat) —
diugie konicowe powtdrzenie wirusa HIV-1
(hydroxymethylbilane synthase) — syntaza hydoksymetylbilanu
(hepatocyte nuclear factor 1&) — jadrowy czynnik hepatocytow
la

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K) — heterogenna
jadrowa rybonukleoproteina K

(homeostatic model assesment — insulin resistance) — wskaz-
nik insulinoopornosci

(insulin-like growth factor) - insulinopodobny czynnik
wzrostu

(insulin-like growth factor binding protein) — biatko wigzace
insulinopodobnego czynnika wzrostu

(insulin-like growth factor receptor) — receptor insulinopo-
dobnego czynnika wzrostu

(IGFBP-related proteins) — bialka spokrewnione z biatkami
wiagzacymi IGF

(interleukin) — interleukina

(insulin receptor) — receptor insulinowy

(insulin-responsive binding protein) — biatko wigzace odpo-
wiedzi na insuline

(insulin receptor substrate) — substrat dla receptora insuli-
nowego

(c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) —
kinaza biatkowa c-Jun na koncu N aktywowana przez stres
(liver enriched activating protein)

(long terminal repeat) — powtarzalna sekwencja konicowa



LZIP

MAPK

Mdm?2

MPR

mRNA

mTOR

NF-xB

NS3, NS5A etc.
PBS

PCNA

PCR

PDGF

PKA/C

PI-3K

Real time RT-PCR
SP1

SVR

SV40

STATs

TGF

TNF-a
TNFRI

VEGF

WZW

(leucine zipper transcription factor) — czynnik transkrypcyjny
z »,zamkiem” leucynowym

(mitogen-activated protein kinase) — kinaza bialkowa akty-
wowana przez mitogen

(murine double minute 2) - protoonkogen na malym,
podwdjnym chromosomie mysim

(mannose-6-phosphate receptor) — receptor mannozo-6-fos-
foranu

(messenger RNA) — informacyjny RNA

(mammalian target of rapamycin)

(nuclear factor-kappa B) — czynnik jadrowy kappa B
(nonstructural proteins 3, 5A, etc.) — bialka niestrukturalne
HCV

(phosphate buffered saline) — sdl fizjologiczna buforowana
fosforanami

(proliferating cell nuclear antigen) — jadrowy antygen prolife-
rujacych komoérek

(polymerase chain reaction) — fancuchowa reakcja polimerazy
(platelet-derived growth factor) — plytkowy czynnik wzrostu
(protein kinase A/C) — kinaza biatkowa A/C
(phosphatidylinositol 3-kinase) - kinaza 3-fosfatydyloino-
zytolu

(real time reverse transcription polymerase chain reaction)
- reakcja odwrotnej transkrypcji z nastepujaca po niej reak-
cja tancuchowej polimerazy (PCR) z w czasie rzeczywistym
(specificity protein 1) — czynnik transkrypcyjny SP1
(sustained viral response) — trwata odpowiedz wirusologiczna
(simian virus 40) — malpi wirus 40

(signal transducers and activators of transcription family pro-
teins) — rodzina transduktoréw sygnatu i aktywatoréw trans-
krypcji

(transforming growth factor) — transformujacy czynnik
wzrostu

(tumor necrosis factor a) — czynnik martwicy nowotworéw a
(tumor necrosis factor « type 1 receptor) — receptor typu 1
TNF-a

(vascular endothelial growth factor) — naczyniowo-$rédbion-
kowy czynnik wzrostu

wirusowe zapalenie watroby






1. Wstep

1.1. Wirus C zapalenia watroby

Wirus C zapalenia wqtroby

Wirus C zapalenia watroby (HCV) zostal wykryty w 1989 roku i sklasyfikowany
do rodziny Flaviviridae [Choo i wsp., 1989]. Genom wirusa stanowi pojedyncza
ni¢ RNA zawierajaca okoto 9600 nukleotydéw. Na koncach 5’ i 3’ znajduja sie
krotkie regiony niekodujace (untranslated regions, UTR), a pomigdzy nimi dluga
otwarta ramka odczytu (open reading frame, ORF), kodujaca wirusowe biatka. Od
konca 5’ nici RNA kodowane sg biatka strukturalne - biatko rdzeniowe C (core),
dwa bialka otoczkowe E1 i E2 (envelope) oraz bialko p7 o nieznanej roli. Przy
koncu 3’ kodowanych jest siedem bialek niestrukturalnych, tj. NS1, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A i NS5B (Rycina 1). Najbardziej konserwatywnym biatkiem
wsrod roznych podtypow wirusa jest biatko rdzeniowe [Major i Feinstone, 1997].
Synteza bialek HCV ma miejsce w siateczce srédplazmatycznej (endoplasmatic re-
ticulum, ER) zainfekowanej komorki [Santolini i wsp., 1994]. Genom HCV nie jest
transportowany do jadra zainfekowanej komorki. Po procesie syntezy i dojrzewa-
nia bialka niestrukturalne wraz z wirusowym RNA tworza zwigzany z blonami
kompleks, ktory stanowi okotojadrowg blonows sie¢ [Egger i wsp., 2002]. Watroba
produkuje okoto 10" czastek wirusa na dobe, a pojedyncza komorka watrobowa
okoto 50 czastek na dobe [przeglad tematu: Bartenschlager i Lohman, 2000].

Zarys epidemiologii zakazenia HCV

Zakazenie HCV jest szeroko rozpowszechnione na $wiecie. Szacuje sig, iz do-
tyczy okoto 2,35% populacji, co stanowi okolo 160 mln oséb [Lavanchy 2011].
W wigkszosci krajow czgstos¢ zakazen populacji to okolo 1-2%, jednakze wciaz
pozostaja obszary na $wiecie, gdzie liczba zakazonych HCV jest niezwykle wy-
soka. Najwyzsze odsetki populacji zakazonych HCV znane sg w Egipcie - 15%,
w Pakistanie - 4,7% i na Tajwanie - 4,4% [Negro i Alberti, 2011]. W Europie
czesto$¢ zakazen HCV jest stosunkowo niska i waha sie od 0,5% w krajach pot-
nocnoeuropejskich do >3% w Grecji, Wloszech i Rosji [Cornberg i wsp., 2011].
Niestety swiadomo$¢ zakazenia HCV u mieszkancoéw Europy jest wcigz niska,
tylko okoto 10-40% sposrod osob zakazonych jest zdiagnozowanych [Merkinaite
i wsp., 2008]. W Polsce rejestracja zakazen HCV prowadzona jest przez Panstwo-
wy Zaklad Higieny od 1997 roku i wykazuje coroczny niewielki wzrost zapa-
dalnosci. Wedtug ostatnich badan epidemiologicznych szacuje si¢, iz okolo 1,9%
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Polakéw jest zakazonych HCV [Flisiak i wsp., 2011a]. W Polsce wyzsza czesto$¢
zakazen notowana jest u mezczyzn (2,3%) niz u kobiet (1,7%) [Bielawski i wsp.,
2000]. Ple¢ meska jest niezaleznym czynnikiem ryzyka obecno$ci przeciwcial an-
ty-HCV (odds ratio, OR, iloraz szans: 1,7) [Flisiak i wsp., 2011b].

Wyrdznia si¢ 6 gtéwnych genotypéw HCV (oznaczonych cyframi 1-6) i szereg
podtypéw (oznaczonych literami) [Simmonds i wsp., 2005]. Obserwuje si¢ zrdz-
nicowanie geograficzne ich wystepowania. Najczestszym na $wiecie jest genotyp
1, kolejno genotyp 3. Czesto$¢ wystepowania genotypu 2 i 4 jest zalezna od kraju
pochodzenia badanych. Wystepowanie genotypéw 5 czy 6 jest rzadkie [Cornberg
i wsp., 2011]. W ostatnio przeprowadzonych w Polsce badaniach odsetek zaka-
zonych genotypem 1 wynosi 80%. Kolejno stwierdza sie czesto$¢ genotypow 3 i 4
(12,7% i 5%). Niezwykle rzadko wykryto zakazenie genotypem 2 (0,1%) oraz 6
(0,04%) [Panasiuk i wsp., 2012].

Drogi zakazenia

Do zakazenia HCV dochodzi na drodze parenteralnej, w wigkszosci w obrebie
jednostek stuzby zdrowia. Szacuje si¢, iz okoto 40-70% zakazen to zakazenia
szpitalne [Esteban i wsp., 2008]. Najczesciej Zrodtem zakazenia w przesztosci, tj.
przed 1992 rokiem, byla transfuzja krwi. Obecnie sg to iniekcje, pobieranie krwi,
drobne zabiegi stomatologiczne czy chirurgiczne. Do czynnikéw ryzyka naleza
réwniez: narkomania dozylna, wykonywanie tatuazy, kolczykowanie ciala czy
zabiegi kosmetyczno-fryzjerskie. W duzym populacyjnym badaniu (17930 0séb)
wykazano, iz w Polsce niezaleznymi czynnikami dla nabycia zakazenia HCV sa
w wywiadzie wiecej niz 3 hospitalizacje w ciagu zycia (OR: 1,8), przetoczenie
krwi przed 1992 rokiem (OR: 2,9) oraz narkomania dozylna (OR: 6,2) [Flisiak
i wsp., 2011b]. W badaniach pochodzacych z os$rodka poznanskiego wykazano,

ORF
9,6 kb

Im| Biatka strukturalne | Biatka niestrukturalne )&'

[C |E1| E2 [p7|NS2| NS3  |nsaa[Ns4B| NS5A | NS5B |

. I": Proteaza serynowa RMNA polimeraza
Blalka, RNA helikaza
Biatko Metaloproteinaza
rdzeniowe

Rycina 1. Organizacja genomu wirusa HCV. Genom wirusa stanowi pojedyncza otwarta ramka
odczytu (ORF) zbudowana z 9600 nukleotydéw. Na koncach 5° i 3 RNA znajdujg si¢ rejony nieko-
dujace (UTR), istotne w procesach translacji i replikacji wirusowego RNA. ORF podlega translacji
i powstaje duza pojedyncza poliproteina, z ktorej za pomoca komoérkowych i wirusowych proteaz
wycinane s3 mniejsze aktywne bialka strukturalne (C, E1 i E2) oraz niestrukturalne (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B).



iz 90% pacjentéw zakazonych HCV bylo przynajmniej raz hospitalizowanych,
w tym 68% byto operowanych. U 97% chorych czynnikéw ryzyka zakazenia bylo
kilka [Wojtacha i Juszczyk, 2003].

Klinika zakazenia HCV

Ostre zakazenie HCV ma najczesciej przebieg bezobjawowy (50-90%). W Euro-
pie tylko za okolo 10% ostrych zapalen watroby jest odpowiedzialny wirus HCV
[Esteban i wsp., 2008]. Jedynie okolo 20-30% pacjentéw z ostrym wirusowym
zapaleniem watroby (WZW) typu C prezentuje objawy kliniczne (m.in. zte samo-
poczucie, ostabienie, brak apetytu czy zéttaczke) w okresie od 3 do 12 tygodni od
momentu zakazenia [Alter i Seeft, 2000; Thimme i wsp., 2001]. W badaniach labo-
ratoryjnych podwyzszong aktywnos$¢ ALT stwierdza si¢ juz w okresie 2-8 tygodni
od ekspozycji. HCV-RNA w surowicy mozna wykry¢ nawet po 1-2 tygodniach od
ekspozycji, po czym w ciggu kolejnych kilku tygodni stezenie jego wzrasta osigga-
jac poziom wiremii od 10° do 107 IU/ml [Farci i wsp., 1991; Thimme i wsp., 2001].
Ostre zapalenie watroby typu C rzadko przebiega z ostra niewydolnoscig watroby
[Farciiwsp., 1996]. Wsrdd pacjentdw z ostrym zapaleniem watroby okoto 20-67%
(przecietnie 26%) dokona spontanicznej eliminacji HCV-RNA w ciggu pierwszych
3 miesiecy od rozpoczecia choroby [Santantonio i wsp., 2008]. Badania retrospek-
tywne wskazuja, iz 55-85% osob, ktdre rozwinely ostre WZW typu C stanie si¢
przewlekle zakazonymi wirusem HCV [Strader i Seeff, 1996; Seeff i Hoofnagle,
2002]. Przewlekle WZW typu C ma przewaznie przebieg bezobjawowy. Czesto
pierwszymi objawami zakazenia HCV sg objawy kliniczne marskosci watroby; tj.
pajaczki naczyniowe, rumien dloniowy czy wodobrzusze i obrzgki. Ryzyko roz-
woju marskosci u chorych przewlekle zakazonych HCV waha si¢ w granicach
5-25% w okresie 25-30 lat [Liang i wsp., 2000; Seeff 2002]. Przyspieszony rozwdj
marsko$ci wystepuje u 0séb w starszym wieku, chorujacych na cukrzyce, otytych,
w stanie immunosupresji czy u 0s6b naduzywajacych alkohol. Uwzgledniajac te
dodatkowe okolicznosci, nalezy stwierdzi¢, zerozwdj marskosci moze dotyczy¢
az do 40% pacjentéw przewlekle zakazonych HCV [Afdhal 2004]. U pacjentow
z marsko$cig watroby na tle zakazenia HCV dochodzi do wystepowania dekom-
pensacji marskosci watroby (30% w ciagu 10 lat) [Fattovich i wsp., 1997]. Rocznie
okolo 4% oséb z marskoscig watroby umiera z powodu komplikacji [Thompson
i wsp., 2007]. U 1-5% pacjentéw z marskoscia watroby w ciggu roku dochodzi do
rozwoju pierwotnego raka watroby (hepatocellular carcinoma, HCC) [Fattovich
i wsp., 1997; Thompson i wsp., 2007]. Szanse przezycia dla pacjentéw ze zdiagno-
zowanym HCC to tylko 33% w ciagu roku od rozpoznania nowotworu [Bartosch
i wsp., 2009; Yang i Roberts; 2010]. Pierwotny rak watroby stat si¢ wigc istotnym
problemem klinicznym i stanowi trzecig wiodaca przyczyne $mierci z powodu
nowotwordw na $wiecie. Szacuje sig, iz w kolejnych latach nastapi wzrost liczby
przypadkéw HCC, zwigzanych réwniez z innymi niz HCV czy HBV czynnikami
ryzyka, takimi jak starszy wiek, otylos¢ i cukrzyca [Venook i wsp., 2010].
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Przewlekte zakazenie HCV moze réwniez prowadzi¢ (u 1-2% zakazonych) do
rozwoju licznych manifestacji pozawatrobowych tego zakazenia, tj. do krioglo-
bulinemii, autoimmunologicznego zapalenia watroby, bloniasto-rozplemowego
zapalenia nerek, porfirii skdrnej pdznej, liszaja plaskiego, zespotu Sjogrena, auto-
immunologicznego zapalenia tarczycy czy chtoniaka nieziarniczego [Chen i Mor-
gan, 2006]. Zakazenie HCV jest réwniez czynnikiem predysponujacym do wysta-
pienia zaburzen typu metabolicznego, tj. stluszczenia watroby, insulinoopornosci,
cukrzycy typu 2 czy dyslipidemii [Mason i wsp., 1999; Laurans i wsp., 2009].

Diagnostyka zakazenia HCV

Diagnostyka zakazenia HCV opiera si¢ na badaniach serologicznych oraz wiru-
sologicznych. Obecnos¢ przeciwcial anty-HCV wykrywana jest metoda immu-
noenzymatyczng z wysoka swoistoscig testow siegajaca rzedu 99% [Colin i wsp.,
2001]. Ich wykrycie jest juz mozliwe w ciagu 1-3 miesiecy od ekspozycji i dotyczy
prawie wszystkich chorych przewlekle zakazonych HCV [Chen i Morgan, 2006].
Wykrycie HCV-RNA w surowicy lub innym materiale (watroba, mononukleary
krwi obwodowej) metoda real-time RT-PCR jest dowodem na replikacje¢ wirusa
u badanego. Oznaczanie ilo§ciowe HCV-RNA w surowicy ma znaczenie w mo-
nitorowaniu terapii przeciwwirusowej. U wszystkich zakazonych HCV oznacza
sie genotyp wirusa. Ma to réwniez znaczenie prognostyczne przed planowana
terapig przeciwwirusowg [EASL, 2011].

Okreslenie stopnia zaawansowania zmian w wqtrobie

Biopsja watroby jest pomocna w okresleniu stopnia uszkodzenia watroby. Ocena
histopatologiczna (mozliwe rézne skale, np. METAVIR, Ishaka, HAI) biopunkta-
tu wskazuje na nasilenie aktywnosci zapalnej (grading) i stopien zaawansowania
wiodknienia (staging) czy tez na samg marskos¢ watroby. Réwniez pozwala na do-
datkowa ocen¢ waznych czynnikéw wplywajacych na progresje choroby; tj. na oce-
ne stopnia stluszczenia i kumulacje Zelaza w hepatocytach [Ghany i wsp., 2009].

W ostatnich latach nastapit rozwdj alternatywnych, nieinwazyjnych metod
oceny stopnia wioknienia w watrobie. Naleza do nich FibroTest (analiza kompute-
rowa wynikow badan biochemicznych) oraz metoda elastograficzna - FibroScan.
Wykonanie kazdego z tych badan jest poréwnywalne z wynikiem biopsji watro-
by w zakresie okreslenia stopnia wldknienia w watrobie. Obie te nieinwazyjne
metody pozwalajg na zidentyfikowanie pacjentéow z fagodnym wtoknieniem czy
marskoscig watroby. Trudniejsze jest okreslenie za ich pomocg umiarkowanego
stopnia widknienia [Poynard i wsp., 2010].

Terapia przewlektego zakazenia HCV

Celem terapii jest uzyskanie trwalej odpowiedzi wirusologicznej, to jest nega-
tywnych wynikéw HCV-RNA w surowicy po zakonczeniu leczenia przeciwwi-
rusowego. Aktualnie standardem jest stosowanie pegylowanego interferonu alfa



i rybawiryny. Wyniki leczenia sg zalezne od genotypu, tj. dla genotypu 1 i 4 ok.
50% skutecznosci, za$ dla pozostalych genotypéw ok. 80% i powyzej. Od 2011
roku w terapii zakazonych genotypem 1 stosowane sg takze inhibitory proteazy
serynowej NS3/4A (telaprevir) i NS3 (boceprevir) [EASL 2011].

Diagnostyka zmian nowotworowych u pacjentéw z marskosciq wgtroby
na tle zakazenia HCV

Ze wzgledu na wysokie ryzyko rozwoju raka watrobowo-komorkowego pacjenci
z marsko$cia watroby powinni podlega¢ badaniom przesiewowym co 6 miesiecy.
Wisrod powszechnie dostepnych zaleca sie wykonywanie badania ultrasonogra-
ficznego watroby oraz oznaczanie stezenia AFP [EASL 2011]. Niestety czulo$¢
tych metod wciagz pozostaje zbyt niska. W ostatnich latach zaproponowano do-
datkowe markery dla wykrywania HCC, tj. des-gamma karboksyprotrombine
(des-y carboxyprothrombin, DCP) oraz zwigzang z lecytyng izoforme AFP (lec-
tin-bound AFP, AFP-L3%). Wyniki wieloo$rodkowych badan wykazaly, iz AFP
jest jednak bardziej czulym markerem niz DCP czy AFP-L3% dla wykrywania
weczesnych i bardzo wezesnych stadiow HCC [Marrero i wsp., 2009]. Obiecujace
s3 wyniki badan nad oznaczaniem osteopontyny (osteopontin, OPN) jako mar-
kera wczesnej karcynogenezy. Jej stezenia s podwyzszone u pacjentéw z HCC
oraz przerzutami do watroby. Dotychczasowe badania wykazaly, iz oznaczanie
stezenia OPN u 0s6b z marskoscig watroby jest bardziej czulym parametrem niz
AFP w badaniach przesiewowych w kierunku zmian ogniskowych w watrobie.
Wzrost stezenia OPN wyprzedza o okolo 1 rok diagnostyke HCC mozliwg inny-
mi metodami [Shang i wsp., 2012].

1.2. Rola biatek wirusa HCV (C, NS3 i NS5) w kancerogenezie
watrobowej

Genom HCV nie ulega integracji z genomem gospodarza. Gléwna role¢ w no-
wotworzeniu w przebiegu zakazenia HCV przypisuje si¢ bialkom wirusa HCV,
gltéwnie bialkom C, NS3 i NS5A. Dzialaja one na dwdch drogach. Pierwsza to in-
terakcje biatek wirusa HCV z czynnikami wplywajacymi na regulacje proliferacji
komorek i apoptozy, za$ druga to fizyczne czy funkcjonalne interakcje z produk-
tami genow supresorowych [przeglad tematu: Kasprzak i Adamek, 2008].

Biatko C

Obecno$¢ wirusowego biatka C wykazano w obrebie siateczki srédplazmatycznej
(ER), organelli komoérkowych (aparat Golgiego, mitochondria) oraz w cytozolu
(w tym w kroplach lipidowych). Rzadziej lokalizowano je w okolicy okolojadrowej
[Kim i wsp., 1999]. Ostatecznie potwierdzono takze jadrowa lokalizacje biatka C
[Liuiwsp., 1997; Yasui i wsp., 1998; Suzuki i wsp., 2005; Kasprzak i wsp., 2007]. Lo-
kalizacja jadrowa ma odgrywac kluczowa role w watrobowej onkogenezie. W bada-
niach in vitro wykazano, iz biatko C w tej lokalizacji moze wplywa¢ na komérkowe
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protoonkogeny [Ray i wsp., 1995]. Wykazuje ono réwniez wplyw posredni poprzez
heterogenng jadrowa rybonukleoproteing K (hnRNP K), czynnik transkrypcyjny
LZIP, biatko 14-3-3, biatko p21/WAF1, RNA helikaze¢ CAP-Rf100 i NF-«kB [Ka-
sprzak i Adamek, 2008]. Biatko C moze aktywowac kinaze Raf-1, wplywajac na
droge przekazywania sygnatu kontrolujacego wzrost komorki [Aoki i wsp., 2000].

Biatko C laczy si¢ takze z biatkami cytoplazmatycznymi bioragcymi udzial
w kontroli cyklu komérkowego, tj. receptor I TNF-a (TNFRI), przez co akty-
wuje kinaze JNK (c-jun N-terminal kinase) [Park i wsp., 2001]. Stymuluje ono
proliferacje komérkowa poprzez bezposredni wplyw na aktywacje ekspresji ki-
naz ERK i MAPK, a takze poprzez indukcje ekspresji fosfatazy MAPK [Erhardt
i wsp., 2002]. Rozpoczecie aktywacji kaskady MAPK/ERK jest droga sygnatowa
proliferacji hepatocytow, niezalezng od $ciezek naskdrkowego i transformacyjne-
go czynnika wzrostu a (EGF i TGF-a) [Hayashi i wsp., 2000]. Biatko C aktywuje,
ale réwniez dziala supresyjnie, na wiele wirusowych i komoérkowych promoto-
réw. Aktywuje ono promotor genu c-Myc, wczesny promotor SV40, za§ wplywa
hamujaco na promotory c-Fos, p53, genu IGF-p, f-aktyny, wirusa HBV i HIV-1
LTR. Aktywuje takze promotor genu TGF-f oraz wptywa na jego ekspresje [Ka-
sprzak i Adamek, 2008]. Biatko C wplywa réwniez za posrednictwem ,,strazni-
ka genomu” - bialka p53 zaréwno poprzez bezposrednie polaczenie si¢ z tym
biatkiem, jak i poprzez zahamowanie transkrypcji promotoréw genu p53 oraz
potranslacyjne modyfikacje biatka [Kao i wsp., 2004].

Biatko NS3

Na poziomie subkomdrkowym wystepowanie bialka NS3 opisywano gléwnie
w obrebie cytoplazmy i jadra hepatocytow [Muramatsu i wsp., 1997], ale réwniez
w mitochondriach tych komoérek [Kasprzak i wsp., 2005]. Obecne w cytoplazmie
biatko NS3, poprzez zahamowanie translokacji cAMP-zaleznej kinazy proteino-
wej K (PKA) do jadra komorkowego, blokuje badz redukuje fosforylacje histo-
néw, przez co wplywa na cykl komoérkowy [Borowski i wsp., 1997]. Biatko NS3
moze wplywac na wzrost komorki zaburzajac aktywacje MAPK, ekspresje c-jun,
aktywacje JNK i innych mitogennych czynnikéw transkrypcyjnych. Tworzy kom-
pleksy z dzikim typem p53 (wild type p53) oraz hamuje aktywnos¢ promotora
p21/WAF1, przez co wplywa regulujaco na cykl komoérkowy [Kasprzak i Ada-
mek, 2008]. Tworzac kompleks z p53 hamuje apoptoze wywolang aktynomycyna
D [Fujita i wsp, 1996]. Biatko NS3 aktywuje takze watrobowe komorki gwiazdzi-
ste do wydzielania prokolagenu I i III oraz hamuje fibrolityczna funkcje meta-
loproteinaz. Wzmaga sekrecje TGF-p. Prowadzi to do bezposredniego wplywu
biatka NS3 na procesy zapalne i wldknienie w watrobie [Bataller i wsp., 2004].

Biatko NS5A

Bialko NS5A zlokalizowane jest glownie w cytoplazmie (ER, aparat Golgiego,
krople lipidowe). Wspoélna lokalizacja NS5A i apolipoproteiny A w aparacie Gol-



giego wskazuje na udziat tego biatka w metabolizmie lipidéw i ttumaczy nasilanie
sttuszczenia watroby w zakazeniu HCV [Shi i wsp., 2002]. Biatko NS5A wplywa
na ekspresje i regulacje szeregu genéw. Kontroluje cykl komérkowy poprzez in-
terakcje z p21, p53 i cyklinami, a takze przez ttumienie transkrypcji genu p21/
WAF1. Zatrzymuje apoptoze wywolang p53. Wywiera rowniez efekt anty-apop-
totyczny poprzez aktywacje drogi NF-kB [Kasprzak i Adamek, 2008]. W rozwoju
HCC podkredla si¢ interakcje NS5A z B-katening. Biatko NS5A bezposrednio
wiaze si¢ z kinazg 3-fosfoinozytolu (PI3K) wywolujac zahamowanie kinazy AKT,
co z kolei wigze sie ze stabilizacja -kateniny w komoérkach. Obecnosci polipro-
teiny HCV w komorkach towarzyszy 2-3-krotny wzrost transkrypcji zaleznej od
B-kateniny [Street i wsp., 2005].

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie trzy biatka HCV wspétdzia-
tajg lub hamujg biatka zwiazane z cyklem komoérkowym i apoptoza (p53, p21/
WAF/cipl) oraz czynnikami transkrypcyjnymi (NF-xB, AP-1). Zaburzajg takze
przekaz sygnatu w komorce przy udziale bialek TGF-B/TGEF-BRI, co prowadzi
do widknienia i rozwoju marskosci watroby. Biatka wirusa HCV bezpos$rednio
lub posrednio wplywaja na drogi sygnalowe, tj. Ras-ERK, aktywacji NF-«B, JNK
i MAPK/ERK. Wynikiem tych dziatan jest promocja proliferacji komoérek, zabu-
rzenia apoptozy, wzrost mutacji genowych, nasilenie stluszczenia i wtéknienia
w watrobie, a przez to zwigkszona mozliwos¢ transformacji nowotworowej i pro-
gresia WZW typu C w kierunku HCC.

1.3. Budowa genu IGF-1

Gen IGF-1, kodujacy ludzkie biatko IGF-1, w genomie czlowieka wystepu-
je w pojedynczej kopii. Zlokalizowany jest na chromosomie 12 (12 q22-24.1)
i obejmuje obszar ponad 80 kpz chromosomalnego DNA [Rotwein 1986; Zhu
iwsp., 1999]. Pomimo prostej budowy biatka IGF-1, organizacja genu IGF-1 oraz
regulacja jego ekspresji u czlowieka jest zlozona [Obrepalska-Steplowska i wsp.,
2005] (Rycina 2).

W strukturze genu mozna wyré6zni¢ 6 stosunkowo krétkich egzonéw, prze-
dzielonych 5 bardzo dtugimi intronami [Adamo 1995; Mittanck i wsp, 1997; Zhu
i wsp., 1999; Kaytor i wsp., 2001a i b].

Dojrzalg czasteczke biatka IGF-1 koduja tylko egzony 3 i 4, za$ egzony 51 6
podlegajace alternatywnemu splicingowi koduja peptyd E, obecny w czasteczce
prekursorowej hormonu wraz z przylegajacym don rejonem 3’UTR [Rotwein
iwsp., 1986]. U szczuréw i myszy organizacja genu jest podobna [Rotwein 1999].
Egzony 11i 2 s3 alternatywnymi egzonami liderowymi, ktére ulegaja rozszczepie-
niu do egzonu 3, dajac klase transkryptéw, odpowiednio 1i 2.

U ssakéw transkrypcja genu IGF-1 jest kontrolowana przez dwa promotory,
nazywane P1 i P2, znajdujace si¢ odpowiednio w 1 i 2 egzonie [Adamo 1995;
Mittanck i wsp., 1997; Wang i Chard, 1999; Wang i wsp., 2000]. Inicjacja trans-

15



16

P1 P2

¥ egzon1  § egzonz egzon 3 egzon 4 egzon 5 egzon 6

' AAAA v
-2 2 2 2H7/Z7}Ho o oH | 3

[klasa I Izoformy]|

o o oflll 1A
B oo o] | 1B
1< o ol [ 1c

|klasa Il [

12228 2zzzz40 o Ol 24
azzzz740 o o] | 2B
222 ab7zzzz40 o of I 2¢

=Peptyd * Dojrzaty peptyd * E peptyd
sygnatowy

|ﬁﬂﬂ
AAA
AAA
A A

Rycina 2. Schemat struktury ludzkiego genu IGF-1 oraz rézne izoformy splicingowe. Gen IGF-1
zawiera 6 egzonow. Transkrypcja rozpoczyna sie z promotora P1, zlokalizowanego w egzonie 1, lub
z promotora 2 (w egzonie 2). Pozwala to na wyodrebnienie dwoch klas transkryptow — klasy I (P1)
i klasy IT (P2). Egzony 3 i 4 s wspélne dla wszystkich wariantow. Izoforma A zawiera egzon 6, B
egzon 5, za$ w sktad izoformy C wchodzi fragment egzonu 5 i egzon 6.

krypcji z réznych miejsc promotora, alternatywny splicing premRNA oraz obec-
no$¢ wielu miejsc poliadenylacji w egzonie 6 s3 przyczyng powstania zlozonych
transkryptow IGF-1. Koduja one bialka prekursorowe IGF-1, ktére ulegaja po-
translacyjnym modyfikacjom przed zlozeniem w aktywny IGF-1.

Przyczyna wystgpowania wielu miejsc inicjacji transkrypcji genu IGF-1
u czlowieka i u roznych gatunkéw zwierzat jest prawdopodobnie brak w promo-
torze P1 genu typowych dla promotoréw genowych sekwencji, takich jak TATA-
-box, CCAAT-box czy tez sekwencji bogatych w GC [Pell i wsp., 1993; Adamo
1995; Pao i wsp., 1995; Mittanck i wsp., 1997; Wang i wsp., 1997; Zhu i wsp., 1999;
Wang i wsp., 2000].

Najbardziej zachowawczym regionem genu i istotnym dla funkcjonowania
promotora 1 genu IGF-1 jest region 5UTR w egzonie 1. U czlowieka rejon pro-
motorowy P1 zawiera 322 nukleotydy (+1 do +322) w rejonie 5 UTR egzonu 1
oraz 1630 nukleotydowy obszar regulatorowy (-1630 do -1). Rejon 5’UTR wyka-
zuje znaczng homologie sekwencji DNA z analogicznym fragmentem genu IGF-1
szczura i kurczgcia [Kajimoto i Rotwein, 1991; Hall i wsp., 1992]. Prawdopodob-
nie zaangazowany jest w kontrole translacji mRNA IGF-1 [Mittanck i wsp., 1997].
Istniejg rozbieznosci w danych, dotyczace tego, jak dlugi fragment promotora P1
jest wystarczajacy dla maksymalnej aktywnosci P1 ludzkiego genu IGF-1 [Wang



i wsp, 2000]. Zdaniem wielu badaczy z promotora P1 inicjowana jest wiekszos¢
transkryptow [Zarilli i wsp., 1994; Yakar i wsp., 1999; Kaytor i wsp., 2001a]. Pro-
motor ten ma odpowiadac za powstawanie 60-65% transkryptéw w komorkach
watrobowych szczura i jest aktywny w réznych typach komorek i tkanek [Mittanck
i wsp., 1997]. Transkrypty z P1 genu IGF-1 wykazano we wszystkich tkankach
szczura [Adamo 1995; Wang i wsp., 1997; Yakar i wsp., 1999; Wang i wsp., 2000],
aich regulacje¢ przez czynniki inne niz GH [Wang i wsp., 2000]. Te zas powstajace
z promotora P2 wystepuja tylko w kilku tkankach, gléwnie w watrobie i nerce
oraz koduja endokrynowa forme IGF-1, pozostajaca pod kontrola GH [Wang
iwsp., 1997; Wang i wsp., 2000]. Promotor P2 genu IGF-1 jest stabiej poznany niz
P1. Staje si¢ aktywny w komorkach watroby w pdzniejszych etapach ontogenezy
wraz z poczatkiem reagowania organizmu na GH [Pell i wsp., 1993; Wang i wsp.,
1997; Wang i wsp., 2000]. Ostatecznie odpowiada za kontrole produkcji 35-40%
mRNA IGF-1 w watrobie dorostych szczuréw [Mittanck i wsp., 1997].

1.4. Izoformy IGF-1
Alternatywny splicing premRNA IGF-1 w komérkach ludzkich

Cztery z sze$ciu egzonéw ludzkiego genu IGF-1 ulegajg alternatywnemu splicin-
gowi [Tan i wsp., 2002]. Powstaja w ten sposob najpierw rézne mRNA IGF-1,
a nastepnie odmienne biatka prekursorowe IGF-1. Egzony 1 i 2 koduja peptydy
sygnalowe, ktore usuwane sg z prekursoréw biatkowych w procesie ich dojrzewa-
nia. Ekspresja premRNA IGF-1 zachodzi z réznych miejsc inicjacji transkrypcji
zlokalizowanych odpowiednio w obrebie egzonu 1 (promotor P1) oraz egzonu 2
(promotor P2). W dojrzalej czasteczce IGF-1 zawarte s3 aminokwasy kodowane
przezegzon 3i4. [Janseniwsp., 1983; Tobin iwsp., 1990; Yangiwsp., 1995]. Jansen
i wsp. podali sekwencje nukleotydowa ludzkiego watrobowego cDNA kodujacego
catkowity IGF-1 w komdrkach czlowieka i wskazali, Ze jest on produkowany jako
prekursor [Jansen i wsp., 1983]. Wyjasnity to kolejne prace badawcze. Dwa rozne
cDNA oraz dwa rézne mRNA z identycznymi koncami 5 w watrobie ludzkiej
scharakteryzowal Rotwein [Rotwein i wsp., 1986]. Dawaly one ekspresje dwoch
réznych prekursoréw biatkowych IGF-1 - jednego zbudowanego z 153, drugiego
z 195 aminokwas6w (aa) [Rotwein i wsp., 1986]. Juz te wczesne badania sugero-
waly tkankowo-specyficzng regulacje biosyntezy i dojrzewania RNA. Tobin i wsp.
opisali prekursorowe mRNA IGF-1 w komérkach guzowych T61 (transplantable
T61 human breast cancer xenograft) i ludzkiej watroby, ktére byto w 83% identycz-
ne ze szczurzym wariantem prekursora IGF-1. W genomie czlowieka zmapowano
go pomiedzy egzonem 1 i 2 genu IGF-1 (analogiczny ze szczurzym egzonem 1la).
Biatkowy prekursor skladat si¢ z 137aa, w tym 32-aminokwasowego peptydu sy-
gnalowego, 70-aminokwasowego IGF-1 oraz 35-aminokwasowego karboksylowe-
go konca (E peptyd) [Tobin i wsp., 1990]. mRNA tego IGF-1 wykazano w watrobie
ludzkiej, we wspomnianych komérkach guzowych T61 oraz w linii komérkowej
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raka jajnika, NIH OVCAR3 [Tobin i wsp., 1990]. Kolejne badania wykazaly, ze
egzony 3 i 4 koduja dojrzaly peptyd IGF-1 i s3 niezmienne. Alternatywne egzony
51 6 koduja rozne domeny E, ktorych funkcja nie jest dokladnie poznana, poza
cze$ciag domeny E kodowanej przez egzon 5, zawierajacej amidowany peptyd pro-
mujacy wzrost (amidated growth-promoting peptide) [Lund i wsp., 1991; Siegfried
iwsp., 1992]. Nastepne prace z zastosowaniem RT-PCR na RNA z ludzkiej watro-
by ujawnily, ze transkrypt IGF-1, ktdry ulega alternatywnemu splicingowi zawiera
egzon 3 i4, 49 bp egzonu 5 i egzon 6 (egzon 4-5-6) [Chew i wsp., 1995]. Wykaza-
no go takze w ludzkich hodowanych komoérkach raka watrobowo-komorkowego
HepG2 i obserwowano regulacje hormonalng tego transkryptu (wzrost ekspresji
po podaniu GH). Transkrypt z egzonu 4-5-6 odpowiadal za wytworzenie prepro-
-IGF-1 o dlugosci 158aa z 24-aminokwasowg sekwencja E-peptydu (zwanego Ec)
[Chew i wsp., 1995]. Wykazana sekwencja aminokwasowa Ec peptydu byta w 78%
homologiczna ze szczurzym peptydem Eb [Chew i wsp., 1995].

Alternatywny splicing IGF-1 w komérkach szczura

Alternatywny splicing u szczura dotyczacy egzondw 5 i 6 odpowiedzialny jest
za wystapienie w prepeptydach IGF-1 alternatywnych koncéw karboksylowych
[Zarrilli i wsp., 1994; Zhu i wsp., 1999; Barton 2006]. W wyniku réznych miejsc
startu transkrypcji z dwoch promotoréw P1 i P2 powstajg transkrypty ze zroz-
nicowanymi miejscami translacji w obrebie sekwencji 5} nalezacymi do réznych
ramek odczytu, a nastepnie powstajg prekursory biatek majace na koncu ami-
nowym peptydy sygnalne réznej dtugosci [Zarilli i wsp., 1994; Pao i wsp., 1995].
Opisano takze, ze dzieki wielu miejscom poliadenylacji wystepuje duze zrézni-
cowanie dlugosci powstajacych transkryptow. W tkankach szczura znajdowano
IGF-1 mRNA wielkosci od 1,2 do 7,5 kpz [Zarilli i wsp., 1994; Zhu i wsp, 1999].
Dlugo$¢ transkryptéw moze réwniez wplywac na wydajno$¢ translacji — trans-
krypty krotsze wigza si¢ preferencyjnie z polisomami, a dluzsze stabiej, co moze
wynika¢ z obecnosci kodonu terminacji w poblizu miejsc inicjacji translacji [Za-
rilli i wsp., 1994]. Obecnos¢ réznych transkryptow swiadczy o tkankowo-specy-
ficznym auto- i/lub parakrynowym dzialaniu i odrebnej regulacji obu promo-
toréow genu. Uwaza si¢ rowniez, ze obecno$¢ réznych transkryptow wynika ze
zréznicowanej odpowiedzi na czynniki srodowiskowe, w tym diete i sposéb od-
zywiania si¢ [Pell i wsp., 1993; Zhang i wsp., 1997; Yu i Rohan, 2000].

Jak wynika z wigkszoéci badan nad izoformami IGF-1, w wiekszosci tkanek
ssakow ekspresja genu IGF-1 polega na powstawaniu wielu rodzajow mRNA tego
peptydu, réznigcych si¢ zaréwno sekwencja kodujaca, jak i dtugoscia, ktére ko-
duja zaréwno krazace, jak i tkankowo-specyficzne izoformy biatka IGF-1 [Ada-
mo 1995; Barton 2006]. Dominuje transkrypt okreslany jako IGF-1Ea (IGF-1A),
kolejnym jest IGF-1Eb (IGF-1B) oraz IGF-1Ec (IGF-1C).

Prekursor bialkowy IGF-1 wystepuje w dwdch podstawowych izoformach:
IGF-1A (zawierajacej 153aa) oraz IGF-1B (zawierajacej 195aa), roznigcych si¢



koncem czasteczki, na ktérych wystepuje tzw. peptyd E o blizej nieznanej funkcji.
Prekursory te przetwarzane s3 w identyczne dojrzate czasteczki IGF-1 [Barton,
2006]. Dojrzate czasteczki IGF-1 i IGF-2, podobnie jak proinsulina, zbudowane
sa z domen B, C, i A (koniec aminowy) oraz dodatkowej domeny D na kon-
cu karboksylowym, ktéra nie jest obecna w proinsulinie [Daughaday i Rotwein,
1989].

1.5. Rola izoform IGF-1

Rola wystepowania wielu izoform réznych peptydéw nie jest do konca jasna, cho¢
wiele genow czlowieka podlega alternatywnemu splicingowi [Graveley 2001]. Na-
lezy don gen IGF-1 [Lund i wsp., 1991; Adamo 1995; Barton 2006].

Izoformy transkryptow i bialek IGF-1 pelnig rézne funkgje fizjologiczne w za-
leznoéci od tkanki, np. w tkance mig$niowej szkieletowej wiele izoform IGF-1
odgrywa krytyczna role w rozwoju, regeneracji i utrzymaniu masy migsnia [Ha-
meed i wsp., 2004; Matheny i wsp., 2010]. Badania wskazuja, ze rézne izoformy
transkryptow IGF-1 w przypadku uszkodzenia mie$nia szkieletowego produko-
wane s3 w roznym czasie [Matheny i wsp., 2010]. mRNA izoformy IGF-1Eb ko-
reluje z markerami komorek satelitarnych migsnia oraz z proliferacjg mioblastow,
natomiast ekspresja mRNA izoformy IGF-1Ea jest zwigzana z réznicowaniem
tych komdrek do dojrzatych wtdkien miesniowych [Matheny i wsp., 2010].

Badania Tan i wsp. w modelu in vitro wykazaly jadrowa (i silng jaderkowg) lo-
kalizacje izoformy IGF-1, powstajacej z eksonu 5. Izoformy powstajace z egzonu 1
i2 byly zlokalizowane w cytoplazmie komorek, co sugeruje ich rol¢ jako funkcjo-
nalnych peptydow w sekrecyjnej Sciezce sygnalowej. Jadrowa i jaderkowa lokali-
zacja byla takze obserwowana w przypadku, gdy dojrzata domena byta usuwana
z chimer lub gdy same peptydy sygnalowe byly usuwane [Tan i wsp., 2002]. Au-
torzy konkluduja, ze za takg lokalizacj¢ izoformy IGF-1 (domeny Eb) odpowiada
obecno$¢ koncowych 4 aminokwaséw (motyw R/K-R/K-X-R/K), znajdywanych
w wielu sygnatach jadrowej lokalizacji (nuclear localization signals), charaktery-
stycznych réwniez dla innych czynnikéw wzrostowych [Tan i wsp., 2002]. Rola
jaderkowej lokalizacji nie zostala przez tych autoréw wyjasniona. Nie wykluczaja
oni zwigzku jaderkowej lokalizacji domeny Eb IGF-1 z regulowaniem szlaku p53-
-Mdm2-ARF w onkogenezie [Weber i wsp., 2000; Tan i wsp., 2002].

Badania innych autoréw sugeruja role roéznych splicingowych form IGF-1 jako
czynnikéw prognostycznych w wielu typach nowotwordw czlowieka [Goreckiiwsp.,
2007; Armakolas i wsp., 2010; Koczorowska i wsp., 2011; Kasprzak i wsp., 2013].

1.6. Gen IGF-1 a inne czynniki biatkowe

W obrebie sekwencji regulatorowych 5UTR obu promotoréw genu IGF-1
u szczura (lepiej zbadanego niz u cztowieka) stwierdzono wystepowanie wielu
miejsc potencjalnego, specyficznego przylaczania si¢ czynnikow transkrypcyij-
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nych, ktére moga regulowac jego ekspresje, m.in. AP1, HNF la [Umayahara
i wsp., 1999; Kaytor i wsp., 2001b], FP1 [Wang i wsp., 1997], biatek z rodziny C/
EBP/LAP [Umayahara i wsp., 1999; Kaytor i wsp., 2001b], biatek HS3A-HS3F,
GRE, Inr, SP1, miejsce wigzania bialek IRBP [Pao i wsp., 1995; Zhu i wsp., 1999;
Kaytor i wsp., 2001a], GATA A i GATA B [Wang i wsp., 2000] i CRE.

U czlowieka w rejonie regulatorowym genu IGE-1 stwierdzono wystepowanie
podobnych miejsc wigzania czynnikéw biatkowych [Pao i wsp., 1995; Mittanck
i wsp., 1997; Umayahara i wsp., 1999; Wang i Chard, 1999]. Wykazano, ze cz¢§¢
miejsc wigzania czynnikéw bialkowych ma znaczenie dla ekspresji genu IGF-1
oraz jego regulacji. I tak, np. obnizong zdolnos¢ oddzialywania niektorych czyn-
nikéw jadrowych na rejony genu IGF-1 stwierdzono w watrobie szczuréw z cu-
krzyca [Pao i wsp., 1995; Kaytor i wsp., 2001b].

1.7. Budowa i funkcja IGF-6ow

IGF-y tworzg heterogenng grupe biatek o wlasciwosciach insulino-podobnych
oraz promujacych wzrost wielu tkanek organizmu. Biatko IGF-1 zostalo ziden-
tyfikowane w 1957 roku przez Salmona i Daughadaya. Nazwano je surowiczym
czynnikiem sulfatacyjnym. Wykazano bowiem, ze czynniki zawarte w surowi-
cy ludzkiej stymuluja wbudowywanie *S w chrzastke szczura in vitro [Salmon
i Daughaday, 1957]. Kolejno okreslono szerszy zakres aktywnosci biologicznej
tych czynnikéw, m.in. udzial w stymulacji syntezy DNA, RNA i biatek w hodow-
lach tkankowych. Ze wzgledu na silne posrednictwo czynnika sulfatacyjnego
w dzialaniu GH, Daughaday nazwal je somatomedyna. Kolejne badania wykaza-
ly, ze s trzy somatomedyny: A, Bi C.

W koncu lat 70. XX wieku wyizolowano i oczyszczono z surowicy ludzkiej
dwa strukturalnie bardzo podobne polipeptydy o m.cz. 7,5 kDa. Zostaly one
zsekwencjonowane i opisane. Ze wzgledu na strukturalne podobienstwo do pro-
insuliny i zdolno$¢ do nasladowania niektorych efektow biologicznych insuliny,
zostaly nazwane insulinopodobnymi czynnikami wzrostu, IGF-1 i IGF-2 [Rin-
derknecht i Humbel, 1976a i b; Rinderknecht i Humbel, 1978]. Mimo struktural-
nego podobienstwa do insuliny wlasciwosci IGF-6w wskazuja na ich odmienng
funkcje biologiczng. Pod koniec lat 70. XX wieku ustalono, ze somatomedyna C
jest identyczna z IGF-1, somatomedyna A to dezamidowana forma IGF-1, nato-
miast somatomedyna B okazala si¢ artefaktem [Rinderknecht i Humbel, 1978].

Ludzkie IGF-y s3 jednotancuchowymi peptydami zbudowanymi z 70 i 67
reszt aa, zawierajacymi trzy wewnatrzczasteczkowe mostki -S-S. Wykazuja one
wzajemnie 62% homologii sekwencji aminokwasowej, a takze 43% (IGF-1) i41%
(IGF-2) homologii z czasteczka ludzkiej proinsuliny [Daughaday i Rotwein, 1989;
LeRoith 2000; Schneider i wsp., 2002]. W czasteczce dojrzalych peptydéw mozna
wyro6zni¢ 4 domeny: B, Ci A (zaczynajac od konca aminowego) oraz dodatko-
wej domeny D na koncu karboksylowym, ktéra nie jest obecna w proinsulinie
[Daughaday i Rotwein, 1989; LeRoith 1997]. W rejonie C-konicowym czastecz-



ki prekursorowej IGE-1 wystepuje zmienny peptyd E (24 aa), wycinany podczas
dojrzewania prepeptydéw [Chew i wsp., 1995].

IGF-y kraza w krwioobiegu w stezeniach nanomolarnych i w wiekszosci zwig-
zane s3 z jednym z szesciu bialek wiazacych (IGFBP), ktére moduluja ich aktyw-
nos¢ biologiczna [LeRoith 1997; Daughaday 2000; Schneider i wsp., 2002].

IGF-1
Bialko to jest zachowane ewolucyjnie i wraz z IGF-2 nalezy do tej samej rodziny
co insulina i relaksyny, wykazujac podobng budowe strukturalng [Daughaday
i Rotwein, 1989; Pao i wsp., 1995; LeRoith 1997]. Jest malym biatkiem sekrecyj-
nym o m.cz. 7649 Da [Mittanck i wsp., 1997; Wang i Chard, 1999], zbudowanym
z pojedynczego fancucha polipeptydowego, zawierajacego 70 aminokwaséw, po-
faczonych wigzaniami disiarczkowymi [Zarrilli i wsp., 1994; LeRoith 1997]. Pre-
kursor IGF-1 wystepuje w dwdch izoformach: IGF-1A (153 aa) oraz IGF-1B (195
aa) [Barton 2006].

IGF-1 wywiera wplyw na drogi sygnalowe w komoérkach poprzez faczenie si¢
z réznymi powierzchniowymi receptorami: IGF-1R, IGF-2R, receptorem insu-
linowym (IR) i receptorem hybrydowym, zbudowanym w potowie z czgsci re-
ceptora IGF-1R, za$ w drugiej potowie IR (IGF-1R/IR) [Soos i wsp., 1990; prze-
glad tematu: Rojek i Niedziela, 2007; Belfiore i wsp., 2009; Siddle 2011; Kasprzak
i Adamek, 2012].

IGF-2

Bialko IGF-2 zbudowane jest z 67 aminokwasow i wykazuje 65% homologii
2 IGF-1 [O’Dell i Day, 1998]. Ludzki gen kodujacy IGF-2 znajduje si¢ na krotkim
ramieniu chromosomu 11 (11p15.5) i sktada si¢ on z dziewieciu egzonow. Pierw-
sze szes$¢ to egzony niekodujace. Kontrola ekspresji zachodzi z czterech promoto-
réw (P1-P4). U dorostych transkrypcja rozpoczyna sie z promotora P1. W wieku
plodowym, a takze w nowotworach wystepuje transkrypcja z promotoréw P3
i P4 [Zhang i wsp., 1996; Lee i wsp., 2001]. Aktywno$¢ genu IGF-2 jest regulowa-
na poprzez pigtnowanie genow (tzw. imprinting genomowy) [Khandwala i wsp.,
2000]. W okresie embrionalnym obserwuje si¢ wyzsza ekspresje tego hormonu
[O’Dell i wsp., 1998], jest on wowczas istotnym czynnikiem modulujacym wzrost
i réznicowanie mie$ni [Khandwala i wsp., 2000]. IGF-2 wykazuje dzialanie mito-
genne na rozne komarki, odgrywajac istotng role w karcynogenezie. Swoj wpltyw
na komorki wywiera poprzez wigzanie si¢ glownie z receptorem typu I IGF (IGF-
-1R), ale rowniez z cation-independent mannose-6-phosphate receptor (IGF-IIR/
MPR) [Szebenyi i Rotwein, 1994; Frasca i wsp., 1999]. IGF-2 faczy sie rowniez
z wysokim powinowactwem z izoformg A receptora insulinowego (IR-A). Na-
sila wigc gtéwnie efekt mitogenny, a nie metaboliczny. Wiecej IR-A wykazano
w tkankach plodu i niektérych nowotworach, co potwierdza posrednio udziat
IGF-2 w embriogenezie i kancerogenezie [Frasca i wsp., 1999].
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Biatka wigzqce IGF-y

We krwi IGF-y (w odréznieniu od insuliny) tacza si¢ w kompleksy z 6 specyficz-
nymi bialkami no$nikowymi — IGFBP 1-6 [Zarilli i wsp., 1994; LeRoith 1997;
Murphy 1998; Wang i Chard, 1999; Yakar i wsp., 1999; Schneider i wsp., 2002].
Masa czasteczkowa IGFBP waha si¢ od 17 do 43 kDa [Murphy 1998; Schneider
i wsp., 2002], a podobienstwo ich sekwencji wynosi 47-60%.

Cechg wspolng rodziny IGFBP jest obecnos¢ w ich czasteczkach trzech, od-
rebnych strukturalnie domen, z ktérych 1 i 3, bogate w cysteiny, znajdujace si¢
przy obu koncach czasteczki, s3 zachowawcze i podobne we wszystkich szesciu
podgrupach. Srodkowa domena natomiast jest inna w kazdej z grup i (za wyjat-
kiem IGFBP-4) nie zawiera cystein. Sekwencje fragmentéw biatek IGFBP-11 -3
kodowanych przez egzon 1 s najbardziej (w 28%) podobne, natomiast najnizsze
homologie stwierdzono dla egzonu 2. Poréwnania sekwencji egzonu 4 pomiedzy
IGFBP-1i 2 dowiodty az 50% ich podobienstwa, podczas gdy analogiczne przy-
réwnanie do IGFBP-3 ukazuje odpowiednio 25% i 30% [Rinderknecht i Hum-
bel, 1978].

Geny IGFBP wykazuja podobng organizacje¢ i skladaja si¢ z 4 egzondw, ko-
dujacych domeny zachowawcze, C- i N-konicowa. Wazng role w interakcji z IGF
odgrywa szczegélnie rejon N-koncowy biatek [Rechler 1993; Kelley i wsp.,
1996]. W obrebie kazdej domeny moga wystepowa¢ funkcjonalne motywy lub
subdomeny, ktére decyduja o zréznicowanej funkeji biatek wigzacych IGF [Hwa
i wsp., 1999].

Najbardziej do siebie podobne sg IGFBP-3 i 5 [Murphy 1998]. Ponadto stwier-
dzono wystepowanie bialek strukturalnie podobnych do IGFBP, nazwanych
biatkami spokrewnionymi z biatkami wiazacymi IGF (IGFBP-related proteins,
IGFBP-rPs) [Murphy 1998; Schneider i wsp., 2002].

Wiekszo$¢ IGF-6w obecnych we krwi i srodowisku pozakomoérkowym wyste-
puje w postaci duzych kompleksow (125-150 kDa), ktérych stezenie zalezne jest
od GH. U czlowieka w okresie plodowym dominujg dwusktadnikowe kompleksy
IGF/IGFBP, wielkosci okolo 50 kDa. Najczesciej wigzaca proteing jest wtedy IG-
FBP-2. W okresie dorastania i wieku dojrzatym IGFBP-3 petni w tych komplek-
sach funkcje podjednostki wigzacej IGF-y (podjednostka {3). Pozostatymi sklad-
nikami kompleksow sa: kwasolabilna podjednostka a (Acid-labile subunit, ALS)
o m.cz. 84-86 kDa i jeden z IGF-6w (podjednostka y) [LeRoith 1997; LeRoith
i Butler, 1999; Wang i Chard, 1999; Pollak 2008]. Wiegkszos¢ glikoproteiny ALS
w surowicy wystepuje w formie niezwigzanej [Khosravi i wsp., 1997].

Potréjne kompleksy IGF-1-IGFBP-3-ALS nie moga przenikac przez $ciany
naczyn krwionosnych i wiazac si¢ z receptorem insulinowym. Dopiero podwoj-
ne kompleksy i wolne IGF-y uwolnione z komplekséw opuszczajg uklad krazenia
i wnikaja do tkanek docelowych przy udziale innych biatek wiazacych [LeRoith
1997; LeRoith i Butler, 1999; Wang i Chard, 1999]. Caly mechanizm dziatania
i biodostepnosci wolnego IGF-u dla tkanek docelowych zwigzany jest z przesu-



nieciem IGF-1 z kompleksu 150 kDa do 50 kDa, a nastgpnie z proteolizg IGFBP
(przez proteazy), uwalniajacg IGF do krwioobiegu [Firth i Baxter, 2002].

Okoto 75% IGF-1 wystepuje w kompleksie utworzonym przez biatko IGFBP-3
oraz kwasolabilng podjednostke ALS [Baxter 2000]. Ten potrdjny kompleks o m.
cz. 150 kDa stanowi rezerwuar bioaktywnego IGF-u, ktérego czas poltrwania
wynosi ponad 12 godzin, podwdjnego 30-90 minut, a wolnego IGF-1 tylko 10
minut [LeRoith 1997; Murphy 1998; Wang i Chard, 1999; Schneider i wsp., 2002].
Gléwnym regulatorem syntezy podjednostki ALS in vivo oraz stymulatorem eks-
presji genowej IGF-1 i wielu IGFBP jest hormon wzrostu [Etherton i Baumnan,
1998]. Dotychczas jednak tylko w promotorze genu ALS udalo sie zidentyfikowac
element wrazliwy na GH [Boisclair i wsp., 1996]. U myszy element ten nazwano
ALSGASI ze wzgledu na podobienstwo do sekwencji GAS interferonu gamma
[Schindler i Darnell, 1995]. Element ten jest zachowawczy w genomie czlowieka
i innych gatunkéw [Rhoads i wsp., 2000]. Wplyw GH na transkrypcje genu ALS
zachodzi poprzez biatka STAT 5a i 5b, ulegajace translokacji do jadra komoérko-
wego i wigzace si¢ z elementem ALSGASI.

Potréjny kompleks z IGF oraz ALS formuje takze IGFBP-5 i stanowi on ok.
10% puli catkowitego potréjnego kompleksu w surowicy [Twigg i Baxter, 1998;
Twigg 1 wsp., 1998]. W plynach ustrojowych wystepuje takze podwojny kom-
pleks o m.cz. 50 kDa utworzony przez IGF-1 i pozostale biatka wigzace (IG-
FBP-1, -2, -3, -4 oraz -6). Przechodzi on szybko do przestrzeni miedzykomor-
kowej [Lee 1998].

Receptor IGF-1 typu I Receptor IGF-1 (IGF-1R) jest zbudowany z dwdch pod-
jednostek a i p (odpowiednio 706 i 626 aa). Biatko to o masie 225 kDa jest gliko-
proteing zlokalizowang w blonie komoérkowej. Funkcja zewnatrzkomdérkowych
podjednostek a jest wigzanie liganda, zas przezblonowe podjednostki f wykazuja
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej [LeRoith 2000; LeRoith i wsp., 2001]. Gen IGF-1R
zlokalizowany jest na chromosomie 15 i zawiera az 15 egzonoéw. Strukturalnie
IGF-1R zblizony jest do receptora insulinowego (IR) (60% homologii) [LeRoith
2000]. IGF-11iinsulina moga faczy¢ si¢ z kazdym z receptoréw, zaréwno z IGF-1R
jak i IR [Steele-Perkins i wsp., 1988]. Receptor IGF-1R ma najwyzsze powinowac-
two do IGF-1, a kilkukrotnie nizsze do IGF-2 [Stewart i Rotwein, 1996]. Ekspre-
sja IGF-1R jest regulowana przez hormony steroidowe i czynniki wzrostu (IGF-1,
PDGF, EGE FGF) [Yu i Rohan, 2000]. Zwig¢kszong ekspresj¢ IGF-1R stwierdzo-
no w plodowej i regenerujacej sie watrobie szczura [Caro i wsp., 1988]. Wzrost
ekspresji IGF-1R obserwowano w raku prostaty, piersi, ptuc [przeglad tematu:
Maki 2010]. Usuniecie genu kodujacego IGF-1R lub hamowanie jego ekspresji
hamuje transformacje komorki in vitro [Baserga 1995]. Wszystkie myszy z mu-
tacja genu IGF-1R umieraly przy urodzeniu i prezentowaly wyrazny niedobdr
wzrostu (45% wielkosci zdrowych myszy) [Liu i wsp., 1993]. Ogromne znaczenie
w regulacji proceséw komoérkowych ma droga sygnatowa IGF-1/IGF-1R. Polg-
czenie IGF-1 z receptorem IGF-1R stymuluje proliferacje komérkowa i hamuje
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apoptoze. Aktywacja kinazy tyrozynowej uruchamia katalize fosforylacji wielu
komorkowych protein, m.in. biatka IRS i SHC. Prowadzi to do aktywacji $ciez-
ki sygnalowej Ras-Raf-MEKs-ERK oraz MAPK, ktéra wywiera efekt mitogenny
poprzez stymulacje cykliny D1 i protoonkogenéw (c-FOS, c-JUN). Aktywacja
bialek IRS 1-4 uruchamia $ciezke PI3K/Akt i poprzez Bad/Bcl-2 hamuje apop-
toze, za$ poprzez mTOR/S6K prowadzi do produkeji bialek [przeglad tematu:
Kasprzak i Adamek, 2012]. Zahamowanie ekspresji IGF-1R poprzez leki czy mo-
noklonalne przeciwciala jest obecnie tematem licznych poszukiwan badawczych
i prob klinicznych w terapii nowotworéw [Maki 2010].

1.8. Surowicze stezenia biatek z rodziny IGF
IGF-1

Stezenie IGF-1 w surowicy jest prawie 1000-krotnie wyzsze od insuliny. Zalezy
ono od wielu czynnikéw, migdzy innymi od wieku i plci. Stezenie IGF-1 jest niskie
zaraz po urodzeniu i wzrasta systematycznie w dziecinstwie, osiagajac najwyzsze
wartosci przed- i w okresie dojrzewania plciowego. U dziewczat najwyzsze steze-
nie IGF-1 wystepuje w wieku ok. 14,5 lat (ok. 410 pg/1), za$ u chlopcow stwierdza
sie je rok pozniej (382 pg/l) [Juul i wsp., 1994]. Najwyzsza réznica stezen zalezna
od pici (o ok. 70 ug/l wyzsza u dziewczat) wystepuje w wieku 11-13 lat, za$ po 20
r.z. obserwuje si¢ odwrdcenie roznic i wyzsze stezenia IGF-1 wystepuja u mez-
czyzn, przy czym $rednia réznica w obrebie plci zmniejsza si¢ i wynosi 6-26 pg/l.
Najnizsze réznice w stezeniu IGF-1 u obu plci obserwowano w 4. i 5. dekadzie
zycia [Brabant i wsp., 2003]. Inni autorzy opisuja zmniejszanie si¢ stezenia IGF-1
niezaleznie od plci [Aimaretti i wsp., 2008; Rosario 2010]. Ten systematyczny
spadek stezenia IGF-1 z wiekiem u kobiet to 13% redukecji na dekade, za$ u mez-
czyzn 11% [Andreassen i wsp., 2009]. Znaczne obnizanie si¢ stezenia IGF-1 na-
stepuje po okoto 25. r.z., po czym jego powolny spadek obserwuje si¢ do 80. r.z.
[Juul i wsp., 1994]. Stezenie wolnego IGF-1 stanowi okoto 1% catkowitego IGF-1,
a zmiennos¢ jego stezenia w zaleznosci od wieku jest podobna do zmian catko-
witego IGF-1 [Yu i wsp., 1999].

Zmiany stezenia IGF-1 sa zalezne od stezenie hormonu wzrostu [LeRoith
1997; Yakar i wsp., 1999; Daughaday 2000]. Niezaleznie od GH na surowicze
stezenie IGF-1 wplywa stopien odzywienia. W dziecinstwie i w okresie osigga-
nia dojrzatosci plciowej nie stwierdzono korelacji pomigdzy stezeniem IGE-1
a BMI [Juul i wsp., 1994]. U 0s6b z niedowaga (BMI < 21) i nadwaga (BMI > 29)
obserwuje si¢ obnizenie stezenia IGF-1 [Holmes i wsp., 2002]. W przypadkach
otylosci i otytoéci olbrzymiej przybiera coraz nizsze wartosci. Analiza odchylenia
standardowego stezenia IGF-1 (standard deviation score, SDS) wykazala, iz zmia-
ny stezenia zalezne od masy ciala obserwowano niezaleznie od plci. Najwyzsze
warto$ci SDS IGF-1 notowane sa w grupie kobiet z BMI od 27,5 do 30, za$ u mez-
czyzn z BMI od 22,5 do 25 [Schneider i wsp., 2006].



Wykazano takze rasowe réznice w surowiczym stezeniu IGF-1 u mezczyzn
w wieku od 40. do 75. r.z. Odpowiednio u rasy kaukaskiej, azjatyckiej i afroame-
rykanéw $rednie stezenia IGF wynosily 224 ng/ml, 208 ng/ml i 205 ng/ml [Platz
i wsp., 1999].

U kobiet stwierdzono negatywna korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1 i ste-
zeniem insuliny [Lecomte i wsp., 1998]. Niskie stezenia IGF-1 sg $ciSle zwigzane
ze wzrastajagcym ryzykiem rozwoju nietolerancji glukozy i cukrzycy typu 2 [San-
dhuiwsp., 2002]. U chorych na cukrzyce stezenie IGF-1 obniza sie [Sesti i wsp.,
2005] i odwrotnie koreluje ze stezeniem glikozylowanej hemoglobiny (HbA )
[Livingstone i Ferns, 2003]. Insulinoterapia w cukrzycy powoduje zmniejsze-
nie wrotnych stezen insuliny. Te zmniejszone stezenia insuliny moga prowadzi¢
do niewystarczajacej produkcji IGF-1 w watrobie. U chorych z cukrzyca réw-
niez wzrasta stezenie IGFBP-1 [Livingstone i Ferns, 2003]. U szczuréw z in-
dukowanga cukrzyca stwierdzono obnizanie si¢ stezenia krazacego IGF-1 oraz
watrobowego mRNA IGF-1 i znaczny wzrost (powyzej 400%) IGFBP-1 mRNA
w watrobie. Wartosci te powracaly do normy po leczeniu insuling [Pao i wsp.,
1995]. IGF-1 wzmaga wychwyt glukozy do tkanek obwodowych. Jest to efekt
insulinopodobny, ktéry moze zachodzi¢ za posrednictwem IGF-1R lub IR [Le
Roith i wsp., 2001].

Stezenia IGF-1 i IGFBP-3 sg stale w ciggu dnia, cho¢ gtéwnym czynnikiem
wplywajacym na produkcje i wydzielanie obu tych biatek jest GH, wydzielany na
drodze pulsacyjnej [Blum i wsp., 1993]. Wraz z wiekiem dominujaca role w stabi-
lizacji stezenia krazacego IGF-1 odgrywa odzywienie, funkcja watroby, poziomy
hormonéw plciowych oraz insulina. Oznaczanie stezenia IGF-1 jest badaniem
powtarzalnym. Niewielkie roznice wynikéw (< 20%) stwierdzono u 99% o0séb
zdrowych, ktérym powtoérzono badanie po uptywie 12 tygodni [Rosario 2010].

IGF-2

Prawidlowe stezenie IGF-2 w surowicy u oséb dorostych wynosi ok. 700 ng/ml.
Po urodzeniu stezenie IGF-2 jest niskie, wzrasta z wiekiem do okresu dojrzewa-
nia. Nie obserwowano w tym okresie zmian surowiczych stezen podobnych do
stezen IGF-1. Nastepnie stezenie IGF-2 utrzymuje si¢ na niezmienionym pozio-
mie do konca zycia. Rdznica w obrebie plci jest niewielka (tylko 2%) [Yu i wsp.,
1999]. U nieleczonych os6b z niedoborem hormonu wzrostu stezenia IGF-2 sg
nizsze i osiagaja wartoéci okoto 200 ng/ml, zas w przypadkach guzéw wydziela-
jacych GH stezenia te pozostaja w wartosciach prawidtowych [Daughaday i Ro-
twein, 1989]. Stezenie IGF-2 réwniez nie ulega istotnej zmianie w trakcie terapii
estrogenami [Rooman i wsp., 2002].

Biatka wigzqce IGF (IGFBP)

Podstawowg rola biatek nosnikowych IGFBP (zwtlaszcza IGFBP-3) jest lokal-
na modulacja dziatania IGF-6w oraz przedluzanie czasu pottrwania i transport
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IGF-6w (zwlaszcza IGFBP-3) [Daughaday i Rotwein, 1989; LeRoith 1997; Mur-
phy 1998; Wang i Chard 1999; LeRoith i wsp., 2001]. Moga one wplywac nie-
zaleznie od IGF-6w na proliferacje i migracje komoérek [Murphy 1998; Shoba
i wsp., 1999; LeRoith i wsp., 2001].

Surowicze stezenie IGFBP-3, podobnie do IGF-1, zmienia si¢ wraz z wiekiem,
stopniowo wzrastajac do okresu dojrzewania, a nastepnie obniza si¢. Nieco wyz-
sze stezenia IGFBP-3 notuje si¢ u kobiet [Raslan i wsp., 2007], przy czym srednie
stezenia IGFBP-3 nie rdznig si¢ u kobiet przed i po menopauzie. Istotna réznice
w stezeniu tych biatek stwierdzono tylko pomiedzy 3. i 4. dekada zycia [Shin
i wsp., 2008]. Stezenie IGFBP-3 nie koreluje rowniez z BMI [Colakoglu i wsp.,
2007]. Wykazano zwigzek pomiedzy nizszymi surowiczymi stezeniami IGF-1
i zmniejszonym surowiczym wskaznikiem IGF-1/IGFBP-3 oraz wyzszymi suro-
wiczymi stezeniami IGFBP-3 a stluszczeniem watroby (pacjenci bez wirusowych
choréb watroby, nowotworéow zlosliwych, marskosci watroby czy spozywania
nadmiernej ilosci alkoholu) [Vélzke i wsp., 2009]. Srednie stezenia IGFBP-3 s
podobne u rasy kaukaskiej i azjatyckiej, zas u afroamerykanow o ok. 13% nizsze.
Najwyzsza warto$¢ surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 stwierdzono u rasy
kaukaskiej, za$ najnizszg u Azjatéw [Platz i wsp., 1999].

Stezenie IGFBP-6 znaczaco wzrasta od urodzenia do okresu dojrzewania, za$
w dalszych okresach zycia zmiany stezenia tego biatka sg minimalne. U mezczyzn
notowano wyzsze stezenia IGFBP-6 niz u kobiet. Obserwowano réwniez istotng
réznice stezen tego biatka pomiedzy surowica a osoczem (175,4 + 56,7 vs. 141,8
56,8 ng/ml). Przyczyna tego zjawiska nie zostata wyjasniona [Raslan i wsp., 2007].

IGF-y w zyciu ptodowym

U czlowieka w zyciu plodowym surowicze st¢zenie IGF-1 jest niskie i najprawdo-
podobniej niezalezne od stezenia i dziatania GH. Utrzymuje si¢ tak do ostatniego
tygodnia cigzy. Nieznane sg mechanizmy kontrolujgce t¢ GH-niezalezng synteze
i wydzielanie IGF-1 w zyciu plodowym [Zarrilli i wsp., 1994; Daughaday 2000].
W okresie tym najwieksze znaczenie ma takze synteza IGF-1 przez inne niz wa-
troba tkanki [Yakar i wsp., 1999]. Podczas rozwoju embrionalnego produkowany
jest takze IGF-2 [LeRoith 1997]. Bialka IGFBP-1 i -2 s3 gtéwnymi bialkami wig-
zacymi obecnymi w Zyciu plodowym u ludzi [Wang i Chard, 1999].

IGF-1 a wgtroba

W okresie postnatalnym watroba jest gtéwnym Zrédtem krazacego IGF-1 i bial-
ko to wytwarzane jest gtéwnie pod wptywem hormonu wzrostu. Na wydzielanie
IGF-1 wplyw maja takze m.in. wiek [LeRoith 1997], pte¢ [LeRoith 1997; Daugha-
day 2000], dieta i odzywianie [Pell i wsp., 1993; LeRoith 1997; Yakar i wsp., 1999].
Z hormonoéw znaczenie maja przede wszystkim: insulina i hormon przytarczyc
[LeRoith 1997], hormony plciowe [Zarrilli i wsp., 1994; Kaytor i wsp., 2001a i b],
czynniki sygnalne posredniczace w odpowiedzi na GH [Shoba i wsp., 1999] oraz



lokalne czynniki komdrkowe [Zhu i wsp., 1999]. Stezenie IGF-1 obniza si¢ u cho-
rych na cukrzyce z niedoboru insuliny, a regulacja syntezy IGF-1 w tym przy-
padku jest tkankowo-specyficzna [Zarrilli i wsp., 1994]. W ciazy IGF-1 tylko nie-
znacznie wzrasta (wysokie stezenie estrogenow, ktore obnizaja sekrecje IGF-1)
[Daughaday 2000].

Cho¢ najwiekszg ilo§¢ IGF-1 stwierdzono w komdrkach watroby (50-100 wig-
cej niz w innych tkankach), to badania na poziomie RNA wykazaly, ze w tkance
tluszczowej ilos¢ transkryptu doréwnuje watrobie [Zarrilli i wsp., 1994]. IGF-1
produkowany w watrobie wykazuje gléwnie dzialanie endokrynowe, a IGF-1
syntetyzowany przez inne tkanki dziata w sposdéb para- i/lub autokrynowy. Co
ciekawe, cho¢ prawidtowa watroba to narzad z najwyzszym poziomem ekspre-
sji IGF-1, posiada ona prawie niewykrywalne poziomy mRNA receptora IGF
typu I (IGF-1R). Taki wzor ekspresji moze by¢ thumaczony negatywna regulacja
IGF-1R w odpowiedzi na lokalnie produkowany IGF-1. W przeciwienstwie do
hepatocytéw, wskazuje sie na obecno$¢ IGF-1R na komérkach niemigzszowych
watroby (komorki Browicza-Kupffera, miofibroblasty i komdrki gwiazdziste wa-
troby) [Scharf i wsp., 2001].

Badania z zastosowaniem hybrydyzacji in situ u szczura wykazaly, ze trans-
krypty IGF-1, IGFBP-3 oraz ALS nie s3 produkowane w watrobie przez te same
komorki [Chin i wsp., 1994]. W hepatocytach obecne byty transkrypty ALS
iIGF-1,a mRNA IGFBP-3 wylacznie w komoérkach zatok watrobowych. W hepa-
tocytach wykazano koekspresje mRNA ALS i transkryptow receptora GH (GHR),
co sugeruje, ze GH bezposrednio reguluje genowa ekspresje ALS. Wigkszy spa-
dek mRNA ALS (90%) w poréwnaniu z mRNA IGFBP-3 (50%) po hipofizekto-
mii wskazuje na dodatkowa role IGFBP-3 niz budowanie potréjnego kompleksu
z IGF-11 ALS [Chin i wsp., 1994].

IGF-1 wywiera mitogenne dzialanie poprzez nasilanie ekspresji cykliny D1
i regulacje ekspresji niektorych protoonkogenéw (c-FOS, ¢-JUN). Ponadto dziata
antyapoptotycznie oraz moduluje odpowiedZz immunologiczng organizmu po-
przez regulacje produkeji cytokin (IL-3 i IL-14), ktére biorg udziat w regulacji
wzrostu komorki [Le Roith i wsp., 2001]. Wykazano réwniez, ze krétkie peptydy
bedace produktami proteolitycznego cigcia prekursoréow IGF-1 moga mie¢ dzia-
tanie promujace wzrost prawidtowych i ztosliwych komoérek nabtonka oskrze-
lowego, a proponowana funkcja innych, krétszych ich form jest dziatanie po-
dobne do neurotransmiteréw [Zarrilli i wsp., 1994]. Jak wykazujg badania IGF-1
reguluje ekspresje ponad 50 gendéw zwigzanych z mitogenezg i réznicowaniem
komorek. Swe mitogenne dziatanie wywiera jednak gléwnie poprzez zwigkszanie
syntezy DNA i stymulacje ekspresji cykliny D1, ktéra przyspiesza przejscie cyklu
komérkowego z fazy G1 do S [Le Roith i wsp., 2001].

Dla receptora IGF-1 (IGF-1R) opisano takze mechanizm alternatywnego spli-
cingu i powstawanie dwoch zréznicowanych mRNA, ktére réznia sie tylko trze-
ma nukleotydami (CAG). Na modelu chomiczym wykazano, ze receptor pozba-
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wiony tych trzech nukleotydéw (CAG-) okoto dwa razy silniej stymuluje IGF-1
w swoich dziataniach mitogennych. Wigksza ekspresje obu izoform transkryptéw
opisywano w licznych nowotworach u ludzi i zwierzat. Obnizenie regulacji doj-
rzalego receptora prowadzito do masywnej apoptozy komoérek nowotworowych
[Baserga i wsp., 2003].

1.9. Stezenia biatek z rodziny IGF w zakazeniu HCV
i nowotworach watroby

IGF-1

Stezenie IGF-1 u pacjentéw zakazonych HCV jest niZsze niz u pacjentéw zakazo-
nych HBV czy w zdrowej kontroli [Su i wsp., 2010; Adamek i wsp., 2012]. Obniza
sie ono wraz ze stopniem zaawansowania wioknienia w przewlektym zapaleniu
watroby typu C, osiagajac najnizsze wartosci w stopniu czwartym widknienia
[Lorenzo-Zuiiga i wsp., 2007; Adamek i wsp., 2012, Himoto i wsp., 2013]. Nie
stwierdzono réznic w stezeniach IGF-1 w zaleznosci od genotypu wirusa HCV
[Lorenzo—Zﬁﬁiga i wsp., 2007; Himoto i wsp., 2013]. Po skutecznym leczeniu
przeciwwirusowym stezenie IGF-1 znamiennie wzrastalo u wszystkich chorych,
ktorzy uzyskali SVR (sustained viral response), niezaleznie od genotypu [Lorenzo-
Zuniga i wsp., 2007]. Inni, w matych grupach chorych z przewleklym zapaleniem
watroby typu C (n = 12) i B (n = 5), wykazali podwyzszone stezenia IGF-1 i obni-
zone poziomy IGFBP-3 w stosunku do kontroli [Okan i wsp., 2000]. W rozwinie-
tej marskosci watroby obserwowano obnizone stezenia IGF-1 w poréwnaniu do
zdrowych osobnikow [Vyzantiadis i wsp., 2003; Wu i wsp., 2004; Colakoglu i wsp.,
2007; Raslan i wsp., 2007]. Stezenie IGF-1 obnizalo si¢ wraz ze stopniem klinicz-
nego zaawansowania marskosci watroby (Child-Pugh score) osiagajac znaczaco
niskie wartosci w stadium C [Wu i wsp., 2004; Brabant i Wallaschofski, 2007;
Colakoglu i wsp., 2007]. Podobne zmiany stezen IGF-1 w zaleznosci od stopnia
klinicznego marsko$ci watroby opisano takze u dzieci [Dehghani i wsp., 2012].
Wartosci IGF-1 < 30 ng/ml byty negatywnym czynnikiem rokowniczym u cho-
rych z marskoscig watroby. Pacjenci z tak niskimi warto$ciami IGF-1 umierali
w ciggu pot roku [Wu i wsp., 2004]. U chorych z marskoscia watroby stezenie
IGF-1 pozytywnie korelowalo ze stezeniem albumin, za§ negatywnie ze stezeniem
kreatyniny i wielko$cia §ledziony [Colakoglu i wsp., 2007]. Inni autorzy u chorych
przewlekle zakazonych HCV opisali pozytywna korelacje pomiedzy stezeniem
IGF-1 a aktywnoscig aminotransferaz oraz negatywna z HOMA-IR [Helaly i wsp.,
2011], badz negatywng z aktywnoscig AST, a pozytywng z wartoscig wskaznika
protrombinowego [Raslan i wsp., 2007] czy negatywna z BMI [Adamek i wsp.,
2012]. U pacjentéw z marskoscig watroby celowe wydaje si¢ by¢ rownoczesne
z AFP oznaczanie stezenia IGF-1. Mazziotti i wsp. w kilkuletniej obserwacji wy-
kazali zmniejszanie si¢ stezenia IGF-1 u chorych, u ktérych doszto do rozwoju
pierwotnego raka watroby. Dramatyczna redukcja surowiczego stezenia IGF-1



nastepowala ok. 9 miesigcy przed rozwojem HCC [Mazziotti i wsp., 2002]. Ozna-
czanie stezen IGF-1 wraz z VEGF (vascular endothelial growth factor) ma znacze-
nie rokownicze, pozwalajac na oceng czasu przezycia u pacjentéw z HCC [Kaseb
i wsp., 2011]. Stezenia IGF-1 u chorych z HCC s3 znaczaco nizsze niz w grupie
pacjentow z przewlekltym zapaleniem watroby czy marskoscig watroby oraz kon-
troli [Stuver i wsp., 2000; Mazziotti i wsp., 2002; Rehem i El-Shikh, 2011]. Bada-
nia surowiczych stezen IGF-1 w HCC (w tym 53 pacjentéw HBV+ i/lub HCV+;
20 bez tla wirusowego) oraz w przerzutowych rakach watroby wykazaly znacznie
obnizone stezenia IGF-1 w obu typach guzéw watroby w poréwnaniu z kontrola.
Obnizenie IGF-1 bylo wigksze w przypadku wirusowego tla HCC niz u nieza-
kazonych pacjentéw z HCC. Zdaniem autoréw obnizenie IGF-1 ma wynika¢ ze
znacznego uszkodzenia migzszu watroby, ale tylko w przypadku przerzutowych
rakéw watroby, a nie ttumaczy spadku IGF-1 w wigkszosci przypadkéw HCC
[Stuver i wsp., 2000]. Podobnie w badaniach Su i wsp. wykazano nizsze st¢zenia
IGF-1 u chorych z HCC na tle zakazenia HCV i/lub HBV niz u niezakazonych.
Nizsze stezenia IGF-1 obserwowano w grupie HCV+ niz w grupie HBV+ [Su
i wsp., 2010]. Gwaltowny i znaczacy wzrost stezen IGF-1 notuje sie u chorych po
przeszczepie watroby z powodu marskosci tego narzadu (30 + 7 ng/ml vs. 256 +
30ng/ml, p < 0,001) [Weber i wsp., 2002].

Obnizone surowicze stezenie IGF-1 zanotowano takze w stluszczeniu watro-
by, bez etiologii wirusowej, niezaleznie od ilo$ci spozywanego alkoholu [V6lzke
iwsp.,2009]. Obnizenie si¢, cho¢ bez cech istotnosci statystycznej, stezenia IGF-1
obserwowano wraz ze wzrostem stluszczenia watroby takze w przewleklym zaka-
zeniu HCV [Himoto i wsp., 2013].

IGF-2

U chorych z marskoscig watroby stwierdza si¢ istotne obnizenie stezenia IGF-2
w stosunku do 0s6b zdrowych. Réwniez, podobnie do stezen IGF-1, w miare po-
stepu zaawansowania marskosci (skala Child-Pugh) obserwuje si¢ systematyczne
obnizanie stezenn IGF-2, ze znamiennymi réznicami stezenn pomiedzy poszcze-
go6lnymi kategoriami klinicznymi. Najnizsze stezenia IGF-2 wystepuja u chorych
z nieleczacym si¢ wodobrzuszem i wydluzeniem APTT (kategoria C). Bardzo
niskie wartosci IGF-2 (< 200 ng/ml) opisano jako zle czynniki rokownicze. Pa-
cjenci z takimi warto$ciami stezenn IGF-2 umierali w ciggu pot roku z powodu
niewydolnos$ci watroby lub krwawienia z zylakéw przetyku [Wu i wsp., 2004].
Po udanym przeszczepie watroby notowano znamienny wzrost stezenia IGF-2
prawie u wszystkich pacjentow [Weber i wsp., 2002]. Nie wszyscy autorzy uznaja
IGF-2 za idealny marker diagnostyczny HCC [Ranke i wsp., 2003].

IGFBP-3

W przewleklym zapaleniu watroby typu C opisano znaczace obnizenie si¢ steze-
nia IGFBP-3 w poréwnaniu do oséb zdrowych (3576,8 + 743,5 vs. 4675,1 £1274,2
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ng/ml, p < 0,001) [Raslan i wsp., 2007]. Ten sam zesp6t badaczy w pdzniejszym
doniesieniu takiej réznicy pomiedzy badanymi grupami (przewlekle zakazeni
HCV vs. zdrowi) nie obserwowal [Raslan i wsp., 2010]. Ostatnio opisano zmniej-
szanie sie stezenia IGFBP-3 wraz ze wzrostem stopnia wtdknienia chorych prze-
wlekle zakazonych HCV. Istotne réznice stwierdzono pomiedzy chorymi z fa-
godnym wldknieniem a chorymi z marskoscig watroby, jednakze tych drugich
bylo zaledwie pieciu [Himoto i wsp., 2013].

W marskosci watroby stwierdza sie znaczaco nizsze stezenie IGFBP-3 w po-
réwnaniu z osobami zdrowymi [Mattera i wsp., 2003; Wu i wsp., 2004; Rehem i El-
Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012], jak réwniez w poréwnaniu z osobami z prze-
wleklym WZW typu C [Raslan i wsp., 2007; Raslan i wsp., 2010]. Nie stwierdzono
istotnej roznicy stezenn IGFBP-3 u chorych z marskoscig watroby w zaleznosci od
jej etiologii (alkohol vs. HBV vs. HCV) [Colakoglu i wsp., 2007]. Stezenie IGFBP-3
zmniejsza si¢ takze wraz ze stopniem zaawansowania marsko$ci. Znamienng rdz-
nice stezenia tego biatka obserwuje si¢ pomig¢dzy grupami chorych bez iz cechami
dekompensacji marskosci watroby. Te dane wskazuja, iz stezenie tego parametru
jest potencjalnym wskaznikiem progresji zmian w watrobie [Wu i wsp., 2004;
Colakogluiwsp.,2007; Rehem i El-Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012]. Obserwowano
istotng wysoka negatywng korelacje pomiedzy stezeniem IGFBP-3 a aktywnoscia
AST (r=-0,619), za$ istotng wysoka pozytywna z wartoscia wskaznika protrombi-
nowego [Raslan i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011] i stezeniem albumin [Raslan
i wsp., 2007; Colakoglu i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011]. Istotng negatywna
korelacje IGFBP-3 opisano takze ze stezeniem bilirubiny oraz wielkoscig §ledziony
[Colakoglu i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011]. Bardzo wysoka pozytywna ko-
relacje (r = 0,905) obserwowano pomiedzy stezeniami IGFBP-3 a IGF-1 u chorych
z marskoscig watroby [Rehem i El-Shikh, 2011]. W sze$ciomiesigcznej obserwacji
pacjenci z marsko$cig watroby, u ktorych stezenie IGFBP-3 byto nizsze niz 6 ng/
ml zmarli z powodu niewydolnosci watroby i/lub krwawienia w tym okresie [Wu
i wsp., 2004]. Stezenie IGFBP-3, podobnie do IGF-1, gwaltownie normalizowalo
sie u pacjentéw po udanym przeszczepie watroby [Weber i wsp., 2002].

U chorych z HCC stezenie IGFBP-3 znamiennie obniza si¢ w stosunku do
notowanego u chorych z marsko$cig watroby [Mattera i wsp., 2003; Rehem i El-
Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012]. Jest ono niskie szczeg6lnie w przypadkach za-
burzen odzywiania, znacznego uszkodzenia funkcji watroby oraz obnizonego
wydzielania GH u chorych z HCC [Ranke i wsp., 2003].

Nie obserwowano zmian stezenia IGFBP-3 w zaleznosci od stopnia sttuszczenia
watroby w zakazeniu HCV [Himoto i wsp., 2013]. Natomiast u pacjentéw przewle-
kle zakazonych HCV wskaznik IGF-1/IGFBP-3 zmniejszal si¢ wraz ze wzrostem
stopnia zaawansowania widknienia oraz negatywnie korelowal ze wskaznikiem
HOMA-IR [Himoto i wsp., 2013]. Zwickszony surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3
opisano natomiast u pacjentow z HCC w poréwnaniu z pacjentami z marskoscig
watroby i w podobnym stopniu niewydolno$ci watroby [Mattera i wsp., 2003].



IGFBP-6

U pacjentdw z przewleklym zakazeniem HBV czy HCV, IGFBP-6 byt nieco niz-
szy niz w przypadkach HCC. Jednakze nie jest to marker pozwalajacy na stwier-
dzenie obecnosci HCC. Dopiero kombinacja stezenia AFP, L-selektyny, IGFBP-6
i receptora interleukiny 6 (IL-6R) moze stanowi¢, zdaniem niektérych badaczy,
wysokiej jakosci wskaznik nowotworzenia [Sun i wsp., 2008].

1.10. Tkankowa ekspresja biatek z rodziny IGF w chorobach
watroby i w karcynogenezie

W tkankach wszystkich badanych HCC in vivo wykazano spadek ekspresji
IGF-1, a w 32% badanych HCC - wzrost ekspresji IGF-2 [Huynh i wsp., 2002;
Tovar i wsp., 2010]. Obserwowano przy tym spadek tkankowej ekspresji 1G-
FBP-3 w HCC w poréwnaniu z prawidtowa tkanka (u 71,5% obnizenie ekspres;ji,
u 28,5% ekspresja niewykrywalna) [Huynh i wsp., 2002]. Yumoto i wsp. wykryli
transkrypty IGFBP-3 tylko w 10% pierwotnych guzéw watroby, zas Luo i wsp.
zanotowali okoto 80% obnizenie ekspresji IGFBP-3 w tkance guzéw w stosunku
do kontroli [Luo i wsp., 2005; Yumoto i wsp., 2005]. Utrata autokrynowej/para-
krynowej funkcji osi IGFBP-3 moze skutkowa¢ nasileniem wzrostu guza [Huynh
iwsp., 2002]. Gong i wsp. zanotowali istotne obnizenie ekspresji mRNA IGFBP-3
u chorych z HCC w poréwnaniu z marskoscig watroby i osobami zdrowymi
[Gong i wsp., 2000]. Obnizona pigciokrotnie ekspresja mRNA IGFBP-3 w guzach
HCC u 0s6éb zakazonych HCV korelowala z mniejsza wielkoscig guza, mniej-
szg inwazja naczyniowq oraz nizszym ryzykiem wczesnych nawrotéow [Tovar
i wsp., 2010].

Obserwacje na poziomie mRNA w HCC u ludzi potwierdzity obnizenie
mRNA obu IGF-6w w poréwnaniu z prawidtowg tkanka, ale wieksze obnizenie
dotyczylo mRNA IGF-1 w poréwnaniu z transkryptem IGF-2 [Cariani i wsp.,
1988; Su i wsp., 1989; Ng i wsp., 1998; Luo i wsp., 2005]. Obnizenie ekspresji
mRNA IGF-1 obserwowano réwniez w liniach komoérkowych (HepG2, Huh-7,
PCL/PRF/5, Hep3B) oraz w ludzkim hepatoma [Su i wsp., 1989]. U pacjentow
z przewleklym zapaleniem watroby typu C nie stwierdzono istotnych réznic
w ekspresji mRNA IGF-1 w stosunku do zdrowych [Stefano i wsp., 2006].

Ekspresje receptora IGF-1 (IGF-1R) wykryto w 85% bioptatéw od chorych
z przewleklym zapaleniem watroby typu C. Wzrost ekspresji zwigzany byt ze
wzrostem widknienia u tych chorych. Nie stwierdzono réznic w ekspresji IGF-
-1R u pacjentéw przed i po leczeniu przeciwwirusowym, niezaleznie od efektéw
terapii [Stefano i wsp., 2006]. Wzrost ekspresji IGF-1R byt obserwowany w ludz-
kiej marskiej watrobie, w raku watrobowokomorkowym i liniach komérkowych
ludzkiego hepatoma w poréwnaniu ze zdrowa watroba [Caro i wsp., 1988; Scharf
i wsp., 1998]. Inni opisali obnizong ekspresj¢ IGF-1R w HCC w poréwnaniu
z otaczajacg zdrowa tkanka. Jednakze po znormalizowaniu (a-tubulina) okazato
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sie, iz réznica w ekspresji w obu tkankach (HCC i zdrowa watroba) nie byta istot-
na [Huynh i wsp., 2002]. U oséb zakazonych HCV ekspresja IGF-1R w guzach
HCC nie réznila si¢ w poréwnaniu z kontrolg [Tovar i wsp., 2010]. W badaniach
ekspresji tkankowej IGF-1R wykazano jego wieksza blonowa lokalizacje na ko-
morkach linii raka watrobowo-komoérkowego (HepG2) w poréwnaniu z komor-
kami linii prawidlowych ludzkich hepatocytéw (Chang liver cell lines) [Zhang
i wsp., 2006]. Zwiekszona ekspresja IGF-1R w badanych liniach komérkowych
ma $wiadczy¢ o zlosliwym fenotypie tych komorek [Blakesley i wsp., 1997]. Po-
dawanie monoklonalnych przeciwcial anty-IGF-1R (alphalR3) w zaleznosci od
dawki wywieralo hamujacy wplyw na proliferacj¢ komérkows i indukcje apopto-
zy w linii komérkowej HepG2 [Zhang i wsp., 2006].

Wzrost ekspresji mRNA IGF-1R byl obserwowany u wszystkich chorych
przewlekle zakazonych HCV przed leczeniem przeciwwirusowym. Spadek eks-
presji mRNA IGF-1R byl znamienny u chorych, ktérzy odpowiedzieli na terapie
przeciwwirusowa — uzyskali SVR [Stefano i wsp., 2006].



2. Zatozenia i cele pracy

Przewlekle zakazenie HCV stanowi gtéwny czynnik ryzyka rozwoju HCC. Jak

dotychczas informacje na temat roli bialek z rodziny IGF w procesie nowotwo-

rzenia w przewlektym zakazeniu HCV sg skape. Pojedyncze prace opisaly tylko
surowicze stezenia IGF-1 1 IGFBP-3 u chorych przewlekle zakazonych HCV, za$
ekspresje tkankowga biatek z rodziny IGF opisywano w marskosci watroby i HCC.

Stabo poznana jest rola receptora typu I IGF (IGF-1R) w progresji chorob wa-

troby, a dane z piSmiennictwa dotyczace tkankowej ekspresji sa niespdjne. Row-

niez stabo poznane s3 mechanizmy biochemiczne alternatywnego splicingu genu

IGF-1, w tym wyboru promotora (P1 czy P2) do inicjowania transkrypcji i pro-

dukcji biatek prekursorowych. Nie wiadomo czy zakazenie HCV (wraz z produk-

tami genomu wirusa) moze wywotywa¢ zmiany w regulacji ekspresji genu IGF-1

w watrobie, majace swe odbicie na poziomie mRNA.

W codziennej praktyce lekarskiej notuje sie wzrost liczby przypadkéw HCC

u przewlekle zakazonych HCV w ostatnich latach. Prognozuje sig, iz liczba cho-

rych z HCC bedzie gwaltownie wzrasta¢ w kolejnych latach. Wigksza $wiado-

mos¢ spoleczenstwa i prowadzone akcje promocyjne/dziatania informacyjne od-
no$nie do zakazenia HCV prowadza do zwigkszenia wykrywalnosci pacjentow

z przewleklym zakazeniem HCV, co naturalng drogg doprowadza do zwigkszo-

nej liczby pacjentéw wymagajacych specjalistycznej opieki i dodatkowych badan,

w zwigzku z mozliwym nowotworzeniem w watrobie. Stalo si¢ to motywem po-

szukiwania nowych czynnikéw ryzyka rozwoju nowotworu watroby na tle zaka-

zenia HCV. Dotychczasowe metody badan skriningowych nie pozwalaja w pelni
na szybkie rozpoznanie toczacego si¢ procesu nowotworowego.
W zwiazku z powyzszym postanowiono dokonac¢:

1. Analizy surowiczych stezen bialek z rodziny IGE tj. IGF-1, IGFBP-3 oraz
dwdch dotychczas nieopisywanych bialek, tj. IGF-1R i IGFBP-6 u chorych
z przewleklym zakazeniem HCV.

2. Analizy ekspresji komérkowej bialek z rodziny IGE tj. IGF-1, IGF-1R i IG-
FBP-3 oraz ekspresji bialek wirusa HCV (C, NS3 i NS5A) w biopunktatach
watroby od chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C.

3. Okreslenia za pomoca metod molekularnych poziomu tkankowej ekspresji
izoform mRNA genu IGF-1, ekspresji mRNA IGF-1R oraz czynnika trans-
krypcyjnego SP1 (ktéry ma przylacza¢ si¢ do miejsc regulatorowych w pro-
motorze 1 genu IGF-1) w przewleklym zakazeniu HCV.

4. Odniesienie wynikéw badan nad genowa ekspresja wybranych sktadnikéw osi
IGF do wybranych danych klinicznych i histopatologicznych w przewleklym
zakazeniu HCV.
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3. Materiat i metody

3.1. Pacjenci

Grupa badana

Grupe badang stanowilo ogétem 150 pacjentdw z przewleklym zapaleniem watro-
by i/lub marskoscia tego narzadu na tle przewlektego zakazenia wirusem C zapa-
lenia watroby (HCV) diagnozowanych i leczonych w Klinice Choréb Zakaznych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (ul. Szwajcarska 3, Poznan). Jednostka ta
dziala na bazie Oddzialu Zakaznego Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego
im. J. Strusia z Zaktadem Opiekunczo-Leczniczym SP ZOZ w Poznaniu.

U wszystkich pacjentéw badania przeprowadzano w ramach kwalifikacji
do leczenia przeciwwirusowego, bezposrednio przed jego rozpoczgciem lub
w ramach diagnostyki/leczenia marskosci watroby. Material zebrano w 2010 r.
(n = 132). Do badania wlaczono réwniez material archiwalny z 2007 r., pocho-
dzacy od chorych z wysoce prawdopodobnym lub udokumentowanym dtugo-
trwatym (= 20 lat) zakazeniem HCV (n = 18).

U kazdego z pacjentéw zbierano szczegélowy wywiad odnosnie do prawdo-
podobnej drogi zakazenia wirusem HCV. Spo$rod wielu czynnikéw ryzyka zaka-
zenia HCV w badanej grupie znalazly sie transfuzje krwi, zabiegi operacyjne i po-
byty szpitalne, drobne zabiegi z naruszeniem ciggtosci skory lub bton sluzowych,
krwiodawstwo, kolczykowanie réznych okolic ciala oraz wykonywanie tatuazy
i pobieranie narkotykéw dozylnych. U wielu chorych czynnikéw ryzyka nabycia
zakazenia HCV bylo kilka i trudno jednoznacznie okresli¢ prawdopodobny czas
trwania zakazenia HCV w tych przypadkach. W badaniu podmiotowym zwra-
cano takze uwage na wspolistniejace choroby lub zakazenia. Najczesciej prze-
wlektemu zapaleniu watroby towarzyszylo nadciénienie tetnicze (n = 29). Zaden
z badanych pacjentéw nie chorowal na cukrzyce. Wszyscy zaprzeczali aktualne-
mu naduzywaniu spozywania alkoholu. W badanej grupie nie bylo pacjentow
z przewlekla niewydolnoscig nerek ani czynng choroba nowotworowa. W ca-
tej badanej grupie nie bylo chorego wspoétzakazonego wirusem HBV czy HIV.
W badaniu podmiotowym zwracano réwniez uwage na dolegliwos$ci pacjenta.
U wiekszosci chorych z przewleklym zakazeniem HCV nie wystepowaly objawy
kliniczne, za$ tylko pojedynczy chorzy zgtaszali okresowo wystepujace dolegli-
wosci dyspeptyczne, béle stawowe czy ogolne ostabienie.

Zaden z pacjentéw wlaczonych do badania nie byl uprzednio leczony prze-
ciwwirusowo zaréwno monoterapig (interferon alfa), jak i terapia skojarzong (in-
terferon/pegylowany interferon i rybawiryna).



Grupe badang z zakazeniem HCV podzielono na 3 podgrupy zgodnie z zala-
czonym opisem i tabelg (zob. Aneks):

1. Podgrupa A (n = 37, wiek 18-63 lat) — pacjenci z przewleklym zakazeniem

HCV, u ktérych wykonano badania w surowicy krwi oraz badania w biopunk-
tatach watroby (immunocytochemiczne i z wykorzystaniem techniki real-ti-
me RT-PCR).
Byli to pacjenci z przewleklym zapaleniem watroby typu C hospitalizowani
w Klinice w 2010 r., przyjeci w celu diagnostyki zakazenia HCV, w tym wyko-
nania biopsji watroby, w ramach kwalifikacji do leczenia przeciwwirusowego.
W wywiadach u tych chorych zaréwno w momencie zbierania materiatu, jak
i uprzednio nie bylo zadnych choréb przewleklych wymagajacych przewlektej
terapii.

2. Podgrupa B (n = 18, wiek 19-65 lat) - pacjenci z przewleklym zakazeniem

HCYV, u ktérych wykonano badania w surowicy krwi oraz z zastosowaniem
technik immunocytochemicznych w biopunktatach watroby.
Stanowili podgrupe chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C z kli-
nicznie zaawansowanym stadium choroby i/lub marsko$cig watroby z udoku-
mentowanym lub wysoce prawdopodobnym diugotrwalym (powyzej 20 lat)
czasem zakazenia HCV. Byli to pacjenci hospitalizowani w Klinice w 2007 r.,
przyjeci wowczas w celu diagnostyki zakazenia HCV, w tym wykonania biop-
sji watroby, w ramach kwalifikacji do leczenia przeciwwirusowego.

3. Podgrupa C (n = 95, wiek 19-84 lat) — pacjenci, u ktérych dla celow obecnej

pracy wykorzystano surowice krwi.
Grupe te stanowili pacjenci z przewleklym zapaleniem watroby typu C i/lub
marskoscig watroby w przebiegu zakazenia HCV hospitalizowani w Klinice
w 2010 r. w celu rozpoczecia leczenia przeciwwirusowego lub z innych przy-
czyn (ze wzgledu na stopien zaawansowania choroby watroby lub choroby
wspolistniejace nie podlegali kwalifikacji do powyzszego leczenia). Pacjenci
byli wczesniej zdiagnozowani, w tym z uprzednio wykonang biopsja watroby.
Dysponowano wynikami badania histopatologicznego biopunktatéw watroby
tej podgrupy chorych.

Podgrupa pacjentéw

Materiat badawczy z WZW typu C
A B C
Surowica krwi + + +
materiat utrwalony w zbuforowanej formalinie, n n
Biopunktaty zatopiony w parafinie
watroby czes$¢ materiatu zanurzona w RNAlater®

i zamrozona w -80°C
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Grupa kontrolna

Kontrole surowicza stanowilo 30 surowic pochodzacych od zdrowych dawcow
krwi (wiek 19-51 lat). U wszystkich dawcéw wykluczono zakazenie HCV (anty-
-HCV ujemne, HCV-RNA ujemny), zakazenie HBV (HBs Ag ujemny, HBV-
-DNA ujemny) i HIV (anty-HIV/HIV Ag ujemny, HIV-RNA ujemny). Surowice
otrzymano z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Pozna-
niu (ul. Marcelinska 44, Poznan).

Kontrole tkankowa opisano w dalszej czgsci pracy (str. 38).

Podstawowe dane kliniczne wszystkich chorych z przewleklym WZW typu C
i kontroli wraz z panelem wykonanych badan przedstawiono w aneksie.

3.1.1. Badania biochemiczne

Badanie morfologii krwi obwodowej wykonywano na analizatorze SYSMEX XS oraz
SYSMEX XT z zastosowaniem odczynnikow i kontroli firmy SYSMEX (Japan).

Szeroki panel badan biochemicznych (aktywno$¢ aminotransferaz alaninowe;j
(ALT) i asparaginianowej (AST), gammaglutamylotranspeptydazy (GGTP), ste-
zenie calkowitego cholesterolu, stezenie biatka ogélnego z elektroforeza, stezenie
glukozy) wykonano przy uzyciu analizatora MURA 200 firmy POINTE SCIEN-
TIFIC (Italy) uzywajac odczynnikéw i kalibratoréw tej firmy.

Okreslenia stezenia alfafetoproteiny (AFP) dokonano metoda chemilumine-
scencyjng na analizatorze ARCHITECT i 2000 z zastosowaniem testu ARCHI-
TECT AFP (ABBOTT, Sligo, Ireland).

Stezenia insuliny i 17-B-estradiolu oznaczano réwniez metoda chemilumi-
nescencyjng przy uzyciu testOw ARCHITECT Insulin (ABBOTT, Wiesbaden,
Germany) oraz ARCHITECT Estradiol (ABBOTT, Longford, Ireland) réwniez na
analizatorze ARCHITECT i 2000.

Wskaznik insulinoopornosci HOMA-IR (Homeostasis Model for Assessment
of Insulin Resistance) wyliczano wedtug wzoru: HOMA-IR=stezenie glukozy na
czczo (mg/dl) x stezenie insuliny na czczo (WU/ml)/405 [Matthews i wsp., 1985].

3.1.2. Badania metoda ELISA

Oznaczenie stezen poszczegolnych biatek z rodziny IGF u pacjentéw z przewleklym
zakazeniem HCV oraz w grupie kontrolnej wykonano metodg ELISA z zastosowa-
niem odpowiednich komercyjnie dostgpnych zestawéw, dla IGF-1: IDS IGF-I ELI-
SA kit (IDS Ltd, Immunodiagnostic Systems Limited, Boldon, UK); dla IGF-1R:
IGF1R (Human) ELISA Kit (Abnova, Taipei City, Taiwan); dla IGFBP-3: DIAsource
IGFBP3-EASIA Kit (DIAsource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgium) oraz dla IG-
FBP-6: RayBio” Human IGF-BP-6 ELISA Kit (Norcross, GA, USA). Badania wyko-
nywano zgodnie z procedurg opisana w kazdym z wyzej wymienionych oznaczen.
Badania biochemiczne, serologiczne, metoda ELISA - oznaczanie stezen IGF-
-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6 wykonano w Laboratorium Oddzialu Zakaznego Wie-



lospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. J. Strusia z Zakladem Opiekunczo-
-Leczniczym SP ZOZ w Poznaniu. Oznaczenia st¢zen IGF-1 w surowicy dokona-
no w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Kliniki Endokrynologii i Reuma-
tologii Dzieciecej UM w Poznaniu (ul. Szpitalna 27/33, Poznan).

Badania potwierdzajgce zakazenie wirusem HCV

Obecno$¢ przeciwcial anty-HCV wykrywano metoda chemiluminescencyjna
z zastosowaniem testu ARCHITECT Anti-HCV (ABBOTT, Wiesbaden, Germa-
ny) na analizatorze ARCHITECT i 2000 firmy ABBOTT.

Potwierdzenia zakazenia HCV dokonywano oznaczajac obecnos¢ HCV-RNA
w surowicy krwi metoda PCR. Dla oznaczenia HCV-RNA zastosowano test Gene-
Proof HEPATITIS C VIRUS HCV (GeneProof a.s., Brno, Czech Republic) z czuloscia
metody 50 IU/ml. U wszystkich chorych oznaczono genotyp wirusa HCV (VER-
SANT HCV GENOTYPE 2.0 ASSAY, LiPA). Badania molekularne zostaly wykona-
ne w Zaktadzie Diagnostyki Medycznej w Poznaniu (ul. Dobra 38, Poznan).

3.2. Materiat tkankowy

3.2.1. Biopsja watroby u pacjentow z zakazeniem HCV
i ocena histopatologiczna

Biopsje watroby wykonano sposobem Menghiniego [Menghini 1958] w modyfika-
cji Juszczyka [Juszczyk 1973]. Na godzing przed nakluciem podawano domigénio-
wo 10 mg diazepamu. Biopsj¢ wykonywano w utozeniu chorego na wznak, w linii
pachowej srodkowej, w miejscu najwigkszego sttumienia watrobowego podczas
glebokiego wydechu. Uprzednio znieczulano kanal wktucia iglty 2% lignokaina.
Naktucia dokonywano igtami Hepafix Luer Lock firmy Braun o $rednicy 1,4 mm.
Pobrany wycinek w przypadku pacjentéw z grupy A dzielono, odcinajac jego kon-
cowy okolo 0,5 cm fragment, ktéry nastepnie zanurzano w roztworze RNAlater®
(Applied Biosystems) i zamrazano w temperaturze -80°C. Pozostalg cze¢$¢ wycin-
ka od pacjentéw z grupy A utrwalano w 10% roztworze zbuforowanej formaliny
i przekazywano do Zaktadu Patomorfologii Wielospecjalistycznego Szpitala Miej-
skiego im. J. Strusia. W przypadku pacjentéw z grupy B dysponowano archiwalny-
mi bloczkami parafinowymi z biopsji watroby wykonanej uprzednio (2007 r.).

W grupie C dysponowano jedynie wynikami opiséw badania histopatolo-
gicznego.

Oceny histopatologicznej bioptatéw watroby dokonywano w Zaktadzie Pato-
morfologii Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. J. Strusia. Preparaty
barwiono hematoksyling i eozyng oraz srebrzono wg standardowych metod. Do
oceny aktywnosci zapalnej i stopnia zaawansowania wioknienia uzyto powszechnie
stosowanej skali punktowej wg METAVIR [Bedossa i Poynard, 1996]. W ramach
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tej pracy do oceny stluszczenia watroby zastosowano skale punktowa, w ktorej
w stopniu 0 nie stwierdzano sttuszczenia, za$§ w stopniu 1 i 2 odpowiednio < 30%
i 30-70% hepatocytéw wykazywalo cechy sttuszczenia [Kasprzak i wsp., 2007].

W obrazach mikroskopowo-swietlnych wszystkie bioptaty byly reprezenta-
tywne, gdyz zawieraly co najmniej 6 przestrzeni bramno-zdétciowych.

W calej grupie badanej biopsj¢ watroby (w trakcie zbierania materialu w2010r.
lub uprzednio) miato wykonanych 118 pacjentéw z przewleklym zapaleniem wa-
troby typu C, w tym w grupie A 37/37 (2010 r.), w grupie B 18/18 (2007 r.), za$
w grupie C 63/95 (rézny okres czasu przed 2010 r.). U pozostalych 32 pacjentéw
z grupy C biopsji watroby nie wykonywano ze wzgledu na obecnos¢ przeciw-
wskazan (dokonana marsko$¢ watroby z/bez nadcisnienia wrotnego, zaburzenia
krzepniecia), genotyp 3, problemy techniczne lub brak zgody pacjenta. Biopsji
watroby nie wykonywano u wszystkich chorych zakazonych genotypem 3, gdyz
wedtug kryteriéw wlaczenia leczenia przeciwwirusowego u takich chorych ocena
biopunktatu watrobowego nie jest wymagana. W przypadkach dokonanej mar-
sko$ci watroby z jej klinicznymi objawami (pajgczki naczyniowe, rumien dlonio-
wy, w badaniu palpacyjnym wzmozona spoistos¢) lub cechami dekompensacji
tego narzadu (wodobrzusze, obrzeki konczyn dolnych, obecnos¢ ptynu w jamie
oplucnej) dla celéw analizy statystycznej oceniono stopien wtdknienia (staging)
jako 4, bez oceny stopnia aktywnosci zapalnej (grading).

Do zasadniczych badan w obecnej pracy dysponowano materialem tkankowym
(bloczki parafinowe) pacjentéw z przewleklym WZW typu C podgrupy A i B.

Kontrole tkankowa negatywna (n = 16) stanowil: (1) material tkankowy ar-
chiwalny pochodzacy z watréb przeznaczonych do przeszczepu narzadu (pobra-
ny okolooperacyjnie, bez morfologicznych cech patologii) (n = 4, wiek 60-67
lat); (2) fragment morfologicznie prawidtowej watroby wokoé! wycinanej zmia-
ny ogniskowej w watrobie (n = 8, wiek 20-72 lata), (3) bioptat watroby u oso-
by niezakazonej HCV (diagnostyka podwyzszonej aktywno$ci aminotransferaz
bez zdiagnozowanej przyczyny w Klinice Choréb Zakaznych UM w Poznaniu)
(n = 1, wiek 35 lat); (4) fragmenty zdrowej watroby zebrane w tkankowym pa-
nelu z HCC (Tissue Microarray Panel, Cybrdi Inc., Maryland) (USA) (n = 3, wiek
42-66 lat). Material tkankowy archiwalny (1 i 2) uzyskano z Katedry i Kliniki
Chirurgii Ogoélnej, Chirurgii Onkologii Gastroenterologicznej i Chirurgii Pla-
stycznej UM w Poznaniu (ul. Przybyszewskiego 49, Poznan).

Kontrola tkankowa pozytywna (n = 61). Stanowily ja archiwalne bloczki pa-
rafinowe z zatopionym materialem tkankowym guza watroby z potwierdzonym
klinicznie i badaniem histopatologicznym pierwotnym rakiem watroby (HCC)
(n = 4, wiek 20-75 lat). Tylko u jednego z tych badanych pacjentéw potwierdzo-
no zakazenie HCV. Bloczki parafinowe uzyskano z Wielkopolskiego Centrum
Onkologii w Poznaniu (ul. Garbary 15, Poznan).

Pozostala cze$¢ kontroli stanowil komercyjnie dostepny tkankowy panel z po-
twierdzonym histopatologicznie oraz immunocytochemicznie (antygen PCNA



dodatni) HCC (Tissue Microarray Panel, Cybrdi Inc., Maryland) (n = 57). W tych
przypadkach status serologiczny czy wirusologiczny dotyczacy zakazenia HCV
byt nieznany. Wraz z opisem rozpoznania histopatologicznego podano stopien
zlosliwosci histologicznej (grade) oraz podstawowe dane kliniczne (wiek i ptec
pacjenta).

3.2.2. Badania z zastosowaniem techniki real-time RT-PCR

Z podzielonych i roztartych w cieklym azocie fragmentéw bioptatéw watroby
(umieszczonych uprzednio w RNAlater i zamrozonych) izolowano RNA za po-
mocg zestawu RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (QIAGEN, Germany) zgodnie
z instrukcjami producenta. W trakcie procedury sladowe zanieczyszczenia DNA
s usuwane poprzez DNazy. Ostatecznie catkowity RNA byl umieszczany w wo-
dzie wolnej od RNaz.

Kolejno sprawdzono jako$¢ RNA za pomocy elektroforezy na zelu agarozowo-
-formaldehydowym. Oznaczenia ilosciowego RNA dokonano za pomoca spek-
trofotometrii.

Kazda probke RNA poddano dodatkowemu trawieniu DNaza za pomocg
zestawu RNase-Free DNase Set (QIAGEN) w celu unikniecia zanieczyszczenia
genomowym DNA. Nastepnie 1 pg RNA z kazdej proby poddawano reakeji od-
wrotnej transkrypcji z uzyciem zestawu QuantiTect Reverse Transcription Kit
(QIAGEN) i otrzymywano cDNA.

Analize ekspresji genéw przeprowadzono metoda RT-PCR z uzyciem naste-
pujacych specyficznych starteréw dla poszczegolnych izoform i wybranych ge-
néw referencyjnych:

Zastosowanie Dtugos¢ startera (par zasad) Sekwencje 5’ — 3’
5-CAGCAGTCTTCCAACCCA (F
Klasa | (P1) IGF-1 102 AR OO OCCAGCTACARGAGATGC ®)
5-CACCTACAGTGAAGATGCACACC (F
Class Il (P2) IGF-1 101 5-CGTCTCCGGTCCAGCCGTGGC (R() )
IGF-1A 144 5-TCGTGGATGAGTGCTGCTTCCG (F)
5-TCAAATGTACTTCCTTCTGGGTCTTG (R)
IGF-1B 140 5-ATCTACCAACAAGAACACG (F)
5-TACTTCCAATCTCCCTCC (R)
GE1C 126 5-ACCAACAAGAACACGAAGTC (F)
5-CATGTCACTCTTCACTCCTC (R)
GF-1R 758 5-GGGAATGGAGTGCTGTATG (F)
5-CACAGAAGCTTCGTTGAGAA (R)
SP-1 85 5-CCCAACCCCAAGCCGGTC (F)
5-CCCCCGAGCCCCTTCC (R)
GAPDH 60 5-AAGGTCGGAGTCAACGGATTT (F)
(gen referencyjny) 5-ACCAGAGTTAAAAGCAGCCCTG (R)
HMBS . 113 5'-TGCAACGGCGGAAGAAAA (F)
(gen referencyjny) 5'-ACGAGGCTTTCAATGTTGCC (R)
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Reakcje przeprowadzano w ostatecznej objetosci 10 pl. Kazda z prob zawiera-
ta 15 ng/ul cDNA oraz mieszaning odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu
SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, UK), kazdy z pary starterow
w stezeniu 0,25 mM. Reakcje przeprowadzano z uzyciem automatycznego flu-
orometru (Rotor-Gene 6000, Corbett Research). Kolejne etapy reakcji polegaly na
denaturacji wstepnej, denaturacji, przylaczaniu starteréw oraz elongacji. Warun-
ki przeprowadzania reakcji przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Etapy i warunki reakcji RT-PCR dla poszczegdlnych izoform genu IGF-1 i gendw refe-
rencyjnych

Etapy reakcji PCR
1 2 3 4
Analizowany denaturacja denaturacja przy’raczz’inie elongacja
gen wstepna starterow
°C sek °C sek °C sek °C sek Iézt;z; ;{Iﬂl

P1 95 600 95 10 61 15 72 15 40
P2 95 600 95 10 67 15 72 15 45
IGF-1A 95 600 95 15 60 35 72 15 40
IGF-1B 95 600 95 10 56 15 72 15 45
IGF-1C 95 600 95 10 58 15 72 20 50
SP1 95 600 95 10 65 15 72 12 40
IGF-1R 95 600 95 10 60 15 72 40 40
GAPDH 95 600 95 10 56 15 72 15 35
HMBS 95 600 95 10 53 15 72 25 35

Wyjsciowa ilo$¢ produktu obliczana byta w odniesieniu do krzywej standar-
dowej. Mozliwe to byto dzieki jednoczasowej amplifikacji serii rozcienczen od-
powiedniego produktu PCR, dla ktérego znano wyjsciowa liczbe kopii. Ocene
obecnosci wlasciwego produktu wyznaczano poprzez okreslenie punktu topnie-
nia dla okreslonego produktu PCR.

Poziom ekspresji badanych izoform mRNA genu IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B,
IGF-1C, P1, P2) genu SP1 i IGF-1R wyznaczano poprzez normalizacj¢ liczby
kopii w probach w stosunku do genéw o stalym poziomie ekspresji, tzw. we-
wnetrznych genéw referencyjnych (housekeeping gene). Za geny referencyjne
w przeprowadzonej normalizacji przyjeto gen GAPDH (dehydrogenazy alde-
hydu-3-fosfoglicerynowego) i gen HMBS (syntazy hydroksymetylbilanu). Gen
HMBS jest specyficzny dla watroby zgodnie z danymi z pi$miennictwa [Cicinnati
i wsp., 2008].

Badania z zastosowaniem techniki RT-PCR zostaly przeprowadzone dzig-
ki wspolpracy z Zakladem Wirusologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. Anna Gozdzicka-Jézefiak).



3.2.3. Badania mikroskopowe

Material tkankowy (bioptaty watroby z grupy A i B oraz pozytywna i negatywna
kontrola tkankowa) zostal utrwalony w roztworze zbuforowanej 10% formaliny,
nastepnie zatopiony w parafinie i skrojony na skrawki o grubosci 5 pm, umiesz-
czone na szkietkach podstawowych SuperFrost/Plus.

Panel tkankowy z fragmentami HCC od indywidualnych pacjentéw réowniez
zawieral utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie skrawki tkankowe guzéw
watroby i zdrowej watroby (kontrola negatywna) o $rednicy 1,5 mm, umieszczo-
ne na szkielku z przeznaczeniem do badan immunocytochemicznych.

Skrawki parafinowe z materialem tkankowym zostaty poddane badaniom im-
munocytochemicznym z wykorzystaniem nastepujacych przeciwcial:

Przeciwciato Wykrywany antygen Typ przeciwciafa, rozcienczenie, producent
Anti-human - ~ Monoklonalne, mysie anty-ludzkie, 1:500
IGF-1 Ludzkie biatko IGF-1 R&D Systems, Inc.; clone: 56408
Anti-human - . Monoklonalne, mysie anty-ludzkie, 1:100
IGFBP-3 Ludzle biatko IGFBP-3 R&D Systems, Inc.; clone: 84728
Anti-human _— : Monoklonalne, mysie anty-ludzkie, 1:100
IGF-I R Ludzkie biatko IGF-1R R&D Systems, Inc.; clone: 33255
Anti-human —_ . Monoklonalne, kozie anty-ludzkie, 1:100
IGF-I R Ludzkie biatko IGF-1R R&D Systems, Inc.
Anti-hepatitis Wirusowe biatko Monoklonalne, mysie; 1:50
C (NS3) niestrukturalne NS3 NOVOCASTRA Lab.; clone: MMM33
Anti-hepatitis Wirusowe biatko Monoklonalne, mysie; 1:50
C Virus niestrukturalne NS5A CHEMICON International, Inc.
Anti- hepatitis | Wirusowe biatko rdzeniowe Monoklonalne mysie; 1:50
Cvirus (HCV core antigen) CHEMICON International Inc., epitope: aa 70-90

Dla badan poréwnawczych na wykrywanie IGF-1 oraz IGF-1R reakcje immu-
nocytochemiczne przeprowadzono réwniez na komérkach hodowanych dwéch
linii komdrkowych, tj. watroby ptodowej (WRL68) oraz ludzkiego pierwotnego
raka watroby (HepG2).

Wyniki reakcji immunocytochemicznych na hodowanych komérkach nie
podlegaly ocenie ilosciowej, a jedynie jakosciowej ocenie lokalizacji antygenow.

Technika immunocytochemiczna (strept)awidyna-biotynylowana
peroksydaza (ABC)

Rekcje immunocytochemiczng ABC wg Hsu i wsp. [Hsu i wsp., 1981] przepro-

wadzono zgodnie z ponizszymi etapami:

1. Odparafinowanie i nawodnienie preparatow w ksylenie i szeregu alkoholi
o malejgcym stezeniu (2 x 100%, 90%, 85%, 80%, 70%)

2. Plukanie w wodzie biezacej — 10 min.

3. Blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy za pomocg 1% H,O, w wo-
dzie destylowanej — 30 min.
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Plukanie w wodzie biezacej — 10 min.

Plukanie w wodzie destylowanej — 10 min.

Inkubacja w normalnej surowicy koziej (1:20, Dako) - 30 min.

Inkubacja ze swoistymi przeciwciatami - 18 godz./ 4°C, a nastgpnie przez

jedng godzing w temp. pokojowe;j.

8. Plukanie w roztworze soli fizjologicznej zbuforowanej fosforanami (PBS)
-3 x 3 min.

9. Inkubacja w roztworze zawierajagcym dekstran skoniugowany z peroksydaza
i wtorne przeciwciata kozie przeciwko immunoglobulinom kréliczym i my-
sim (Dako REAL EnVision/HRP, Rabbit/Mouse, Dako) - 20 min.

10. Plukanie w PBS-ie — 3 x 3 min.

11. Inkubacja z 3-3diaminobenzydyng (Dako REAL DAB, Dako) - 5-7 min.

12. Plukanie w wodzie biezacej — 10 min.

13. Plukanie w wodzie destylowanej — 10 min.

14. Odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastajagcym stezeniu (70%, 80%, 85%,
90%, 2 x 100%) i w ksylenie.

15. Zamkniecie preparatéw za pomocg histofluidu (Marienfeld) i szkielek na-
krywkowych.

Wigkszos¢ preparatéw podbarwiano przez 2 minuty hematoksyling, nastep-
nie ptukano w wodzie biezacej i destylowanej (po 10 minut), jako etap poprze-
dzajacy odwodnienie preparatow.

Przeprowadzano réwniez wewnetrzne kontrole negatywne, zastgpujac spe-
cyficzne przeciwciala przez surowice odpowiedniego gatunku w roztworze PBS
z dodatkiem 0,1% albumin bydlecych (BSA) i 15 mM azydku sodu.

Przeciwciala, takie jak: anty-IGFBP-3, anty-IGF-1R, anty-NS3, anty-NS5A,
i anty-C, wymagaly dodatkowego odslaniania determinant antygenowych za
pomocg wysokiej temperatury. Procedura polegata na zastosowaniu po etapach
odparafinowania i nawodnienia dodatkowego etapu gotowania preparatow w 10
mM buforze cytrynianowym w kuchence mikrofalowej o mocy 700 W przez 15
minut. Nastepnie preparaty ptukano w PBS-ie i od punktu 3 prowadzono reakecje
wedlug powyzej opisanej standardowej procedury.

N e

Technika ImmunoMax

W przypadku wykrywania IGF-1R, bialek niestrukturalnych HCV, tj. NS3
i NS5A oraz biatka rdzeniowego C HCV zastosowano technike ImmunoMax.
W tym celu do amplifikacji barwnego produktu reakeji immunocytochemicznej
stosowano biotynylowang tyramineg (PerkinElmer Life Sciences, Inc, MA, USA).
Reakcje przeprowadzono wedlug etapéw klasycznej techniki ABC do punktu 9,
a nastepnie wykonano:

10. Plukanie w roztworze PBS/Tween - 3 x 3 min.

11. Inkubacje z biotynylowana tyraming (1:50) — 10 min.



12. Inkubacje w roztworze Dako REAL EnVision/HRP, Rabbit/Mouse — 20 min.

13. Plukanie w PBS-ie — 3 x 3 min.

14. Inkubacje z 3-3diaminobenzydyng (DAB, Dako) - 5-7 min.

15. Plukanie w wodzie destylowanej — 5 min.

16. Odwodnienie w alkoholach o wzrastajagcym stezeniu (2 x 95%, 2 x 100%)
i w ksylenie (2 x).

17. Zamknigcie preparatow za pomoca histofluidu i szkielek nakrywkowych.

Technika immunofluorescencyjna

Metod¢ immunofluorescencyjng zastosowano dla wykrycia ekspresji: IGF-1 oraz

IGF-1R w komdrkach hodowanych ptodowej watroby WRL68 oraz komoérek

HepG2. Hodowle komoérek prowadzono w standardowych warunkach w tem-

peraturze 37°C i przy 5% stezeniu CO, uzywajac medium EMEM (Minimum

Essential Medium Eagle) z dodatkiem 10% FBS, L-Glutaminy oraz antybiotykéw

(streptomycyna, penicilina). Reakcje immunofluorescencyjng przeprowadzono

wedlug ponizszych etapow:

1. Usunigcie medium i odczepienie komorek od dna butelki hodowlanej za po-
mocy trypsyny — 10 min. /temp. 37°C.

2. Przeniesienie komdrek na szkietka podstawowe na drodze wirowania w Cyto-
spinie — 1000 rpm/10 min.

3. Utrwalenie komoérek w 4% paraformaldehydzie — 15 min./temp. pokojowa.

4. Inkubacja w 3% BSA - 45 min./temp. pokojowa.

5. Inkubacja ze swoistym przeciwcialem - 1 h/temp. pokojowa.

6. Plukanie w PBS-ie - 3 x 3 min.

7. Inkubacja z drugim przeciwcialem znakowanym fluorochromem - 1 h/temp.
pokojowa/ciemno$¢.

8. Plukanie w PBS-ie - 3 x 3 min.

9. Zamknigcie preparatow za pomoca balsamu zawierajacego DAPI i szkietek
nakrywkowych.

Przeprowadzano réwniez kontrole negatywne, zastepujac specyficzne prze-
ciwciata z etapu 5 czystym PBS-em.

Dokumentacje¢ fotograficzna wynikéw fluorescencji przeprowadzono z uzy-
ciem mikroskopu fluorescencyjnego AxioVision, Carl Zeiss. Byla to ocena wy-
lacznie jakosciowa dla zbadania wzoru ekspresji danego biatka (blonowa, cyto-
plazmatyczna, jadrowa).

3.2.4. Pdtilosciowa ocena ekspresji biatek

Dotyczyla nasilenia reakcji immunocytochemicznej biatka rdzeniowego HCV
(biatko kapsydowe, C), NS3 oraz NS5A w grupie A i B (n = 55).

Zastosowano skale punktowa IRS (Immunoreactive score) [Remmele i Stegner,
1987] (Tabela 2).
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Tabela 2. Skala IRS (0-12 punktéw) [Remmele i Stegner, 1987]

A: liczba komérek immunopozytywnych B: intensywnos¢ reakgji
0 - brak komorek z pozytywng reakcja 0 - brak reakcji barwnej
1 - do 10% komérek z pozytywna reakcja 1 - stabo nasilona reakcja barwna
2 - 11 do 50% komorek z pozytywna reakcjg 2 - $rednio nasilona reakcja barwna
3 - 51 do 80% komorek z pozytywna reakcja 3 - intensywna reakcja barwna
4 - >80% komorek z pozytywna reakcja

lloczyn A x B

Oceniano liczbe komorek z pozytywna reakcja (A) oraz nasilenie reakcji (B)
w dziesieciu polach widzenia mikroskopu $wietlnego (Olympus BH-2) w po-
wiekszeniu 400-krotnym. Warto$¢ koncowa uzyskanej reakcji stanowit iloczyn
A x B. Jako koncowy wynik brano pod uwage srednig wartos¢ ekspresji z 10 pol
widzenia. Warto$¢ iloczynu 1-2 oznaczala stabe nasilenie reakeji, 3-4 - $rednie,
natomiast 6-12 — intensywng reakcje immunocytochemiczng.

3.2.5. Archiwizacja komputerowa obrazéw z immunocytochemiczng
/fluorescencyjng ekspresja biatek

Preparaty mikroskopowe oceniano przy pomocy mikroskopu optycznego Olym-
pus BH-2 z zastosowaniem wbudowanej kamery cyfrowej i polaczonej z kompu-
terem. Najpierw rejestrowano i archiwizowano kolorowe obrazy mikroskopowe
w powiekszeniu obiektywu 40 x (co najmniej 10 pol z kazdego preparatu histolo-
gicznego danego pacjenta) o wielkosci 2560 x 1920 pikseli przy uzyciu programu
komputerowego LUCIA Image 5.0, zapisujac je w formacie jpg. na dysku twar-
dym komputera.

Archiwizacja komputerowa obrazéw mikroskopowych dotyczyta trzech bia-
tek z rodziny IGF: IGF-1, IGFBP-3 i IGF-1R oraz dwoch biatek HCV, tj. biatka
rdzeniowego (core, C) i NS5A.

W przypadku negatywnej reakcji immunocytochemicznej na dane biatko nie
wykonywano dokumentacji fotograficznej, a w analizie statystycznej w takich
przypadkach ujmowano wartosci zerowe.

Dokumentacje fotograficzna wynikéw fluorescencji przeprowadzono z uzy-
ciem mikroskopu fluorescencyjnego AxioVision, Carl Zeiss i, jak wspomniano,
stuzyla ona do archiwizacji danych i jakosciowej analizy uzyskanych obrazow
mikroskopowych.

Badania immunocytochemiczne, rejestracj¢ oraz archiwizacj¢ obrazéw mi-
kroskopowych przeprowadzono w Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriolo-
gii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (kierownik:
prof. dr hab. med. Maciej Zabel).



3.2.6. Analiza ilosciowa reakcji immunocytochemiczne;j
z zastosowaniem metody wizualizacji przestrzennej

Do analizy ilo$ciowej z zastosowaniem metody wizualizacji przestrzennej osta-

tecznie zakwalifikowano okoto 4000 obrazéw z pozytywna reakcja immunocy-

tochemiczng. Wsrdd tych obrazéw mikroskopowych, 1230 obejmowato obszar
miazszu watroby z cytoplazmatyczna reakcja na IGF-1, okoto 1000 obrazéw doty-
czylo reakeji blonowo-cytoplazmatycznej na wykrywanie receptora typu I IGF-1

(IGF-1R) oraz 1050 obrazéw wykonano w poszczegdlnych grupach pacjentéw na

wykrywanie cytoplazmatycznej ekspresji IGFBP-3.

Pozytywna reakcje na bialka HCV: core (biatko C) oraz NS5A zarchiwizowa-
no na okoto 600 obrazach mikroskopowych.

Obrazy o wielkosci 2560 x 1920 pikseli wykonane oryginalnie w programie
LUCIA Image 5.0 zostaly skonwertowane do wielkosci 640 x 480 pikseli do dal-
szej ,obrobki”

Analiza morfometryczna zostala wykonana dzieki wspétpracy z Zakltadem
Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. med. Elzbieta
Kaczmarek) z zastosowaniem metody opartej na wizualizacji przestrzennej im-
munocytochemicznej ekspresji antygenéw uwidocznionej na obrazach mikro-
skopowych. Technika ta zostala oryginalnie opracowana i wdrozona do progra-
mu komputerowego A4D zaprogramowanego w jezyku C++ przez Strzelczyka
[Kaczmarek i Strzelczyk, 2005]. Zastosowanie metodyki wizualizacji przestrzen-
nej do obrazéw mikroskopowych spowodowato zmiane plaskiego obrazu na tréj-
wymiarowy z wykorzystaniem jego jasnosci jako trzeciej wspotrzednej (wspot-
rzednej przestrzennej). Na utworzonych w ten sposéb obrazach przestrzennych
usunieto elementy zbedne i artefakty do poziomu tta. W tym celu zastosowano
trzy filtry: filtr jasnosci, filtr barwny oraz filtr nasycenia, ktéry pozwala usunaé
szare tlo z obrazéw kolorowych. Filtry te nie zmieniaja zawartoéci oryginalnego
obrazu. Dodatkowo za pomocg filtru wygtadzajacego mediany zostaly usuniete
szumy wprowadzone przez niedoskonato$¢ przetwornika kamery CCD uzywa-
nej do rejestracji obrazéw mikroskopowych.

W programie A4D obliczono w kolejnosci:

- $rednie pole powierzchni obszaru migzszu watroby na zarejestrowanym obra-
zie (w pikselach i um?) u kazdego pacjenta i calej grupy pacjentow,

- $rednie pole reakcji immunocytochemicznej konkretnego antygenu przypa-
dajace na pole powierzchni migzszu watroby (w pikselach i pm?) u kazdego
pacjenta i calej grupy pacjentow,

- $rednie pole reakcji immunocytochemicznej konkretnego antygenu przypa-
dajace na pole powierzchni migzszu watroby u kazdego pacjenta i catej grupy
pacjentow, przeliczano i okreslano takze w procentach (% reakeji) (Rycina 1).
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Rycina 3. Okna robocze programu A4D. Segmentacja progowa barwnej reakcji immunocytoche-
micznej (brazowy kolor) na przyktadzie ekspresji IGF-1 w migzszu watroby u pacjenta z przewle-
klym zakazeniem HCV (pacjent nr 48) [Kasprzak i wsp., 2011].

A - obraz uzyskany w mikroskopie swietlnym polgczonym z kamerg cyfrowq. Powigkszenie obiek-
tywu 40 x. Technika ABC, podbarwienie jgder komdrkowych hematoksyling; B - histogram barw
sktadajgcych sie na odcienie brgzowego koloru IGF-1; C - ,,uprzestrzennienie” plaskiego obrazu mi-
kroskopowego (A); D - wyodrebnienie (segmentacja) reakcji immunocytochemicznej na wykrywanie
IGF-1 z przestrzennego obrazu (C); E - projekcja ,uprzestrzennionej” reakcji na plaszczyzne jako
ostateczny wynik automatycznej segmentacji obrazu immunocytochemicznego IGF-1 do pomiaru
jego powierzchni oraz udziatu procentowego w polu widzenia migzszu wgtroby.



Wyniki uzyskane za pomoca programu wizualizacji przestrzennej A4D po-
réwnano z wynikami progowania koloréw w przestrzeni HSI uzyskanymi pro-
gramem Image] (public domain, NHI, Bethesda, MD) zastosowanym do tych sa-
mych zdje¢. W tym celu zainstalowano do wersji podstawowe]j programu Image]
wtyczke Color Thresholder, dostgpng na stronie internetowej http://rsb.info.nih.
gov/ij. Blad metody pomiaru ekspresji reakcji immunocytochemicznej szacowa-
no na podstawie wartosci bledu standardowego réznic migedzy pomiarami wy-
konanymi na tych samych 250 obrazach mikroskopowych, ale dwoma réznymi
technikami (A4D i Image]). Blad standardowy $redniej wartosci pomiaréw wy-
nosi 97 pikseli, co stanowi 0,97% wartosci $redniego pola powierzchni ekspresji
reakcji wyznaczonego metoda wizualizacji przestrzennej. Przyjmuje sie, ze btad
metody nie przekracza 1%.

Wyniki uzyskane w obu programach analizy obrazéw (LUCIA Image 5.0 oraz
A4D) eksportowano do formatu programu Microsoft Excel, ktory jest kompa-
tybilny z programem Statistica PL v. 9, w celu przeprowadzenia analizy staty-
stycznej.

W rozdziale ,Wyniki” tej pracy przedstawiono wartosci $redniej ekspresji im-
munocytochemicznej danego biatka systemu IGF oraz biatek HCV (C i NS5A)
wyrazone w % reakcji na pole powierzchni migzszu watroby.

3.3. Metody statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano dzigki wspotpracy z Zakltadem Bioinformaty-
ki i Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. med. Elzbieta Kaczmarek).

W pierwszym etapie analizy statystycznej weryfikowano zgodnos¢ wszystkich
uzyskanych wynikéw z rozkladem Gaussa przy pomocy testu Shapiro-Wilka.
Nastepnie obliczono parametry statystyki opisowej (Srednig arytmetyczng, od-
chylenie standardowe, mediane oraz warto$¢ minimalng i maksymalng). Wyniki
poréwnywano w podgrupach A, B, C oddzielnie oraz sumarycznie w calej gru-
pie badanej (A+B+C) lub A+B z kontrolg ,,surowiczg”. Dane ekspresji tkankowej
(% reakcji na pole powierzchni) poréwnywano z danymi uzyskanymi w pane-
lu HCC i tkankach z rakéw watroby (kontrola pozytywna) lub z prawidltowy-
mi watrobami (kontrola negatywna) (zmienne niepowiazane) z zastosowaniem
testu Manna-Whitney'a (test nieparametryczny dla zmiennych niepowigzanych
dla dwoéch grup). W przypadku zmiennych powiazanych zastosowano test Wil-
coxona. Zastosowano rowniez test Kruskala-Wallisa i gdy wystepowaly réznice
- dodatkowo test wielokrotnych poréwnan (test Dunna). Dla poréwnania eks-
presji biatek HCV wyrazonych w skali IRS zastosowano test Friedmana i kolejno
test Dunna. Do poréwnania procentowego udzialu izoform mRNA IGF-1 zasto-
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sowano test réznic miedzy dwoma wskaznikami struktury. Korelacje Pearsona
i rang Spearmana zastosowano do skojarzenia warto$ci zmiennych. Analizowano
réwniez wplyw wieku na site korelacji pomiedzy badanymi markerami systemu
IGF-1 i/lub biatek HCV a wybranymi danymi klinicznymi. W tym celu wystan-
daryzowano przede wszystkim warto$ci surowiczych stezen IGF-1 ze wzgledu na
wiek i obliczano poziomy korelacji migdzy danymi klinicznymi i wystandaryzo-
wanymi warto$ciami poziomu surowiczego tego bialka. Standaryzacja polegata
na tym, ze wyniki zmiennych przeksztalcono wg nastepujacego wzoru:

X, — X
"W,

SDx ‘

X, = wartos¢ badanej zmiennej dla pacjenta

gdzie wartosci wazone w, obliczano jako wystandaryzowang warto$¢ wieku pa-
cjenta na podstawie wzoru:

W, — W.

SDw.

W, =
w, = wiek pacjenta

Wyniki uznano za istotne statystycznie na poziomie istotnosci p < 0,05.
Analize statystyczna przeprowadzono przy pomocy programu Statistica PLv. 9.

3.4. Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersy-
tecie Medycznym w Poznaniu (nr 22/09) z dnia 8 stycznia 2009 roku.



4. Whyniki

4.1. Charakterystyka kliniczna grupy badanej (pacjenci z przewlektym
zakazeniem HCV)

Dane epidemiologiczne, wyniki badan biochemicznych i wirusologicznych tej
grupy pacjentéw przedstawia tabela 3.

Wsrod 150 pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby typu C (grupa
A+B+C) bylo 86 mezczyzn i 64 kobiety w wieku od 18 do 84 lat. Srednia wieku
pacjentow wynosita 41,49 + 15,61 lat, i nie roznita si¢ w grupie mezczyzn i kobiet
(40,97 + 15,34 vs. 42,19 + 16,06; p = 0,731). Ponad potowa badanej grupy byta
w wieku powyzej 40. r.z. (Rycina 4).

O 18-40

41-60

h B >60

X

Rycina 4. Odsetek chorych w zaleznoéci od wieku w calej grupie badanej (A+B+C).

Srednia warto$¢ wskaznika masy ciata (BMI) miescita si¢ w granicach normy,
cho¢ w grupie zaréwno mezczyzn jak i kobiet stwierdzano nadwage, a u 10 pa-
cjentow otytos¢ (BMI > 30). Zanotowano istotna réznice w wartosci wskaznika
BMI ze wzgledu na ple¢ (mezczyzni vs. kobiety, 25,90 + 3,76 vs. 23,25 + 3,33;
p <0,001) i to zar6wno w calej grupie, jak i w podgrupach A i C (Tabela 5).

W przeprowadzonych badaniach aktywnosci ALT i AST wykazano podwyz-
szone $rednie aktywnoéci obu tych enzymdw. Srednie aktywno$ci ALT, AST
i GGTP w grupie zakazonych HCV odpowiednio okolo 2-krotnie, 1,5-krotnie
i 2-krotnie przewyzszaly wartoéci referencyjne dla tych badanych enzymoéw.
Istotng réznice w aktywnosci aminotransferaz w stosunku do plci zanotowano
tylko dla ALT (mezczyzni vs. kobiety odpowiednio 87,63 + 62,33 U/l vs. 67,91
49,65U/1; p = 0,021). Podobnie znamiennie wyzsze wartosci aktywnos$ci GGTP
zanotowano w grupie mezczyzn w stosunku do kobiet (77,49 + 86,77 U/1 vs.
60,82 + 66,61 U/L; p = 0,015). Wartosci pozostalych podstawowych parametréow
biochemicznych nie roznity si¢ w obu plciach tej grupy pacjentéw (Tabela 3 i 5).
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Wirdd pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C w pojedynczych
przypadkach obserwowano hiperglikemi¢ na czczo. U zadnego z pacjentow
uprzednio, jak i w chwili badania nie rozpoznano cukrzycy. Do stanu przedcu-
krzycowego nalezy jednak insulinooporno$¢, obserwowana w badanej grupie.
W celu okreslenia wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR w badanej grupie
oznaczono stezenia insuliny na czczo, ktérej srednie stezenia miescily sie w grani-
cach referencyjnych, jednakze byty znamiennie wyzsze w stosunku do oznaczen
wykonanych w surowicach pochodzacych od zdrowych dawcéw krwi (19,43 +
32,09 pU/ml vs. 18,49 + 11,45 pU/ml; p = 0,046). Srednia warto$¢ wskaznika
HOMA-IR dla calej grupy badanej wynosita 5,16 + 8,42 i byla ponad 2-krotnie
wyzsza od wartosci referencyjnych (Tabela 3).

Srednia warto$¢ surowiczego stezenia AFP w calej grupie badanej byta pod-
wyzszona i wynosifa 16,35 + 51,69 ng/ml. Znaczaco wysokie wartosci AFP (> 100
ng/ml) zanotowano u 5 chorych z podgrupy C. Troje z nich w trakcie okoto
2-letniego okresu obserwacji zmarlo z powodu objawéw dekompensacji marsko-
$ci watroby z towarzyszaca chorobg nowotworowa (stwierdzono guzy watroby
w badaniach obrazowych). Wysokie wartosci stezenia AFP w granicach 55-99
ng/ml zanotowano ponadto u kolejnych 5 chorych (u 4 z podgrupy Ci u jednego
z podgrupy B), u ktérych dokonat sie proces marskosci watroby.

Tabela 3. Analiza danych klinicznych i laboratoryjnych pacjentéw z przewleklym zapaleniem wa-
troby typu C z podzialem na poszczegolne badane grupy

Cecha Zakres Podgrupa| n Srednia Mediana | Min. Maks. SD
statystyczna | horm

A 37 35,97 30,00 18,00 63,00 13,51

Wiek (lata) B 18 41,72 44,00 19,00 65,00 16,22

C 95 43,59 48,00 19,00 84,00 15,88

A+B+C | 150 41,49 42,50 18,00 84,00 15,61

A 37 24,09 23,90 17,80 37,61 3,91

BMI 18,5- B 13 24,59 24,29 19,80 32,05 3,98

24,99 C 90 25,10 25,06 17,84 35,14 3.74

A+B+C | 140 24,79 24,49 17,80 37,61 3,81

A 37 82,00 59,00 18,00 292,00 63,24

B 18 66,78 43,50 22,00 169,00 43,20

ALT (U 0-38.0 C 94 80,41 65,54 10,44 281,00 58,38

A+B+C | 149 79,16 63,00 10,44 292,00 57,88

A 37 56,52 45,50 15,70 182,00 38,87

B 18 59,89 48,00 18,00 145,00 40,63

AST (UM 0-35.0 C 93 63,72 52,60 14,10 253,80 45,09

A+B+C | 148 61,45 50,25 14,10 253,80 42,93

A 23 51,81 42,20 11,90 128,00 35,50

B 17 60,15 51,00 6,00 140,00 41,20

GGTP(UA) | 8.0-35.0 C 79 78,15 47,50 9,00 678,00 92,55

A+B+C | 119 70,49 49,00 6,00 678,00 79,05




cd. tabeli 3.

Cecha Zakres Podgrupa| n Srednia Mediana | Min. Maks. SD
statystyczna | norm

A 28 186,79 188,80 | 128,55 251,89 35,28

Cholesterol | o 00 B 17 172,12 167,00 | 102,00 274,00 492,17
(mg/dI) C 89 175,45 173,60 | 97,70 280,60 42,32
A+B+C | 134 | 177,39 177,00 | 97,70 280,60 40,94

A 37 717 7,21 6,02 8,68 0,63

ca?llag\ll(v?te 62.85 B 17 7,31 7,50 6,20 9,60 0,80
(@/d) o C 93 7,48 7,42 6,22 9,10 0,64
A+B+C | 147 7,38 7,40 6,02 9,60 0,67

A 37 3,84 3,85 2,98 4,65 0,40

Albuminy | 34 ¢ 4 B 17 3,94 3,83 2,79 5,66 0,57
(g/dl) > C 91 3,98 4,02 2,62 4,98 0,48
A+B+C | 145 3,94 3,96 2,62 5,66 0,47

. A 37 1,41 1,33 0,84 2,26 0,36
-gliﬁl"l?ﬁy 07-1.4 B 17 1,50 1,54 0,96 1,87 0,24
(@d) C 91 1,48 1,40 0,78 3,53 0,42
A+B+C | 145 1,46 1,43 0,78 3,53 0,39

A 37 229,59 217,00 | 115,00 432,00 68,24

Plytki krwi | 130 440 B 17 203,47 205,00 | 102,00 328,00 72,39
(G/1) - C 95 186,64 190,00 43,00 459,00 75,41
A+B+C | 149 | 199,23 199,00 | 43,00 459,00 75,14

A 28 93,85 94,60 72,63 129,81 13,22

Glukozawe | 70,0- B 17 90,18 89,00 73,00 105,00 8,32
krwi (mg/dl) | 105,0 C 89 99,83 99,26 67,20 149,00 15,11
A+B+C | 134 97,35 96,85 67,20 149,00 14,43

A 37 12,79 8,90 3,20 74,50 12,28

Insulina B 18 14,10 10,00 3,30 43,80 10,08
" Umy 6-20 c [ 2] 2314 975 | 270 | 25540 39,19
A+B+C | 147 19,43 9,70 2,70 255,40 32,09

A 29 3,36 2,18 0,64 20,59 3,71

HOMARR | <25 B 17 3,19 2,41 0,695 9,19 2,23
C 85 6,16 2,47 0,056 60,11 10,06

A+B+C | 131 5,16 2,42 0,06 60,11 8,42

A 37 45,73 32,00 10,00 179,00 35,31

Estradiol | Zaleznie B 18 75,06 39,00 11,00 299,00 87,61
Y gl edPe T T | s 4100 | 10,00 | 313,00 50,05
A+B+C | 149 54,00 40,00 10,00 313,00 53,20

A 37 5,02 3,01 1,30 38,44 6,23

B 17 9,14 6,02 1,63 67,04 15,21

AFP (ng/mh) | 0-10 c 92 | 2229 5,16 1,00 350,00 64,06
A+B+C | 146 16,38 4,80 1,00 350,00 51,69
A 37 | 982030,81 | 47000,00 | 1220,00 | 21500000,00 | 3530735,40
HCV RNA B 18 | 656675,00 | 97350,00 | 4090,00| 5050000,00 | 1314884,89
(1U/mli) C 90 | 1382817,08 | 236000,00 | 560,00 | 19400000,00 | 3057465,40
A+B+C | 145 | 1190405,70 | 182000,00 | 560,00 | 21500000,00 | 3027899,90

Objasnienia: n - liczba 0s6b w podgrupie; min. — minimum; maks. — maksimum; SD - odchylenie

standardowe.
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Srednie stezenie AFP mieszczace sie w granicach normy zanotowano w stop-
niu 1 aktywnosci zapalnej oraz w stopniu 1 i 2 widknienia. Wysokie wartosci
(wielokrotnie przekraczajace norme) stezenia AFP zwigzane byly z najwyzszym
stopniem widknienia (staging 4) (Tabela 4).

U chorych przewlekle zakazonych HCV stezenie AFP systematycznie wzra-
stalo wraz ze wzrostem zaréwno aktywnosci zapalnej, jak i zaawansowania wiok-
nienia. Proporcjonalny wzrost stezenia AFP wraz ze wzrostem zaawansowania
wldknienia watroby (staging) byl bardzo spektakularny. Najwieksza réznice ste-
zen AFP obserwowano pomiedzy grupa z najnizszym stopniem widknienia (sta-
ging 1) a grupa z marsko$cia watroby (staging 4) (p < 0,001) (Rycina 5).

W przypadku analizy stezenia AFP i parametru grading testem wielokrotnych
poréwnan dowiedziono, ze wzrost stezenia AFP w stopniu 2 i 3 aktywnosci za-
palnej wykazywat istotng réznice w stosunku do stezenia w stopniu 1, ale takze
réznit si¢ istotnie pomiedzy G2 i G3 (Tabela 4).

Wartos¢ HCV-RNA w surowicy pacjentdw miescila si¢ w granicach od 5,6 x
10* do 2,15 x 107 IU/ml, za$ $rednia wynosita 1,19 x 10° + 3,02 x 10° IU/ml. Do-
minujacym genotypem wsrdd badanych zakazonych HCV byl genotyp 1, ktdry
stwierdzono w 86,67%. W pojedynczych przypadkach wykryto zakazenie geno-
typem 3 (n=9) oraz4 (n=7).

Stezenia insuliny u pacjentéw zakazonych HCV (A+B+C) byly istotnie wyz-
sze w poréwnaniu z kontrolg (19,43 + 32,09 uU/ml vs. 18,49 + 11,45 pU/ml;
p <0,05).

Srednie stezenie estradiolu w calej badanej grupie pacjentéw zakazonych
HCV nie réznilo si¢ w stosunku do kontroli (54,00 + 53,20 pg/ml vs. 54,76 +
58,67 pg/ml; p > 0,05), podobnie w grupie samych mezczyzn zakazonych HCV
(39,13 + 12,45 pg/ml vs. 40,42 + 7,67 pg/ml; p > 0,05). Nie stwierdzono rdznic
w stezeniach estradiolu w zaleznosci od plci u wszystkich pacjentéw, jak i w kaz-

Tabela 4. Stezenie AFP (Srednia + SD) u chorych przewlekle zakazonych HCV (grupa A+B+C)
w zaleznosci od stopnia aktywnosci zapalnej (grading) i zaawansowania wldéknienia (staging)

Punkty skali n AFP (ng/ml)
1 42 3,60+ 1,76
Grading (G)* 2 61 6,58 +8,91*
3 12 9,98 + 9,38, ¥
0 4 3,77 £2,38
1 69 4,19 + 3,37
Staging (S)* 2 28 6,04 +3,73
3 8 17,86 +22,93*
4 20 68,48 * 114,097+,

Objasnienia: n - liczba 0s6b, SD - odchylenie standardowe; * — parametry ocenione w skali pétilo-
Sciowej (p. Materiat i metody); *G1 vs. G2 i G2 vs. G3, p < 0,05; **G1 vs. G3, p < 0,001; *SI vs. S3,
P < 0,05; ***S1 vs. $4, p < 0,001; **S2 vs. $4, p < 0,01; wartosci SO z pozostatymi wartosciami staging
nie poréwnano ze wzgledu na zbyt niskq liczebnos¢ pacjentéw z SO.
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Rycina 5. Surowicze stezenia AFP w zaleznosci od stopnia zaawansowania wldknienia (staging)
w grupie badanej (A+B+C). * - p < 0,05; ** — p < 0,01; *** - p < 0,001.

dej z podgrup (Tabela 5). Wraz ze wzrostem aktywnosci zapalnej (grading, G)
stezenie estradiolu zmniejszalo si¢. Istotnie wyzsze stezenie stwierdzono w G1
(G1 vs. G2, 65,74 + 62,73 pg/ml vs. 50,57 + 55,00 pg/ml; p < 0,05). Najnizsze
stezenie estradiolu (38,92 + 30,51 pg/ml) zanotowano w najwyzszym stopniu ak-
tywnosci zapalnej (G3). Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach estradiolu
w zalezno$ci od stopnia zaawansowania widknienia. W grupie zakazonych HCV
mezczyzn nie obserwowano roznic stezenia estradiolu w zaleznosci od grading
i staging (p > 0,05).

Tabela 5. Analiza danych kliniczno-laboratoryjnych u pacjentéw przewlekle zakazonych HCV
z podzialem na poszczegélne podgrupy w zaleznosci od pici

Cecha statystyczna Podgrupa Ptec¢ n Srednia + SD p
K 19 4,95 £ 15,07
A 3495 £15.0 0,461
M 18 37,06 + 11,98
K 9,63 = 14,4
B 8 39.63 8 0,633
. M 10 43,40 + 18,08
Wiek K 37 46,46 £ 15,79
C —— 0,234
M 58 41,76 + 15,80
K 4 42,19 + 16,0
A+B+C 6 6,06 0,731
M 86 40,97 + 15,34
A K 19 22,39 3,19 0.002
M 18 25,88 + 3,87 '
B K 6 23,80 *+ 3,97 0628
L .
BMI M 7 25,27 + 4,17
c K 34 23,64 3,30 0.005
M 56 25,99 +3,74 '
A+BAC K 59 23,25%3,33 <0.001
M 81 25,90 3,76 '
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cd. tabeli 5.

Srednia + SD

Cecha statystyczna Podgrupa Pte¢ n p
9 9 +
A K 1 58,49 + 40,03 0,008
M 18 106,83 + 74,18
K 1,00 + 46,82
B 8 61,00 + 46,8 0,696
ALT (U/) M 10 71,40 + 42,03
K 7 74,25 + 54,67
= : 02346 0,327
M 57 84,41 + 60,80
K 4 7,91 + 49,
A+B+C 6 6 65 0,021
M 85 87,63 + 62,33
K 19 45,54 +33,32
A 0,024
M 18 68,11+ 41,8
B K 8 58,75 £ 50,50 0573
AST (U/l) M 10 60,80 + 33,65 '
C K 37 62,84 + 46,24 0.897
M 56 64,29 + 44,73 '
A+B4+C K 64 57,19 + 43,38 0117
M 84 64,70 + 42,55 '
A K 11 40,78 + 28,50 0211
M 12 61,93 39,35 '
K 8 43,45 +26,19
° M 9 75,00 + 47,62 0.236
GGTP (U/l) ,00 + 47,
c K 31 72,41+ 80,31 0,095
M 48 81,85 + 100,30 '
K 50 60,82 + 66,61
+B+ ‘
Arere M 69 77,49 + 86,77 0,015
K 16 190,66 + 30,53
A M 12 181,62 + 41,63 0,568
+
B K 8 184,75 + 54,33 0.743
Cholesterol (mg/dl) M 9 160,89 +25,93
e K 33 180,07 + 43,02
c 0,459
M 56 172,72 + 42,05
7 70 + 41,
A+B+C K 5 183,70 + 41,21 0147
M 77 172,73 + 40,38
9 7,3£0,
A ) 1 32066 0,178
M 18 7,03 £ 0,59
K 7,23+ 0,42
B ; 320 0,963
Biatko catkowite (g/dl M 9 7,38 1,05
iatko catkowite (g/dl) < - T o
= 0,366
M 56 7,52 0,58
K 4 7,36 0,67
A+B+C 6 36106 0708
M 83 7,39 £0,67
K 19 3,98 £0,33
A 0,092
M 18 3,69 40,43
B K 8 3,82+0,13 0423
Albuminy (g/dl) ™ 9 4,04 £0,78 ’
min
o C K 36 3,91+0,51 0426
M 55 4,02 £ 0,46 '
A+B4+C K 63 3,92+0,42 0775
M 82 3,95+0,51 '




cd. tabeli 5.

Srednia + SD

Cecha statystyczna Podgrupa Ptec¢ n p
9 4510,
A K 1 1,45 10,42 0.916
M 18 1,37 £ 0,27
K 1,51 10,2
B M 2 1 ‘519 s g Zg 0815
Gamma-globuliny (g/dl) —
K 1,50 + 0,49
C 36 0£0 0,619
M 55 1,46 + 0,37
K 1,49 + 0,44
A+B+C 63 0 0,544
M 82 1,44 + 0,34
K 19 245,37 + 65,37
A 3 65 0,080
M 18 212,94 + 69,04
B K 8 209,25 +£79,37 0673
Pk ke (G) M 9 198,33 + 70,04 ‘
I Krwi
v c K 37 197,70 £ 89,90 0511
M 58 179,59 + 64,37 ’
A+BAC K 64 213,30 £ 83,63 0.073
M 85 188,64 + 66,61 ’
A K 16 96,45 £ 10,04 0.110
M 12 90,39 £ 16,40 ’
K 8 89,75 19,22
B 0,815
M 9 90,56 7,97
Glukoza we krwi (mg/dl)
c K 34 99,24 £ 15,29 0.753
M 55 100,19 + 15,13 '
K 58 97,16 £ 13,52
+B+ )
AtBHC M 76 97,50 £ 15,17 05893
K 19 16,09 = 16,17
A M 18 9,31+ 4,21 0210
K 8 11,93 +7,68
B 0,633
- o (Ul M 10 1584+ 11,77
nsulina w surowicy (pU/mi c K 35 20,76 n 36'61 0,309
M 57 24,61 £ 40,94 ’
K 62 18,19 £ 29,01
A+B+ ,537
c M 85 20,33 £ 34,30 0.53
29 4,7
A K 16 4,29 £ 4,78 0.232
M 12 2,22 +£0,99
K 2,71 %1,
B 8 8 0,481
HOMA-IR M 9 3,62 +2,56
K 2 ,66 £9,51
C 3 3,66 > 0,479
M 53 6,47 + 10,45
K 4,85 +7,67
A+B+C 56 8 6 0,586
M 74 5,39 +£8,98
K 19 58,26 t 44,88
A 0,126
M 18 32,50 + 12,10
B K 8 123,50 £ 117,18 0.146
Estradiol icy (pg/rm) M 10 36,30 +7,93 ’
radi rowl m
stradiohw sdrowiey tp c K 36 71,67 £76,40 0991
M 58 41,78 + 12,45 ’
A+BAC K 63 74,21 +76,33 0.161
M 86 39,20 + 12,45 ’
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cd. tabeli 5.

Cecha statystyczna Podgrupa Pte¢ n Srednia + SD p

K 19 5,57 £8,35

A 0,461
M 18 4,45 +2,75

B K 8 5,88 £ 3,39 0.888
M 9 12,05 £20,80 '

AFP (ng/ml)

c K 36 24,24+ 62,56 0218

M 56 21,04 £ 65,54 '
A+BAC K 63 16,28 + 48,13 0687

M 83 16,46 + 54,52 '
K 19 417262,63 +781658,56

A 0,499
M 18 1578175,00 £ 5001906,84

B K 8 420420,00 + 565400,46 0.515
M 10 845679,00 £ 1711080,82 '

HCV RNA (1U/ml)

c K 35 1836897,06 + 3991066,43 0.548

M 55 1093857,09 £ 2271394,83 '
+
A+BAC K 62 1219076,56 +3098084,94 0,939

M 83 1168988,92 +2993168,27

Objasnienia: n - liczba oséb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p - poziom istotnosci.

4.2. Ocena nasilenia zmian zapalnych (grading) i stopnia
zaawansowania wtdknienia (staging) w skali numerycznej

W grupie badanej (A+B+C) w ocenie histopatologicznej u 88,98% (105/118)
pacjentéw dominowata minimalna i fagodna aktywnos¢ zapalna (grading 11 2).
Umiarkowang aktywno$¢ zapalng stwierdzono tylko w 11,02% (13/118) bada-
nych biopunktatéw.

Stopien zaawansowania widknienia w skali numerycznej najczesciej oceniano
jako 1. To minimalne widknienie (staging 1) dotyczyto 60,17% (71/118) pacjen-
tow. Lagodne widknienie (staging 2) stwierdzono u 24,58% (29/118). W badanej
grupie stosunkowo rzadko opisywano zaawansowane widknienie (staging 3 i 4),
gdyz tylko w 11,86% (14/118) przypadkéw. U pojedynczych pacjentéw (4/118)
nie stwierdzono widocznych morfologicznie wyktadnikéw widknienia w watro-
bie. Szczegdlowy analize opisywanych zmian histopatologicznych w biopunk-
tatch watroby z podzialem na poszczegdlne podgrupy przedstawiono w tabeli 6.

W podgrupie C u 18/95 (19%) pacjentéw rozpoznano klinicznie marskos¢
watroby, co stanowilo ponad polowe grupy pacjentéw, w ktdrej nie wykonano
biopsji watroby.

Ogotem liczba pacjentéw z marsko$cia watroby w przeprowadzonych bada-
niach wynosila 24, co stanowi 16% calej grupy badane;j.

Stluszczenie hepatocytéw w biopunktatach watroby nie bylo czestym zjawi-
skiem. Obserwowano je tylko u 1/3 chorych (39/118), przy czym u 70% (27/39)
bylo to sttuszczenie oceniane na 1 punkt w skali numerycznej (<30% hepatocy-
téw) (Tabela 6).



Tabela 6. Liczba pacjentéw poszczegdlnych podgrup z przewlektym zakazeniem HCV demonstru-
jaca okre$lony stopien nasilenia zmian zapalnych (grading), zaawansowania wioknienia (staging)
oraz sttuszczenia watroby

Podgrupa n Grading
0 1 2 3
A 37 0 16 18 3
B 18 0 8 4 6
C 63 0 19 40 4
A+B+C 118 0 43 62 13
Staging
0 1 2 3 4
A 37 1 22 10 3 1
B 18 0 10 1 3 4
C 63 3 39 18 2 1
A+B+C 118 4 71 29 8 6
Sttuszczenie
0 1 2
A 37 23 10 4
B 18 6 8 4
C 63 50 9 4
A+B+C 118 79 27 12

Objasnienia: grading (0-3 pkt), staging (0-4 pkt) oraz sttuszczenie wgtroby (0-2 pkt) przedstawiono
w pélilosciowych skalach numerycznych (p. Material i metody).

4.3. Surowicze stezenia badanych sktadnikow z rodziny IGF

IGF-1

Wartosci oznaczonych surowiczych stezen IGF-1 w calej grupie pacjentow prze-
wlekle zakazonych HCV (A+B+C) byly obnizone w stosunku do kontroli (A+B+C
vs. K odpowiednio 68,68 + 46,62 ng/ml vs. 109,45 + 47,06 ng/ml; p < 0,001). Zna-
czacy roéznice stezen stwierdzono pomiedzy wszystkimi podgrupami chorych
a kontrola (Tabela 7, Rycina 6).

Najwyzsze $rednie stezenie IGF-1 zanotowano w grupie B. Nie stwierdzono
istotnych réznic w stezeniach IGF-1 pomiedzy pacjentami badanych podgrup
z WZW typu C (Rycina 6).

Istotng roznice stezen IGF-1 w zaleznosci od plci zaobserwowano tylko
w podgrupie A. Wyzsze stezenia IGF-1 obserwowano u kobiet w poréwnaniu
z mezczyznami (p < 0,05). Nie stwierdzono takich réznic w pozostatych podgru-
pach (B i C), jak réwniez w calym badanym materiale (A+B+C) (Tabela 8).

Istotnie nizsze stezenie IGF-1 (66,32 + 44,97 ng/ml, liczba pacjentéw
n = 127) uzyskano u pacjentéw z genotypem 1 w poréwnaniu z grupg chorych
z genotypem 4a/4c/4d (93,36 + 46,95 ng/ml; n = 14) (p < 0,05). W obrebie
pacjentdw zakazonych genotypem 1 istotnie wyzsze stezenie IGF-1 zanotowa-

57



140 FEE

IGF-1
[ng/ml] 120 * ok ok

100 T sk sk

80 EE S

60 -

40 -~

20

0 | T
A B C A+B A+B+C K

Rycina 6. Surowicze stezenia IGF-1 ($rednia + SD) w badanych podgrupach chorych z przewle-
ktym zakazeniem HCV i w kontroli; *** - p < 0,001.

Tabela 7. Poréwnanie surowiczych stezen IGF-1 ($rednia + SD) u pacjentéw z przewlektym zaka-
zeniem HCV w poszczegolnych podgrupach i w kontroli

IGF-1 (ng/ml)
Podgrupa Grupa badana Grupa kontrolna p
n n

A 37 66,18 + 38,99 <0,001
B 18 73,46 + 41,05 0,013
A+B 55 68,56 + 39,44 30 109,45 + 47,06 <0,001
C 87 68,75 150,85 <0,001
A+B+C 142 68,68 + 46,62 <0,001

Objasnienia: n - liczba 0sob w danej podgrupie; SD — odchylenie standardowe; p — poziom istotnosci.

Tabela 8. Surowicze stezenie IGF-1 (Srednia + SD) w zaleznosci od plci u chorych z przewlektym
zakazeniem HCV i w kontroli

Podgrupa Kobiety Mezczyzni
badana n n P
A 19 80,85 £ 42,02 18 50,7 £29,21 0,022
B 8 75,46 £29,61 10 71,86 £49,95 0,696
IGF-1 (ng/ml) C 35 66,33 £39,82 52 70,37 £57,42 0,664
A+B+C 62 71,96 £ 39,37 80 66,13 £ 51,64 0,113
K 6 111,27 £ 24,43 24 108,99 + 51,59 0,402

Objasnienia: n - liczba oséb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p - poziom istotnosci.



no u pacjentéw zakazonych genotypem la lub mieszanym la+1b (n = 10) niz
u zakazonych genotypem 1b (n = 117) (74,95 £ 22,00 ng/ml vs. 65,59 + 47,45
ng/ml, p < 0,05).

8 pacjentéw z podgrupy C, u ktérych stezenie IGF-1 wynosilo <12 ng/ml,
zmarto w ciggu okolo roku od czasu zebrania materialu w obrazie dekom-
pensacji marskosci watroby czy choroby nowotworowej (zmiany ogniskowe
w watrobie bez i/lub z potwierdzonym HCC) (pacjenci nr 57, 87, 89, 92, 103,
126, 148, 149).

IGF-1R

Uzyskane wyniki surowiczych stezen receptora typu I IGF-1 (IGF-1R) w grupie
pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV nie réznity sie zaréwno w poszcze-
golnych podgrupach (A, B, C) jak i w calej grupie (A+B+C) w stosunku do kon-
troli (Tabela 9).

Tabela 9. Surowicze st¢zenia IGF-1R ($rednia = SD) u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV
w poszczegolnych podgrupach i ich poréwnanie z kontrola

IGF-1R (pg/ml)
Podgrupa Grupa badana Grupa kontrolna p

n n

A 37 5044,38 + 3686,22 0,356

B 17 5205,20 + 4555,15 0,307

30 5299,11 £ 3455,29
C 88 5220,56 + 3689,42 0,866
A+B+C 142 5172,81 £3772,07 0,553

Objasnienia: n - liczba 0sob w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p — poziom istotnosci.

Nie stwierdzono takze roznic w stezeniach IGF-1R u wszystkich chorych za-
kazonych HCV w zaleznosci od pici (Tabela 10).

Tabela 10. Surowicze stezenie IGF-1R ($rednia + SD) w zalezno$ci od plci u chorych z przewle-
ktym zakazeniem HCV i w kontroli

Podgrupa Kobiety Mezczyzni P
badana n n
A 19 | 503322+4017,16 | 18 | 5056,14 +341876 | 0,799
B 7 32709 £1057,32 | 10 | 655922 +558528 | 0,193
'(ng/nlﬁ C 37 | 4209114235613 | 51 | 595435+4287,34 | 0,108
A+BHC | 63 | 4353414288149 | 79 | 582626+425983 | 0,071
K 6 | 621047+435567 | 24 | 507126+326466 | 0527

Objasnienia: n - liczba oséb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p - poziom istotnosci.
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IGFBP-3

Nizsze stezenie IGFBP-3 u chorych zakazonych HCV w stosunku do kontroli
zanotowano w podgrupach B i C (B vs. K, 812,47 + 108,61 ng/ml vs. 913,48 +
94,97 ng/ml, p < 0,05 oraz C vs. K 836,78 + 65,54 ng/ml vs. 913,48 + 94,97 ng/ml,
p < 0,05). W podgrupie A oraz facznie u wszystkich badanych chorych takiego
obnizenia nie zanotowano (Tabela 11).

Tabela 11. Surowicze stgzenia IGFBP-3 ($rednia + SD) u pacjentow z przewleklym zakazeniem
HCV w poszczegélnych podgrupach i ich poréwnanie z kontrola

IGFBP-3 (ng/ml)
Podgrupa Grupa badana Grupa kontrolna p
n n
A 37 919,72 £ 120,61 0,842
B 18 812,47 £ 108,61 0,012
15 913,48 £ 94,97

C 16 836,78 = 65,54 0,027

A+B+C 71 873,84 + 116,88 0,128

Objasnienia: n - liczba 0sob w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p — poziom istotnosci.

Znamiennie wyzsze stezenia IGFBP-3 zanotowano u mezczyzn jedynie w gru-
pie kontrolnej (p = 0,012) (Tabela 12).

Tabela 12. Surowicze stezenie IGFBP-3 ($rednia + SD) w zalezno$ci od plci u chorych z przewle-

klym zakazeniem HCV i w kontroli

Parametr pﬁsgg:za - Kobiety - Mezczyzni o
A 19 | 919,97 +13462 | 18 | 92035+107,78 | 0,916
B 8 | 84562+10225 | 10 | 78595+11131 | 0237
'ﬁ';;}f c 835,15+46,08 | 10 | 837,77+7732 | 0635
A+B+C | 33 | 88604+119.82 | 38 | 86325+11481 | 0,547
K 6 844,74 + 82,60 9 959,31 +7493 | 0,012

Objasnienia: n - liczba oséb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p - poziom istotnosci.

Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

U pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C (podgrupa A, B, C, A+B)
oraz calej badanej grupie (A+B+C) stwierdzono nizsza warto$¢ surowiczego
wskaznika IGF-1/IGFBP-3 w stosunku do kontroli (A+B+C vs. K, 0,07 + 0,05 vs.
0,14 + 0,06; p < 0,001) (Rycina 7).
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Rycina 7. Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV
i w grupie kontrolnej; *** - p < 0,001.

IGFBP-6

Stezenie IGFBP-6 u chorych z przewleklym zakazeniem HCV nie réznilo si¢ za-
réwno pomiedzy cala grupa jak i poszczegdélnymi badanymi podgrupami a kon-
trolg (Tabela 13).

Réznice stezen zalezne od plci stwierdzono w podgrupach A i C oraz w grupie
A+B+C. W tych wszystkich podgrupach stezenie IGFBP-6 bylo wyzsze u mez-
czyzn niz u kobiet (Tabela 14).

Poréwnujac stezenia obu badanych biatek osi IGF (IGF-1 i IGFBP-3) wyka-
zano istotnie wyzsze stezenia IGFBP-3 w poréwnaniu z IGF-1 we wszystkich
badanych podgrupach pacjentow z WZW typu C oraz w grupie kontrolnej (Ta-
bela 15).

Tabela 13. Poréwnanie surowiczych stezenn IGFBP-6 (§rednia + SD) u pacjentéw z przewleklym
zakazeniem HCV w poszczegdlnych podgrupach i ich poréwnanie z kontrolg

IGFBP-6 (pg/ml)
Podgrupa Grupa badana Grupa kontrolna p

n n

A 37 1007,32 + 206,83 0,9693

B 17 1079,23 + 364,14 0,8571

30 1063,79 + 433,22
C 81 1112,06 + 327,52 0,2366
A+B+C 135 1079,22 + 305,69 0,4657

Objasnienia: n - liczba oséb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p - poziom istotnosci.
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Tabela 14. Surowicze stezenia IGFBP-6 ($rednia + SD) w zalezno$ci od plci u chorych z przewle-
klym zakazeniem HCV i w kontroli

Parametr Pgdgrupa Kobiety Mezczyzni b
adana n n
A 19 | 92085+180,76 | 18 | 109859 +197,03 | 0,006
B 7 | 94781+233.47 | 10 | 11712242019 | 0,088
'(C;';?nii)" c 32 | 98388+32992 | 49 | 119577 +300,63 | 0,002
A+B+C | 58 | 95888+27587 | 77 | 116830+297,16 | <0,001
K 6 | 89632+259,19 | 23 | 1107,48+462,55 | 0212

Objasnienia: n - liczba 0séb w danej podgrupie; SD - odchylenie standardowe; p — poziom istotnosci.

Tabela 15. Roznice pomigdzy surowiczymi stezeniami IGF-1 a IGFBP-3 u chorych przewlekle za-
kazonych HCV i w kontroli

Podgrupa badana n IGF-1 (ng/ml) IGFBP-3 (ng/ml) p
A 37 66,18 + 38,99 919,72 + 120,61 < 0,001
B 18 73,46 £ 41,05 812,47 + 108,61 <0,001
C 16 68,75 + 50,85 836,78 + 65,54 < 0,001
A+B+C 71 68,68 = 46,62 873,84 + 116,88 < 0,001
Kontrola 15 109,45 + 47,06 913,48 + 94,97 < 0,001

Objasnienia: n - liczba pacjentow w podgrupie; p — poziom istotnosci.

4.4. Ekspresja tkankowa biatek z rodziny IGF

IGF-1

Immunocytochemiczna analiza ekspresji IGF-1 w watrobie pacjentéw z zakaze-
niem HCV dotyczyla w sumie 52 pacjentéw (podgrupa A i B), 10 fragmentow
watroby kontrolnej oraz 61 pierwotnych guzéw watroby (HCC). W przypadku
grupy kontrolnej oraz HCC wykrywalnos¢ IGF-1 w watrobie wynosita 100%.
Fragmenty kontrolnej watroby cechowaly si¢ z reguly intensywna reakcja immu-
nocytochemiczng na IGF-1, obejmujacg wigkszos¢ komorek watrobowych w zra-
ziku narzadu. Przewazala cytoplazmatyczna lokalizacja biatka w hepatocytach
(Fotografia 1A).

U pacjentéw z WZW typu C komodrkowq ekspresje tego biatka wykazano
u wszystkich, z wyjatkiem jednego chorego (98% czgstos¢ wystepowania). Prze-
wazal homogenny wzor ekspresji tego biatka. Komdrkowa lokalizacja IGF-1
dotyczyla przede wszystkim cytoplazmy hepatocytéw oraz cholangiocytéow (Fo-
tografia 1B i C), ale biatko to wykazywaly takze pojedyncze komorki naciekow
zapalnych (gléwnie limfocyty) w przestrzeniach wrotnych (Fotografia 1B). Inten-
sywnos¢ reakcji oraz odsetek komorek immunopozytywnych w migzszu watroby
byly zréznicowane w zaleznosci od pacjenta z zakazeniem HCV. Pozytywna re-



akcja dotyczyta rowniez hepatocytéw z cechami sttuszczenia (Fotografia 1D). Nie
obserwowano reakgcji jadrowej na to biatko. Obecnos¢ cytoplazmatycznej ekspre-
sji IGF-1 potwierdzono réwniez na hodowanych komoérkach ptodowej watroby
(WRL68) oraz w komoérkach ludzkiego pierwotnego raka watroby (HepG2), co
uwidoczniono na obrazach z mikroskopu fluorescencyjnego (Fotografia 1E).

W materiale tkankowym HCC ekspresja IGF-1 byla wyjatkowo zréznicowana
pod wzgledem intensywnosci reakcji immunocytochemicznej - od pojedynczych
komorek o stabym nasileniu, do intensywnie zabarwionych neoplastycznych ko-
morek watroby. Produkt reakcji dominowat w cytoplazmie. Rozmieszczony byt
réwnomiernie woko! patologicznie zmienionych jader komdrkowych (Fotografia
1F). Obecnos¢ jadrowej ekspresji IGF-1 obserwowano w nielicznych komoérkach
HCC i u pojedynczych chorych.

Analiza ilo$ciowa z zastosowaniem techniki wizualizacji przestrzennej wyka-
zala najwyzszg ekspresje IGF-1 w kontroli tkankowej, stopniowo nizsza w guzach
watroby (HCC), kolejno w podgrupie B oraz A (Tabela 16, Rycina 8).

Tabela 16. Poréwnanie tkankowej ekspresji badanych biatek: IGF-1, IGF-1R i IGFBP-3 (% reakji
na pole migzszu watroby) u chorych z przewlektym zakazeniem HCV, w guzach watroby (HCC)
oraz w kontroli tkankowej

Podgrupa badana n Srednia | Mediana Min. Maks. SD
A 34 19,81 8,92 0,00 77,23 21,60
B 18 26,74 22,91 0,060 70,51 22,04
IGF-1 A+B 52 22,21 14,45 0,00 77,23 21,79
HCC 61 31,80 31,05 8,98 68,67 14,25
Kontrola tkankowa 10 40,81 44,90 2,34 62,54 18,53
A 31 9,86 1,65 0,06 50,03 15,55
IGF-1R HCC 60 11,22 4,30 0,00 90,21 19,66
Kontrola tkankowa 8 16,89 5,48 0,48 55,70 21,53
A 34 15,10 8,88 0,00 54,18 17,54
IGFBP-3 HCC 60 1,78 0,00 0,00 36,95 6,16
Kontrola tkankowa 1 3,78 0,82 0,00 24,06 7,40

Objasnienia: min. — wartos¢ minimalna; maks. — wartos¢ maksymalna; SD - odchylenie standardowe.

Jak pokazano graficznie na rycinie 8, ekspresja IGF-1 w podgrupie A oraz
w podgrupie A+B byla znamiennie obnizona w poréwnaniu z kontrola (p = 0,022;
p = 0,015, odpowiednio). Podobnie nizszg ekspresje IGF-1 obserwowano w ko-
moérkach HCC w poréwnaniu z kontrolg (p = 0,053, na granicy istotnosci).

W obrebie wszystkich badanych grup nie stwierdzono réznic w ekspresji
IGF-1 w zaleznosci od plci (Tabela 17).
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Fotografia 1. Immunocytochemiczna lokalizacja IGF-1. Cytoplazmatyczna ekspresja obecna we
wszystkich hepatocytach watroby kontrolnej (A). Rozsiana, gtéwnie cytoplazmatyczna ekspresja
tego biatka u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV: lokalizacja w hepatocytach (B-D); w na-
blonku przewodéw zoélciowych miedzyzrazikowych (B); w pojedynczych komérkach naciekow
zapalnych (B, C). Stabiej nasilona reakcja immunocytochemiczna w obrebie hepatocytow ze sttusz-
czeniem (D). Ekspresja IGF-1 (kolor zielony) w cytoplazmie komdrek hodowanych pierwotnego
raka watroby HepG2 (E) oraz u pacjenta z HCC (F).

A - wagtroba kontrolna z panelu tkankowego (pacjent W11, nr 191); B - pacjent P49 (nr 49); C - pa-
cjent P44 (nr 44); D - pacjent P42 (nr 42); E - komérki hodowane HepG2; F - pierwotny rak wgtroby
(pacjent M13, nr 209).

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyling. Optyka Nomarskiego. Pow. obiektywu x 40 (A-D, F).
Technika immunofluorescencyjna. Barwienie FITC; jgdra komdrkowe podbarwione DAPI. Pow.
obiektywu x 20 (E).
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Rycina 8. Tkankowa ekspresja IGF-1 u pacjentow z WZW typu C (podgrupa A, B, A+B), w kontro-
li tkankowej (K) i w pierwotnym raku watroby (HCC); * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001. p
testu pomigedzy K i HCC - 0,053 (na granicy istotno$ci).

Tabela 17. Ekspresja tkankowa biatek IGF-1, IGF-1R i IGFBP-3 wyrazona w % reakcji na pole
migzszu watroby ($rednia + SD) u chorych z przewleklym zakazeniem HCV, w guzach watroby
oraz kontroli tkankowej w zaleznosci od plci

Podgrupa badana Kobiety Mezczytn p
n n
A 17 17,43 £23,90 17 22,18 £ 19,47 0,140
IGE-1 B 8 30,63 +28,25 10 23,64 £ 16,51 0,762
HCC 13 28,17 £13,92 48 32,78 + 0,252
Kontrola tkankowa 5 39,92 £ 15,16 5 41,69 £ 23,25 _*
A 16 8,89 + 14,53 15 10,89 + 17,02 0,922
IGF-1R HCC 12 9,12 £ 11,24 48 11,75 £ 21,31 0,749
Kontrola tkankowa 4 17,00 + 20,08 4 16,78 + 26,05 *
A 18 18,88 + 18,15 16 10,85 + 16,34 0,135
IGFBP-3 HCC 13 1,53 +3,25 47 1,85+ 6,78 0,424
Kontrola tkankowa 6 0,61+0,75 5 7,60+ 10,14 _*

Objasnienia: n - liczba 0s6b; SD - odchylenie standardowe; _* - za mala liczebnos¢ jednej z porow-
nywanych podgrup do wnioskowania statystycznego.

IGF-1R

Immunocytochemiczna analiza ekspresji IGF-1R w watrobie pacjentéw z zakaze-
niem HCV dotyczyla w sumie 31 pacjentow (podgrupa A). Zbadano te ekspresje
takze w 8 fragmentach watroby kontrolnej oraz w 60 pierwotnych guzach watro-
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by (HCC). Zaréwno w grupie kontrolnej, jak i u pacjentéw z przewleklym zaka-
zeniem HCV, ekspresje receptora typu I IGF-1 w watrobie wykazano u wszyst-
kich pacjentéw (100% czgstos¢ wystepowania). Obecnos¢ tego przedstawiciela
rodziny IGF w HCC wykazano u 59/60 pacjentéw (98% chorych).

We fragmentach watroby kontrolnej ekspresja IGF-1R widoczna byla gtow-
nie w cytoplazmie i blonach komérkowych hepatocytéow i cholangiocytow
(Fotografia 2A). Przewazala reakcja homogenna, rozsiana, zréznicowana pod
wzgledem intensywnosci i liczby immunopozytywnych komdrek w zaleznosci
od pacjenta.

U pacjentéw z WZW typu C komdrkowa lokalizacja IGF-1R dotyczyla za-
réwno cytoplazmy, jak i blon komérkowych hepatocytow (Fotografia 2B), a jader
komérkowych jedynie u nielicznych pacjentéw (Fotografia 2C). Intensywnos¢
reakcji oraz odsetek komdrek immunopozytywnych w migzszu watroby, podob-
nie jak w przypadku IGF-1, byly bardzo zréznicowane w zaleznosci od pacjen-
ta z zakazeniem HCV. Cytoplazmatyczno-blonowa ekspresje IGF-1R wykazano
takze w hodowanych komoérkach ptodowej watroby (WRL68), jak i pierwotnego
raka watroby (HepG2) na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego (Fotografia
2D1iE).

W komorkach HCC ekspresja IGF-1R dotyczyta cytoplazmy i jader zmienio-
nych nowotworowo komoérek migzszu watroby (Fotografia 2F).

Ilo$ciowa analiza komodrkowej ekspresji IGF-1R wykazala nizsza $rednia
wartos$¢ ekspresji w podgrupie badanej A zaréwno w stosunku do kontroli, jak
i HCC, jednakze nie byly to rdznice statystycznie istotne (Rycina 9). Nie stwier-
dzono takze istotnych réznic w zaleznosci od pici (Tabela 17).
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Rycina 9. Tkankowa ekspresja IGF-1R w watrobie kontrolnej (K), u chorych z przewlektym zaka-
zeniem HCV (podgrupa A) oraz w pierwotnym raku watroby (HCC).



Fotografia 2. Immunocytochemiczna lokalizacja IGF-1R. Cytoplazmatyczna i blonowa lokalizacja
tego biatka w watrobie kontrolnej (A) oraz u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV (B, C).
Pozytywna ekspresja dotyczyla cytoplazmy, blon komorkowych (B) i pojedynczych jader hepato-
cytéow (C). Cytoplazmatyczno-blonowa lokalizacja w komérkach hodowanych watroby ptodowej
WRL68 (D), pierwotnego raka watroby HepGz2 (kolor zielony) (E) oraz jadrowo-cytoplazmatyczna
u pacjenta z HCC (F).

A - watroba kontrolna z archiwalnego materiatu tkankowego (pacjent W16 nr169); B - pacjent P25
(nr 25); C - pacjent P27 (nr 27); D - komorki hodowane wagtroby ptodowej WRL68; E — komdrki
hodowane HepG2; F - pierwotny rak watroby (pacjent M51 nr 247).

Technika ABC-ImmunoMax. Podbarwienie hematoksyling. Optyka Nomarskiego. Pow. obiektywu
x40 (A-C, F). Technika immunofluorescencyjna. Barwienie FITC; jgdra komdrkowe podbarwione
DAPI. Pow. obiektywu x20 (D, E).
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IGFBP-3

We fragmentach watroby, analizowanych immunocytochemicznie pod katem
ekspresji IGFBP-3, biatko to wykryto u 33/34 (97%) pacjentéw zakazonych
HCYV, 8/11 pacjentéw kontrolnych (73%) oraz jedynie u 31/60 (52%) pacjentow
z HCC.

Biorgc pod uwage lokalizacje komdrkowa tego bialka, ekspresja ta roznita sie
pomiedzy grupami. W watrobie kontrolnej dominowata ekspresja w komoérkach
zatok watrobowych (komoérki Browicza-Kupftera) (Fotografia 3A), w HCV zaka-
zonej watrobie oprécz immunopozytywnych komdrek zatok watrobowych, eks-
presje IGFBP-3 obserwowano réwniez w cytoplazmie hepatocytéw (Fotografia
3B i C). U niektérych pacjentéw silniejsza ekspresje IGFBP-3 notowano na jed-
nym z biegunéw hepatocyta i w okolicy okolojadrowej (Fotografia 3 D).

W komérkach HCC dominowata cytoplazmatyczna lokalizacja IGBP-3, cho¢
biatko to uwidoczniono réwniez w pojedynczych jadrach komdérkowych (Foto-
grafia 3EiF).

Analiza ilosciowa ekspresji IGFBP-3 wykazala istotna roznice w ekspresji tego
biatka pomiedzy pacjentami zakazonymi HCV a kontrolg tkankows, a takze po-
miedzy pacjentami zakazonymi HCV a guzami watroby. Najwieksza ekspresje
tkankowa IGFBP-3 wykazano w watrobie pacjentéw z WZW typu C (Rycina 10).

35

w
o

& % ko

]
w

% reakcji
[}
(]

=
u

=
=]

K A HCC

Rycina 10. Tkankowa ekspresja IGFBP-3 w kontroli tkankowej (K), u chorych z przewleklym zaka-
zeniem HCV (podgrupa A) oraz w pierwotnym raku watroby (HCC); * - p < 0,05; *** — p < 0,001.

W zadnej z badanych podgrup z zakazeniem HCV nie stwierdzono réznic
w ekspresji IGFBP-3 w zaleznosci od plci (Tabela 17).



Fotografia 3. Immunocytochemiczna lokalizacja IGFBP-3. Ekspresja biatka w komérkach zatok
watrobowych w watrobie kontrolnej (A) oraz u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV (B-D).
U pacjentéw z zakazeniem HCV obserwowano gtéwnie cytoplazmatyczng ekspresje biatka w ko-
morkach zatok watrobowych (B) i hepatocytach (B-D). Niekiedy intensywniejsza reakcja obecna
byla na jednym biegunie komérki watrobowej (D).

Cytoplazmatyczna oraz jgdrowa lokalizacja IGFBP-3 w komdérkach neoplastycznych HCC (E, F).

A - wagtroba kontrolna z archiwalnego materiatu tkankowego (pacjent W1 nr 181); B - pacjent P30
(nr 30); C - pacjent P32 (nr 32); D - pacjent P10 (nr 10); E - archiwalny materiat tkankowy z HCC
(pacjent O4 nr 257); F - archiwalny materiat tkankowy z HCC (pacjent O3 nr 256).

Technika ABC-ImmunoMax. Podbarwienie hematoksyling. Optyka Nomarskiego. Pow. obiektywu
x40 (A-F).
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Tkankowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

W watrobie pacjentéw z WZW typu C (podgrupa A), HCC oraz kontroli tkan-
kowej obliczono réwniez watrobowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 (Tabela 18).
Znamiennie nizszy watrobowy wskaznik wykazano u pacjentéw podgrupy A,
ale jedynie w poréwnaniu do warto$ci tkankowego indeksu uzyskanego w HCC
(Rycina 11). Wykazano réwniez istotnie wyzszy tkankowy (32,20 + 73,00) w po-
réwnaniu z surowiczym (0,07 = 0,04) wskaznik IGF-1/IGFBP-3 (p < 0,001)
w podgrupie A.

Tabela 18. Wartoéci watrobowego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 u chorych z przewleklym zakaze-
niem HCV, HCC i kontroli tkankowej

Podgrupa n Srednia Min. Maks. SD
A 32 32,20 0,00 313,00 73,00
HCC 28 124,20 1,02 853,76 179,24
Kontrola tkankowa 6 95,92 0,10 472,86 185,52

Objasnienia: n - liczba 0s6b, SD - odchylenie standardowe.
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Rycina 11. Watrobowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 w badanych podgrupach pacjentéw; *** — p < 0,001.

4.5. Analiza porownawcza ekspres;ji biatek systemu IGF w watrobie
pacjentéw zakazonych HCV i w kontroli

U chorych przewlekle zakazonych HCV, poréwnujac ekspresje tkankowa (wy-
razong w % reakeji) wszystkich trzech bialek z rodziny IGF (IGF-1, IGFBP-3
i IGF-1R) wykazano istotnie wigksza ekspresje IGF-1 w pordwnaniu z ekspresja
IGF-1R, jednak bez istotnych réznic w poréwnaniu z IGFBP-3. Podobnie w kon-
troli tkankowej wykazano wigksza ekspresje IGF-1 niz IGE-1R, cho¢ w tej grupie
ekspresja IGF-1 byla réwniez istotnie wyzsza niz IGFBP-3 (Tabela 19).



Tabela 19. Analiza poréwnawcza tkankowej ekspresji IGF-1, IGFBP-3 i IGF-1R ($redni % reakcji+
SD) u chorych przewlekle zakazonych HCV i w kontroli

Podgrupa IGF-1 IGFBP-3 p1 IGF-1R p2
badana n n
A 34119,81+21,60 | 34 | 150%£17,54| 0,256 | 31| 9,89+1555 | 0,028
Kontrola | 10 | 40,81 +18,53 | 11| 3,78%£7,40 | 0,015 | 8 | 16,89 £21,53 | 0,028

Objasnienia: n - liczba 0sob; SD - odchylenie standardowe; p1 — poziom istotnosci pomiedzy IGF-1
i IGFBP-3; p2 - poziom istotnosci pomiedzy IGF-1 i IGF-1R.

W podgrupie A, w ktdrej zbadano ekspresje tkankowg wszystkich trzech bia-
tek IGF (IGF-1, IGFBP-3 oraz IGF-1R) nie wykazano znamiennych réznic w eks-
presji biatek w réznie zaawansowanych zmianach histopatologicznych (grading
i staging) (Tabela 20).

Tabela 20. Poréwnanie tkankowej ekspresji sktadnikéw rodziny IGF (IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3)
($redni % reakcji + SD) w zaleznosci od nasilenia zmian zapalnych (grading) i stopnia zaawansowa-
nia widknienia (staging) u chorych z przewlektym zakazeniem HCV (podgrupa A)

IGF-1 IGFBP-3 IGF-1R

Grading (G)* 1 23,39 +£21,50 16,03 £ 19,11 9,48 + 15,74

2 19,58 £22,93 15,85 + 16,90 9,40 + 16,11

3 E E E

0 ok B B

1 20,28 + 19,88 15,38 + 18,67 12,38 + 17,85
Staging (S)* 2 22,48 + 27,02 19,75 £ 17,09 5,19 £ 10,44

3 _* _>E< _>;<

4 K E E

Objasnienia: _* - parametry ocenione w pétilosciowej skali numerycznej (p. Materiat i metody), nie
bylo pacjentéw z punktacjg GO w tej podgrupie; G3 notowano u 3 pacjentow; _* - zbyt malta li-
czebnos¢ grupy do wnioskowania statystycznego; punktacja SO (1 pacjent), S3 (3 pacjentéw), $4 (1
pacjent), nie pozwolita na wnioskowanie statystyczne; pozostate wartosci IGF-1, IGF-BP-3 i IGF-1R
nie roznily sig istotnie w GI vs. G2 oraz S1 vs. S2 (p > 0,05).

4.6. Analiza surowiczych stezen biatek osi IGF w zaleznosci od
nasilenia zmian zapalnych (grading) i zaawansowania wtoknienia
(staging) w watrobie

IGF-1

Wisrod pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby typu C stezenie IGF-1
zmniejszalo si¢ wraz ze wzrostem aktywnosci zapalnej w biopunktatach watroby
(Tabela 21). Istotne réznice zanotowano w podgrupach A i B, cho¢ dla réznych
stopni aktywnosci zapalnej, odpowiednio w podgrupie A dla G1 vs. G2 (84,28
+ 36,00 vs. 56,56 + 37,43) za$ w podgrupie B dla G1 vs. G3 (103,38 + 34,67 vs.
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37,41 £ 19,69). Réznice w surowiczych stezeniach IGF-1 w calej grupie pacjen-
tow z przewleklym zakazeniem HCV w zaleznosci od stopnia aktywnosci zapal-
nej przedstawiono na rycinie 12 i w tabeli 21.
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Rycina 12. Surowicze stezenia IGF-1 u pacjentoéw z przewleklym zakazeniem HCV (grupa A+B+C)
w zaleznosci od grading. ** — p < 0,01.

Tabela 21. Poréwnanie surowiczych stezen sktadnikéw rodziny IGF (IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IG-
FBP-6) w zaleznosci od nasilenia zmian zapalnych (grading) i stopnia zaawansowania wtoknienia
(staging) u chorych z przewleklym zakazeniem HCV (grupa A+B+C)

IGF-1 (ng/ml) IGFBP-3 (ng/ml) | IGFBP-6 (pg/ml) IGF-1R (pg/ml)
1 96,69 47,12 | 85579+ 111,16 | 997,56 +228,70 | 6122,17 + 4681,04

Gz‘é‘j)ifg 2 | 67,01+40,29% | 902,25+ 104,08 | 1053,98 256,38 | 5155,29 + 3652,23
3 | 49,65+41,85%F | 893,17 £191,99 | 1231,22 + 424,49 | 3247,14 £ 326,13
0| 126,09+24,77 733,09 1057,97 + 413,65 | 5327,34 +2460,57
1 85,29 +49,99 | 858,40 + 106,48 | 1054,74 + 253,05 | 5756,04 + 4376,76

Stfs%Tg 2| 61,.85%+3229% | 931,14%120,91 | 1080,78 316,15 | 4932,86 + 3466,42
3 44,15 +23,83 94529 £ 171,21 | 906,16 + 94,99 | 4098,72 +2735,39
4 | 28,69 + 25,077 *k| 84225 + 105,61 | 1226,95 + 437,36 | 4182,35 + 1810,57

Objasnienia: * - parametry ocenione w pétilosciowej skali numerycznej (p. Material i metody),
nie bylo pacjentow z punktacig GO w calej badanej grupie; punktacje SO notowano u 4 pacjen-
tow, stgd ze wzgledu na niskg liczebnos¢ wyniki te nie podlegaly wnioskowaniu statystyczne-
mu; ** - p = 0,005 w GI vs. G2; ***p = 0,001 pomiedzy GI vs. G3 (test wielokrotnych poréwnan);
*—p=0,04wSIvs.S2 (test Manna-Whitney'a); ** - p = 0,01 dla S2 vs. S4; *** - p < 0,001 w SI vs. $4
(test wielokrotnych poréwnan); roznice w stezeniach pozostalych biatek (IGFBP-3, IGFBP-6 i IGF-1R)
w zaleznosci od parametru G1-G3 oraz S1-S4 - nieistotne statystycznie.



Wykazano istotne réznice stezenn IGF-1 w grupie chorych z przewleklym za-
kazeniem HCV (A+B+C) i réznym stopniem zaawansowania wtdknienia. Steze-
nie IGF-1 obnizalo si¢ wraz ze stopniem zaawansowania wldknienia ocenianym
w biopunktatach watroby (Tabela 21, Rycina 13). Istotne réznice stezen IGF-1
wykazano u pacjentéw z S1 vs. S2, S1 vs. S4 oraz S2 vs. $4 (p < 0,05 we wszystkich
przypadkach).
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Rycina 13. Surowicze stezenia IGF-1 u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV (grupa A+B+C)
w zaleznosci od staging. * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** - p < 0,001.

Po standaryzacji stezenia IGF-1 wzgledem wieku w sumarycznym poréw-
naniu grupy pacjentéw zakazonych HCV bez cech marskosci (staging 112 i 3)
i z marskos$cig watroby (staging 4) stezenie IGF-1 bylo znaczaco nizsze w grupie
marskosci (p = 0,008).

Wartosci surowiczych stezen IGF-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6 nie roznity si¢ istot-
nie w zaleznosci od stopnia aktywnosci zapalnej i stopnia zaawansowania wiok-
nienia w biopunktatach watroby (Tabela 21).

4.7. Korelacje surowiczych stezen biatek z rodziny IGF z danymi
klinicznymi

IGF-1

Stezenie IGF-1 u chorych przewlekle zakazonych HCV (grupa A+B+C) zmniejszato

sie znamiennie wraz z wiekiem (r = -0,647) (Tabela 22, Rycina 14) oraz stabiej wraz

ze wzrostem masy ciala (r = -0,285). Podobne znaczace ujemne korelacje zanotowa-

no we wszystkich badanych podgrupach, tj. w podgrupie A (dla wieku r = -0,621,

dla BMI r = -0,338), podgrupie B (dla wieku r = -0,790, dla BMI r = -0,648) oraz

podgrupie C (dla wieku r = -0,662, dla BMI r = -0,225) (Tabela 22).
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Tabela 22. Wspotczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczym stezeniem IGF-1 i wy-
branymi danymi klinicznymi u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV

IGF-1 w surowicy (ng/ml)
Podgrupa badana
A B C A+B+C
Wiek (lata) -0,621 -0,790 -0,662 -0,647
BMI -0,338 -0,648 -0,225 -0,285
Sttuszczenie (%) -0,296 -0,225 -0,098 -0,195
ALT (U/l) -0,339 -0,595 -0,183 -0,254
AST (U/1) -0,306 -0,680 -0,399 -0,415
AFP (ng/ml) -0,630 -0,679 -0,466 -0,493
Grading -0,482 -0,747 -0,205 -0,384
Staging -0,311 -0,497 -0,603 -0,509
HCV RNA (IU/ml) -0,332 0,096 0,322 0,106
Biatko catk. (g/dl) 0,056 0,354 -0,023 0,047
Albuminy (g/dl) 0,127 0,434 0,290 0,269
Gamma-globuliny (g/dl) -0,049 -0,078 -0,450 -0,288
Ptytki krwi (G/1) 0,315 0,634 0,449 0,423
Cholesterol (mg/dl) 0,167 0,180 -0,011 0,026
GGTP (U/) -0,619 -0,716 -0,365 -0,448
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,037 -0,475 -0,194 -0,184
HOMA-IR 0,101 -0,319 -0,362 -0,295
Insulina w surowicy (uU/ml) 0,026 -0,333 -0,321 -0,264
Estradiol w surowicy (pg/ml) 0,376 -0,139 0,100 0,156

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspotczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

A+B+C
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Rycina 14. Korelacja stezenia IGF-1 z wiekiem u chorych z przewlektym zakazeniem HCV (grupa
A+B+C).



Oproécz réznic w stezeniu IGF-1 w zaleznosci od grading oraz staging (Tabela
21), w calej badanej grupie (A+B+C) potwierdzono negatywne korelacje Sper-
mana surowiczego stezenia IGF-1 z nasileniem zmian zapalnych oraz stopniem
zaawansowania wioknienia (wspdlczynniki korelacji Spearmana odpowiednio
r=-0,3841ir=-0,509; p < 0,05 w obu przypadkach).

W poszczegolnych podgrupach badanych chorych nie zawsze stwierdzano
znaczace korelacje z oboma parametrami. W podgrupie A taka ujemna korelacje
stwierdzono tylko ze stopniem aktywnosci zapalnej (r = -0,482; p < 0,05). W pod-
grupie B obserwowano wysokie korelacje zaréwno z grading, jak i staging (odpo-
wiednio r = -0,747 i r = -0,497), za§ w podgrupie C tylko dla staging (r = -0,603)
(p < 0,05 we wszystkich przypadkach) (Tabela 22).

Stluszczenie watroby wyrazone réznym % stluszczenia hepatocytow dotyczyto
w badanym materiale 1/3 pacjentéw, ktérym wykonano biopsje watroby. Stezenie
IGF-1 w calej badanej grupie bardzo stabo korelowalo ze sttuszczeniem watroby
(r=-0,195; p < 0,05). Co ciekawe, w poszczegolnych badanych podgrupach A, B
i C nie stwierdzano takich korelacji (Tabela 22).

Ladunek wirusa wyrazony jako liczba kopii HCV-RNA w surowicy nie réznit
sie we wszystkich badanych podgrupach. W catej grupie (A+B+C) nie stwier-
dzono zaleznosci pomigdzy stezeniem IGF-1 w surowicy a fadunkiem wirusa.
Takiej zaleznosci nie obserwowano takze w podgrupie B. Bardzo slaba ujemna
korelacje stezenia IGF-1 z iloscia HCV-RNA stwierdzono jedynie w podgrupie
A (r=-0,332; p < 0,05) (Rycina 15).
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Rycina 15. Staba negatywna korelacja rang Spearmana pomiedzy surowiczymi stezeniami IGF-1
oraz HCV-RNA u pacjentéw z podgrupy A.
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Stezenie IGF-1 obnizalo si¢ wraz ze wzrostem stezenia AFP w calej grupie ba-
danej (A+B+C) (r =-0,493; p < 0,05) (Rycina 16A). Obserwowano takze liniowa
korelacje Pearsona migdzy warto$ciami IGF-1 i AFP w surowicy krwi pacjentéw
z grupy badanej (r = -0,337; p < 0,05). Najwyzszy wspotczynnik korelacji Spe-
armana uzyskano u pacjentéw diugotrwale zakazonych HCV (podgrupa B), tj.
r=-0,679 (p < 0,05) (Rycina 16B), kolejno w podgrupie A (r = -0,630) i w pod-
grupie C (r = -0,466) (p < 0,05 w obu przypadkach).
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Rycina 16. Negatywna korelacja Spearmana pomiedzy stezeniem IGF-1 i AFP w calej grupie bada-
nej (A) oraz u pacjentéw z dlugotrwalym zakazeniem HCV (B) (p < 0,05 w obu przypadkach).



Po standaryzacji stezenia IGF-1 wzgledem wieku w calej grupie badanej
(A+B+C) obserwowano zdecydowanie nizszg, ale nadal istotna statystycznie ko-
relacje liniowa Pearsona pomiedzy IGF-1 a AFP (r = -0,174; p < 0,05). Wyzszy
wspolczynnik korelacji Pearsona (r = -0,421; p < 0,05) oraz negatywna istotna
statystycznie korelacje Spearmana przy r = -0,322 (p < 0,05) uzyskano biorac pod
uwage pacjentow ze stezeniem surowiczym AFP > 5 ng/ml.

Po standaryzacji surowiczego stezenia IGF-1 wzgledem wieku u kobiet i mez-
czyzn grupy A+B+C, stabg ujemng korelacje Pearsona pomiedzy IGF-1 a AFP
stwierdzono u kobiet przewlekle zakazonych HCV (r = -0,363; p < 0,05). U me¢z-
czyzn takiej zaleznosci nie obserwowano (r = -0,083; p > 0,05).

U chorych przewlekle zakazonych HCV (grupa A+B+C) stezenie IGF-1 obni-
zalo si¢ rowniez wraz ze wzrostem aktywno$ci aminotransferaz ALT i AST. W ca-
tej grupie badanej wspdtczynnik korelacji Spearmana dla ALT byt bardzo niski
i wynosil r = -0,254, za$ dla AST wyzszy - r = -0,415 (p < 0,05 w obu przypad-
kach) (Rycina 17). Natomiast po standaryzacji wzgledem wieku wspoétczynniki
te zmniejszyly sie do odpowiednio r = 0,079 i r = -0,055. Wowczas nie udato sie
potwierdzi¢ istotnej statystycznie negatywnej korelacji pomiedzy IGF-1 i aktyw-
noscia aminotransferaz w catej badanej grupie (A+B+C).

Wysokie ujemne korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1 a aktywnoscig ALT
i AST stwierdzono w grupie dlugotrwale zakazonych wirusem HCV (podgrupa
B), (IGF-1:ALT r = -0,595; IGF-1:AST r = -0,680) (p < 0,05 w obu przypadkach)
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Rycina 17. Korelacje rang Spearmana miedzy surowiczym stezeniem IGF-1 i aktywnos$cig ALT,
AST i GGTP w calej grupie badanej (grupa A+B+C).

77



78

(Rycina 18). W podgrupie A wykazano korelacje tylko dla ALT (r = -0,339),
za$§ w podgrupie C tylko dla AST (r = -0,399) (p < 0,05 w obu przypadkach)
(Tabela 22).
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Rycina 18. Negatywne korelacje Spearmana pomigdzy stezeniem IGF-1 i aktywnoscia enzymow
watrobowych: ALT, AST i GGTP w podgrupie B.

Po standaryzacji surowiczego stezenia IGF-1 wzgledem wieku, w podgrupie
B utrzymal si¢ nadal dos¢ wysoki wspdlczynnik negatywnej korelacji Spear-
mana pomiedzy surowiczym stezeniem IGF-1 a aktywnoscia ALT (r = -0,495;
p <0,05).

W calym badanym materiale (A+B+C), jak réwniez w kazdej z badanych
podgrup (A, BiC), stwierdzano podwyzszong aktywno$¢ GGTP. Im wyzsza byta
ta aktywnos¢, tym stezenie IGF-1 w surowicy bylo nizsze (r = -0,448; p < 0,05)
(Rycina 17). Szczegdlnie wysoka negatywna korelacje tych parametréw obser-
wowano w podgrupie B (r = -0,716; p < 0,05) (Rycina 18), wysoka w podgrupie
A (r=-0,619; p < 0,05), za$ przecietna w podgrupie C (r = -0,365; p < 0,05) (Ta-
bela 22).

Po standaryzacji IGF-1 wzgledem wieku, wspdtczynnik korelacji Spearmana
dla relacji IGF-1:GGTP w podgrupie B wynosil jednak jedynie r = -0,147 i nie
byla to istotna statystycznie zaleznos¢ (p > 0,05).

Wyrazem zdolnosci hepatocytéw do syntezy bialek ustrojowych jest produk-
cja albumin. U badanych w obecnej pracy pacjentéw z zakazeniem HCV $red-
nie stezenia albumin miescity si¢ w granicach normy. Jednakze u tych chorych



(grupa A+B+C) obserwowano stabg pozytywna korelacje pomiedzy stezeniem
albumin i IGF-1 (r = 0,269; p < 0,05). Innymi stfowy wraz ze spadkiem syntezy
albumin przez watrobe z zakazeniem HCV obnizalo si¢ takze surowicze stezenie
IGF-1. Podobny wspdtczynnik korelacji pomiedzy badanymi markerami watro-
bowymi obserwowano w podgrupie C (r = 0,290; p < 0,05). Po standaryzacji
stezenia IGF-1 wzgledem wieku uzyskano jeszcze nizsze wspoélczynniki korelacji:
Spearmana (r = 0,058; p > 0,05), a Pearsona (r = 0,108; p > 0,05).

Stezenie gammaglobulin u chorych przewlekle zakazonych HCV bylo nie-
znacznie podwyzszone. Jego wzrostowi towarzyszylo obnizenie stezenia IGF-1
(w grupie A+B+C r = -0,288; w podgrupie C r = -0,450; p < 0,05 w obu przy-
padkach) (Tabela 22). Po standaryzacji stezenia IGF-1 wzgledem wieku w calej
grupie (A+B+C), wspolczynnik korelacji Spearmana obnizyt si¢ znacznie i wy-
nosit r = -0,151; p > 0,05. Jednak nadal w calej badanej grupie notowano staba,
ale istotng statystycznie liniowg korelacje Pearsona pomiedzy IGF-1 i stezeniem
gammaglobulin (r = -0,379; p < 0,05).

Srednia liczba plytek krwi u badanych chorych ksztattowata sie w granicach
normy, mimo to w kazdej z badanych podgrup znajdowali si¢ pacjenci z malo-
plytkowoscia. Wraz z nizszymi warto$ciami liczby trombocytéw obserwowano
nizsze stezenia IGF-1. W calej badanej grupie, jak réwniez w podgrupie C zalez-
nos$¢ ta byla przecietna (odpowiednio r = 0,423 i r = 0,449, p < 0,05 w obu przy-
padkach), ale w podgrupie B wysoka (r = 0,634, p < 0,05) (Tabela 22). Korelacja
ta utrzymywala si¢ na poziomie istotnosci statystycznej po standaryzacji IGF-1
wzgledem wieku w grupie badanej (A+B+C) (r = 0,238; p < 0,05), aczkolwiek
byta bardzo staba.

Stabe negatywne korelacje stwierdzono pomiedzy stezeniem IGF-1 a stgze-
niem glukozy i insuliny oraz wskaznikiem HOMA-IR w calej badanej grupie (od-
powiednio: r =-0,184, r =-0,264, r = -0,295; p < 0,05 we wszystkich przypadkach).
Przecietne negatywne korelacje IGF-1: insulina (r = -0,321; p < 0,05) oraz IGF-
-I:HOMA-IR (r = -0,362; p < 0,05) zanotowano tylko w podgrupie C (Tabela 22).
Po standaryzacji IGF-1 wzgledem wieku wartoéci wspéiczynnika Spearmana dla
powyzszych korelacji byly jeszcze nizsze (odpowiednio: r = -0,005; -0,070; -0,024;
p > 0,05 we wszystkich przypadkach). Z nieco wyzszych warto$ci wspolczynni-
kéw korelacji Pearsona niz Spearmana dla badanych zaleznosci w calej badanej
grupie (A+B+C), tj. dla IGF-1:glukoza (r = -0,029), IGF-1:HOMA-IR (r = -0,253),
statystycznie istotna utrzymala si¢ bardzo staba negatywna zalezno$¢ jedynie po-
miedzy stezeniem IGF-1 a stezeniem insuliny w surowicy (r = -0,270; p < 0,05).

Stezenie estradiolu stabo pozytywnie korelowalo ze stezeniem IGEF-1 tylko
w podgrupie A (r = 0,376; p < 0,05) (Tabela 22). U zakazonych HCV mezczyzn
stwierdzono bardzo slaba negatywna korelacje stezenia estradiolu ze st¢zeniem
IGF-1 (r = -0,247; p < 0,05).

Wszystkie korelacje surowiczego stezenia IGF-1 z danymi klinicznymi w ba-
danych grupach pacjentéw przedstawiono w tabeli 22.
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IGF-1R

U pacjentéw przewlekle zakazonych HCV surowicze stezenie IGF-1R nie wy-
kazywalo réznic zar6wno pomiedzy badanymi podgrupami, jak i cala badana
grupa (A+B+C) i kontrolg. Wraz ze starszym wiekiem pacjentéw stezenie IGF-
-1R zmniejszalo si¢. Istotne statystycznie, ale stabe negatywne korelacje pomig-
dzy stezeniem IGF-1R a wiekiem zanotowano w calej badanej grupie (A+B+C).
Wspotczynnik korelacji Spearmana dla tej grupy wynosit r = -0,222; p < 0,05.
Istotnych korelacji z wiekiem nie obserwowano w pozostatych podgrupach ba-
danych pacjentéw.

Istotna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem IGF-1R a wiekiem w grupie badanej
(A+B+C) byla zdecydowanie stabsza niz w przypadku samego IGF-1, stad tez
w przypadku IGF-1R nie wykonywano standaryzacji tego parametru wzgledem
wieku dla korelacji z danymi klinicznymi.

Wiréd badanych korelacji pomigdzy stezeniem IGF-1R a danymi kliniczno-
-laboratoryjnymi, znamienng wysoka wprost proporcjonalng zaleznos¢ wykaza-
no ze stezeniem albumin (r = 0,677; p < 0,05) u pacjentéw z dlugotrwalym zaka-
zeniem HCV (podgrupa B) (Tabela 23).

Tabela 23. Wspdlczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczym stezeniem IGF-1R i wy-
branymi danymi klinicznymi u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV

IGF-1R (ng/ml)
Podgrupa badana
A B C A+B+C
Wiek (lata) -0,243 -0,480 -0,179 -0,222
BMI 0,018 -0,189 -0,001 0,000
Sttuszczenie (%) 0,061 -0,015 -0,162 -0,107
ALT (U/l) 0,071 -0,411 -0,105 -0,084
AST (U/1) 0,000 -0,373 -0,062 -0,078
AFP (ng/ml) -0,211 -0,479 -0,103 -0,165
Grading -0,107 -0,198 0,059 -0,063
Staging 0,104 -0,456 -0,093 -0,073
HCV RNA (IU/ml) -0,181 0,194 0,166 0,089
Biatko catk. (g/dl) 0,121 0,418 0,014 0,130
Albuminy (g/dl) 0,005 0,677 -0,035 0,085
Gamma-globuliny (g/dl) 0,180 0,118 0,030 0,089
Plytki krwi (G/1) -0,223 0,456 -0,011 -0,021
Cholesterol (mg/dl) -0,011 0,346 -0,178 -0,083
GGTP (U/l) -0,085 -0,271 0,224 0,121
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,008 0,068 -0,090 0,002
HOMA-IR 0,325 -0,265 -0,115 -0,049
Insulina w surowicy (uU/ml) 0,280 -0,355 -0,045 -0,014
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,069 -0,290 0,022 -0,036

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspdtczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.



IGFBP-3
Jedynie u pacjentéw z podgrupy badanej C stwierdzono wysoka negatywna ko-
relacje pomigdzy surowiczym stezeniem IGFBP-3 i stezeniem biatka catkowitego
(r = -0,636; p < 0,05).

Nie bylo innych istotnych korelacji pomiedzy pozostalymi parametrami la-
boratoryjnymi i histologicznymi zaréwno u wszystkich chorych (A+B+C), jak
i w poszczegdlnych podgrupach (Tabela 24).

Tabela 24. Wspolczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczym stezeniem IGFBP-3
i wybranymi danymi klinicznymi u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV

IGFBP-3 (ng/ml)
Podgrupa badana
A B C A+B+C
Wiek (lata) 0,210 0,062 -0,177 -0,035
BMI -0,084 0,187 0,409 0,050
Sttuszczenie (%) 0,163 0,082 0,866 0,018
ALT (U/1) -0,006 0,208 0,244 0,073
AST (U/l) 0,088 0,296 0,325 0,094
AFP (ng/ml) 0,107 0,426 0,072 -0,322
Grading 0,204 0,048 0,775 0,078
Staging 0,318 0,285 -0,044 0,046
HCV RNA (IU/ml) -0,054 0,250 0,113 0,060
Biatko catk. (g/dl) 0,097 0,230 -0,636 -0,066
Albuminy (g/dl) 0,131 0,007 -0,465 0,023
Gamma-globuliny (g/dl) -0,064 -0,049 0,095 -0,113
Phytki krwi (G/1) -0,264 -0,115 -0,193 -0,021
Cholesterol (mg/dl) 0,192 0,217 -0,188 0,206
GGTP (U/l) 0,406 0,039 -0,286 0,119
Glukoza we krwi (mg/dl) 0,205 0,364 -0,148 0,162
HOMA-IR -0,035 0,196 -0,347 -0,045
Insulina w surowicy (pU/ml) 0,010 0,150 -0,444 -0,100
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,201 0,282 -0,016 -0,106

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspélczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

Wykazano szereg istotnych i to wysokich korelacji pomiedzy wartoscig surowi-
czego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 a danymi klinicznymi i zmianami histologicz-
nymi u pacjentéw calej grupy badanej (A+B+C) oraz w badanych podgrupach
z przewleklym zakazeniem HCV (Tabela 25).

Szczegolnie wysokie wspdtczynniki korelacji Spearmana uzyskano pomiedzy
wartoscig surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 a wiekiem pacjenta, steze-
niem AFP, aktywnoscig zapalng (grading) oraz wtéknieniem watroby u chorych
z WZW typu C i to zaréwno w calej grupie, jak i podgrupach pacjentéw z zaka-
zeniem HCV (Tabela 25, Rycina 19 i 20).
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Tabela 25. Wspotczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczym wskaznikiem IGF-1/1G-
FBP-3 i wybranymi danymi klinicznymi u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV

Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3
Podgrupa badana
A B C A+B+C
Wiek (lata) -0,600 -0,716 -0,643 -0,666
BMI -0,316 -0,500 -0,332 -0,424
Sttuszczenie (%) -0,306 -0,293 -0,866 -0,236
ALT (U/l) -0,301 -0,581 -0,219 -0,419
AST (U/1) -0,292 -0,657 -0,629 -0,526
AFP (ng/ml) -0,626 -0,674 -0,511 -0,590
Grading -0,520 -0,736 -0,258 -0,550
Staging -0,348 -0,459 -0,776 -0,528
HCV RNA (IU/ml) -0,307 0,044 0,790 -0,063
Biatko catk. (g/dl) -0,056 0,315 -0,141 0,088
Albuminy (g/dl) 0,094 0,439 0,608 0,325
Gamma-globuliny (g/dl) -0,024 -0,059 -0,681 -0,186
Phytki krwi (G/1) 0,378 0,574 0,437 0,527
Cholesterol (mg/dl) 0,094 0,112 0,453 0,180
GGTP (U/l) -0,701 -0,701 -0,243 -0,625
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,145 -0,558 -0,095 -0,266
HOMA-IR 0,117 -0,321 -0,201 -0,296
Insulina w surowicy (uU/ml) 0,044 -0,300 -0,251 -0,286
Estradiol w surowicy (pg/ml) 0,372 -0,190 -0,095 0,153

Objasnienia: wyboldowang czcionkq zaznaczono wartosci wspotczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.
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Rycina 19. Korelacje porzadku rang Spearmana pomiedzy wartoscia surowiczego wskaznika
IGF-1/IGFBP-3 oraz wiekiem grupy badanej (A+B+C).



W calej grupie badanej (A+B+C) wykazano negatywne korelacje tego wskaznika
m.in. z wiekiem i BMI, aktywnoscig obu aminotransferaz oraz GGTP. W calej grupie
pacjentéw ujemna korelacje stwierdzono takze pomigdzy surowiczym wskaznikiem
IGF-1/IGFBP-3 a grading i staging (r = -0,550; r = -0,528; p < 0,05) (Rycina 20).
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Rycina 20. Korelacje porzadku rang Spearmana pomiedzy wartoscig surowiczego wskaznika IGF-1/
IGFBP-3 oraz grading i staging u pacjentdéw z przewleklym zakazeniem HCV (grupa A+B+C).
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Rycina 21. Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 w zaleznosci od aktywnosci zapalnej u chorych
z przewleklym zakazeniem HCV (grupa A+B+C); * - p < 0,05.
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Testem Kruskala-Wallisa potwierdzono istotnie nizsza wartos¢ tego wskazni-
ka w bardziej nasilonych zmianach zapalnych watroby (G2) (Rycina 21).

Procz istotnej korelacji wskaznika IGF-1/IGFBP-3 ze zmianami histologicz-
nymi w watrobie, w calej badanej grupie (oraz dodatkowo w podgrupie A i B)
byla takze bardzo wysoka negatywna korelacja tego parametru ze st¢zeniem AFP
(r =-0,590; p < 0,05) (Rycina 22).
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Rycina 22. Korelacje porzadku rang Spearmana pomiedzy wartoscia surowiczego wskaznika
IGF-1/IGFBP-3 i stezeniem AFP u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV (grupa A+B+C).

W grupie zakazonych HCV mezczyzn (n = 86) stwierdzono negatywna przecigtng
korelacje wskaznika IGF-1/IGFBP-3 ze st¢zeniem estradiolu (r = -0,399; p < 0,05).

IGFBP-6

Silng i to pozytywna zaleznos¢ pomiedzy stezeniem IGFBP-6 i wiekiem pacjenta
wykazano w podgrupie B (r = 0,521; p < 0,05) (Rycina 23). Natomiast bardzo
stabe pozytywne korelacje stezenia IGFBP-6 z BMI notowano w calej badanej
grupie pacjentéw (A+B+C) (r = 0,263) oraz w podgrupie C (r = 0,231) (p < 0,05
w obu przypadkach) (Tabela 26).

W poszczegdlnych grupach wykazano przecietne korelacje pomiedzy steze-
niem IGFBP-6 a danymi klinicznymi, tj. w podgrupie A ujemng ze st¢zeniem
biatka catkowitego (r = -0,350; p < 0,05), w podgrupie C - dodatniag ze steze-
niem estradiolu (r = 0,303; p < 0,05) (Tabela 26). Dodatnia korelacj¢e IGFBP-6
ze stezeniem estradiolu stwierdzono takze w grupie zakazonych HCV mezczyzn
(r =0,289; p < 0,05).
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Rycina 23. Pozytywna korelacja rang Spearmana pomiedzy stezeniem IGFBP-6 i wiekiem chorych
w podgrupie B.

Tabela 26. Wspdlczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczym stezeniem IGFBP-6
i wybranymi danymi klinicznymi we wszystkich badanych podgrupach

IGFBP-6 (ng/ml)
Podgrupa badana
A B C A+B+C
Wiek (lata) 0,158 0,521 0,020 0,130
BMI 0,213 0,434 0,231 0,263
Sttuszczenie (%) 0,042 0,328 -0,135 0,006
ALT (U/l) 0,083 0,140 -0,059 -0,012
AST (U/1) 0,113 0,092 0,059 -0,079
AFP (ng/ml) -0,061 -0,166 -0,038 -0,019
Grading 0,113 0,401 -0,003 0,169
Staging 0,036 -0,001 0,100 0,071
HCV RNA (IU/ml) 0,068 -0,114 0,035 0,087
Biatko catk. (g/dl) -0,350 -0,222 0,194 0,061
Albuminy (g/dl) -0,091 -0,300 0,036 -0,014
Gamma-globuliny (g/dl) -0,297 0,162 0,121 0,030
Ptytki krwi (G/I) -0,205 0,109 -0,042 -0,077
Cholesterol (mg/dl) -0,040 0,243 -0,052 -0,009
GGTP (U/l) 0,204 0,331 0,040 0,094
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,180 0,004 0,079 0,107
HOMA-IR -0,183 0,294 -0,044 0,006
Insulina w surowicy (uU/ml) -0,247 0,296 -0,007 -0,004
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,014 -0,448 0,303 0,131

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspélczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.
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4.8. Wzajemne korelacje pomiedzy surowiczymi stezeniami biatek
z rodziny IGF

Nie stwierdzono istotnych wzajemnych korelacji pomiedzy surowiczymi stezenia-
mi IGF-1 a pozostalymi bialkami osi IGF (IGF-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6) zaréwno
w calej grupie badanej, jak i w kazdej z badanych podgrup. Podobnie nie wykazano
znamiennych zalezno$ci pomiedzy stezeniem obu biatek wigzacych (IGFBP-3 i IG-
FBP-6) ani w calej grupie (A+B+C), ani w poszczegolnych podgrupach (Tabela 27).

Tabela 27. Wspotczynniki korelacji Spearmana (r) pomiedzy surowiczymi stezeniami biatek systemu IGF
(IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6) we wszystkich badanych podgrupach pacjentéw z WZW typu C

Biatka z rodziny IGF IGF-1 w surowicy (ng/ml)
A B C A+B+C
IGF-1R (pg/ml) 0,232 0,257 0,034 0,113
IGFBP-3 (ng/ml) -0,171 -0,276 0,042 -0,081
IGFBP-6 (pg/ml) -0,121 -0,287 -0,118 -0,145
IGFBP-3 vs. IGFBP-6 0,141 -0,355 0,174 0,054

Objasnienia: wartosci wspolczynnika korelacji Spearmana we wszystkich przypadkach nieistotne sta-
tystycznie (p > 0,05).

4.9. Korelacje tkankowej ekspresiji biatek osi IGF z danymi klinicznymi

IGF-1

W calym badanym materiale tkankowym (podgrupa A i B) ekspresja IGF-1
w watrobie byla obnizona w poréwnaniu z kontrolg. Podobnie jak w przypadku
surowiczego stezenia IGF-1 w WZW typu C, watrobowa ekspresja IGF-1 obni-
zala si¢ wraz ze wzrostem zaawansowania wldknienia (staging) w watrobie, cho¢
wspodtczynnik korelacji Spearmana byl bardzo staby (r = -0,280; p < 0,05). Sta-
ba negatywna korelacje wykazano takze pomiedzy tkankowa ekspresja IGF-1
i wskaznikiem HOMA-IR (r = -0,307; p < 0,05).

U pacjentéw z dtugotrwalym zakazeniem HCV (podgrupa B) wykazano wy-
sokie negatywne korelacje pomigdzy watrobowa ekspresja IGF-1 i aktywnoscia
obu aminotransferaz (IGF-1:ALT r = -0,514; IGF-1:AST r =-0,650; p < 0,05 w obu
przypadkach) (Rycina 24) oraz st¢zeniem AFP (IGF-1:AFP r = -0,495; p < 0,05).
Nie obserwowano natomiast istotnych zaleznosci pomiedzy tkankowa ekspresja
IGF-1 a nasileniem zmian zapalnych oraz zaawansowania widknienia w watro-
bie w tej podgrupie pacjentéw (Tabela 28). Wzrost ekspresji IGF-1 u pacjentéw
dtugotrwale zakazonych HCV wiazat si¢ takze ze wzrostem stezenia catkowitego
cholesterolu (r = 0,563; p < 0,05).

W podgrupie A stwierdzono jedyna istotna i to stabg ujemna korelacje pomiedzy
tkankowg ekspresja IGF-1 a tadunkiem wirusa HCV (r = -0,360; p < 0,05) (Tabela
28, Rycina 25). Nie obserwowano istotnych korelacji pomiedzy ekspresja watrobo-
wa IGF-1 a pozostatymi danymi klinicznymi (biochemicznymi i histologicznymi).



Tabela 28. Wspoélczynniki korelacji porzadku rang Spearmana pomiedzy watrobowa ekspresja
IGF-1 (% reakgji na pole miazszu watroby), danymi kliniczno-laboratoryjnymi i histologicznymi
u chorych zakazonych HCV w badanych podgrupach

IGF-1 (% reakcji) A B A+B
Wiek (lata) 0,058 -0,282 -0,048

BMI 0,183 -0,198 0,115
Sttuszczenie (%) -0,160 0,340 0,083
ALT (U/1) 0,134 -0,514 -0,073
AST (U/l) 0,038 -0,650 -0,186
AFP (ng/ml) -0,081 -0,495 -0,160
Grading -0,299 -0,282 -0,224
Staging -0,268 -0,455 -0,280
HCV RNA (IU/ml) -0,360 0,172 -0,165
Biatko catk. (g/dl) -0,102 0,092 -0,050
Albuminy (g/dl) -0,212 0,177 -0,126
Gamma-globuliny (g/dl) -0,008 -0,260 -0,016
Phytki krwi (G/1) 0,197 0,429 0,199
Cholesterol (mg/dl) 0,136 0,563 0,254
GGTP (U/l) -0,213 -0,309 -0,263
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,070 -0,465 -0,216
HOMA-IR -0,353 -0,233 -0,307

Insulina w surowicy (uU/ml) -0,246 -0,245 -0,223
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,109 -0,248 -0,148

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspdtczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.
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Rycina 24. Negatywne korelacje porzadku rang Spearmana pomigdzy tkankowsq ekspresja IGF-1
i aktywnoscig aminotransferaz ALT i AST u chorych z zakazeniem HCV (podgrupa B) (p < 0,05).
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Rycina 25. Staba negatywna korelacja rang Spearmana pomiedzy tkankowg ekspresja IGF-1 i ta-
dunkiem wirusa HCV u chorych z zakazeniem HCV (podgrupa A) (p < 0,05).

W zadnej z badanych podgrup pacjentéw oraz w calej badanej pod tym katem
grupie (A+B) nie wykazano (tak jak to mialo miejsce w przypadku surowiczych
stezen IGF-1) istotnych korelacji tkankowej ekspresji IGF-1 z wiekiem pacjenta
(p > 0,05 we wszystkich przypadkach).

Nie wykazano korelacji tkankowej ekspresji IGF-1 (% reakgji) z surowiczym
stezeniem IGF-1 (podgrupa A: r = 0,251; podgrupa B: r = 0,348; grupa A+B:
r =0,257; p > 0,05 we wszystkich przypadkach).

IGF-1R

Ekspresja tkankowa IGF-1R byla badana tylko w podgrupie A. Byla ona nizsza
w pordéwnaniu z kontrolg tkankows, jednak nie byly to réznice statystycznie istot-
ne (9,86 + 15,55 vs. 16,89 + 21,53; p > 0,05) (Tabela 16). Nie uzyskano réwniez
istotnych statystycznie korelacji ekspresji IGF-1R z tkankowa ekspresja IGF-1
(r=-0,196; p > 0,05). Natomiast wzrostowi ekspresji tkankowej IGF- 1R towarzyszyt
wzrost stezenia glukozy we krwi (r = 0,425; p < 0,05). Nie wykazano znamiennych
korelacji z pozostalymi danymi klinicznymi i laboratoryjnymi oraz histologiczny-
mi u pacjentéw przewlekle zakazonych HCV (Tabela 29). Nie wykazano korelacji
tkankowej ekspresji IGF-1R z surowiczym stezeniem IGF-1R (r = 0,097; p > 0,05).

IGFBP-3

Ekspresja IGFBP-3 w watrobie byla badana réwniez jedynie u chorych z pod-
grupy A. Byla ona znamiennie wyzsza (15,10 + 17,54) niz w kontrolnej watrobie



(3,78 £7,40) jak i HCC (1,78 * 6,16) (Tabela 16). Istotna i to negatywna korelacje
Spearmana wykazano jedynie z BMI pacjentéw (r = -0,479; p < 0,05).

Nie wykazano znamiennych korelacji z pozostalymi danymi klinicznymi i la-
boratoryjnymi oraz histologicznymi u pacjentéw przewlekle zakazonych HCV
(Tabela 29). Nie wykazano istotnej korelacji tkankowej ekspresji IGFBP-3 z suro-
wiczym stezeniem IGFBP-3 (r = 0,333; p > 0,05).

Tabela 29. Wspotczynniki korelacji porzadku rang Spearmana pomiedzy ekspresja IGF-1, IGF-1R
i IGFBP-3 (% reakcji na pole migzszu watroby) oraz wskaznikiem IGF-1/IGFBP-3 a danymi kli-
niczno-laboratoryjnymi i histologicznymi w watrobie pacjentéw z podgrupy A

Cecha statystyczna IGF-1 IGF-1R IGFBP-3 IGF-1/IGFBP-3
Wiek (lata) 0,058 0,101 -0,173 0,313
BMI 0,183 0,192 -0,433 0,479
Sttuszczenie (%) -0,160 0,156 -0,200 0,242
ALT (U/l) 0,134 0,124 -0,056 0,099
AST (U/1) 0,038 0,171 -0,092 0,055
AFP (ng/ml) -0,081 0,108 0,012 0,019
Grading -0,299 0,007 -0,093 -0,059
Staging -0,268 -0,013 0,062 -0,158
HCV RNA (IU/ml) -0,360 -0,222 -0,092 0,004
Biatko catk. (g/dl) -0,102 0,199 -0,092 -0,011
Albuminy (g/dl) -0,212 0,008 0,011 -0,178
Gamma-globuliny (g/dl) -0,008 0,172 -0,074 0,015
Phytki krwi (G/1) 0,197 0,253 -0,075 0,153
Cholesterol (mg/dl) 0,136 0,018 0,099 0,060
GGTP (U/l) -0,213 0,157 0,010 -0,078
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,070 0,425 0,035 0,048
HOMA-IR -0,353 0,137 -0,111 -0,050
Insulina w surowicy (uU/ml) -0,246 0,010 -0,070 0,034
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,109 -0,036 0,192 -0,269

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspdtczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

Watrobowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

U pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A) stwierdzono pozy-
tywna korelacje pomiedzy watrobowym wskaznikiem ekspresji IGF-1/IGFBP-3
a BMI (r = 0,479; p < 0,05) (Rycina 26). Pozostale wspdtczynniki korelacji Spe-
armana byly za niskie, aby uzyska¢ znamienne statystycznie wspdlistnienie cech
(Tabela 29).
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Rycina 26. Pozytywna korelacja porzadku rang Spearmana pomiedzy watrobowym wskaznikiem
IGF-1/IGFBP-3 a BMI u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV (podgrupa A) (p < 0,05).

4.10. Ekspresja biatek HCV (C, NS3 i NS5A) w watrobie pacjentow
z przewlektym zakazeniem HCV

Tkankowg ekspresje bialek osi IGF odniesiono do komadrkowej ekspresji 3 poten-
cjalnie onkogennych biatek HCV, tj. bialka rdzeniowego (core, biatko C) i dwdch
biafek niestrukturalnych: NS3 i NS5A. Tkankowg ekspresje bialek HCV zanalizo-
wano u pacjentow podgrupy A i B. Lokalizacja komoérkowa wszystkich bialek HCV
dominowata w cytoplazmie hepatocytéow. Obserwowano w wiekszosci ziarnisty
wzor reakcji. Pozytywna reakcja immunocytochemiczna na biatko C oprécz cy-
toplazmy widoczna byla takze w pojedynczych jadrach hepatocytéw (Fotografia
4A i B). Ekspresja biatka NS3 rowniez dotyczyla cytoplazmy licznych hepatocytow
(w tym komorek ze zwyrodnieniem tluszczowym) (Fotografia 4C), niekiedy o nie-
zwykle silnym odczynie barwnym (Fotografia 4D). Biatko NS5A oprocz cytoplazmy
wystepowalo réwniez w pojedynczych jadrach hepatocytéw (Fotografia 4E i F).

Analiza ekspresji z zastosowaniem 12-punktowej skali IRS wykazala przewage
biatka NS3 (10,47 + 2,61) nad pozostalymi bialkami: C (8,26 + 3,94) oraz NS5A
(6,23 £ 2,53) i wykazano wieksza ekspresje bialka C w poréwnaniu z NS5A w ca-
tej badanej grupie (A+B) (Tabela 30).

Analiza z zastosowaniem morfometrycznej metody wizualizacji przestrzen-
nej ujawnita ilosciowo wiecej biatka C (63,91 + 18,15) w poréwnaniu z ekspresja
biatka NS5A (36,07 + 18,25). Nalezy doda¢, iz analiza ta dotyczyla wylacznie
podgrupy A (Tabela 31).



Fotografia 4. Inmunocytochemiczna lokalizacja bialek HCV w watrobie pacjentéw z przewlektym
zakazeniem HCV. Cytoplazmatyczna (A) i jadrowa (B) ekspresja bialka C w hepatocytach. Eks-
presja bialka NS3 gléwnie w cytoplazmie komérek watrobowych (C, D). Lokalizacja bialka NS5A
w cytoplazmie (E) oraz nielicznych jadrach komdrek watrobowych (F).

Fragmenty watroby z zakazeniem HCV: (A) - pacjent P35 (nr 35); B - pacjent P41 (nr 41); C - pa-
cjent P40 (nr 40); D - pacjent P44 (nr 44); E - pacjent P46 (nr 46); F - pacjent P41 (nr 41).

Technika ABC-ImmunoMax. Podbarwienie hematoksyling. Optyka Nomarskiego. Pow. obiektywu
x40 (A, C-E), x100 (B, F).
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Tabela 30. Ekspresja bialek wirusowych HCV (C, NS3 i NS5A) w biopunktatach watroby chorych
z przewleklym zakazeniem HCV oceniona w poéliloéciowej skali numerycznej IRS wg Remmele
i Stegner (p. Material i metody)

Grupa Biatko wirusa HCV n Srednia Mediana Min. Maks. SD
Biatko C 53 8,26 9,00 0,00 12,00 3,94

A+B NS3 53 10,4756 12,00 0,00 12,00 2,61
NS5A 52 6,23 6,00 0,00 12,00 2,53

Objasnienia: min. — minimum, maks. - maksimum; SD - odchylenie standardowe; * - p < 0,05 po-
miedzy ekspresjg biatka C i NS3; *** - p < 0,001 miedzy ekspresjg biatka C i NS5A oraz biatka NS3
vs. NS5A.

Tabela 31. Ekspresja biatek wirusowych HCV (C, NS3 i NS5A) w biopunktatach watroby chorych
z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A) oceniona z zastosowaniem metody wizualizacji
przestrzennej (p. Material i metody)

Grupa Biatko wirusa HCV n Srednia Mediana Min. Maks. SD
Biatko C 21 | 63,975 6413 | 2449 | 9245 | 18,15
A (% reakji)
Biiﬂ(o NS?A 34 36,07 30,38 12,39 72,11 18,25
(% reakcji)

Objasnienia: min. - minimum, maks. — maksimum; SD - odchylenie standardowe; *** - p < 0,001.

4.11. Korelacje ekspresji biatek wirusa HCV (C, NS3 i NS5)
z danymi klinicznymi

Biatko C

U pacjentéw przewlekle zakazonych HCV z podgrupy A, ekspresja biatka C
wysoko pozytywnie korelowata z tadunkiem wirusa HCV (r = 0,531; p < 0,05)
(Tabela 32, Rycina 27). Ponadto ekspresja tego biatka negatywnie korelowata ze
stezeniem calkowitego cholesterolu oraz z aktywnoscia GGTP (odpowiednio
wspotczynniki korelacji Spearmana r = -0,570 i r = -0,626; p < 0,05 w obu przy-
padkach). Wykazano réwniez negatywna korelacje pomiedzy ekspresja biatka
rdzeniowego HCV a stopniem zaawansowania widknienia (staging) u tych cho-
rych (r =-0,621; p < 0,05) (Tabela 32).

W calej grupie badanej (A+B) negatywne korelacje biatka C stwierdzono do-
datkowo z grading i sttuszczeniem watroby. Korelacje te byty przecietne lub sta-
be, wspotczynniki korelacji wynosily z grading r = -0,286, ze staging r = -0,454
(p < 0,05 w obu przypadkach), a pomiedzy ekspresja biatka C i stluszczeniem
r =-0,307 (p < 0,05). Stabg pozytywna korelacje odnotowano réwniez pomiedzy
ekspresja biatka C a liczbg ptytek krwi (r = 0,378; p < 0,05).



Tabela 32. Wspoélczynniki korelacji porzadku rang Spearmana pomiedzy watrobowa ekspresja
bialka C, NS3 i NS5A (% reakcji na pole miazszu watroby i w skali IRS), danymi kliniczno-labora-
toryjnymi i histologicznymi u pacjentéw z WZW typu C (podgrupa A)

Biatko C NS3 NS5A
Cecha statystyczna = =
Joreakdji skala IRS skala IRS Joreakdji skala IRS

Sttuszczenie (%) -0,160 -0,285 -0,314 -0,280 -0,281
ALT (U/1) -0,291 -0,113 -0,286 0,085 0,081
AST (U/l) -0,291 -0,113 -0,352 0,206 0,133
AFP (ng/ml) -0,225 -0,091 -0,238 0,023 0,036
Grading 0,241 -0,271 -0,494 0,177 0,082
Staging -0,114 -0,621 -0,526 0,096 0,157
HCV RNA (IU/ml) 0,531 0,059 -0,295 -0,128 -0,159
Biatko catk. (g/dl) 0,111 -0,275 -0,045 0,029 0,335
Albuminy (g/dl) 0,090 -0,212 0,271 -0,100 0,365
Gamma-globuliny (g/dl) 0,020 -0,190 -0,286 0,064 0,161
Phytki krwi (G/1) 0,081 0,393 0,566 -0,021 -0,136
Cholesterol (mg/dl) -0,570 0,049 0,109 0,058 0,058
GGTP (U/l) -0,626 -0,344 -0,559 0,085 0,087
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,135 -0,247 -0,194 0,121 0,138
HOMA-IR -0,135 -0,022 -0,109 -0,001 -0,086

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspélczynnika , dla ktérych p < 0,05.
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Rycina 27. Korelacja Spearmana pomigdzy watrobowa ekspresja bialka rdzeniowego HCV i steze-
niem HCV-RNA u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A).
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Biatko NS3

Biatko NS3 oceniano wylacznie w skali IRS w dwoch podgrupach pacjentdw,
tj. A i B. W podgrupie A stwierdzono szereg korelacji pomigdzy ekspresja NS3
i danymi klinicznymi. Wysokie negatywne korelacje obserwowano z aktywno-
$cig zapalng (grading) i zaawansowaniem wldknienia (odpowiednio r = -0,494
ir=-0,526; p < 0,05 w obu przypadkach). Wysoka pozytywna korelacje wykaza-
no takze z liczbg plytek krwi (r = 0,566; p < 0,05), zas wysoka negatywna z aktyw-
no$cig GGTP (r = -0,559; p < 0,05) (Tabela 32).

W calym badanym materiale tkankowym (grupa A+B) korelacja ze stopniem
zaawansowania wldknienia (staging) byta bardzo staba (r = -0,284; p < 0,05).

Biatko NS5A

Ekspresja bialka NS5A w podgrupie A byla stabo pozytywnie skorelowana je-
dynie ze stezeniem albumin w surowicy krwi (r = 0,365; p < 0,05) (Tabela 32).
W podgrupie B wykazano dwie negatywne korelacje tego biatka z danymi kli-
nicznymi, a mianowicie ze stezeniem biatka catkowitego (r = -0,484) oraz pozio-
mem glukozy we krwi (r = -0,535) (p < 0,05 w obu przypadkach).

W calym zbadanym materiale (grupa A+B) staba negatywna zaleznos¢ wy-
stepowata pomiedzy ekspresja biatka a stluszczeniem watroby (r = -0,342;
p < 0,05).

4.12. Watrobowa ekspresja biatek systemu IGF (IGF-1, IGFBP-3
oraz IGF-1R) a biatka HCV (C, NS3 i NS5A) u pacjentow
z przewlektym zakazeniem HCV

Tkankowa ekspresja wszystkich trzech bialek z rodziny IGE tj. IGF-1, IGFBP-3
oraz IGF-1R dotyczyla wylacznie pacjentow z podgrupy A, a ekspresje biatka
IGF-1 zbadano dodatkowo réwniez w biopunktatach watroby chorych z podgru-
py B. Stad tez mozna bylo skorelowa¢ dane dotyczace ekspresji IGF-1 i bialek
wirusowych w podgrupie A, B oraz tacznie A+B, a IGFBP-3 i IGF-1R z biatkami
HCV jedynie w podgrupie A (Tabela 33).

I tak, u pacjentéw z dtugotrwalym zakazeniem HCV (podgrupa B) wykaza-
no wprost proporcjonalng wysoka korelacje pomiedzy tkankowa ekspresja IGF-1
oraz biatka rdzeniowego HCV (bialko C) ocenianego w pdtilosciowej skali IRS
(r = 0,540; p < 0,05) (Tabela 33). Nie potwierdzono takiej zaleznosci w watro-
bie pacjentéw z podgrupy A (r = 0,075) ani w tacznej grupie A+B (r = -0,009)
(p > 0,05 w obu przypadkach).

Nie wykazano znamiennych zaleznos$ci pomiedzy ekspresja pozostalych bia-
tek z rodziny IGF (IGFBP-3, IGF-1R) z biatkami wirusowymi badanymi w mate-
riale tkankowym (Tabela 33).



Tabela 33. Wspolczynniki korelacji porzadku rang Spearmana pomiedzy watrobowa ekspresja bia-
tek z rodziny IGF (IGF-1, IGFBP-3 i IGF-1R) a biatkami C, NS3 i NS5A u chorych z przewleklym
zakazeniem HCV (podgrupy A i B oraz A+B)

Biatko C NS3 NS5A
% reakdji skala IRS skala IRS % reakgji Skala IRS
A 0,151 0,075 0,144 0,049 -0,249
IGF-1 B nb 0,540 0,210 nb 0,353
%reakeji | A+B nb -0,009 0,111 nb -0,035
IGFBP-3 A -0,287 -0,072 0,087 -0,026 -0,035
IGF-1R A -0,406 0,109 0,016 0,246 0,342

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspélczynnika r, dla ktérych p < 0,05;
nb - nie badano.

4.13. Ekspresja izoform mRNA IGF-T w watrobie

Analize ekspresji izoform IGF-1 w komérkach watroby przeprowadzono na po-
ziomie mRNA z zastosowaniem ilo$ciowej metody real-time RT-PCR. W bada-
nym materiale pacjentéw z podgrupy A oraz kontroli tkankowej zidentyfikowa-
ne zostaly wszystkie mozliwe izoformy mRNA IGF-1, uwzgledniajac zaréwno
alternatywne egzony 1 i 2 (w zaleznosci od uzytego promotora P1 lub P2), jak
i alternatywne izoformy splicingowe: IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C.

4.14. Ekspresja transkryptow klasy | i Il w zaleznosci od uzytego
promotora P1 lub P2

Identyfikacja egzondéw 1 czy 2 pozwolila na zbadanie poziomu ekspresji mRNA
IGF-1 z udziatem promotora 11 2. Transkrypcja z promotora pierwszego domino-

100%
90%
80% -
70%
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

K A

B %IGF-1PL(l) = %IGF-1P2(ll)

Rycina 28. Udzial % badanych izoform mRNA klasy I i IT IGF-1 (w zaleznosci od uzytego pro-
motora P1 i P2) w odniesieniu do sumarycznej warto$ci mRNA obu promotoréw IGF-1 (100%)
u chorych zakazonych HCV (podgrupa A) i w kontroli.
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wala zaréwno u pacjentéw zakazonych HCV, jak i w kontroli. W grupie badanej
odsetkowy udzial transkryptéw klasy I (z promotora P1) i klasy II (z promotora
P2) wynosil 76,4% i 23,6%, za$ w kontroli odpowiednio 62,7% i 37,3% (Rycina
28). W tym rozkladzie procentowym nie stwierdzono istotnych statystycznie réz-
nic dla P1 i P2 pomiedzy grupa badang i kontrolg (p > 0,05).

W kazdej z badanych grup wykazano natomiast istotnie wieksza ekspresje
mRNA P1 w poréwnaniu z mRNA P2 (p < 0,05 w obu przypadkach).

4.15. Ekspresja izoform splicingowych mRNA: IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C
— udziat procentowy

U pacjentow z przewlektym zakazeniem HCV dominowala ekspresja izofor-
my splicingowej mRNA IGF-1A, ktéra stanowita 92% wszystkich transkryptow.
Ekspresje izoform mRNA IGF-1B i IGF-1C utrzymane byly na niskim poziomie
(5,2% i 2,8%, odpowiednio). Podobnie w grupie kontrolnej najwyzsza ekspresje
wykazywala izoforma IGF-1A (85,0%), kolejno IGF-1B (12,9%) i IGF-1C (2,1%)
(Rycina 29).
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Rycina 29. Udzial % splicingowych izoform mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C) w odniesie-
niu do sumarycznej warto$ci mRNA wszystkich trzech izoform IGF-1 (100%) u chorych zakazo-
nych HCV (grupa A) i w kontroli.

Istotne statystycznie réznice w odsetkowym udziale ekspresji izoform doty-
czyly tylko izoform IGF-1A i IGF-1B. Ekspresja izoformy IGF-1A byla istotnie
wyzsza u chorych zakazonych HCV w stosunku do kontroli (92% vs. 85%), za$
ekspresja izoformy B nizsza niz w kontroli (5,2% vs. 12,9%). Nie wykazano istot-
nych réznic w odsetkowo wyrazonej ekspresji I i IT klasy transkryptéw (z promo-
tora P1i P2) w obu poréwnywanych grupach (Rycina 30).
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Rycina 30. Poréwnanie % udziatu izoform mRNA IGF-1 u chorych przewlekle zakazonych HCV
(podgrupa A) i w kontroli; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001.

4.16. Poréwnanie ilosciowe mRNA IGF-1 u chorych przewlekle
zakazonych HCV i w kontroli

Szczegbdlowa analiza wzglednej ekspresji kazdej z izoform mRNA IGF-1 znorma-
lizowana wzgledem genéw referencyjnych, tj. GAPDH i HMBS, wykazala istotnie
wyzsza ekspresje izoform mRNA IGF-1A i IGF-1C, transkryptu klasy I (P1) oraz
sumarycznego mRNA IGF-1 w grupie pacjentéw zakazonych HCV w stosunku
do kontroli (Tabela 34).

Tabela 34. Porownanie ilo$ciowej ekspresji izoform mRNA IGF-1 oraz aktywnoéci promotora I i I
($rednia + SD) znormalizowanych wzgledem gendw referencyjnych w grupie chorych przewlekle
zakazonych HCV (podgrupa A) oraz w kontroli

Izoforma mRNA IGF-1 Kontrola Podgrupa A p
IGF-1A 1,30 £ 1,31% 5,28 + 9,94 0,009
IGF-1B 0,18+ 0,18 0,28 + 0,40 0,486
IGF-1C 0,04 + 0,05 0,21 +0,57 0,031

P1 (klasa ) 0,19 £ 0,21* 0,45 + 0,45%* 0,025
P2 (klasa Il) 0,08 + 0,07 0,15+ 0,17 0,164
Catkowity IGF-1 1,52+ 1,52 5,77 £10,85 0,014

Objasnienia: p - poziom istotnosci; * - p < 0,05 pomiedzy ekspresjg izoformy AiB, Ai C, Bi C oraz
P1i P2 w grupie kontrolnej; ** - p < 0,01 pomiedzy ekspresjg izoformy AiB, Ai C, Bi Coraz P1iP2
w grupie z WZW typu C.
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W obrebie grupy badanej i kontroli réwniez wykazano najwigksza ekspresje
mRNA izoformy A w poréwnaniu z B i C. Wigksza byla ekspresja IGF-1A w po-
réwnaniu z IGF-1B i C, IGF-1B w poréwnaniu z IGF-1C, oraz ekspresja mRNA
P1 w poréwnaniu z P2 (p < 0,05 we wszystkich przypadkach).

Istotnie wyzsza ekspresje wszystkich izoform i klas mRNA IGF-1 oraz suma-
rycznego IGF-1 stwierdzono u kobiet (Tabela 35).

Tabela 35. Roznice w ekspresji izoform i klas mRNA IGF-1 ($rednia +SD) w zaleznosci od plci
pacjentéw z podgrupy A

Izoforma mRNA IGF-1 Kobiety Mezczyzni p
IGF-1A 7,88+ 13,83 2,97 £3,32 0,027
IGF-1B 0,35 +0,45 0,22 £0,35 0,042
IGF-1C 0,35%0,82 0,08 £0,06 0,046

P1 (klasa I) 0,63 £0,59 0,28 £0,17 0,003
P2 (klasa Il) 0,20 £0,15 0,11£0,18 0,006
Catkowity IGF-1 8,58 + 15,09 3,26 £3,70 0,027

Objasnienia: p - poziom istotnosci.

Poréwnujac ekspresje mRNA roznych izoform i obu klas promotoréw IGF-1
w zaleznosci od ocenionych punktowo parametréw histologicznych (grading i sta-
ging), istotne réznice stwierdzono tylko w réznych stopniach aktywnosci zapalne;j.
W watrobie z bardziej nasilonymi zmianami zapalnymi (G2) wykazano obnizenie
ekspresji wszystkich postaci transkryptéw IGF-1 badanych w pracy w poréwna-
niu z G1, z wyjatkiem mRNA izoformy IGF-1C (Tabela 36, Rycina 31).

Tabela 36. Roznice w ekspresji mRNA izoform i klas IGF-1 ($rednia +SD) w zaleznosci od stopnia
aktywnoféci zapalnej (grading) oraz zaawansowania widknienia (staging) u pacjentéw z podgrupy A

Izoforma mRNA IGF-1 | Grading® 1 (n = 15) | Grading 2 (n = 16) ngg:lng;; Szzgl:ng)Z

IGF-1A 8,67 14,34 2,42 1,45 6,55+12,47 | 3,01 £1,77
p =0,008 p =0,943

IGF-1B 0,44 +0,55 ‘ 0,15+0,10 0,34+0,49 | 0,18+0,12
p=0,012 p=0,720

IGF-1C 0,36 £ 0,84 ‘ 0,08 £ 0,06 0,27 £0,72 | 0,09 £0,07
p=0,093 p =0,582

P1 (klasa I) 0,63 £0,61 ‘ 0,33 £0,20 0,50 +0,55 | 0,41+£0,23
p=0,037 p =0,905

P2 (klasa Il) 0,25 +0,22 ‘ 0,09 £ 0,06 0,19 £0,20 | 0,11 £ 0,07
p =0,009 p =0,549

Catkowity IGF-1 9,47 + 15,66 ‘ 2,65+ 1,58 7,16 213,61 | 3,29 +1,91
p =0,006 p=0,830

Objasnienia: n - liczba pacjentow; * - parametry ocenione w skali potilosciowej (p. Material i metody).
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Rycina 31. Ekspresja mRNA IGF-1 w zaleznosci od aktywnosci zapalnej w watrobie pacjentow
z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A); ** - p < 0,01.

Pomimo nizszej ekspresji mRNA wszystkich izoform takze w watrobie z bar-
dziej zaawansowanym widknieniem, nie udalo si¢ wykaza¢ réznic statystycznie
istotnych dla badanych cech (p > 0,05 we wszystkich przypadkach) (Tabela 36).

4.17. Ekspresja mRNA receptora IGF-1R

W grupie przewlekle zakazonych HCV ekspresja transkryptu receptora IGF-1R byla
znamiennie nizsza w stosunku do kontroli (0,14 + 0,04 vs. 0,26 + 0,18; p < 0,05).
Nie obserwowano réznic w ekspresji IGF-1R w zaleznoéci od pici (Tabela 37).

Ekspresja mRNA IGF-1R byla natomiast wyzsza w watrobie z nasileniem zmian
zapalnych okreslonych jako grading 2 w poréwnaniu z ekspresja uwidoczniong
w mniej nasilonych zmianach zapalnych watroby (G1) (Tabela 38, Rycina 32).
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Rycina 32. Ekspresja mRNA IGF-1R w zalezno$ci od aktywnosci zapalnej w watrobie pacjentow
z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A); * - p < 0,05.
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4.18. Ekspresja mRNA czynnika transkrypcyjnego SP1

Analiza ekspresji mRNA czynnika SP1, regulatora aktywnosci P1 i P2, z zasto-
sowaniem metody real-time RT-PCR wykazala obnizenie jego poziomu u cho-
rych przewlekle zakazonych HCV w stosunku do kontroli (0,42 + 0,23 vs. 5,51 +
12,8) (Tabela 37). Nie stwierdzono réznic plciowych w ekspresji czynnika SP1 ani
w zaleznosci od stopnia nasilenia zmian histopatologicznych w watrobie (Tabela
37138).

Tabela 37. Poréwnanie ilosciowej ekspresji izoform mRNA IGF-1R oraz czynnika transkrypcyj-
nego SP1 ($rednia + SD) znormalizowanych wzgledem genéw referencyjnych w grupie chorych
przewlekle zakazonych HCV (podgrupa A) i w kontroli oraz réznice w ekspresji mRNA IGF-1R
i SP1 w podgrupie A w zaleznoéci od plci

Podgrupa Podgrupa badana A
Kontrola - R
Badany transkrypt (n=7) badana Kobiety Mezczyzni
A (n=32) (n=15) (n=17)
0,26 £ 0,18 0,14 £ 0,04 0,14 £ 0,05 0,14 £ 0,04
mRNA IGF-1R > =005 > = 0355
5714128 | 042+023 038+022 | 045+0.24
RNA SP1
" p < 0,001 p=0278

Objasnienia: n - liczba pacjentow; p — poziom istotnosci.

Tabela 38. Roznice w ekspresji mRNA receptora typu I IGF (IGF-1R) oraz czynnika transkrypcyj-
nego SP1 ($rednia + SD) w zaleznosci od stopnia aktywnosci zapalnej (grading) oraz zaawansowa-
nia wléknienia (staging) u pacjentéw z podgrupy A.

Badany transkrypt G(rr?cin1g;'<)1 C(;;ag:r;%? S(tggln%;:; Szﬁgingf
IGF-1R 012+004 | 016+003 | 014+004 | 016+004
p=0,025 p=20,198
SP1 036+025 | 046+024 | 0414025 | 042£026
p=0.215 p=0,897

Objasnienia: n - liczba pacjentéw; * - parametry ocenione w skali potilosciowej (p. Material i metody).

4.19. Korelacje pomiedzy ekspresja izoform mRNA IGF-1, mRNA
IGF-1R i mRNA SP1 a danymi klinicznymi

4.19.1. Izoformy mRNA IGF-1 a dane kliniczne

U pacjentow przewlekle zakazonych HCV ekspresja sumarycznego mRNA IGF-1
oraz wszystkich izoform bardzo silnie negatywnie korelowala z wiekiem pacjen-
ta oraz wartoscia BMI (Tabela 39). Stwierdzono réwniez negatywne korelacje
wszystkich izoform ze stopniem sttuszczenia w watrobie. Wysokie negatywne
korelacje obserwowano z aktywnoscig ALT, a nieco mniejsze (réwniez negatyw-



ne) z AST (Tabela 39). Ekspresja izoform IGF-1A, IGF-1B, P1 i P2 negatywnie
korelowala ze stopniem aktywnosci zapalnej, przy czym najwyzszy wspotczynnik
korelacji stwierdzono dla mRNA klasy II (P2) (r = -0,569; p < 0,05).

Biorac pod uwage staging, jedyna istotna, cho¢ dos¢ staba negatywna ko-
relacje z tym parametrem w watrobie stwierdzono dla mRNA Kklasy II (P2)
(r = -0,364; p < 0,05). Podobnie w przypadku ekspresji mRNA klasy II (P2)
jako jedynej wykazano, dos¢ staba istotng negatywna zaleznos¢ tej postaci izo-
formy ze stezeniem AFP (r = -0,390; p < 0,05). Z fadunkiem wirusa HCV slabo
negatywnie korelowata roéwniez ekspresja transkryptu klasy II (P2) (r = -0,388;
p < 0,05), podobnie niskie byty korelacje HCV-RNA z mRNA IGF-1A i cal-
kowitego mRNA IGF-1 (odpowiednio: r = -0,357; r = -0,345; p < 0,05 w obu
przypadkach).

Wiszystkie korelacje poszczegdlnych izoform i klas transkryptéw IGF-1 z da-
nymi klinicznymi przedstawiono w Tabeli 39.

Tabela 39. Warto$ci wspélczynnika korelacji Spearmana pomiedzy ekspresja mRNA izoform IGF-1
(IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C), mRNA promotoréw klasy I (P1) i II (P2) oraz sumarycznego mRNA
IGF-1 z danymi klinicznymi

Cecha statystyczna IGF-1A | IGF-1B | IGF1C | P1 P2 ke
Wiek (lata) -0,582 | -0,654 | -0,532 | -0,545 | -0,644 -0,596
BMI -0,468 | -0,414 | -0,489 | -0,527 | -0,452 -0,468
Grading -0,446 | -0,430 | -0,285 | -0,431 | -0,569 -0,457
Staging -0,182 | -0,187 | -0,160 | -0,223 | -0,346 -0,190
Sttuszczenie (%) -0,412 | -0,408 | -0,454 | -0,415 | -0,571 -0,422
ALT (U/1) -0,540 | -0,577 | -0,533 | -0,538 | -0,616 -0,550
AST (U/1) -0,378 | -0,400 | -0,342 | -0,434 | -0,569 -0,392
AFP (ng/ml) -0,168 | -0,271 -0,240 | -0,291 | -0,390 -0,180
HCV RNA (IU/ml) -0,357 | -0,244 | -0,096 | -0,330 | -0,388 -0,345
Biatko catk. (g/dl) 0,324 0,375 0,366 | 0,302 | 0,251 0,319
Albuminy (g/dl) 0,303 0,349 0,222 | 0,293 | 0,381 0,295
Gamma-globuliny (g/dl) 0,039 0,045 0,174 -0,061 | -0,164 0,044
Ptytki krwi (G/1) 0,235 0,265 0,138 | 0,273 | 0,372 0,232
Cholesterol (mg/dl) 0,409 0,405 0,372 | 0,386 | 0,286 0,404
GGTP (U/l) -0,284 | -0,399 | -0,367 | -0,384 | -0,603 -0,307
Glukoza we krwi (mg/dl) -0,190 | -0,112 | -0,084 | -0,083 | -0,226 -0,201
HOMA-IR -0,237 | -0,140 | -0,184 | -0,067 | -0,157 -0,234
Insulina w surowicy (uU/ml) -0,145 | -0,079 | -0,125 | -0,020 | -0,082 -0,135
Estradiol w surowicy (pg/ml) 0,238 0,271 0,223 0,311 0,372 0,250

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspdtczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

101



102

4.19.2. Ekspresja transkryptow IGF-1R i SP1 a dane kliniczne

U pacjentéw przewlekle zakazonych HCV zaréwno ekspresja mRNA IGF-1R, jak
i SP1 dodatnio korelowaly z wiekiem chorych (odpowiednio: r = 0,372 ir = 0,453;
p < 0,05 w obu przypadkach). Ponadto stwierdzono dodatnie korelacje tkankowej
ekspresji mRNA IGF-1R ze stopniem aktywnosci zapalnej (grading) (r = 0,456)
i fadunkiem wirusowym (HCV-RNA) (r = 0,403) (p < 0,05 w obu przypadkach).

Ekspresja transkryptu SP1 byta wprost proporcjonalna do aktywnosci GGTP
(r =0,493; p < 0,05). W stosunku do pozostatych danych klinicznych nie obser-
wowano innych istotnych korelacji (Tabela 40). Nie zanotowano istotnych ko-
relacji pomigdzy ekspresja mRNA IGF-1R i SP1 oraz mRNA IGF-1 a st¢zeniem
estradiolu rowniez w grupie zakazonych HCV mezczyzn.

Tabela 40. Wspolczynniki korelacji porzadku rang Spearmana pomiedzy ekspresja mRNA IGF-1R
i SP-1 z danymi klinicznymi

Cecha statystyczna IGF-1R SP-1
Wiek (lata) 0,372 0,453
BMI 0,060 0,280
Grading 0,456 0,324
Staging 0,264 0,260
Sttuszczenie (%) 0,125 0,349
ALT (U/1) 0,181 0,343
AST (U/1) 0,212 0,269

AFP (ng/ml) 0,311 0,341
HCV RNA (IU/ml) 0,403 0,146
Biatko catk. (g/dl) 0,141 0,012
Albuminy (g/dl) 0,123 0,086
Gamma-globuliny (g/dl) 0,138 -0,045
Phytki krwi (G/1) -0,099 0,063
Cholesterol (mg/dl) 0,048 -0,178
GGTP (U/l) 0,330 0,493
Glukoza we krwi (mg/dl) 0,152 0,019
HOMA-IR -0,019 0,036

Insulina w surowicy (uU/ml) -0,045 0,102
Estradiol w surowicy (pg/ml) -0,276 -0,334

Objasnienia: wyboldowang czcionkq zaznaczono wartosci wspélczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

4.20. Izoformy mRNA IGF-1, mRNA IGF-1R i mRNA SP1
a surowicze stezenie |GF-1

W grupie badanej ekspresja wszystkich izoform mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B
i IGF-1C) oraz obu klas transkryptéow I (P1) i I (P2) byla wprost proporcjonalna
do surowiczego stezenia IGF-1 (Rycina 33 i 34). Na uwage zastuguja wysokie
wspolczynniki korelacji (r blisko 0,6 i powyzej) dotyczace zwlaszcza korelacji ste-



zenia IGF-1 w surowicy z iloscia mRNA izoformy A i B i sumarycznego mRNA
IGF-1 (Rycina 33) oraz pomiedzy stezeniem IGF-1 a mRNA obu promotoréw

(P11P2) IGF-1 (Rycina 34).
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Rycina 33. Pozytywne korelacje porzadku rang Spearmana pomiedzy mRNA

izoform IGF-1 (IG-

F-1A, IGF-1B, IGF-1C) i sumarycznym mRNA IGF-1 w watrobie a surowiczym stezeniem IGF-1

(podgrupa A).
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Rycina 34. Pozytywne korelacje porzadku rang Spearmana pomiedzy ekspresja mRNA klas trans-

kryptow (P1 i P2) w watrobie a surowiczym stezeniem IGF-1 (podgrupa A).
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Natomiast w przypadku analizy wzajemnych zaleznosci pomiedzy ekspresja
transkryptow IGF-1R i SP1 z surowiczym stezeniem IGF-1, nizsze stezenie IGF-1
w surowicy krwi wspélistniato z wigksza ekspresja mRNA IGF-1R oraz mRNA
czynnika transkrypcyjnego SP1 (Rycina 35).
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Rycina 35. Negatywne korelacje Spearmana pomigdzy ekspresja mRNA IGF-1R i mRNA SP1 a su-
rowiczym stezeniem IGF-1.

4.21. Izoformy mRNA IGF-1, mRNA IGF-1R i mRNA SP1
a surowicze stezenie pozostatych biatek z rodziny IGF

Nie stwierdzono zadnych istotnych korelacji pomigdzy ekspresja mRNA izoform
IGF-1, mRNA IGF-1R oraz mRNA SP1 a oznaczonymi surowiczymi stezeniami
IGF-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6. Przykladowo wspolczynnik korelacji Spearmana
miedzy tkankowa ekspresja mRNA IGF-1R a surowiczym stezeniem tego biatka
wynosil jedynie r = -0,300 (p > 0,05).

4.22. Izoformy mRNA IGF-1 i mRNA IGF-1R a biatka wirusa HCV

Sposréd badanych izoform mRNA IGF-1 oraz mRNA receptora IGF-1 (IGF-
1R), jedyne pozytywne (i to do$¢ stabe) korelacje ujawniono pomiedzy ekspresja
mRNA klasy I (P1) IGF-1 i ekspresja biatka NS5A (r = 0,386; p < 0,05) oraz eks-
presja mRNA klasy IT (P2) IGF-1 i ekspresja bialka NS3 (r = 0,371; p < 0,05).

Ekspresja transkryptu IGF-1R w watrobie pacjentéw podgrupy A nie byta sko-
relowana z zadnym z bialek HCV (r = -0,196 dla korelacji z bialkiem C; r =-0,316
z NS3 oraz r = -0,158 z NS5A; p > 0,05 we wszystkich przypadkach).



4.23. Wzajemne korelacje pomiedzy ekspresja mRNA izoform
IGF-1, mRNA IGF-1R i mRNA SP1

Bardzo wysokie pozytywne korelacje stwierdzono pomiedzy wzajemnag ekspresja
izoform transkryptéw IGF-1 (P1, P2, A, B i C) u pacjentéw z WZW typu C (Ta-
bela 41) i w kontroli (Tabela 42).

Tabela 41. Wzajemne korelacje Spearmana pomiedzy ekspresja izoform mRNA IGF-1, IGF-1R
i SP1 w watrobie pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV (podgrupa A)

Izoforma IGF-1A | IGF-1B | IGF-1C P1 P2 Catk. IGF-1 | IGF-1R | SP1
IGF-1A 0,956 | 0,869 | 0,891 | 0,821 0,998 -0,397 | -0,575
IGF-1B 0,956 - 0,868 | 0,854 | 0,813 0,961 -0,419 | -0,621
IGF-1C 0,869 | 0,868 - 0,839 | 0,741 0,878 -0,152 | -0,594

Klasa | (P1) 0,891 0,854 | 0,839 - 0,876 0,886 -0,290 | -0,529

Klasa Il (P2) 0,821 0,813 | 0,741 | 0,876 - 0,827 -0,294 | -0,470

Catk. IGF-1 0998 | 0961 | 0,878 | 0,886 | 0,827 - -0,397 | -0,581

IGF-1R -0,397 | -0,419 | -0,152 | -0,290 | -0,294 -0,397 - 0,735
SP1 -0,575 | -0,621 | -0,594 | -0,529 | -0,470 -0,581 0,735 -

Objasnienia: wyboldowang czcionkq zaznaczono wartosci wspélczynnika r, dla ktérych p < 0,05.

Tabela 42. Wzajemne korelacje Spearmana pomiedzy ekspresja izoform mRNA IGF-1, IGF-1R
i SP1 w grupie kontrolnej (zdrowa watroba)

Izoforma IGF-1A | IGF-1B | IGF-1C P1 P2 Catk. IGF-1 | IGF-1R | SP1
IGF-1A 0,964 0,929 | 0,929 -0,214 | -0,786
IGF-1B 0,964 - 0,964 | 0,964 | 0,893 0,964 -0,357 | -0,857
IGF-1C 0,964 - 0,929 | 0,929 -0,214 | -0,786

Klasa | (P1) 0,929 | 0,964 | 0,929 - 0,821 0,929 -0,500 | -0,929

Klasall (P2) | 0,929 | 0,893 | 0,929 | 0,821 - 0,929 -0,036 | -0,679

Catk. IGF-1 0,9641 0,929 | 0,929 - -0,214 | -0,786

IGF-1R -0,214 | -0,357 | -0,214 | -0,500 | -0,036 -0,214 - 0,714
SP1 -0,786 | -0,857 | -0,786 | -0,929 | -0,679 -0,786 0,714 -

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wartosci wspdtczynnika 1, dla ktérych p < 0,05.

W przewleklym zakazeniu HCV istotne negatywne korelacje zanotowano po-
miedzy ekspresja mRNA IGF-1R i iloscig mRNA izoformy IGF-1A (r = -0,397),
IGF-1B (r = -0,419) i sumaryczne]j wartosci ekspresji mRNA IGF-1 (r = -0,397)
(p < 0,05 we wszystkich przypadkach).

Ekspresja. mRNA czynnika transkrypcyjnego SP1 byla wysoko negatywnie
skorelowana z ekspresja wszystkich izoform IGF-1 (w tym z mRNA izoform
klasy I i II promotoréw genu IGF-1) (Tabela 41) i sumarycznym mRNA IGF-1
(Rycina 36). W kontroli (zdrowa watroba) rowniez potwierdzono negatywne ko-
relacje pomigdzy ekspresja mRNA SP1imRNA izoform A, Bi C genu IGF-1 oraz
z mRNA P1 (Tabela 42).
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Rycina 36. Negatywna korelacja Spearmana pomiedzy ekspresja mRNA SP1 a mRNA catkowitego
IGF-1 u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV (podgrupa A).

U pacjentow z WZW typu C wysoka pozytywna korelacje stwierdzono nato-
miast pomiedzy ekspresja mRNA SP1 a mRNA IGF-1R (r = 0,735; p < 0,05) (Ryci-
na 37). Nie udato si¢ wykazac zalezno$ci statystycznie istotnej pomiedzy ekspresja
transkryptu SP1 i mRNA IGF-1R w grupie kontrolnej, cho¢ wspolczynnik korela-
cji pomigedzy badanymi parametrami byt réwniez bardzo wysoki (Tabela 42).
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Rycina 37. Pozytywna korelacja Spearmana pomigdzy ekspresja transkryptu SP1 i mRNA IGF-1R
u pacjentow z przewlektym zakazeniem HCV (podgrupa A).
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5. Dyskusja

Skladniki systemu IGF pelnig wazng funkcje autokrynows, parakrynows i endo-
krynowg w promocji wzrostu réznych tkanek i narzagdéw. Syntetyzowanie obu
IGF-6w zachodzi gléwnie w watrobie, chociaz produkgcja tych bialek moze odby-
wac sie w kazdej komorce organizmu czlowieka [Obrepalska-Steplowska i wsp.,
2005; Wu i Zhu, 2011; Kasprzak i Adamek, 2012]. Sugerowana rola obu IGF-ow
oraz receptorow IGF w rozwoju HCC wynika przede wszystkim z obserwacji sil-
nego mitogennego dziatania tych czynnikéw w warunkach in vitro [Scharfi wsp.,
1998; Huynh i wsp., 2002]. Komoérki hodowane raka watroby produkuja zaréwno
mRNA IGF-1 [Tsai i wsp., 1988], jak i IRS-1 (Insulin receptor substrate-1) [Sharf
i wsp., 1998]. IRS-1 jest biatkiem zaangazowanym w transdukcje sygnatu za po-
srednictwem receptora typu I IGF (IGF-1R). Nadekspresje tego biatka w HCC
w poréwnaniu z normalng nieguzowa tkanka wykazaly badania z lat 90. ubie-
glego wieku [Nishiyama i Wands, 1992; Tanaka i wsp., 1997]. Podanie insuliny
do fragmentéw materialu biopsyjnego watroby wykazalo 2-3-krotny wzrost za-
wartosci biatka IRS oraz receptora insulinowego (IR) w HCV zakazonej watrobie
w poréwnaniu z materiatem HCV-negatywnym [Aytug i wsp., 2003].

Dane z piSmiennictwa dotyczace roli lokalnej ekspresji receptora IGF-1 sa
niespdjne. W przednowotworowych zmianach ogniskowych w watrobie i w ko-
morkach juz rozwinietego HCC oraz w liniach komoérkowych wykazano wzrost
ekspresji IGF-1R [Scharf i wsp., 2001; Morali i wsp., 2005]. Inni badacze obser-
wowali nizsze poziomy ekspresji IGF-1R u ok. 40% pacjentéw z HCC w pordw-
naniu z kontrolg [Huynh i wsp., 2002]. W badaniach ekspresji tkankowej IGF-
-1R w liniach komdrkowych nadekspresja tego sktadnika osi IGF ma $wiadczy¢
o zlodliwym fenotypie tych komorek. Podawanie monoklonalnych przeciwciat
anty-IGF-1R (alpha IR3) w zalezno$ci od dawki wywieralo hamujacy wplyw na
proliferacje komdrkows i/lub indukcje apoptozy w komdrkach HepG2 [Zhang
i wsp., 2006]. Molekularne mechanizmy nadmiernej produkcji IGF-1R w kan-
cerogenezie watrobowej wydaja si¢ by¢ bardzo ztozone [przeglad tematu: Alexia
i wsp., 2004]. Wykazano réwniez, iz mutacja, ktéra odpowiada za nadprodukcje
IGF-1R w niektorych HCC dotyczy genu p53 (p53mt249) [Lee i wsp., 2003]. Ta
sama mutacja nasila transkrypcje IGF-2 z ptodowego promotora P4 genu, co do-
wodzi udzialu réwniez IGF-2 w kancerogenezie watrobowej [Lee i wsp., 2000].

Rola systemu IGF w kancerogenezie watrobowej zwigzanej z przewleklym za-
kazeniem HCV jest niejasna. Wyjasnianie roli skladnikéw osi IGF moze mie¢
implikacje terapeutyczne. Wykazano bowiem, ze podanie selektywnych inhibi-
torow IGF-1R zmniejszalo efekty indukowane przez IGF-1 i bylo zwigzane ze
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znaczacg redukeja wzrostu guza [Breuhahn i wsp., 2010]. Nieliczne prace badaw-
cze wskazujg na mozliwo$¢ aktywowania promotoréow gendéw IGF-2 i IGF-2R
przez HBV i HCV [Kim i wsp., 1996; Nardone i wsp., 1996; Sohda i wsp. 1997].
Istniejg wyniki badan, ktére zwracaja uwage na role polimorfizméw promotora
genu IGF-1 w kancerogenezie u ludzi. Polimorfizmy te moga wplywa¢ na zrdz-
nicowang ekspresje IGF-1 w roznych tkankach. Jednym z dokladniej zbadanych
polimorfizméw genu IGF-1 jest sekwencja skladajaca si¢ z wielu powtérzen cy-
tozyna-adenina (CA), ktéra obecna jest w rejonie regulatorowym 5’ promotora
genu IGF-1 [Rotwein i wsp., 1986]. Niedawne badania Weng i wsp. wykazaly, iz
obecno$¢ powtorzen adenina-adenina (AA) lub adenina-guanina (AG) w genie
IGF-2R oraz obecno$¢ powtérzen AA w genie IGF-2 (+3580 AA genotype) sa
potencjalnymi protektorami przed WZW typu C [Weng i wsp., 2010]. Wyniki
tych badan nie potwierdzily jednak zadnych korelacji pomiedzy wystgpowaniem
polimorfizméw genéw osi IGF (IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGF-2R, IGFBP-3, insuli-
na) a specyficznymi dla watroby klinicznymi i histologicznymi markerami w su-
rowicy krwi [Weng i wsp., 2010].

Wykazuje si¢ réwniez bezposrednie interakcje bialek HCV i sktadnikéw sys-
temu IGF oraz ich role w onkogenezie watrobowej. Istnieja pojedyncze prace na
ten temat oparte o wyniki w systemach in vitro. W linii komoérek HepG2 wyka-
zano, ze biatko rdzeniowe HCV (biatko C) zwieksza endogenng ekspresje IGF-2,
bedac pozytywnym regulatorem jego transkrypcji i moze promowac podzialy ko-
morkowe [Lee i wsp., 2001]. Najwiecej prac nad skladnikami osi IGF pod katem
udziatu w kancerogenezie poswiecono obu IGF-om (1 i 2), IGF-1R oraz IGFBP-3
[Brokaw i wsp., 2007; Su i wsp., 2010; Weng i wsp., 2010; Wu i Zhu, 2011].

W obecnej pracy zalozenia badawcze dotyczyly przede wszystkim IGF-1, re-
ceptora typu I (IGF-1R) oraz biatka wiazacego IGFBP-3. Poniewaz nie ma danych
dotyczacych poziomu ekspresji wariantéw (izoform) IGF-1 w komérkach z czyn-
ng replikacja HCV, badanie to stanowito cel o znaczeniu poznawczym. Polacze-
nie badan nad ekspresja potencjalnie onkogennych biatek HCV (C, NS3 i NS5A)
oraz izoform IGF-1 (biatka i transkrypty) z zastosowaniem technik biologii mo-
lekularnej, zdaniem autorki, miato pozwoli¢ na blizsze okreslenie zmian w eks-
presji genowej IGF-1 i IGF-1R, ktére majg udzial w progresji zapalenia watroby
i transformacji nowotworowej u pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV.

Aby zrealizowa¢ cel, oceniono surowicze stezenia bialek z rodziny IGF (IGF-1,
IGFBP-3 i IGFBP-6 oraz IGF-1R) u pacjentéw z WZW typu C. U chorych, u ktd-
rych dysponowano materiatem tkankowym (biopsje watroby) mozliwe byto po-
znanie ekspresji wybranych sktadnikéw rodziny IGF oraz bialek HCV z zastosowa-
niem kompleksowych technik badawczych. Nowatorskim i poznawczym aspektem
pracy byta ocena poziomu ekspresji mRNA réznych izoform IGF-1 (alternatywny
splicing), poziomu ekspresji mRNA IGF-1R oraz mRNA czynnika transkrypcyjne-
go SP-1 u pacjentéw z przewleklym uszkodzeniem watroby na tle zakazenia HCV.
Wiszystkie badania wykonano przed wlaczeniem leczenia przeciwwirusowego.



5.1. Stezenia biatek z rodziny IGF w surowicy a wskazniki
funkcji watroby

IGF-1

Na warto$¢ surowiczego stezenia IGF-1 wplywa wiele czynnikéw (m.in. wiek,
ple¢, stopienn odzywienia, czynniki genetyczne, hormony plciowe i choroby
wspolistniejace). Zalezno$¢ surowiczego stezenia tego biatka od plci jest rowniez
definiowana [Brabant i Wallaschofski, 2007; Mattsson i wsp., 2008]. U os6b zdro-
wych wykazywano systematyczny spadek stezenia IGF-1 z wiekiem, u kobiet 13%
redukcji na dekade, za$ u mezczyzn 11% [Andreassen i wsp., 2009]. Po znacza-
cym spadku stezenia IGF-1 po okolo 25. r.z. obserwuje si¢ systematyczne powol-
ne obnizanie si¢ jego wartosci z wiekiem [Juul i wsp., 1994]. Inni autorzy opisuja
zmniejszanie si¢ stezenia IGF-1 z wiekiem takze niezaleznie od plci [Aimaretti
i wsp., 2008; Rosario 2010].

W calej grupie pacjentéw z przewleklym WZW typu C ocenianych w ra-
mach tej pracy, stezenia IGF-1 znaczaco obnizaly si¢ wraz z wiekiem (wysoki
wspolczynnik korelacji r = -0,647). Jest to zgodne z obserwacjami innych auto-
row, ktoérzy stwierdzali rowniez negatywna korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1
i wiekiem pacjentéw zakazonych HCV z/lub bez marskosci watroby [Wu i wsp.,
2004; Colakoglu i wsp., 2007; Raslan i wsp., 2010; Helaly i wsp., 2011; Rehem
i El-Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012]. Aby zniwelowa¢ wplyw wieku na wyste-
powanie korelacji pomiedzy stezeniem IGF-1 i danymi klinicznymi badanych
pacjentéw, do szczegdtowych analiz w obecnej pracy zastosowano wystandary-
zowane wartosci surowiczych stezen IGF-1 wzgledem wieku. Podobne podejscie
w interpretacji wynikéw badan znaleziono w nielicznych doniesieniach [Mattera
i wsp., 2003; Wu i wsp., 2004; Mattsson i wsp., 2008]. W wigkszosci danych z pi-
$miennictwa przedstawione wyniki wskazuja, iz w chorobach watroby o réznej
etiologii poziom surowiczego stezenia IGF-1 moze by¢ markerem funkcji narza-
du [Wu i wsp., 1988; Vyzantiadis i wsp., 2003; Mahdy i wsp., 2007]. Autorzy prac
wskazujg ponadto, iz w chorobach watroby stezenie IGF-1 obniza si¢ rowniez
niezaleznie od wieku [Nikoli¢ i wsp., 2000; Wu i wsp., 2004; Mahdy i wsp., 2007;
Volzke i wsp., 2009; Raslan i wsp., 2010; Adamek i wsp., 2012; Aleem i wsp., 2012;
Dehghani i wsp., 2012]. Wydaje si¢ to prawdziwe réwniez na podstawie uzyska-
nych wynikéw badan w tej pracy. W calej grupie badanej (oraz we wszystkich
podgrupach) z przewleklym WZW typu C, surowicze stezenia IGF-1 byly istotnie
nizsze niz w kontroli. Ponadto w calej grupie badanej stezenie IGF-1 obnizalo sie
wraz ze wzrostem aktywnosci zapalnej oraz stopniem zaawansowania wtoknie-
nia, osiagajac najnizsze wyniki u chorych z marsko$cia watroby. Po standaryza-
cji stezenia IGF-1 wzgledem wieku potwierdzono istotnie nizsze stezenia IGF-1
w grupie pacjentéw z marskoscig w poréwnaniu z pacjentami bez cech marskosci
watroby. Jest to zgodne z danymi innych autoréw, ktérzy przeprowadzili podobna
analize¢ uwzgledniajac wiek pacjentéw [Wu i wsp., 2004]. Najwyzsze negatywne
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wspolczynniki korelacji IGF-1 z grading i staging zanotowano w grupie pacjen-
tow z udokumentowanym diugotrwalym zakazeniem HCV i bardziej zaawanso-
wanymi zmianami histologicznymi w watrobie (podgrupa B). Podobne zmiany
stezen IGF-1 w zaleznosci od staging, a takze sttuszczenia watroby u pacjentow
przewlekle zakazonych HCV opisali inni autorzy [Lorenzo-Zuiiga i wsp., 2007;
Adamek i wsp., 2012; Himoto i wsp., 2013].

Badania obecne, uwzgledniajace pte¢ badanych chorych, jedynie u czedci
z nich (podgrupa A) udokumentowaly istotnie wyzsze stezenie IGF-1 w grupie
kobiet w poréwnaniu z mezczyznami. Podobne réznice plciowe, ale u pacjentéw
ze zdrowa watroba opisal Yu i wsp. [Yu i wsp., 1999]. Natomiast inni autorzy
(rowniez w zdrowej populacji) takich réznic nie odnotowali [Mattsson i wsp.,
2008; Rosario 2010]. Istnieja rowniez doniesienia sugerujace nieco nizsze ste-
zenia IGF-1 w surowicy krwi u zdrowych kobiet w poréwnaniu z mezczyznami
[Brabant i wsp., 2003; Brabant i Wallaschofski, 2007]. Niektorzy z autorow wy-
kazuja najmniejsze roznice plciowe w stezeniu IGF-1 pomigdzy 35. a 50. rokiem
zycia [Brabant i wsp., 2003]. Dyskutujac ten wynik badann mozna doda¢, iz $red-
nia wieku calej podgrupy A wynosita 36 + 14 lat i nie bylo istotnej réznicy wieku
pomiedzy kobietami i mezczyznami. Nie znaleziono danych dotyczacych réznic
w stezeniach IGF-1 w zaleznosci od pici u chorych z przewlektym zapaleniem
watroby typu C lub marskoscig watroby. W badaniach niektérych autoréw u pa-
cjentow z rakiem watrobowokomorkowym (HCC) nie notowano réznic w steze-
niu IGF-1 u kobiet i mezczyzn [Kaseb i wsp., 2011]. Wynik dotyczacy wyzszego
stezenia IGF-1 u kobiet w poréwnaniu z me¢zczyznami, uzyskany w obecnej pra-
cy, nalezy interpretowac wigc ostroznie, gdyz dotyczy on 19 kobiet i 18 mezczyzn
z zakazeniem HCV (podgrupa A). Wydaje si¢ zatem, ze w calej grupie badanej
w tym opracowaniu (n = 150; $rednia wieku 41 + 16 lat) nieobecno$¢ réznic
plciowych w zakresie surowiczego stezenia IGF-1 potwierdza raczej dane uzy-
skane w populacji ponad 400 zdrowych dawcow krwi z Niemiec (Srednia wieku
45 + 15 lat) opisanych przez Mattsson i wsp. [Mattsson i wsp., 2008]. Badania do-
tyczace roli plci w zmianach pozioméw krazacego IGF-1 u 0s6b z przewleklymi
chorobami watroby powinny by¢ kontynuowane.

Wplyw na stezenie IGF-1 ma stopien odzywienia i to niezaleznie od wahan
stezenia hormonu wzrostu. Obnizenie stezen IGF-1 notuje si¢ u pacjentéw z BMI
< 201 >29 kg/m? [Holmes i wsp., 2002; Touskova i wsp., 2012]. Analiza odchy-
lenia standardowego (standard deviation score, SDS) stezenia IGF-1 wykazala, iz
zmiany stezenia tego biatka zwigzane z masa ciala wystepuja niezaleznie od plci.
Najwyzsze wartosci SDS IGF-1 odnotowano w grupie kobiet z BMI od 27,5 do
30,0, za$ u mezczyzn z BMI w granicach 22,5-25,0 [Schneider i wsp., 2006].

W calej badanej w tej pracy grupie pacjentéw srednia wartos¢ BMI oscylowata
wokot gornej granicy wartosci referencyjnych (tj. 25,0 kg/m?) i byla istotnie wyz-
sza u mezczyzn w poréwnaniu z kobietami. Wraz ze wzrostem BMI u wszystkich
badanych chorych stezenie IGE-1 obnizalo si¢. Najwyzszy wspotczynnik korelacji



Spearmana pomiedzy stezeniem IGF-1 a BMI (r = -0,621) stwierdzono w grupie
osob dlugotrwale zakazonych HCV (podgrupa B). Brakuje danych w pismien-
nictwie na temat zalezno$ci pomiedzy IGF-1 a BMI u chorych z przewleklym
WZW typu C. Wczesniejsze badania wlasne autorki na grupie 30 pacjentow
z zakazeniem HCV wykazaly stabg negatywna korelacje pomiedzy IGF-1 i BMI
[Adamek i wsp., 2012]. Inni autorzy u pacjentéw z bardziej zaawansowanymi
zmianami w watrobie, tj. marskosci narzadu o réznej etiologii (HCV+, HBV+,
alkohol) takiej zalezno$ci nie odnotowali [Colakoglu i wsp., 2007]. Wydaje si¢
jednak wazne podkresli¢ wyniki jednej z najnowszych prac, ktére sugerujg zna-
czacy udzial skladnikéow osi IGF (w tym IGF-1) produkowanych przez komarki
podskornej tkanki ttuszczowej i monocyty krwi obwodowej w rozwoju subkli-
nicznej formy otylosci i cukrzycy typu 2. U otylych pacjentéw z cukrzyca typu 2
wykazano obnizong lokalng ekspresje IGF-1, IGF-1R oraz IGFBP-3 (podskdrna
tkanka ttuszczowa), a wzrost ekspresji IGF-1R w monocytach krwi w poréwnaniu
z kontrola [Touskova i wsp., 2012]. Zaréwno tkankowa ekspresja mRNA IGF-1
(tkanka tluszczowa), jak i surowicze stezenie IGF-1 byly negatywnie skorelowane
z BMI w calej grupie badanych pacjentéw (kontrola i pacjenci z otyloscig z/lub
bez cukrzycy) [Touskova i wsp., 2012].

W przewleklym zakazeniu HCV dochodzi do niedoboru GH i opornosci hepa-
tocytow na ten hormon, co takze moze mie¢ istotny wptyw na watrobowa produkeje
IGF-1 [Plockinger i wsp., 2007]. W badanej w tej pracy grupie tylko 16% stanowili
pacjenci z marskoscig watroby. Ze wzgledu na tak malg grupe nie przeprowadzano
analizy stezen IGF-1 w zalezno$ci od klinicznego stopnia zaawansowania marsko-
$ci watroby (skala Child-Pugh). Oznaczanie stezent IGF-1 u pacjentéw z marsko-
$cig watroby moze mie¢ jednak znaczenie diagnostyczno-rokownicze. Niektore
z prac donosza, iz najnizsze stezenia notowano u pacjentow, ktorzy rozwineli HCC
i zmarli w kilkumiesiecznym okresie obserwacji [Wu i wsp., 2004].

Wsrod zebranych w tej pracy chorych z WZW typu C wyjsciowo nie byto
pacjentéw z rozpoznanym HCC. Fakt ten nie pozwolil na oceng¢ poréwnawcza
stezen IGF-1 u chorych z zapaleniem watroby, marskoscig watroby na tle HCV
i pierwotnym rakiem watroby, jak przedstawiane jest to w innych opracowaniach
[Mazziotti i wsp., 2002; Rehem i El-Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012]. Rowniez
w przeprowadzonej analizie nie byto obserwacji dltugofalowej pozwalajacej na
okreslenie zmian stezen IGF-1 w dluzszym czasie obserwacji. Roczny spadek ste-
zenia IGF-1 > 9,3 pg/L niektérzy z autoréw uznaja za czynnik rokowniczo zly,
sugerujacy w krétkim okresie rozwdj HCC [Mazziotti i wsp., 2002]. Mozna do-
da¢, ze pacjenci analizowani w ramach obecnej pracy, u ktérych stezenie IGF-1
wynosito < 12 ng/ml, zmarli w ciggu okolo roku od czasu zebrania materialu
w obrazie dekompensacji marskosci watroby czy choroby nowotworowej (zmia-
ny ogniskowe w watrobie bez i/lub z potwierdzonym HCC).

Jedynie u 1/3 pacjentéw badanych w tej pracy, ktérym wykonano biopsje wa-
troby obserwowano zréznicowany stopien stluszczenia watroby. U wigkszosci
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z tych pacjentow (70%) cechy zwyrodnienia tluszczowego w watrobie byly niedu-
ze i zajmowaly niski odsetek komodrek w biopunktacie (1 pkt w skali numerycz-
nej). Cho¢ udato sie potwierdzi¢ istotna statystycznie negatywna korelacje sthusz-
czenia ze stezeniem IGF-1 u pacjentéw calej grupy badanej nalezy dodac, iz byta
ona bardzo staba i wyniku tego nie mozna uogdlnia¢. Trudno réwniez odnies$¢
te obserwacje¢ do danych z pismiennictwa. Himoto i wsp. opisali istotng réznice
stezen IGF-1 pomigdzy osobami bez i ze stluszczeniem watroby okreslonym na 2
pkt. skali numerycznej. Jednakze liczba pacjentow z takg wartoscig stopnia stlusz-
czenia (2 pkt.), oceniana w cytowanej pracy, byta mata (5 oséb), co mogto wply-
waé na malo przekonujace wyniki analizy statystycznej [Himoto i wsp., 2013].
W duzym badaniu populacyjnym (osoby ,,zdrowe” tj. bez wirusowego zapalenia
watroby i rozrostéw nowotworowych w przesztosci, bez cech marskosci narzadu)
opisano obnizanie si¢ stezen IGF-1 (niezalezne od konsumpcji alkoholu) wraz ze
sttuszczeniem watroby. Stopien stluszczenia watroby oceniano jedynie na pod-
stawie badania USG (bez biopsji watroby) [Vélzke i wsp., 2009], stad wyniki tej
pracy réwniez nie moga by¢ w pelni poréwnywane z obserwacjami autorki.

W calej grupie pacjentdéw analizowanych w tej pracy nie stwierdzono korelacji
stezenia IGF-1 z HCV-RNA w surowicy, cho¢ w badanych podgrupach (A i C)
zanotowano slabe korelacje z tadunkiem wirusa. Wspotwystepowanie nizszych
stezen surowiczego IGF-1 i wyzszego HCV-RNA u pacjentéw podgrupy A trud-
no uogoélnia¢, gdyz byla to staba korelacja (wspétczynnik r = -0,332; p < 0,05).

U pacjentéw z genotypem 1 (1b, 1a, la+1b), analizowanych w obecnej pracy,
wykazano znamiennie nizsze stezenie IGF-1 w poréwnaniu z wartoscig stezenia
IGF-1 w pozostatych genotypach HCV. Takich réznic nie obserwowali inni auto-
rzy prac [Lorenzo-Zuiiga i wsp., 2007; Himoto i wsp., 2013].

HCC jest wzrastajacym klinicznym problemem 1i trzecig sposrod przyczyn
$mierci z powodu nowotwordw [Shang i wsp., 2012]. Pacjenci z ryzykiem HCC
podlegaja badaniom przesiewowym, opierajacych si¢ na analizie USG jamy
brzusznej i oznaczaniu AFP co 6 miesigcy [EASL 2011]. Jednakze czulo$¢ ozna-
czania AFP w surowicy nie jest zbyt wysoka. Podwyzszone st¢zenia AFP stwier-
dza si¢ w roznych przewleklych chorobach watroby, marskosci tego narzadu,
a najwyzsze wartosci w przypadkach HCC [Rehem i El-Shikh, 2011]. W calej
grupie badanych w tej pracy pacjentéw srednie stezenie AFP bylo podwyzszone.
Wynikalo to z podwyzszonego stezenia AFP w podgrupie C, w ktérej notowano
najwigkszg liczbe przypadkow marskosci watroby. Nalezy dodag, iz pacjenci kto-
rzy rozwineli HCC pochodzili réwniez z tej podgrupy. Stezenie IGF-1 wysoko
negatywnie korelowalo ze stezeniem AFP w calej badanej grupie, jak i w kaz-
dej z podgrup. Najwyzszy wspolczynnik korelacji zanotowano w podgrupie B.
Po standaryzacji IGF-1 wzgledem wieku w catej badanej grupie nadal notowano
ujemna korelacje IGF-1 z AFP, ale wspolczynnik byl nizszy. Réwniez po standa-
ryzacji IGF-1 wzgledem wieku istotna ujemng korelacje IGF-1 z AFP obserwo-
wano tylko w grupie kobiet. Takie ujemne korelacje, cho¢ bez zaleznosci od pici,



opisywali réwniez inni badacze [Rehem i El-Shikh, 2011], w tym obserwacje taka
opublikowata autorka [Adamek i wsp., 2012]. Nalezy dodac¢, ze sg réwniez wyniki
badan przeprowadzonych u pacjentéw zakazonych HCV z marskoscig watroby
czy z HCC, w ktérych nie udalo sie udokumentowac istotnych korelacji IGF-1
z AFP [Aleem i wsp., 2012].

Wiekszos¢ prac dotyczacych zmian stezenia IGF-1 w surowicy u oséb zaka-
zonych HCV dotyczy pacjentéw z marskoscig watroby i/lub HCC. Autorzy tych
prac nie stwierdzali istotnych korelacji pomiedzy aktywnoscia enzymow wa-
trobowych (ALT, AST czy GGTP) a stezeniem IGF-1 [Colakoglu i wsp., 2007;
Su i wsp., 2010; Rehem i El-Shikh, 2011; Dehghani i wsp., 2012; Himoto i wsp.,
2013]. By¢ moze wynika to z wystepowania niskich aktywnos$ci aminotransferaz
w konicowych fazach zapalenia i w przebiegu marskosci watroby i HCC na jej tle.
Natomiast u pacjentow z przewlektym WZW typu C opisano negatywne korela-
cje IGF-1 z aktywnoscig AST [Raslan i wsp., 2007; Helaly i wsp., 2011] oraz ALT
[Helaly i wsp., 2011]. Nalezy zaznaczy¢, iz wszyscy analizowani w cytowanych
badaniach pacjenci mieli podwyzszong aktywnos$¢ aminotransferaz ALT i AST.

U badanych w tej pracy pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV $rednia
aktywnos¢ aminotransferaz byta réwniez podwyzszona, ALT okoto 2-krotnie, zas
AST okolo 1,5-krotnie w stosunku do wartosci referencyjnych. Podwyzszona byta
réwniez okolto 2-krotnie aktywnos¢ gamma-glutamylotranspeptydazy (GGTP,
GGT). W calej badanej grupie stwierdzono istotne negatywne korelacje pomiedzy
stezeniem IGF-1 a aktywnoscig ALT, AST i GGTP. Najwyzsze wskazniki korelacji
uzyskano w grupie dlugotrwale zakazonych HCV (podgrupa B). Po standaryza-
cji IGF-1 wzgledem wieku utrzymywal si¢ wysoki wspétczynnik korelacji miedzy
surowiczym stezeniem IGF-1 a aktywnoscig ALT wtasnie w podgrupie B. Innymi
stowy, stezenie IGF-1 u pacjentéw z dlugotrwalym zakazeniem HCV korelowalo
ze stopniem nasilenia zmian martwiczo-zapalnych komoérek watrobowych, wy-
razonym aktywnoscig aminotransferaz: alaninowej i asparaginianowej. Wyniki te
sg takze zgodne z wczesniejszymi obserwacjami autorki [Adamek i wsp., 2012].
Silna negatywna korelacja surowiczego stezenia IGF-1 i GGTP w calej badanej
grupie pacjentow w obecnych badaniach réwniez wymaga komentarza. GGTP
jest enzymem zwigzanym z blonami komoérkowymi, zwlaszcza komorek nabton-
kowych i odpowiada za aktywny transport réznych molekul. Badania ekspery-
mentalne paradoksalnie wskazujg na fakt, iz wewnatrzkomérkowy enzym moze
odpowiada¢ réwniez za generowanie wolnych rodnikéw tlenowych, zwlaszcza
w obecnodci zelaza i innych metali [Lee i wsp., 2004]. Surowicza aktywno$¢ enzy-
mu jest natomiast powszechnie stosowanym, czutym wskaznikiem diagnostycz-
nym w uszkodzeniu watroby (gléwnie w chorobie alkoholowej i nowotworach
watroby). Jego aktywnos$¢ wzrasta rowniez w zapaleniach wirusowych watroby
(w tym w WZW typu C), a takze w chorobach ukfadu sercowo-naczyniowego
[Silva i wsp., 2004; Everhart i Wright, 2012; Moscinski i wsp., 2012]. Zwiekszona
aktywnos$¢ tego enzymu wiaze sie ze zwigckszong $miertelnoscig w ogélnej popu-
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lacji [Everhart i Wright, 2012]. Kompleksowe oznaczanie izoenzymu II GGTP
(GGT-1I) wraz z a-L-fukozydaza (AFU) oraz AFP zwigksza czulos¢ i specyficz-
no$¢ wezesnego rozpoznawania HCC [Zhu i wsp., 2013]. Warto podkredli¢, iz
produkcje dojrzalej formy GGTP (heterodimer) potwierdzono réwniez w hodo-
wanych komérkach HCC, tj. HepG2. Dowiedziono przy tym, iz jest ona silniej
glikozylowang forma w poréwnaniu z obecng w prawidlowej watrobie. Moze to
mie¢ réwniez implikacje diagnostyczne w HCC [West i Hanigan, 2010].

Ostatnie lata przynosza wyniki badan wskazujace na GGTP jako niezalezny
czynnik predykcyjny zaréwno przebiegu klinicznego przewleklego WZW typu C,
jak i odpowiedzi na leczenie przeciwwirusowe [Everhart i Wright, 2012]. Wysoka
aktywno$¢ GGTP stanowi jeden z niezaleznych czynnikéw braku odpowiedzi na
terapie przeciwwirusowa przewleklego zakazenia HCV u pacjentéw zakazonych
genotypem 1 HCV [Jurczyk i wsp., 2011; Weich i wsp., 2011]. Z drugiej strony
wiekszos¢ obserwacji wskazuje, iz niska aktywnos¢ GGTP lub nizszy stosunek
GGTP/ALT przed leczeniem stanowia czynniki dobrej odpowiedzi na leczenie
WZW typu C [Amanzada i wsp., 2012; Bura i wsp., 2012]. Sg jednak i prace,
w ktdrych nie udalo si¢ potwierdzi¢ roli nizszych warto$ci GGTP w osiggnieciu
SVR, a aktywnos¢ enzymu uznaja za czynnik predykcyjny zaawansowania wiok-
nienia watroby [Gilizelbulut i wsp., 2013]. Nie znaleziono w pi§miennictwie opisu
dotyczacego zaleznosci pomiedzy aktywnoscia GGTP w surowicy a stezeniem
IGF-1. Na podstawie uzyskanego w tej pracy wysokiego wspoélczynnika nega-
tywnej korelacji dla obu parametréw, szczegélnie w grupie z dlugotrwalym zaka-
zeniem HCV (podgrupa B) (r = -0,716), mozna sadzi¢, iz wartosci surowiczych
stezen IGF-1 takze moga okaza¢ si¢ pomocne w przewidywaniu odpowiedzi na
leczenie przeciwwirusowe.

Wyrazem funkcji hepatocytéw do syntezy biatek ustrojowych jest produkcja
albumin. W przebiegu marsko$ci watroby, niezaleznie od etiologii, produkcja
tych bialek spada. U pacjentéw z marskoscig watroby, zaréwno na tle zakazenia
HCV jak i innych przyczyn, opisano pozytywne korelacje pomiedzy stezeniem
IGF-1 a stezeniem albumin [Colakoglu i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011].
Zalezno$ci takich nie obserwowano u pacjentéw z przewleklym WZW typu C
[Raslan i wsp., 2007].

W przeprowadzonych badaniach w ramach tej pracy wykazano staba pozy-
tywna korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1 i albumin, ktdérej nie potwierdzono
jednak uwzgledniajac standaryzacja IGF-1 wzgledem wieku. Nieobecno$¢ istot-
nej statystycznie korelacji mogta jednak wynika¢ z faktu, iz srednie st¢zenia albu-
min w badanej grupie oraz podgrupach pacjentéw z zakazeniem HCV pozosta-
waly w zakresie wartosci referencyjnych.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono pozytywne korelacje stezenia
IGF-1 z liczba plytek krwi w calej badanej grupie oraz w podgrupach B i C, przy
czym w podgrupie C byta to korelacja wysoka. Potwierdzono t¢ korelacje row-
niez uwzgledniajac standaryzacje IGF-1 wzgledem wieku. Dane te réwniez po-



kazuja wspdlistnienie obu parametrow (liczba plytek krwi, stezenie IGF-1), ktére
swiadcza o funkcji watroby. Sg i badania, w ktérych nie obserwowano korelacji
pomiedzy IGF-1 a liczbg trombocytéw, a dotyczyly chorych z marskoscia watro-
by [Colakoglu i wsp., 2007].

Badania epidemiologiczne wskazuja, iz cukrzyca typu 2 wystepuje czesciej
u pacjentéw zakazonych HCV niz u niezakazonych (OR 1,68 w badaniach re-
trospektywnych i OR 1,67 w badaniach prospektywnych) [White i wsp., 2008].
Rozwdj cukrzycy obserwowano czesciej takze u pacjentéw z zakazeniem HCV
w poréwnaniu z HBV [Hung i wsp., 2010]. Proces zapalny, wtdknienie i sttusz-
czenie watroby w przebiegu zakazenia HCV odgrywaja role w produkgji glukozy
i metabolizmie insuliny w watrobie [Koike 2006; Noto i Raskin, 2006]. Gléwnym
mechanizmem prowadzacym do rozwoju cukrzycy u chorych zakazonych HCV
jest jednak insulinoopornos¢, a nie deficyty w sekrecji insuliny [Lecube i wsp.,
2006]. Mechanizm insulinoopornosci jest ztozony, a jego molekularne mechani-
zmy nieznane. Podkregla sie udzial samego wirusa HCV, indukowanego przezen
sttuszczenia watroby i wzrostu TNF-a oraz role zwigkszonej masy ciata i BMI
w generowaniu tej patologii [Noto i Raskin, 2006]. Lecube i wsp. opisujg doklad-
niej role cytokin prozapalnych (TNF-a, receptora I i II TNF-a i IL-6) w patoge-
nezie insulinoopornosci [Lecube i wsp., 2006]. Na modelu zwierzecym wykazano
dwa podstawowe rodzaje insulinoopornosci: centralng i obwodowg. Obwodowa
zwigzana jest z niedostatecznym dzialaniem insuliny na miesnie (zmniejszone
pobieraniem glukozy), a centralna z deficytem indukowanej insuling supresji
produkgji glukozy w watrobie [Koike 2006]. Na myszach transgenicznych wyka-
zano, iz biatko rdzeniowe HCV wptywa na zaburzenie drogi sygnalowej insuliny
w hepatocytach. Rezultatem jest m.in. obniZenie stopnia fosforylacji (zaleznego
od insuliny) dwdch biatek, tj. IRS-1 i Akt, a nawet degradacja IRS-1 i IRS-2 po-
przez droge sygnalowg SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) [Koike 2006;
przeglad tematu: Kawaguchi i wsp., 2011]. Okoto dwukrotne obnizZenie stopnia
fosforylacji IRS-1 obserwowali Aytug i wsp. po ekspozycji fragmentéw watroby
z zakazeniem HCV na insuline. Zdaniem tych autoréw zakazenie HCV prowadzi
do post-receptorowego defektu w wigzaniu si¢ biatka IRS z receptorem insulino-
wym (IR), co daje zaburzenia drogi sygnatowej insuliny i w konsekwencji insu-
linoopornos¢ i rozwéj cukrzycy typu 2 [Aytug i wsp., 2003]. Zwiazek pomiedzy
zaburzeniem réwnowagi pomiedzy izoformami IR-A i IR-B w rozwoju insulino-
opornosci i powstawaniu cukrzycy typu 2 dyskutowany jest takze w pismiennic-
twie [Belfiore i wsp., 2009; Rojek i Niedziela, 2009].

W rozwoju insulinoopornosci podnosi si¢ réwniez role genotypéw HCV.
W genotypie 1b opisano substytucje aminokwaséw w rejonie rdzeniowym HCV
[GIn70 (His70) i/lub Met91], ktére uznano za czynniki predykcyjne szczegélnie
nasilonej insulinoopornosci [Akuta i wsp., 2009; Sumida i wsp., 2011]. Wykaza-
no réwniez zwigzek insulinoopornosci z kinetykg HCV i surowiczym stezeniem
biatka rdzeniowego HCV u pacjentéw z WZW typu C [Kawaguchi i wsp., 2011].
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Jedna z najnowszych prac na duzej grupie pacjentéw z zakazeniem HCV (bez
marskosci watroby, bez cukrzycy) wykazata duze spektrum insulinoopornosci
w calej grupie chorych. Jednak zwigzek z HCV per se (genotyp HCV, tadunek
HCYV, dlugos¢ zakazenia) z wystepowaniem tego zaburzenia nie byl statystycznie
istotny. Autorzy konkluduja, iz dominujaca role w patogenezie obwodowej insu-
linoopornosci wydaja si¢ mie¢ czynniki gospodarza (pozytywne korelacje z rasa
romansky, zwiekszonym BMI, zwigkszonym stezeniem ferrytyny a negatywne
z plcig meska i wyzszym stezeniem HDL) [Mukhtar i wsp., 2013].

Insulinoopornoé¢ i cukrzyca typu 2, niezaleznie od zakazenia HCV, sg czyn-
nikami ryzyka rozwoju nowotworu [Hung i wsp., 2010; Su i wsp., 2010]. Wyste-
powanie insulinoopornosci wigze sie z gorsza odpowiedzig na leczenie przeciw-
wirusowe u pacjentéw z zakazeniem HCV [Lecube i wsp., 2007; Eslam i wsp.,
2011]. W zakazeniu HCV badano rézne wskazniki metabolizmu glukozy, jak
i insulinoopornosci, w tym HOMA-IR [Hui i wsp., 2003; Tanaka i wsp., 2008].
U nosicieli HCV (bez otylosci, bez cukrzycy, nie naduzywajacych alkoholu, bez
cech stluszczenia watroby, z normalnymi wartosciami ALT) obecnos¢ samego
zakazenia HCV (i biatka rdzeniowego HCV) nie stanowila niezaleznego czyn-
nika insulinoopornosci. Warto$ci HOMA-IR u tych pacjentéw byly skorelowa-
ne jedynie z obwodem talii oraz aktywnoscia GGTP [Tanaka i wsp., 2008]. Au-
torzy konkludujg, iz insulinoopornos¢ jest wieloczynnikowa, jej rozwdj zalezy
od wspolistnienia zapalenia watroby i stluszczenia/wtdknienia, indukowanego
zakazeniem HCV. Obecnos¢ insulinoopornosci wykazano juz u pacjentéw ze
stabo zaawansowanym wldknieniem watroby (staging 0 i 1), natomiast wartos¢
HOMA-IR byla niezaleznym czynnikiem prognostycznym stopnia i szybkosci
powstawania widknienia watroby w zakazeniu HCV [Hui i wsp., 2003]. Zwigzek
HCV z insulinoopornoscia, wyrazong podwyzszonym wskaznikiem HOMA-IR
potwierdzaja réwniez nowsze prace [Helaly i wsp., 2011].

U pacjentéw z zakazeniem HCV i rakiem watroby obserwowano istotnie
wyzsze stezenia glukozy i insuliny oraz wartosci HOMA-IR w poréwnaniu z pa-
cjentami bez zmian nowotworowych, a jedynie z przewlektym zapaleniem wa-
troby i zaawansowanym wioknieniem. Stezenie insuliny, wartosci HOMA-IR,
obecnos¢ cukrzycy i ple¢ meska uznano za niezalezne czynniki rozwoju HCC na
tle zakazenia HCV [Hung i wsp., 2010].

Wiele badan podnosi zwiazek IGF-1 i receptora IGF-1 (IGF-1R) z rozwo-
jem insulinoopornosci [Pollak 2007; Eslam i wsp., 2011]. Bialko IGF-1 promuje
dzialanie insuliny [Sandhu i wsp., 2002; Abbas i wsp., 2008]. Uznaje si¢ je row-
niez za czynnik wzrostu dla komoérek wysp trzustkowych, ktéry poprzez wydtu-
zanie zycia komoérek  moze wywiera¢ dzialanie anty-cukrzycowe. Pod wzgle-
dem funkcjonalnym IGF-1 wywotuje efekt insulino-podobny przeciwdzialajac
lipolizie (wzmaga lipogeneze), reguluje transportem i wykorzystaniem glukozy
w miegé$niach oraz hamuje proces glukoneogenezy w watrobie [Clemmons 2004;
van Haeften i Twickler, 2004]. Podstawa do sugestii nad udziatem IGF-1 w wy-



wolywaniu insulinooporno$ci w zakazeniu HCV byly badania nad wzajemnymi
zalezno$ciami pomiedzy produkeja tego biatka a warto$ciami HOMA-IR, HO-
MA-S (insulin sensitivity) czy funkcja komoérek  wysp trzustkowych (HOMA- B)
[Helaly i wsp., 2011]. U pacjentéw z zakazeniem HCV i bez cukrzycy opisano
znamienng negatywna korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1 a HOMA-fB. Cho¢
obserwowano takze negatywne korelacje pomiedzy IGF-1i HOMA-IR oraz insu-
ling nie osiagnely one istotnosci statystycznej [Helaly i wsp., 2011]. Istotnej kore-
lacji nie obserwowano réwniez u pacjentéw z HCC, pomimo znaczgco wyzszych
warto$ci HOMA-IR w poréwnaniu z osobami zdrowymi [Su i wsp., 2010].

W przeprowadzonych badaniach obecnej pracy w calej grupie chorych z za-
kazeniem HCV (bez cukrzycy) stwierdzono podwyzszong wartos¢ wskaznika
HOMA-IR. Stezenia insuliny w grupie badanej byly réwniez istotnie wyzsze
w poréwnaniu z kontrola. Wykazano stabg, ale istotna statystycznie negatyw-
ng korelacje (wspodtczynnik korelacji Spearmana r = -0,295; p < 0,05) pomiedzy
IGF-1 a HOMA-IR. Bardzo niski wspotczynnik ujemnej korelacji (r = -0,264;
p < 0,05), obserwowano migdzy surowiczym stezeniem IGF-1 i insuliny. Badania
obecne potwierdzaja obserwacje tych autoréw, ktdrzy rowniez wykazali zwigk-
szone wartosci HOMA-IR nawet u pacjentéw ze stabo zaawansowanym wiok-
nieniem watroby w zakazeniu HCV [Hui i wsp., 2003]. Wyniki obecne s3 zgodne
takze z danymi z piSmiennictwa, w ktérych wykazano, iz nizsze surowicze steze-
nia IGF-1 mogg mie¢ zwigzek z mechanizmami insulinoopornosci u pacjentéw
z zakazeniem HCV i rozwojem cukrzycy typu 2 u tych pacjentdw, a co za tym
idzie - ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju HCC [Clemmons 2004; McDonald
i wsp., 2007; Helaly i wsp., 2011].

Wiele badan poswiecono roli zwigkszonych surowiczych stezen IGF-1, jakie
stwierdzano u pacjentdéw z juz rozwinietym guzem lub w zmianach przednowo-
tworowych u czlowieka. Mechanizmy kancerogennego dziatania IGF-1 w tym
konteks$cie tlumaczone s3 na wiele sposobéw. W inicjowaniu zmian nowotwo-
rowych sugeruje si¢ wigkszy udzial IGF-1 produkowanego przez tkanki obwo-
dowe, komoérki nowotworu lub mikrosrodowiska guza (dzialanie autokrynowe/
parakrynowe, niezalezne od GH) niz krazacego IGF-1, produkowanego gléwnie
w watrobie pod wplywem GH (dzialanie endokrynowe). Zwigkszong produk-
cje lokalng IGF-1 opisywano m.in. w komérkach nablonka prostaty [Hellawell
i wsp., 2002], w komoérkach nablonka gruczotu piersiowego, a takze w komor-
kach podscieliska lacznotkankowego tych nowotworéw [Chong i wsp., 2006;
Chong i wsp., 2011]. Hipotezy dotyczace udzialu IGF-1 w kancerogenezie ze-
brali Cohen i wsp. [Cohen i wsp., 2000]. Jedng z nich jest uznanie, iz podwyz-
szony poziom IGF-1 moze by¢ wynikiem raczej obecnosci guza produkujgcego
ten czynnik wzrostu, niz przyczyna rozwoju nowotworu (,the tumor as a sour-
ce”) [Cohen i wsp., 2000]. W kolejnej hipotezie podwyzszone surowicze steze-
nie IGF-1 uznaje si¢ jako czynnik ryzyka rozwoju raka (,IGF-1 as a marker”).
Hipoteza ta powstala na podstawie analiz epidemiologicznych i dotyczy gléwnie
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rakéw ,,endokrynowo-zaleznych” (raki piersi, prostaty, endometrium). Opisy ta-
kich zaleznosci znaleziono réwniez w odniesieniu do rakow jelita grubego, ptuc
i pecherza moczowego [LeRoith i Roberts, 2003; Samani i wsp., 2007; Maki 2010;
Philippou i wsp., 2013]. Surowicze stezenie IGF-1 uznaje si¢ wiec za surogatowy
marker tkankowego poziomu IGF-1 [Cohen i wsp., 2000]. Najwiecej sugestii co
do roli podwyzszonych stezen surowiczych IGF-1 w rozwoju raka dotyczy raka
prostaty. Opisane s3 w badaniach prospektywnych [Cohen 1998; Wolk i wsp.,
1998] i w metaanalizach [Harman i wsp., 2000], w ktérych wykazywano istot-
ny zwigzek pomiedzy zwigkszonym poziomem krazacego IGF-1, efektem mio-
togennym i anty-apoptotycznym IGF-1 a zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka
prostaty [Khosravi i wsp., 2001; Chan i wsp., 2002; Stattin i wsp., 2004; przeglad
tematu: Phillipou i wsp., 2013]. IGF-1 nazwano nawet czynnikiem etiologicznym
rozwoju raka prostaty [Stattin i wsp., 2004]. Sg jednak i dane, ktére nie potwier-
dzaja w ogole takiego zwiazku [Woodson i wsp., 2003] lub w przypadku rozwoju
PSA-pozytywnego raka prostaty wykazuja jedynie ograniczong role krazacego
IGF-1 we wczesnych fazach rozwoju raka prostaty. Sa réwniez dowody na to, iz
raki prostaty, cechujace si¢ wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej, sg bar-
dziej autonomiczne i mniej wrazliwe na dzialania IGF w poréwnaniu z nowotwo-
rami o mniejszym zlosliwym fenotypie [przeglad tematu: Philippou i wsp., 2013].
Uwaza si¢ takze, iz IGF-1 pozostaje waznym czynnikiem ryzyka raka prostaty
szczegblnie u mlodych mezczyzn, u ktérych zwiekszone surowicze stezenie IGF-1
moze prowadzi¢ do rozwoju raka prostaty w pdzniejszym czasie [Rowlands i wsp.,
2012]. Dlugotrwala ekspozycja komdrek nabtonkowych prostaty na wysokie ste-
zenia surowiczego IGF-1 zwieksza prawdopodobienstwo inicjowania hiperplazji
w komdrkowych prekursorach wewnatrznabtonkowej neoplazji i w nastepstwie
rozwdj gruczolakorakow prostaty [LeRoith i Roberts, 2003]. W odniesieniu do
raka piersi zauwazono, iz zaréwno u kobiet przed menopauzg [Hankinson i wsp.,
1998], jak i u Afroamerykanskich kobiet po menopauzie, wyzsze stezenie IGF-1
bylo czynnikiem ryzyka rozwoju réwniez tego nowotworu [Agurs-Collins i wsp.,
2000; przeglad tematu: Samani i wsp., 2007]. W metaanalizie obejmujacej 17 ba-
dan, w tym okolo 10 tys. kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi, wykazano, iz
IGF1 byt stabo dodatnio zwigzany z ryzykiem raka piersi u kobiet przed meno-
pauzyg (test dla trendu, p = 0,050), za$ silnie dodatnio u kobiet po menopauzie
(préba dla trendu p = 0,0002) [Endogenous Hormones and Breast Cancer Colla-
borative Group 2010]. Wyzsze stezenia IGF-1 u kobiet z rakiem piersi wigzaly sie
ze wzrostem $miertelno$ci w tej grupie [Duggan i wsp., 2013].

W przypadku raka jelita grubego réwniez obserwowano podwyzszone ste-
zenia IGF-1 [Ma i wsp., 1999; Wu i wsp., 2002; Sourby i wsp., 2012]. Jednak
zardwno wczesniejsze badania [Renehan i wsp., 2004], jak i niedawne badania
prospektywne z zastosowaniem metaanalizy wskazuja na jedynie umiarkowana
korelacje miedzy wysokimi surowiczymi stezeniami IGF-1 a rozwojem tego no-
wotworu [Rinaldi i wsp., 2010]. W badaniach polskich u chorych z rakiem jelita



grubego i gruczolakami jelita grubego nie wykazano istotnych réznic w steze-
niu IGF-1 pomiedzy badanymi grupami, jak i w stosunku do kontroli [Kaczka
i wsp., 2012]. Kolejna hipoteza dotyczaca relacji IGF-1:nowotwor sugeruje role
czynnikéw wplywajacych na stan odzywienia organizmu (niezaleznych od GH)
(»nutrition”), ktére moga nakladac sie na efekty IGF-1 [Cohen i wsp., 2000]. Jed-
na z hipotez zakladala réwniez brak zwigzku pomiedzy stezeniem IGF-1 a roz-
wojem nowotworu [,,null (laboratory or statistical) errors”]. Takiej zalezno$ci nie
odnotowano w przypadku raka ptuc [Chen i wsp., 2009]. Analizujac niekiedy
rozbiezne wyniki badan co do roli surowiczych stezen IGF-1 w kancerogenezie
raka prostaty wykazano, iz badania prospektywne sg bardziej zgodne w demon-
strowaniu zwigzku miedzy wysokimi surowiczymi stezeniami IGF-1 i ryzykiem
raka prostaty niz badania przekrojowe (cross-sectional), ktore generuja wigksza
zmienno$¢ danych [LeRoith i Roberts, 2003]. Ponadto $cislejszy zwigzek IGF-1
z kancerogeneza wykazano, gdy brano pod uwage tylko najwyzsze surowicze ste-
zenia IGF-1 (i najnizsze IGFBP-3) uzyskane u pacjentéw z danym rakiem (jelita
grubego, piersi i prostaty) [,,/GF-I causes, and IGFBP-3 prevents, cancer (and GH
is neutral)”] [Cohen i wsp., 2000]. Podano réwniez hipoteze, wedlug ktérej sam
hormon wzrostu via IGF-1 pelni zasadnicza role w nasilaniu wzrostu juz roz-
winigtego nowotworu (,,GH causes cancer through IGF-1"). Dokladniejsze opisy
tych zalezno$ci réwniez mozna znalez¢é w pismiennictwie [Cohen i wsp., 2000;
Ohlsson i wsp., 2009]. Cho¢ dane kliniczne sg kontrowersyjne, nie da si¢ wyklu-
czy¢ zwigzku pomiedzy wystepowaniem raka jelita grubego oraz zmian hiperpla-
stycznych prostaty u pacjentéw z akromegalig [Cohen i wsp., 2000].

W przeciwienstwie do zacytowanych wezesniej obserwacji o roli wysokich ste-
zen IGF-1 jako czynnikéw ryzyka rozwoju wielu nowotworéw u czlowieka, u pa-
cjentdéw z pierwotnym rakiem watroby oraz w zmianach przerzutowych w tym
narzadzie wykazano znacznie obnizone st¢zenia IGF-1 w poréwnaniu z kontrola
[przeglad tematu: Kasprzak i Adamek, 2012]. Takie zachowanie si¢ surowiczych
stezen IGF-1 ma wynika¢ ze znacznego uszkodzenia miazszu watroby, w ktérym
zachodzi produkgja tego liganda [Stuver i wsp., 2000]. Na poziomie komdrko-
wym w HCC wykazano réwniez obnizong ekspresje mRNA IGF-1 w poréwna-
niu z prawidlowg tkanka [Su i wsp., 1989; Scharf i wsp., 2001]. Autorzy badan
komentujg ten wynik obserwacja, iz tkankowa ekspresja mRNA receptora GH
(GH-R) w HCC réwniez jest niska. Stad tez nie ma wystarczajacej stymulacji do
produkcji IGF-1 via GH przez zmienione nowotworowo hepatocyty [Su i wsp.,
1989; Scharf i wsp., 2001]. Wiele prac usitowalo rozstrzygnaé, czy w przypadku
raka watroby, IGF-1 spelnia role czynnika ryzyka niezaleznie od spadku jego pro-
dukcji spowodowanego uszkodzeniem watroby [Stuver i wsp., 2000]. Autorzy tej
pracy dyskutuja wyniki, ktére pokazuja iz w HCC surowicze stezenie IGF-1 ob-
niza si¢ i to niezaleznie od etiologii (wirusowe lub niewirusowe tlo schorzenia),
a w duzej mierze jest wigksze niz wynikaloby to ze stopnia uszkodzenia migzszu
watroby. Czulos¢ i specyficzno$¢ dla IGF-1 jako czynnika HCC (cutoff ~100 ng/
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ml) byla okreslona w granicach 80-90% [Stuver i wsp., 2000]. Sugerowano obec-
nos$¢ petli sprzezenia zwrotnego uruchamianej w HCC (ale nie w przerzutach do
watroby), ktora regulowataby surowicze stezenie IGF-1 na drodze endokrynowej
i/lub parakrynowej [Stuver i wsp., 2000].

Na podstawie powyzszych opublikowanych przez wielu autoréw danych, role
stezen surowiczych IGF-1 w nowotworach nalezy rozpatrywac zawsze w kontek-
$cie wyzej cytowanych watpliwosci oraz wspoélnie z oceng innych biatek osi IGF
(m.in. receptory IGF-1, bialka wiazace IGF, zwlaszcza IGFBP-3, wskaznik IGF-1/
IGFBP-3).

Podsumowujac te czes¢ badan nalezy podkresli¢, iz w grupie pacjentow z za-
kazeniem HCV (n = 150), badanych w tej pracy, zanotowano obnizone stezenia
IGF-1 w poréwnaniu z kontrola. Nizsze stezenia tego czynnika wzrostu doty-
czyly réwniez pacjentéw z genotypem 1 w poréwnaniu z pozostalymi genoty-
pami HCV. Analiza korelacji stezenia IGF-1 z wynikami badan biochemicznych
swiadczacymi o funkcji watroby wykazala, iz wraz z pogarszaniem si¢ funkcji
watroby stezenie IGF-1 maleje. Poziomy krazacego IGF-1 dodatkowo obnizaly
sie z wiekiem, byly zalezne od plci i BMI pacjenta. Nizsze stezenia iGF-1 wyste-
powaly w bardziej zaawansowanych zmianach histologicznych watroby (grading,
staging), a takze wystepowala tendencja do negatywnej korelacji ze sttuszczeniem
watroby. Mozna poprze¢ te z doniesien, ktére uznaja, iz niskie stezenie IGF-1
u pacjentéw z zakazeniem HCV jest czynnikiem ztej prognozy, a sam IGF-1 jest
wczesnym markerem rezerwy funkcjonalnej watroby. Wraz z nizszymi stezenia-
mi IGF-1 w surowicy u pacjentow z zakazeniem HCV obserwowano wyzsze war-
tosci HOMA-IR, co sugerowaltoby udzial IGF-1 w rozwoju insulinoopornosci.
Nie mozna jednak na podstawie obecnych badan wyjasni¢ mechanizméw mole-
kularnych w powstawaniu insulinoopornosci u pacjentéw z zakazeniem HCV.

Chorych ze znacznie obnizonymi stezeniami IGF-1 pomimo braku wyklad-
nikéw nowotworzenia w rutynowych badaniach skriningowych (AFP i ultraso-
nografia jamy brzusznej) nalezy czesciej monitorowaé w kierunku rozwoju HCC.
Oznaczanie surowiczego stezenia IGF-1 moze pomdc w codziennej praktyce le-
karskiej w lepszej ocenie progresji zmian w watrobie z zakazeniem HCV i by¢
moze przewidzie¢ efekty terapii przeciwwirusowe;j.

IGFBP-3

Biatko IGFBP-3 wiaze IGF-1 i w kompleksie z ALS (acid-labile subunit) wydtuza
jego czas pottrwania. Biatko IGFBP-3 jest najpowszechniej wystepujacym bial-
kiem wigzacym i wigze ponad 95% IGF-6w [LeRoith i wsp. 1997; Murphy i wsp.
1998; Wang i wsp., 1999]. Zwigzanie ALS z podwdjnym kompleksem zapobiega
niespecyficznym metabolicznym efektom IGF-1, takim jak hipoglikemia. Okre-
slanie surowiczego stezenia tego bialka (wzrost lub obnizanie si¢ w stosunku do
kontroli) réwniez ma znaczenie praktyczne w ocenie ryzyka wielu nowotwordw
u ludzi, w tym HCC. Nalezy jednak pamietac, iz badania na zdrowej populacji



(ponad 400 oséb) wykazaly obnizanie si¢ stezenia IGFBP-3 z wiekiem, wyzsze
stezenia IGFBP-3 u kobiet w poréwnaniu z me¢zczyznami, a brak réznic w zalez-
nosci od BMI [Mattsson i wsp., 2008].

W chorobach watroby z reguly opisuje si¢ obnizenie stezenia IGFBP-3. Ma
to miejsce zaréwno u chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C, jak
i w marskosci watroby oraz u chorych z HCC [Okan i wsp., 2000; Mattera i wsp.,
2003; Wu i wsp., 2004; Colakoglu i wsp., 2007; Raslan i wsp, 2007; Raslan i wsp.,
2010; Reh i El-Shikh, 2011; Aleem i wsp., 2012; Himoto i wsp., 2013]. Opisano
istotne obnizanie si¢ stezenn IGFBP-3 wraz ze wzrostem stopnia wtdknienia [Hi-
moto i wsp., 2013] oraz w miare narastania stopnia klinicznego zaawansowania
marskosci watroby [Wu i wsp., 2004; Colakoglu i wsp., 2007, Aleem i wsp., 2012;
Dehghani i wsp., 2012]. Za warto$¢ graniczng w diagnozowaniu nowotworzenia
u chorych z marskoscig watroby uznano stezenie IGFBP-3 < 682,6 ng/ml [Aleem
i wsp., 2012]. Nie stwierdzono roznic w stezeniu IGFBP-3 w réznych stopniach
stluszczenia watroby w przebiegu zakazenia HCV [Himoto i wsp., 2013].

U badanych, w ramach tej pracy, pacjentéw z przewleklym zakazeniem HCV
stwierdzono obnizone stezenie IGFBP-3 w stosunku do kontroli, ale tylko u czgsci
chorych (podgrupa B i C), co w czgéci potwierdza wyniki uzyskane przez cytowa-
nych autoréw. Nalezy doda¢, iz w obu podgrupach tych chorych bylo najwiecej
pacjentéw z bardziej zaawansowanymi zmianami histologicznymi, w tym wiek-
sz0$¢ pacjentow z marskoscig watroby. Nie stwierdzono réznicy stezen IGFBP-3
w zaleznosci od grading i staging czy sttuszczenia watroby. W badanej w tej pracy
grupie chorych nie stwierdzono korelacji stezenia IGFBP-3 z wiekiem. U czesci
chorych (podgrupa C) wysoka negatywna korelacj¢ obserwowano pomiedzy ste-
zeniem IGFBP-3 i stezeniem biatka calkowitego. W odréznieniu od wynikéw ba-
dan innych autoréw [Rehem i El-Shikh, 2011; Dehghani i wsp., 2012], w zebranej
w tej pracy grupie chorych z zakazeniem HCV nie obserwowano znamiennych
korelacji pomigdzy surowiczymi stezeniami obu skfadnikéw osi IGE tj. IGFBP-3
z IGF-1.

Oprocz negatywnych korelacji stezenn IGFBP-3 z wiekiem [Wu i wsp., 2004;
Raslan i wsp., 2007; Mattsson i wsp., 2008; Raslan i wsp., 2010; Rehem i El-
Shikh, 2011], w piSmiennictwie opisano takze ujemne korelacje tego bialka ze
stezeniem bilirubiny [Colakoglu i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011; Dehghani
i wsp., 2012], wielkoscig $ledziony [Colakoglu i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh,
2011], aktywnoscig AST [Raslan i wsp., 2007], stezeniem kreatyniny i fosfatazy
zasadowej [Rehem i El-Shikh, 2011] oraz stezeniem AFP [Aleem i wsp., 2012].
Pozytywne korelacje pomiedzy stezeniem IGFBP-3 dotyczyly stezenia albumin
[Colakoglu i wsp., 2007; Raslan i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011] i wartosci
czasu protrombinowego [Raslan i wsp., 2007; Rehem i El-Shikh, 2011]. Zdaniem
niektdérych autoréw obnizone stezenia IGFBP-3 u pacjentéw z marskos$cia watro-
by nie sg konsekwencja obnizonej genowej transkrypcji tego biatka, a zwigzane
prawdopodobnie ze zmianami na poziomie translacyjnym i/lub potranslacyjnym
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[Ross i wsp., 1996]. Inni z badaczy wskazuja, ze obnizonemu stezeniu IGFBP-3
w surowicy u pacjentéw z marskoscig watroby towarzyszy brak aktywnosci pro-
teazowej tego biatka [Moller i wsp., 1995; Ross i wsp., 1996].

Analiza genowej ekspresji z uzyciem mikromacierzy cDNA zastosowana w 20
pierwotnych nowotworach watroby, wéréd 170 genéw o obnizonej ekspresji
w HCC, wykazata IGFBP-3 oraz ALS. Nie bylo wérod tej grupy genéw innych
sktadnikéw systemu IGF [Okabe i wsp., 2001].

Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

Jak przedstawiono wcze$niej, stezenia IGF-1 u pacjentéw badanych w tej pra-
cy obnizaly si¢ wraz z progresja zmian histologicznych oraz wykladnikami tych
zmian w testach biochemicznych, natomiast st¢zenie IGFBP-3 nie wykazywalo
tak wielu zaleznosci z danymi klinicznymi. Stad tez badanie wskaznika IGF-1/
IGFBP-3 postuzylo do lepszej oceny statusu wolnego (niezwigzanego z IGFBP-3)
czynnika wzrostu. Ponadto ocena rownowagi pomiedzy IGF-1 i IGFBP-3, bar-
dziej niz okreslenie samego IGF-1 czy IGFBP-3, moze by¢ kluczowa w determi-
nacji ryzyka rozwoju zlosliwego fenotypu komoérek watroby w drodze stymulo-
wanego przez IGF-1 wzrostu czy apoptozy komoérek hamowanej przez IGFBP-3.
Zalozenie to jest zgodne z danymi z piSmiennictwa [Mattera i wsp., 2003; Himoto
i wsp., 2013].

U chorych z przewleklym zakazeniem HCV, badanych w tej pracy, wartos¢
wskaznika IGF-1/IGFBP-3 byta istotnie nizsza w stosunku do kontroli. Wysoka
negatywng korelacje¢ wskaznika z wiekiem zanotowano w calej grupie badane;j.
Moze to by¢ efekt systematycznego obnizania si¢ stezenia IGF-1 z wiekiem. Po-
dobne obserwacje poczyniono w duzej grupie (n = 3977) oséb zdrowych, u ktd-
rych wartos¢ wskaznika IGF-1/IGFBP-3 réwniez korelowala z wiekiem [Lam
iwsp., 2010]. W calej badanej grupie notowano wysokie negatywne korelacje ba-
danego wskaznika takze ze stezeniem AFP. Z reguly wysokie negatywne korelacje
u badanych w tej pracy pacjentdw (zaréwno w calej grupie badanej, jak i w pod-
grupach) dotyczyly surowiczego indeksu IGF-1/IGFBP-3 oraz aktywno$ci zapal-
nej (grading) i stopnia zaawansowania widknienia (staging). Himoto i wsp. takze
przedstawili negatywna korelacj¢ wskaznika IGF-1/IGFBP-3 ze staging, ale row-
noczesnie z wartoscig HOMA-IR [Himoto i wsp., 2013]. W ogodlnej populacji,
przy ocenie czynnikéw ryzyka chordb serca, réwniez obserwowano negatywna
korelacje IGF-1/IGFBP-3 z HOMA-IR [Lam i wsp., 2010].

W badaniach przeprowadzonych w ramach tej pracy negatywna korelacja ba-
danego wskaznika z HOMA-IR byta znamienna statystycznie, jednak dos¢ staba
(wspdtczynnik korelacji Spearmana <-0,500; p < 0,05).

Opisano zmniejszanie si¢ wartosci surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3
wraz ze wzrostem stluszczenia watroby [Himoto i wsp., 2013], a takze ze steze-
niami tréjglicerydéw i calkowitego cholesterolu [Lam i wsp., 2010]. W badanej
w tej pracy grupie chorych takich zaleznosci nie obserwowano.



W rozwinietym HCC wskaznik IGF-1/IGFBP-3 byl znamiennie wyzszy w po-
réwnaniu z marskoscig watroby, co wykazali po raz pierwszy Mattera i wsp. [Mat-
tera i wsp., 2003]. W obecnej pracy nie analizowano wartosci surowiczego wskaz-
nika IGF-1/IGFBP-3 u chorych z HCC, wigc trudno odnies¢ si¢ do tych wynikow
badan. Bardzo wysoka pozytywna korelacje IGF-1/IGFBP3 z fadunkiem wirusa
(r = 0,790) zanotowano u czgsci chorych (podgrupa C). Nie ma odniesienia do
takiego wyniku badan w innych pracach. W calej badanej w tej pracy grupie cho-
rych stwierdzono wysokie negatywne korelacje badanego wskaznika z aktywno-
$cig aminotransferaz (gtéwnie AST) oraz GGTP.

Wraz z postgpem choroby w kierunku marskosci watroby u chorych zakazo-
nych HCV notuje si¢ wzrost stezenia gamma-globulin i obnizanie si¢ stezenia
albumin. Warto$¢ wskaznika IGF-1/IGFBP-3 u czesci badanych chorych (pod-
grupa C) obnizala si¢ wraz ze spadkiem stezenia albumin i wzrostem stezenia
gamma-globulin. Obnizenie liczby plytek jest cecha charakterystyczng procesu
zapalnego przechodzacego w marskos¢, jak i samej marskosci watroby. Wysokie
pozytywne korelacje obserwowano takze pomigdzy IGF-1/IGFBP-3 a liczbg ply-
tek w catej badanej grupie oraz w podgrupach A i B.

Podsumowujac te cz¢$¢ wynikéw badan, na podstawie przeprowadzonych
analiz mozna stwierdzi¢, iz warto$§¢ wskaznika IGF-1/IGFBP-3 jest bardzo
przydatnym parametrem pozwalajacym na ocene stopnia uszkodzenia watroby
w przewleklym zakazeniu HCV. Dotychczas tylko jeden zespdl, i to w ostatnim
czasie, wykazal obnizenie wskaznika IGF-1/IGFBP-3 w zaleznosci od staging
w zakazeniu HCV [Himoto i wsp., 2013]. Autorzy ci wykazali réwniez istotny
zwigzek pomiedzy spadkiem wartosci ocenianego wskaznika i spadkiem stezenia
Zn w surowicy krwi pacjentow z zakazeniem HCV, jednak wspolczynnik korela-
cji byl stosunkowo niski [Himoto i wsp., 2013]. Autorzy konkluduja, iz spadek su-
rowiczego stezenia Zn, ktory odgrywa kluczowa role w stabilizacji transkryptow
IGF-1, moze wplywac na supresje syntezy IGF-1 (a nie IGFBP-3) przez watrobe
i przyczynia¢ sie do zaburzonej $ciezki sygnatowej i rozwoju insulinooporno-
$ci u tych chorych [Himoto i wsp., 2013]. Na podstawie wynikéw badan autorki
pracy nie mozna ustosunkowac si¢ do tych obserwacji. Podobnie nie mozna po-
twierdzi¢ wysokich korelacji pomigdzy IGF-1/IGFBP-3 ze stluszczeniem watro-
by, prawdopodobnie z powodu matej liczby pacjentéw z bardzo nasilonym zwy-
rodnieniem tluszczowym w analizowanej grupie z zakazeniem HCV.

W pismiennictwie opisano zwigkszony surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3
u pacjentéw z HCC w poréwnaniu z pacjentami z marsko$cia watroby i z podob-
nym stopniem niewydolnosci watroby [Mattera i wsp., 2003]. Nie majac do dys-
pozycji surowicy pacjentéw z HCC, nie mozna odnies¢ si¢ do tych obserwacji.

Dane epidemiologiczne wskazuja, iz podwyzszone stezenia IGF-1, obnizone
IGFBP-3 i obnizony wskaznik IGF-1/IGFBP-3 sa zwigzane ze wzrostem ryzy-
ka rozwoju nowotworéw, tj. piersi, prostaty, ptuc czy jelita grubego [Luo i wsp.,
2005]. W przypadku rozwoju HCC obserwuje si¢ zjawisko odwrotne. Obniza si¢
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stezenie IGF-1 [Wu i wsp., 2004] i stezenie IGFBP-3 [Aleem i wsp., 2012], nato-
miast wskaznik IGF-1/IGFBP-3 wzrasta [Mattera i wsp., 2003].

Na podstawie przeprowadzonych badan tej czesci pracy nasuwa sie wniosek,
iz powtarzalne oznaczanie stezen IGF-1 i IGFBP-3 moze mie¢ znaczenie w bada-
niach przesiewowych w diagnostyce rozwoju HCC. Réwnoczesne ze stezeniem obu
biatek obliczanie surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 ma znaczenie w doklad-
niejszej ocenie progresji zmian histologicznych w watrobie. Ze wzgledu na wyso-
ka korelacje surowiczego wskaznika z tadunkiem wirusa HCV i zaawansowaniem
wiodknienia w watrobie (staging), warto$¢ tego wskaznika moze stuzy¢ jako dodat-
kowy czynnik prognostyczny przed planowanym leczeniem przeciwwirusowym.

IGFBP-6

IGFBP-6 jest waznym sktadnikiem rodziny biatek wiazacych IGE ale jego role
przypisuje sie gtdwnie zahamowaniu aktywnosci IGF-2. Bierze udzial w regulacji
proceséw proliferacji komdrkowej i zahamowania wzrostu. Zmiany stezenia i/
lub struktury IGFBP-6 moga wplywa¢ na taczenie si¢ IGF-2 z IGF-2R i w ten
sposob regulowa¢ drogi sygnatowe PKC, przez co odgrywac role w rozwoju HCC
u pacjentow zakazonych HCV [Ahmad i wsp., 2011]. Zastosowanie 75 niezalez-
nych przeciwciat do oceny surowiczych markeréw wczesnego wykrywania HCC,
wsrod 7 biatek, ktére znaczaco roznicowaly pacjentow z HCC i pacjentéw z prze-
wleklym zapaleniem watroby (HBV i HCV) znalazlo si¢ wlasnie biatko wiazace
IGFBP-6 [Sun i wsp., 2008]. Wykazano, iz u pacjentéw z HCC stezenie IGFBP-6
bylo obnizone w poréwnaniu ze stezeniem tego bialka w przewlektym zakazeniu
wirusowym watroby (p < 0,05). Jednakze nie mozna uzna¢ IGFBP-6 za samo-
dzielny marker pozwalajacy na stwierdzenie obecnosci HCC. Dopiero kombi-
nacja stezen AFP, L-selektyny, IGFBP-6 i receptora dla interleukiny 6 (IL-6R),
zdaniem autorki pracy, moze tworzy¢ wysokiej jakosci wskaznik predykcyjny
nowotworzenia [Sun i wsp., 2008].

Wsrod badanych w obecnej pracy pacjentéw wzrost stezenia IGFBP-6 wraz
z wiekiem obserwowano tylko u czesci chorych (podgrupa B), za$ ze wzrostem
BMI w calej badanej grupie. Nie ma mozliwosci odniesienia tych wynikéw do
pi$miennictwa, gdyz nie znaleziono w nim opiséw stezent IGFBP-6 u zakazonych
HCV czy w chorobach watroby.

Warto jednak zaznaczy¢, iz biatko to odrdznia od innych biatek wigzacych
IGF-y ok. 50-razy wieksza sila wigzania z IGF-2 w poréwnaniu z IGF-1 i obec-
no$¢ miejsc O-glikozylacji w czasteczce biatka. Podobne z IGF-1 sg miejsca syn-
tezy IGFBP-6, gdyz poza watrobg s to m.in. pluca, skdra, migsnie szkieletowe
oraz wyspy Langerhansa w trzustce [Rechler i Clemmons, 1998].

IGF-1R
IGF-1R jest gtéwnym miejscem przylaczania IGF-1. Na poziom jego ekspresji
wplywaja hormony sterydowe i czynniki wzrostu [Sepp-Lorenzino 1998; Yu



i Rohan, 2000]. W pi$miennictwie nie ma prac po$wigconych badaniom nad su-
rowiczymi stezeniami IGF-1R w chorobach watroby o réznej (w tym wirusowej)
etiologii.

U wszystkich badanych w tej pracy pacjentéw stezenie IGF-1R zmniejszalo
sie wraz z wiekiem. Nie zanotowano jednak istotnych réznic w surowiczym ste-
zeniu IGF-1R pomiedzy pacjentami z przewleklym WZW typu C i kontrolg. Nie
obserwowano takze zmian w stezeniu IGF-1R w zaleznoéci od plci, grading czy
staging. Wysoka pozytywna korelacje IGF-1R zanotowano ze stezeniem albumin
u pacjentéw z dlugotrwatym zakazeniem HCV (podgrupa B). Surowicze stezenie
IGF-1R nie bylo natomiast zalezne od stezenia samego IGF-1.

Wiekszos¢ badan dotyczacych kancerogenezy watrobowej skupia sie¢ na okre-
$laniu tkankowej ekspresji IGF-1R, co bedzie oméwione w dalszej czesci dyskusji.

5.2. Skfadniki osi IGF a udziat estrogenéw w chorobach watroby

Zaleznos¢ funkcjonalng sktadnikéw osi IGF od hormonéw piciowych, w tym es-
trogendw i ich receptoréw w kontekscie kancerogenezy podejmuja liczne prace
[przeglad tematu: Dupont i Le Roith, 2001; Leung i wsp., 2004; Alvaro i wsp.,
2006]. W liniach nowotworowych raka piersi z pozytywna ekspresja receptora
estrogenowego nadprodukcja IGF-1R powodowala nasilong proliferacje komor-
kowa w mechanizmie niezaleznym od estrogenu [Guvakova i Surmacz, 1997].
Estradiol poteguje efekty IGF-1 w zwigkszaniu ekspresji cyklin: D1 i E oraz fosfo-
rylacji biatka RB (retinoblastoma). Oba biatka (estradiol i IGF-1) w rézny sposob
regulujg takze ekspresje cyklinozaleznych kinaz, p21 i p27 w komoérkach hodo-
wanych raka piersi MCF-7 [Dupont i Le Roith, 2001]. Generalnie uwaza sie, ze
estradiol wzmacnia efekty drogi sygnalowej IGF-1/IGF-1R poprzez indukowanie
ekspresji IRS-1 (insulin receptor substrate 1), substratu dla IGF-1R [Dupont i Le
Roith, 2001]. 17B-estradiol i IGF-1 stymulowaly proliferacje komérek HuH-28
(linia komodrkowa wewnatrzwatrobowego cholangiocarcinoma) podobnie jak
MCEF-7, a w przypadku dwdch innych linii komérkowych tego raka drég zot-
ciowych (TFK-1 i Mz-ChA-1), jeszcze silniej w poréwnaniu z komoérkami raka
piersi [Alvaro i wsp., 2006].

Estrogeny wplywaja rowniez na ekspresje i funkcjonowanie hormonu wzrostu
i jego receptora. Reguluja sekrecje GH posrednio poprzez modulujacy wptyw
takze na IGF-1 [Leung i wsp., 2004; Meinhardt i Ho, 2006].

Bazujac na klinicznych obserwacjach wykazano, iz przewlekle zakazenie HCV
podlega szybszej progresji w ogolnej populacji mezczyzn oraz kobiet po meno-
pauzie. Niedawne badania Mekky i wsp. w mononuklearach krwi obwodowej
(PBMC) od pacjentéw z zakazeniem HCV, wykazaly réznice plciowe w gene-
tycznym profilu bialka MxA, markera aktywacji $ciezki sygnalowej JAK/STAT,
w ktorg zaangazowany jest IFN (wiecej MxA u kobiet przed menopauza w po-
réwnaniu z okresem pomenopauzalnym i grupa mezczyzn). Podanie estradiolu
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przed leczeniem IFN obnizalo ekspresje MxA we wszystkich grupach pacjentow,
co miatoby $wiadczy¢, ze estrogen nie jest kluczowym hormonem w aktywacji
drogi sygnalowej JAK/STAT [Makki i wsp., 2012]. Wczesniejsze prace wykaza-
ly, iz sttuszczenie watroby charakterystyczne dla zakazenia HCV, prowadzi do
wzrostu peroksydacji lipidow w hepatocytach i aktywacji komorek gwiazdzistych
(Ito cells). Komorki te odpowiadaja na bodzce wywotane stanem zapalnym i pro-
dukuja skladniki macierzy pozakomorkowej [przeglad tematu: Shimizu 2003].
Dane kliniczne przemawiaja réwniez za tym, iz progresja wtdknienia watroby
jest szybsza u kobiet zakazonych HCV w okresie pomenopauzalnym niz u kobiet
przed menopauzg. Przyjmowanie terapii hormonozastepczej z estrogenem i pro-
gesteronem w tym czasie spowalnia progresje widknienia [Di Martino i wsp.,
2004]. Na modelu zwierzecym wykazano, iz po terapii estradiolem (E2) uzyskuje
sie zahamowanie réwniez sttuszczenia watroby [Shimizu 2003]. Model hodo-
wanych hepatocytow narazonych na oksydatywny stres wskazuje, iz hamujacy
wplyw E2 na wldknienie watroby zalezy od hamowania funkcji biatek AP1 i NF-
-kappa B [Shimizu 2003]. Za najsilniejszy fizjologiczny estrogen (endogenny an-
tyoksydant) hamujacy wtoknienie watroby, a przez to opdzniajacy rozwoj HCC
uznano 17B-estradiol [Shimizu i wsp., 1998]. Autorzy tych badan konkluduja, iz
egzogenny oraz endogenny estradiol moze hamowa¢ proces hepatokanceroge-
nezy. Receptory estrogenowe maja mie¢ wplyw na zahamowanie zlosliwej trans-
formacji preneoplastycznych zmian w komoérkach watroby, a androgeny i ich re-
ceptory s3 zaangazowane w sam proces nowotworzenia watrobowego [Shimizu
i wsp., 1998]. W eksperymentalnych badaniach hamowania wtdknienia watro-
by u szczuréw wykazano, iz jest ono zalezne od dawki podawanego estradiolu.
U samcow szczura podawaniu estradiolu towarzyszyla zmniejszona produkcja
kolagenu typu I'i III (na poziomie bialka i mRNA prokolagenu) w watrobie, oraz
tkankowego inhibitora metaloproteinaz (tissue inhibitor of metalloproteinase-1,
TIMP-1) oraz jednego z produktéw peroksydacji lipidéw, aldehydu malonowego
[Yasuda i wsp., 1999]. Inne badania w modelu wltdknienia watroby wywolanym
CCl, u samic szczurzych wykazaly, iz 17f3-estradiol hamuje aktywnos$¢ amino-
transferaz (ALT, AST), obniza poziom kwasu hialuronowego i kolagenu typu IV
w surowicy oraz zmniejsza ilo§¢ kolagenu w watrobie. Sam estradiol oraz jego
metabolity (w sposéb zalezny od dawki) hamowaly proliferacje komoérek gwiaz-
dzistych watroby i synteze kolagenu [Liu i wsp., 2004].

U zdrowych kobiet po menopauzie wykazano, iz doustna terapia estrogenami,
niezaleznie od formuly, znaczaco obniza surowicze poziomy IGFBP-3 i ALS. Ob-
nizenie to bylo zalezne od dawki i drogi podawania estrogenéw. U kobiet z nie-
doborem GH oraz hipogonademig réwniez obnizaly sie stezenia IGFBP-3 oraz
ALS. Réwnolegle do tych zmian spadaty surowicze poziomy samego IGF-1 [Kam
i wsp., 2000]. Badania te wskazuja na role estrogendéw w obnizaniu surowiczych
stezen IGFBP-3 oraz samego IGF-1 i to niezaleznie od GH. Sugeruje si¢ przy tym,
iz redukcja surowiczych stezen IGFBP-3 po podaniu réznych preparatéw estro-



genow jest wtdrna do obnizania IGF-1 i ALS [Kam i wsp., 2000]. Inne badania
u nieleczonych przeciwwirusowo mezczyzn z marsko$cig watroby (76% na tle
zakazenia HCV; w wieku 40-69 lat) wykazaly $rednie st¢zenie estradiolu w gra-
nicach 28,0 + 12,7 pg/ml. Ryzyko rozwoju HCC u tych chorych wzrastalo wraz
ze wzrostem stosunku stezen testosteronu do estradiolu u tych chorych. Autorzy
konkluduja, iz podwyzszone surowicze stezenia testosteronu razem z obnizonym
stezeniem estradiolu promuja rozwdj HCC u pacjentéw z marskos$cig watroby
[Tanaka i wsp., 2000].

Wykazuje si¢ rowniez role receptoréw estrogenowych (ER), obecnych w wigk-
szej ilosci u mezczyzn w poréwnaniu z kobietami w patogenezie przewlektych
choréb watroby [Shimizu i wsp., 2001; Shimizu 2003]. Obnizona ekspresj¢ ER
obserwowano u kobiet po menopauzie oraz u obu plci w marskosci watroby [Shi-
mizu 2003]. Grupa Shimizu i wsp. u pacjentéw z HCC na tle zakazenia HCV
wykazala niski watrobowy poziom ER. Précz obnizonego ER, dodatkowymi
niezaleznymi czynnikami prognostycznymi HCC u zakazonych HCV byt wiek
powyzej 49 lat, pte¢ meska i podwyzszony poziom aldehydu malonowego w wa-
trobie [Shimizu i wsp., 2001].

U badanych w tej pracy pacjentéw z zakazeniem HCV oceniono stezenia
estradiolu w surowicy w grupie mezczyzn ($rednia 39,20 + 12,45 pg/ml) i ko-
biet (74,21 + 76,33 pg/ml). Nie réznily si¢ one istotnie. Wynik ten wymaga ko-
mentarza. Dla celéw obecnej pracy nie wyodrebniono grupy kobiet przed i po
menopauzie oraz z przyczyn obiektywnych nie analizowano stezenia estradiolu
w zaleznosci od fazy cyklu miesigczkowego. Stad tez komentarz w dyskusji do-
tyczy¢ bedzie zaleznosci pomiedzy stezeniami estradiolu i sktadnikéw osi IGF-1
przeprowadzonych w grupie mezczyzn z zakazeniem HCV (n = 86). Stezenie
estradiolu u pacjentéw plci meskiej z zakazeniem HCV nie réznito sie istotnie
w poréwnaniu z uzyskanym u zdrowych krwiodawcéw ($rednia 39,20 + 12,45 vs.
40,42 £ 7,67; p > 0,05). Analiza korelacji Spearmana wykazala jedynie stabe, cho¢
istotne negatywne zaleznosci pomiedzy stezeniem estradiolu i IGF-1 w surowicy
krwi (r = -0,247; p < 0,05), a wyzszy wspdtczynnik negatywnej korelacji dotyczyt
warto$ci wskaznika IGF-1/IGFBP-3 i stezenia estradiolu (r = -0,399; p < 0,05).
Obserwowano réwniez bardzo stabg pozytywna korelacje pomiedzy stezeniem
estradiolu i IGFBP-6 w tej grupie pacjentéw z zakazeniem HCV (r = 0,289;
p < 0,05). Badania obecne nie potwierdzity istotnych réznic stezen estradiolu
u pacjentow plci meskiej z réznie nasilong aktywnoscia zapalng watroby (grading)
ani w zalezno$ci od zaawansowania wioknienia watrobowego (staging). Wyniki
te s3 zgodne z uzyskanymi wczesniej przez autorke [Adamek i wsp. 2012]. Inne
prace wykazaly 50% obnizenie surowiczego stezenia, jak i watrobowej ekspresji
mRNA IGF-1 w zaleznoéci od dawki estrogenéw podawanych zaréwno in vivo
(szczury po owariektomii), jak i w szczurzej linii hepatoma (Fe33) [Krattenma-
cher i wsp., 1994]. Nieliczne badania in vitro na zakazonych HCV liniach ko-
morkowych HCV J6/JFH1 i Huh-7.5 wykazaty hamujacy wplyw 17f3-estradiolu
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(ale nie progesteronu) na produkcje wirionéw HCV [Hayashida i wsp., 2010].
Podawanie estradiolu nie wptywalo na wejscie HCV do komorki, replikacje HCV
RNA i synteze biatek wirusowych. Zahamowanie produkgji byto zalezne od daw-
ki E2. Mechanizm hamowania tworzenia czastek wirusa przez E2 zakladal udziat
receptora estrogenowego o (ERa) [Hayashida i wsp., 2010].

Uzyskane wyniki wymagaja jednak kontynuacji na grupie pacjentéw z bar-
dziej zaawansowanymi zmianami histologicznymi, poréwnania grupy kobiet
przed- i po menopauzie, oceny stezen androgendéw i/lub poziomu ekspresji re-
ceptorow estrogenowych dla zbadania mechanizméw interakcji sktadnikow osi
IGF i hormondéw piciowych w nowotworzeniu na tle zakazenia HCV.

5.3. Ekspresja tkankowa biatek z rodziny IGF

IGF-1

IGF-1 jest mitogenem regulujacym proliferacje komérkows. Zmiany w poziomie
tkankowej ekspresji IGF-1 moga odgrywac istotng role w procesie transformacji
nowotworowej komoérek. Obnizong ekspresje IGF-1 (biatko i mRNA) w pordw-
naniu z kontrolg i/lub otaczajaca prawidtowa tkanka wykazano w komoérkach
HCC [Su i wsp., 1989; Huynh i wsp., 2002; Luo i wsp., 2005; Morali i wsp., 2005].
Obserwacje te potwierdzono réwniez na liniach komoérek watrobowych o ztosli-
wym fenotypie (HepG2, Huh-7, PCL/PRE/5, Hep 3B) oraz w ludzkim hepatoma
in vivo [Su i wsp., 1989].

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach, komérkowa ekspresje IGF-1
wykazano u 98% pacjentdw, a jej lokalizacja dotyczyta gtéwnie cytoplazmy hepa-
tocytow oraz cholangiocytéw. Lokalizacja cytoplazmatyczna jest zgodna z udzia-
tem IGF-1 w sekrecyjnych szlakach tych komorek.

U badanych chorych z przewleklym WZW typu C obserwowano obnizong
ekspresje bialka IGF-1 w stosunku do kontroli. Ekspresja ta obnizala si¢ wraz ze
wzrostem zaawansowania wtoknienia (staging) w watrobie. W badaniach Stefano
i wsp. u pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby typu C nie stwierdzono
roznic w ekspresji mRNA IGF-1 w poréwnaniu ze zdrowg watroba, ale kontrole
stanowit tylko jeden prawidlowy narzad. Nie obserwowano w tej grupie znacza-
cych korelacji ekspresji mRNA IGF-1 ze zmianami histopatologicznymi [Stefano
i wsp., 2006].

Badania obecne wykazaly obnizong w stosunku do kontroli watrobowg eks-
presje IGF-1 takze w badanych tkankach z HCC (p na granicy istotnosci). Jest
to zgodne z opisami z piSmiennictwa [Clemmons 1997; Huynh i wsp., 2002;
Luo i wsp., 2005, Morali i wsp., 2005]. U pacjentéw z diugotrwalym zakazeniem
HCV (podgrupa B) wykazano wysokie negatywne korelacje pomig¢dzy watrobo-
wa ekspresja IGF-1 i aktywnoscig obu aminotransferaz (ALT i AST) oraz steze-
niem AFP, co zostalo udokumentowane takze we wcze$niejszych pracach autorki



[Kasprzak i wsp., 2011]. Nizsza ekspresja IGF-1 w watrobie pacjentéw z podgru-
py A wigzala si¢ takze ze wzrostem fadunku wirusa (HCV-RNA) (staba korela-
cja). W calej grupie badanej nie udalo si¢ wykaza¢ istotnych korelacji pomiedzy
tkankowa ekspresjg IGF-1 (wykryta metoda immunocytochemiczng i oceniona
morfometrycznie) z surowiczym stezeniem tego czynnika wzrostu. Najwyzszy
wspolczynnik korelacji Spearmana uzyskano w podgrupie B (r = 0,348), jednak
nie byl on statystycznie istotny (p > 0,05).

Podsumowujac, wyniki obecne moga $wiadczy¢ o zachowaniu watrobowej
ekspresji dojrzalej formy biatka IGF-1 u chorych z zakazeniem HCV (cho¢ ob-
nizonej ilosciowo w stosunku do kontroli) i potwierdzi¢ powszechnie przyjete
zrédlo krazacego IGF-1. Brak znamiennych korelacji migedzy watrobowg ekspre-
sja i surowiczym stezeniem IGF-1 moze sugerowa¢ udzial zakazenia HCV w po-
wstajacym zaburzeniu wzajemnych korelacji. Potwierdzenie produkcji IGF-1
przez watrobe (zdrowa i/lub zmieniong zapalnie) oceniono réwniez na poziomie
mRNA IGF-1, co bedzie oméwione w dalszej czesci dyskusji.

IGF-1R

Receptor typu I IGF (IGF-1R) kontroluje proliferacje, réznicowanie i wzrost ko-
morek. Wzrost ekspresji IGF-1R na hepatocytach moze stymulowa¢ te komorki
do regeneracji w odpowiedzi na ich uszkodzenie w przebiegu choréb watroby,
w tym spowodowanych zakazeniem HCV. Na modelu mysim wykazano, iz wzrost
ekspresji IGF-1R wigzal si¢ z regeneracja watroby po czesciowej hepatektomii
[Desbois-Mouthon i wsp., 2006]. Podobnie we fragmentach ludzkiej watroby
przeznaczonej do przeszczepu wykazano wzrost ekspresji mRNA IGF-1R [Ste-
fano i wsp., 2006]. U chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C ekspre-
sje IGF-1R wykryto w 85% przypadkéw i byla ona takze wigksza w poréwnaniu
z kontrolg [Stefano i wsp., 2006].

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach ekspresje IGF-1R wykazano
u 100% pacjentéw z przewlektym WZW typu C i kontroli oraz w 98% przypad-
kow HCC. W badanych w tej pracy fragmentach watroby i to niezaleznie od grupy
(kontrola vs. WZW typu C oraz HCC) IGF-1R zlokalizowano gtéwnie w cytopla-
zmie i blonach hepatocytéw i cholangiocytéw. Obserwowano takze jadrowa lo-
kalizacj¢ badanego biatka u niektérych pacjentéw. Z zastosowaniem komercyjnie
dostepnych przeciwcial, cytoplazmatyczno-btonowa ekspresje IGF-1R wykazano
réwniez na poziomie mikroskopu fluorescencyjnego. Inni autorzy takze opisali
ekspresje IGF-1R w cytoplazmie hepatocytéw, cytoplazmie i blonach komoérek
nabtonka drég zétciowych, w komoérkach Browicza-Kupffera oraz w mniejszym
stopniu w limfocytach naciekajacych przestrzenie wrotne [Stefano i wsp., 2006].
Podobnie Sedlaczek i wsp. opisali cytoplazmatyczny i blonowy wzdér komoérkowej
ekspresji IGF-1R w hepatocytach pacjentéw z marskoscig watroby na tle zakaze-
nia wirusowego (HBV i HCV) oraz w kontroli [Sedlaczek i wsp., 2003]. Komorki
immunopozytywne byly rozproszone i dotyczyly wszystkich badanych fragmen-
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tow watroby, bez uprzywilejowanych miejsc wystepowania w obrebie zrazika
watrobowego. Blonowy wzor ekspresji jest typowy dla receptora zbudowanego
z podjednostek zewnatrzkomoérkowych i petnionej funkcji wigzania z ligandem.
Cytoplazmatyczna reakcja w przypadku IGF-1R w wielu hepatocytach, obserwo-
wana przez autorke obecnej pracy i potwierdzona w pismiennictwie u pacjentéw
z wirusowym zakazeniem watroby [Sedlaczek i wsp., 2003], moze sugerowa¢ wy-
krywanie gléwnie domeny transbtonowej bialka i jej czgsci obecnej w cytopla-
zmie. Jadrowa lokalizacja IGF-1R moze §wiadczy¢ o translokacji tego biatka (lub
fragmentu biatka) do jadra komoérkowego i potencjalnym wplywie na ekspresje
genowa czynnikow transkrypcyjnych istotnych w procesie kancerogenezy na tle
zakazenia HCV. Nalezy doda¢, ze jadrowa ekspresje obserwowano zaréwno u pa-
cjentow z WZW typu C, jak i w HCC badanych w obecnej pracy.

W przewleklym WZW typu C, marskosci watroby, w HCC i liniach komérko-
wych ludzkiego hepatoma obserwowano wzrost ekspresji IGF-1R w poréwnaniu
ze zdrowg watrobg [Caro i wsp., 1988; Scharf i wsp., 1998; Stefano i wsp., 2006].
Inni opisali obnizong ekspresje IGF-1R w komoérkach HCC w poréwnaniu z ota-
czajacy niezmieniong morfologicznie watroba, ale po standaryzacji danych roz-
nica w ekspresji w obu tkankach nie byla istotna [Huynh i wsp. 2002].

Ekspresja tkankowa IGF-1R u badanych w tej pracy chorych z przewlektym
WZW C byla nizsza w poréwnaniu do kontroli, jak i HCC, jednak rdznice te
nie byly istotne statystycznie. Poza dodatnig korelacja ze stezeniem glukozy nie
wykazano innych znamiennych zaleznosci ekspresji IGF-1R z danymi kliniczny-
mi i zmianami histologicznymi u pacjentéw przewlekle zakazonych HCV. Po-
twierdzaja to obserwacje innych autoréw, ktérzy takze nie obserwowali korelacji
ekspresji IGF-1R ze zmianami histopatologicznymi pacjentéw przewlekle zaka-
zonych HCV [Stefano i wsp., 2006]. Nie obserwowano istotnych statystycznie
korelacji pomiedzy tkankowa ekspresja IGF-1R a jego surowiczym stezeniem
u badanej grupy pacjentéw z WZW typu C.

Odnosnie do ekspresji receptora IGE nalezy pamietac, iz do tej samej rodziny
co IGF-1R nalezg receptor insulinowy (IR), IGF-2R oraz receptory hybrydowe
zbudowane zaréwno z IR, jak i IGF-1R [Belfiore i wsp., 2009; Rojek i Niedzie-
la, 2009]. Szczegoélne podobienstwa strukturalne pomiedzy wszystkimi typami
receptoréw dotycza rejonéw wiazacych ligandy [przeglad tematu: Siddle 2011].
Roézne ligandy moga dziata¢ przez ten sam receptor i vice versa, ten sam ligand,
np. IGF-1 moze wigzac si¢ z réznymi receptorami. IGF-1 wigzac sie (stabsza sifa
wigzania) z IR, dodatkowo moze ujawnia¢ swojg aktywnos$¢ mitotyczng. Po-
wszechnie wiadomo, iz tak jak wiele innych receptoréw tyrozynowych, IR i IGF-
-R11i2 reguluja ekspresje gendw odpowiedzialnych za wzrost komorki, co zostato
opisane we wstepie pracy.

Receptor insulinowy tworza dwie izoformy: IR-A i IR-B, funkcjonalnie réznia-
ce sie wyzszg sila wigzania IGF-2 z izoforma A [Belfiore i wsp., 2009]. W dojrzalej
watrobie wykazuje si¢ glownie aktywno$¢ izoformy IR-B, za pomocg ktdrej uwy-



datniaja si¢ przede wszystkim efekty metaboliczne insuliny. Izoforma A receptora
insulinowego wiaze si¢ z aktywno$cia mitotyczng i wykaza¢ ja mozna gléwnie
w tkankach obwodowych [Belfiore i wsp., 2009]. Hodowane komorki pierwot-
nego raka watroby HepG2 w ~80% daja ekspresje IR-A i demonstruja plodowy
fenotyp ze wzrostem syntezy AFP, jednak pod wplywem deksametazonu moga
zmieni¢ t¢ ekspresja na korzy$¢ ~80% produkeji IR-B [Kosaki i Webster, 1993].
Wzgledny wzrost ilosci IR-A i insulinoopornosci pojawiajg si¢ z takze wiekiem.
Wzrost ekspresji IR-A moze nasila¢ takze drogi sygnalowe via receptory hybrydo-
we IR-A/IGF-1R [Pandini i wsp., 2002]. W komoérkach pierwotnego raka prostaty
oprocz ekspresji IGF-1R wykazano znaczaco wyzsza ekspresje IR w poréwnaniu
z fagodnymi zmianami komoérek nabtonka gruczotu [Cox i wsp., 2009].

Zaburzenia splicingu IR wykazywano w wielu nowotworach u czlowieka, ze
wzrostem stosunku IR-A/IR-B [przeglad tematu: Belfiore i wsp., 2009]. Temat ten
wykracza poza zainteresowania i cele obecnej pracy. Przykltadowo jednak nalezy
poda¢, iz zmieniong ekspresje IR i jego podjednostek odnotowano m.in. w raku
piersi, tarczycy, jelita grubego, pluc, nowotworach trofoblastu i leiomyosarcoma
[Belfiore i wsp., 2009].

Znaczenie receptoréw hybrydowych (HR) w patologii podnoszone jest od po-
czatku lat 80. ubiegtego wieku [Kasuga i wsp., 1983; Soos i Siddle, 1989]. Fizjolo-
giczna rola HR nie jest dobrze poznana. Wydaje sig, iz wigza one silniej IGF-1 niz
insuling [Belfiore i wsp., 2009]. W zaleznosci od izoformy IR (A lub B) réwniez
hybrydowe receptory nosza nazwe HR-A lub HR-B. Zaréwno IGF-1, jak i insuli-
na mogg aktywowac¢ autofosforylacje IR i podjednostki p IGF-1R [Belfiore i wsp.,
2009]. Biologiczna funkcja HR poznawana jest rowniez w modelu traktowania ko-
morek hodowanych HepG2 glukozaming. Aminocukier ten (skladnik kwasu hialu-
ronowego) indukuje uszkodzenie IGF-1R oraz IR-mediowanej $ciezki sygnalowe;j,
w czeéci zalezne od zmian w aktywacji HR. Efekt hamujacy dzialanie glukozaminy
na HR mialo zastosowanie kombinacji insuliny z IGF-1 [Sakai i Clemmons, 2003].

Nadekspresje HR wykazano w licznych nowotworach u cztowieka (raki pier-
si, tarczycy, prostaty, myosarcoma czy osteosarcoma). Wspéhstnienie IR-A, IR-B
i HR z IGF-1R zostalo zademonstrowane takze w HPV-pozytywnych komoérkach
raka szyjki macicy [Serrano i wsp., 2008].

Odnoszac si¢ do badan innych autoréw nad rolg wszystkich receptoréw zaan-
gazowanych w drogi sygnalowe osi IGF, wydaje sie stuszne, by je kontynuowac
takze u pacjentéw z zakazeniem HCV, u ktérych mechanizmy prowadzace do
raka watroby sg wciaz stabo poznane. Poznanie roli IR i HR u pacjentéw zaka-
zonych HCV mogloby pozwoli¢ na lepsze zrozumienie czynnikéw promujacych
rozwodj raka w warunkach aktywnej replikacji HCV, hiperinsulinemii, zmian
w zakresie hormonéw plciowych, otylosci czy innych analizowanych w tej pracy
wyktadnikéw uszkodzenia watroby. Pomogloby to réwniez lepiej scharakteryzo-
wac czynniki odpowiedzialne za opornos$¢ na terapi¢ antywirusowg (lub przeciw-
nowotworowa) i monitorowac efekty leczenia.
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W ostatnich latach opublikowano wiele prac wskazujacych na udziat IGF-1R
w transformaciji i proliferacji komoérek nowotworowych w wielu typach ludzkich
nowotwor6w (prostaty, piersi, jelita grubego), jak réwniez w przypadkach prze-
rzutéw nowotworowych [przeglad tematu: Arcaro 2013]. W zwigzku z powyz-
szym IGF-1R stal si¢ obiecujagcym celem dla nowych preparatéow terapeutycz-
nych w kombinacji z lekami dotychczas stosowanymi. Aktualnie prowadzony jest
szereg badan klinicznych nad przeciwcialami neutralizujagcymi IGF-1R czy mato
czasteczkowymi inhibitorami aktywnosci kinazy tyrozynowej IGF-1R [przeglad
tematu: Wu i Zhu, 2011]. Cixutumumab, ludzkie monoklonalne IgG1 przeciw-
cialo anty-IGF-1R, w polaczeniu z temsirolismusem we wstepnych badaniach
klinicznych u pacjentek z przerzutami raka piersi opornymi na dotychczasowe
terapie nie wykazalo obiektywnej poprawy, ale u 4 pacjentek nie obserwowano
progresji choroby przez co najmniej 4 miesigce [Ma i wsp., 2013]. Ganitumab
(ludzka immunoglobulina IgG1 hamujaca IGF-1R) w polaczeniu z gemcitabing
w badaniach II fazy poprawia wskaznik przezycia u pacjentéw z przerzutami raka
trzustki [Kindler i wsp., 2012]. Doustnie biodostepny OSI-906 selektywny inhibi-
tor kinazy IGF-1R/IR w ksenograficznym modelu ludzkiego raka jelita grubego
w polaczeniu z irinotecanem zahamowal wzrost guza. Dodatkowo nie obserwo-
wano utraty masy ciala w poréwnaniu z kontrolg [Flanigan i wsp., 2010]. W ostat-
nim okresie rozpoczeto takze badania nad zastosowaniem przeciwcial mono-
klonalnych anty-IGF-1R w terapii HCC [Wu i Zhu, 2011]. Kombinacja leczenia
mysimi anty-IGF-1R w pofaczeniu z doxorubicyna wzmogta redukcje proliferacji
komorkowej i apoptoze na liniach komérkowych ludzkiego HCC (SMMC-7221
i Bel-7402) [Yue i wsp., 2012]. U myszy, z wywolanym podaniem linii komérko-
wych Huh-7 HCC, terapia monoklonalnymi przeciwciatami anty-IGF-1R obni-
zyla komorkowsy proliferacje i przezywalnos¢ komorek guza. Nie obserwowano
jednak wptywu na wzrost apoptozy, gdyz wigzaloby si¢ to z toksycznoscia zwigk-
szonej dawki leku [Tovar i wsp., 2010]. Dotychczas nie ma opublikowanych prac
dotyczacych leczenia HCC przeciwciatami anty-IGF-1R u ludzi. Jedynym lekiem
dotyczas zarejestrowanym i stosowanym w przypadkach zaawansowanego raka
watrobowo-komadrkowego jest sorafenib, inhibitor wielu kinaz tyrozynowych, tj.
RAF (kaskada RAF/MEK/ERK), VEGFR2 i VEGFR3 (receptor tyrosine kinases
vascular endothelial growth factor receptor 2 and 3), PDGFR (platelet-derived
growth factor receptor), FLT3, Ret, and ¢c-KIT [Liu I wsp., 2006].

IGFBP-3

Epidemiologiczne i eksperymentalne dane wskazuja na role IGFBP-3 jako czyn-
nika przeciwnowotworowego [Ali i wsp., 2003]. IGFBP-3 wewnatrzkomérkowo
wplywa na regulacje apoptozy poprzez modulacje wskaznika Bcl-2/Bax [Butt
i wsp., 2000] oraz p53 [Williams i wsp., 2000]. Wigzanie IGFBP-3 z IGF-1 zapobie-
ga interakcjom ligand-receptor i stagd IGFBP-3 moze modulowa¢ zaréwno poziom
krazacego IGF-1, jak i tego czynnika wzrostu w srodowisku migedzykomoérkowym,



powiekszajac liczbe IGF-1-zaleznych efektéw [Kostecka i Blahovec, 1999]. Uwaza
sie ponadto, ze utrata autokrynowego/parakrynowego dzialania IGFBP-3 moze
prowadzi¢ do rozwoju i wzrostu masy HCC [Huynh i wsp., 2002]. S3 réwniez wyni-
ki badan uznajace, ze efekty hamujace wzrost guza przez IGFBP-3 s3 niezalezne od
wigzania si¢ z IGF-1 [Clemmons 1997]. Ekspresja IGFBP-3 moze stuzy¢ za czynnik
prognostyczny u chorych z chorobami watroby, w tym z zakazeniem HCV.

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach nad ekspresja tkankowa IGFBP-3
potwierdzono ja u 97% badanych pacjentéw z przewlektym WZW typu C, zas
w kontroli i HCC odpowiednio u 73% i 52% pacjentéw. Lokalizacja komoérkowa
biatka IGFBP-3 w watrobie pacjentéw z zakazeniem HCV dotyczyta zaréwno cy-
toplazmy hepatocytow, jak i komdrek zatok watrobowych. Immunopozytywne
na IGFBP-3 komorki zatok watrobowych (gléwnie komérki Kupftera) z cytopla-
zmatycznym wzorem ekspresji opisano takze u pacjentéw z marskoscig watroby
na tle wirusowego zapalenia watroby [Sedlaczek i wsp., 2003]. Cytoplazmatyczna
lokalizacja IGFBP-3 potwierdza wydzielnicza funkcje komorek. Jedynie w przy-
padku HCC, zbadanych w tej pracy, obok cytoplazmatycznej obserwowano tak-
ze jadrowa ekspresje IGFBP-3 w komdrkach neoplastycznych. W prawidlowej
watrobie ekspresja IGFBP-3 obecna byla gléwnie w komérkach zatok (komoérki
Browicza-Kupftera i §rodblonek naczyn), zgodnie z obserwacjami innych au-
torow poczynionych w watrobie ludzkiej [Arany i wsp., 1994; Sedlaczek i wsp.,
2003] i szczurzej [Scharf i wsp., 1995]. Jadrowa lokalizacj¢ IGFBP-3 popieraja
badania na ludzkich keratynocytach, w ktérych taki wzér ekspresji wykazywaly
wylacznie dzielace si¢ komorki [Wraight i wsp., 1998]. Pdzniejsze badania tego
zespotu potwierdzily produkcje mRNA IGFBP-3 w proliferujacych keratynocy-
tach, a co interesujace, nadekspresja tego bialka hamowata podzialy komérkowe
[Edmondson i wsp., 2005]. Mechanizm potencjalnego wptywu IGFBP-3 na funk-
cje jadra komorkowego zostat opisany dzigki wykazaniu sekwencji lokalizacji ja-
drowej (nuclear localization sequence, NLS) na koncu karboksylowym czasteczki
biatka. Sciezka sygnatowa dla transportu IGFBP-3 (a takze IGFBP-5) mediowana
jest przez czynnik transportu jadrowego, biatko importyne  z udziatem energii
z hydrolizy ATP i GTP [Schedlich i wsp., 2000].

Ekspresja IGFBP-3 w grupie badanej (podgrupa A) byta znamiennie wyzsza
zaréwno w poréwnaniu z kontrola, jak i HCC. Nalezy dodag, iz tylko u jednego
z chorych tej grupy rozpoznano marsko$¢ watroby, ktdra predysponuje do wysta-
pienia HCC. Ekspresja IGFBP-3 korelowata istotnie jedynie z BMI pacjentow. Nie
obserwowano istotnych statystycznie korelacji miedzy tkankowa ekspresja IGFBP-3
i surowiczym stezeniem tego biatka u pacjentéw z przewlektym WZW typu C.

W pi$miennictwie nie ma danych dotyczacych ekspresji komdrkowej IGFBP-3
(badanej metodami immunocytochemicznymi czy na poziomie RNA metodg RT
-PCR) u chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C.

Opisywano natomiast obnizona ekspresje mRNA IGFBP-3 w marskos$ci wa-
troby w poréwnaniu ze zdrowa watroba, a takze w HCC w stosunku do marsko-
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$ci watroby i kontrolnej tkanki [Luo i wsp., 2005; Gong i wsp., 2007]. Z zastoso-
waniem Western blotting Huynh i wsp. wykryli niska ekspresje IGFBP-3 w ok.
70% HCC, a w blisko 30% byta ona nieobecna [Huynh i wsp., 2002]. Obnizenie
ekspresji IGFBP-3 stwierdza si¢ zar6wno we wczesnych, jak i zaawansowanych
stadiach HCC u zakazonych HCV [Villanueva i wsp., 2008]. Ponadto istotnym
jest wielokrotno$¢ obnizenia ekspresji mRNA IGFBP-3 w HCC. Wykazano, iz
jej pieciokrotne obnizenie wigze si¢ z mniejsza wielko$cig guza, mniejsza inwa-
zj3 naczyniowg oraz nizszym ryzykiem wczesnego nawrotu [Tovar i wsp., 2010].
Inne badania pozwolity wykaza¢ mRNA IGFBP-3 tylko w 10% badanych rakéw
[Yumoto i wsp., 2005].

Tkankowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3

Dla pelniejszego zobrazowania roli osi IGF u pacjentéow z przewlektym WZW
typu C, HCC oraz kontroli tkankowej obliczono réwniez watrobowy wskaznik
IGF-1/IGFBP-3. Istotne obnizenie tego wskaznika u pacjentéw z zakazeniem
HCV obserwowano tylko w poréwnaniu z HCC. Jedyng istotng korelacje ba-
danego wskaznika stwierdzono z BMI. Na podstawie przeprowadzonej analizy
wydaje sie, iz wigksze znaczenie diagnostyczno-prognostyczne ma okreslanie su-
rowiczego, a nie tkankowego wskaznika IGF-1/IGFBP-3. Tym bardziej, Ze powta-
rzalna analiza tkankowego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 nie zawsze jest mozliwa ze
wzgledéw praktycznych (koniecznos¢ wykonywania biopsji watroby).

Badania nad immunocytochemiczna lokalizacjg i tkankowg ekspresjg IGF-1,
IGFBP-3 i IGF-1R mozna podsumowac¢ wnioskiem, iz zwi¢kszona tkankowa eks-
presja IGFBP-3 i nizszy watrobowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 u pacjentéw z za-
kazeniem HCV w poréwnaniu z grupami kontrolnymi sugeruje hepatoprotekcyj-
ng role IGFBP-3 w przebiegu przewleklego zakazenia HCV.

Ekspresja tkankowa IGF-6w a biatka HCV

Sposréd trzech bialek HCV (C, NS5A, NS3) badanych na poziomie tkanki naj-
wieksza ekspresja dotyczyla biatka niestrukturalnego NS3, kolejno biatka CiNS5A.
Dominowata cytoplazmatyczna lokalizacja biatek, cho¢ u pojedynczych chorych
obserwowano nieliczne immunopozytywne jadra komdrkowe (biatko C i NS5A).
Taki wzor ekspresji bialek HCV jest zgodny z danymi z pi$miennictwa [ Yasui i wsp.,
1998; Suzuki i wsp. 2005; Kasprzak i wsp., 2007]. Nie mozna wykluczy¢ wplywu
jadrowej lokalizacji na ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych, kluczowych w pro-
gresji WZW typu C do HCC [przeglad tematu: Kasprzak i Adamek, 2008].

Ekspresja bialek HCV u badanych w tej pracy pacjentéw pozytywnie kore-
lowata z fadunkiem HCV (biatko C), a negatywnie z histologicznymi wykladni-
kami uszkodzenia watroby: grading, staging oraz parametrami biochemicznymi:
liczba plytek krwi i aktywno$cig GGTP (biatko NS3).

W obecnej pracy celowa wydawala sie takze analiza korelacji wszystkich bia-
tek HCV z r6znymi sktadnikami osi IGF (na poziomie bialka i mRNA). I tak, ba-



danie wzajemnych korelacji pomiedzy ekspresja biatek HCV a ekspresja dojrzale-
go biatka IGF-1 wykazalo statystycznie znamienne wspolistnienie zmniejszonej
ekspresji IGF-1 ze zmniejszong ekspresja bialka C u pacjentéw z dlugotrwatym
zakazeniem HCV (podgrupa B). Uzyskane dane s3 zgodne z pracami opubliko-
wanymi wczesniej [Kasprzak i wsp., 2007; Kasprzak i wsp., 2011].

Nowoscig obecnych badan jest wykazanie pozytywnych (cho¢ doé¢ stabych) kore-
lacji miedzy ekspresja mRNA promotora P1 IGF-1 a ekspresja biatka NS5A, a mRNA
P2 7z ekspresja biatka NS3. Mozliwy wydaje si¢ modulujacy wplyw obu biafek nie-
strukturalnych (NS3 oraz NS5A) na aktywno$¢ promotoréw genu IGF-1 (P1 i P2),
jednak wymagatoby to poparcia z zastosowaniem modelu eksperymentalnego.

Nie ma w pi$miennictwie danych odnosnie do interakcji HCV:IGF-1 na po-
ziomie molekularnym. W jednym z badan na hodowanych komérkach raka wa-
troby HepG2 wykazano, ze biatko C zwigksza endogenng ekspresje nie IGF-1,
a IGF-2, bedac pozytywnym regulatorem jego transkrypcji, co w efekcie moze
promowac¢ podziaty komérkowe [Lee i wsp., 2001].

5.4. Alternatywny splicing IGF-1 w watrobie pacjentow
z zakazeniem HCV

Analiza ekspresji réznych izoform mRNA IGF-1 (P1, P2, IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C)
Zainteresowanie dotyczace roli zréznicowanej transkrypcji genu IGF-1, ekspre-
sji roznych izoform (wariantéw) mRNA IGF-1, a zwlaszcza potranslacyjnych
E-peptydéw (w tym identyfikacji potencjalnego E-peptydowego szlaku sygnato-
wego) systematycznie rosnie na podstawie przeprowadzonych badan in vivo i in
vitro [Dluzniewska i wsp., 2005; Mills i wsp., 2007; Quesada i wsp., 2009; Arma-
kolas i wsp., 2010; Barton i wsp., 2010; Philippou i wsp., 2011].

Alternatywny splicing IGF-1 najdokiadniej scharakteryzowano w tkance mig-
sniowej szkieletowej i komorkach hodowanych tej tkanki [Yang i wsp., 1996;
Mills i wsp., 2007; Pfeffer i wsp., 2009; Barton i wsp., 2010; Matheny i wsp., 2010]
i nerwowej [Dluzniewska i wsp., 2005; Quesada i wsp., 2009], nowotworach i li-
niach komdrek nowotworowych [Brokaw i wsp., 2007; Armakolas i wsp., 2010;
Koczorowska i wsp., 2011; Philippou i wsp., 2009, 2011; Kasprzak i wsp., 2013].
Sugeruje sie, ze izoformy IGF-1, jak réwniez propeptydy oraz peptydy z konca
karboksylowego czasteczki biatka (Ea, Eb, Ec) moga spelnia¢ inne funkcje w ko-
morce niz dojrzaly peptyd [Phillipou i wsp., 2009]. Wskazuje si¢ réwniez na role
subkomorkowej lokalizacji réznych izoform mRNA IGF-1, w tym jadrowej (i ja-
derkowej) lokalizacji izoformy i pro-peptydu IGF-1B [Tan i wsp., 2002; Koczo-
rowska 2012]. Nie jest jednak jasne, w jaki sposob izoformy IGF-1 czy powstajace
z nich pro-peptydy moga wpltywa¢ na funkcje jadra komoérkowego. By¢ moze
lokalizacja ta $wiadczy o udziale tych bialek i/lub izoform IGF-1 w procesach
regulacyjnych, niezaleznie od sygnalizacyjnej roli IGF-1.

135



136

W migéniu szkieletowym krolika, poddanym zmiennej fizycznej aktywnosci
(od 2 godzin do 6 dni), z zastosowaniem techniki RT-PCR wykazano znacza-
ce poziomy ekspresji izoformy IGF-1Eb (odpowiednik Ec u czlowieka). Bardzo
mato lub nie bylo wcale tej izoformy w mig$niu spoczynkowym [Yang i wsp.,
1996]. Badania z wykorzystaniem real-time RT-PCR u tego samego zwierzecia
wykazaly 9 razy wigkszg ekspresje obu izoform IGF-1 (A i B) w migs$niach okoru-
chowych w poréwnaniu z migsniami konczyn [Feng i van Bartheld, 2011].

Chociaz watroba jest gtéwnym narzadem produkujacym i wydzielajacym
IGF-1, nadal brakuje wiedzy na temat roli lokalnej ekspresji poszczegélnych
izoform mRNA i prekursoréw biatkowych w fizjologii i patologii tego narzadu
u czlowieka. Gatto i wsp. badajac izoformy IGF-1 w hepatocytach i cholangiocy-
tach watroby szczura z zastosowaniem real-time RT-PCR wykazali zréznicowany
wplyw uszkodzenia watroby (ligacja przewodu zélciowego) na produkcje mRNA
IGF-1 w hepatocytach i cholangiocytach [Gatto i wsp., 2008]. Uszkodzenie wa-
troby i drég zoétciowych wplywato gtéwnie na modulowanie lokalnej syntezy
mRNA IGF-1, a nie krazacego IGF-1. Watrobowa izoforma byta bardziej skutecz-
na w protekcji cholangiocytow przeciwko toksycznym czynnikom w poréwnaniu
z izoforma krazacy. Nalezy dodad, iz autorzy dysponowali inaczej skonstruowa-
nymi starterami do badania izoform IGF-1 niz w obecnej pracy, dodatkowo byt
to model szczurzy. Tym niemniej konkluzja autoréw tej pracy, iz procz tkanki
migsniowej i nerwowej takze w komorkach watroby lokalnie dzialajaca izoforma
transkryptu IGF-1 jest wazna w modulowaniu odpowiedzi na uszkodzenie tego
narzadu, wydaje si¢ wigzaca [Gatto i wsp., 2008].

U pacjentéw zebranych w ramach obecnej pracy (podgrupa A) zbadano wa-
trobowa ekspresj¢ mRNA podstawowych izoform IGF-1, tj. IGF-1A, IGF-1B,
IGF-1C oraz mRNA obu promotoréw IGF-1 (P1 i P2). Wyniki tej czesci obecnej
pracy sa nowatorskie. Po raz pierwszy w watrobie pacjentéw z aktywna replikacja
HCYV podjeto probe analizy ilosciowej oraz jakosciowej oceny profilu splicingo-
wego genu IGF-1.

Wyniki dotyczace ekspresji mRNA obu promotoréw genu mozna podsu-
mowac nastepujaco: mRNA izoform P1 i P2 wykazano u wszystkich pacjentow
z zakazeniem HCV oraz w HCV-negatywnej kontroli, odsetkowy wzdr ekspresji
mRNA promotora 1 i 2 byt podobny w zakazeniu HCV i kontroli, z przewaga
ilosciowa mRNA P1 nad P2 w kazdej z badanych grup. Moze to potwierdza¢ do-
minujacy udzial P1 w powstawaniu 60-65% transkryptéw IGF-1 (klasa I), jak to
wykazano pierwotnie w watrobie u szczura [Mittanck i wsp., 1997]. U czlowieka
mechanizm preferencyjnego wyboru promotora P1 w procesie transkrypcji genu
nie zostal dokladnie poznany i opisany. Nalezy przypomnie¢, iz budowa promo-
toréw P1 i P2 genu IGF-1 jest zblizona u czlowieka i innych ssakow, a takze gry-
zoni i s3 one usytuowane w obrebie 1 i 2 egzonu [Adamo 1995; Mittanck i wsp.,
1997]. W badaniach na modelu mysim z knockout P2 genu IGF-1 wykazano nor-
malny rozwdj i postnatalny wzrost oraz prawidlowe stezenie krazacego IGF-1



u tych zwierzat. Bylo to mozliwe dzigki kompensacyjnemu mechanizmowi na-
silenia aktywnosci promotora 1 (P1) w transkrypcji [Temmerman i wsp., 2010].
Autorzy tego doniesienia dowodza, ze sekrecja IGF-1 do krazenia jest regulowa-
na i utrzymywana na odpowiednim poziomie poprzez mechanizm sprze¢zenia
zwrotnego [Temmerman i wsp., 2010].

Procentowy udziat produkowanego mRNA P2 w watrobie (24% u 0s6b z zaka-
zeniem HCV i 37% w zdrowej watrobie, p > 0,05 miedzy nimi) réwniez potwier-
dza dane uzyskane w badaniach na watrobie szczura, w ktorej to klasa Il mRNA
IGF-1 stanowita 25% catkowitej puli transkryptéw [Adamo i wsp., 1991].

Odsetkowy wzor pozostatych izoform IGF-1 (A, B i C) u pacjentéow z WZW
typu C, jak i w watrobie niezakazonej, ujawnil w przewadze ekspresje mRNA izo-
formy A nad IGF-1B i IGF-1C. Poréwnanie grup miedzy soba wykazalo istotnie
wyzszy procentowy udzial IGF-1A w watrobie pacjentéw z WZW typu C (92%)
w poréwnaniu z kontrola (85%), a istotnie mniejszy udziat mRNA izoformy B
(5%) w poréwnaniu z prawidtowa watroba (13%).

Wyniki procentowego udzialu ekspresji wszystkich badanych w tej pracy izo-
form IGF-1 trudno skomentowa¢ na podstawie innych wynikéw badan w cho-
robach watroby czy analiz w odniesieniu do zdrowej watroby u ludzi. Podobna
analize (z zastosowaniem identycznych starteréw) odnaleziono w pracy Ko-
czorowskiej i wsp. w badaniach na HPV-pozytywnych i negatywnych tkankach
ludzkiego raka szyjki macicy [Koczorowska i wsp., 2011; Koczorowska 2012].
Wykazano w nich istotng przewage procentowego udzialu izoformy IGF-1B nad
pozostalymi izoformami w komoérkach nowotworowych w poréwnaniu z inny-
mi stadiami nowotworzenia w tym typie raka. Autorzy sugeruja, ze z tej postaci
transkryptu powstaje peptyd (Eb) o silnie mitogennych wlasciwosciach, ktdre
opisano w pismiennictwie przedmiotu [Siegfried i wsp., 1992]. Ponadto Koczo-
rowska i wsp. biorg pod uwage role wczesnych biatek wirusowych HPV (E2 oraz
E6 i1 E7) w mechanizmach splicingu genu IGF-1 [Koczorowska i wsp., 2011].

Doktadna analiza ilosciowa (wzgledne wartosci ekspresji mRNA izoform
znormalizowane przez geny referencyjne) wzajemnej ekspresji mRNA badanych
w tej pracy izoform mRNA IGF-1 u pacjentéw z zakazeniem HCV, jak i w grupie
kontrolnej wykazala rowniez ilosciowa przewage izoformy A nad pozostalymi
wariantami transkryptéw genu IGF-1.

Przewage ekspresji izoformy IGF-1A nad IGF-1B w takich narzadach, jak:
macica, jajniki, watroba i nerki u myszy, podkreslajac narzadowo-specyficzna
regulacje w czasie rozwoju, wykazali Othsuk i wsp. [Ohtsuki i wsp., 2005]. Do-
minacje izoformy IGF-1A wérdd innych transkryptéw w samej watrobie réwniez
podaja inne dane z pi$miennictwa [Adamo 1995; Barton 2006].

Doktadna analiza ilociowa potwierdzila wyzsza ekspresj¢ mRNA izoformy
A i C u pacjentéw z zakazeniem HCV w poréwnaniu z kontrola, a nie potwier-
dzila przewagi ilosciowej izoformy IGF-1B w kontroli w poréwnaniu z watroba
z zakazeniem HCV, jak wykazywal to wzér procentowego udziatu izoform. Inny-
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mi stfowy ekspresja mRNA izoformy B byla zblizona w grupie chorych z przewle-
ktym WZW typu C i w kontroli.

Przewage (az 10-krotna) ekspresji mRNA IGF-1A nad IGF-1B i to zaréwno
w warunkach in vivo (watroba ludzka), jak i w hodowli (komoérki hepatoma, ko-
morki makrofago-podobne i fibroblasty) z zastosowaniem techniki RT-PCR wy-
kazal takze zespdt Nagaoka [Nagoka i wsp., 1991]. Koczorowska i wsp. wykazali
ilosciowo wyzsza ekspresje catkowitego IGF-1 w stadiach przedrakowych szyjki
macicy, a aktywnosci obu promotoréw genu w stadium neoplazji wewnatrzna-
blonkowej [Koczorowska 2012]. Brokaw i wsp. badali ekspresje mRNA IGF-1A
i IGF-1B z zastosowaniem real-time RT-PCR w duzej liczebnie grupie pacjentow
z rakiem jajnika. Wykazali istotny zwigzek pomiedzy wyzsza ekspresja izoformy
IGF-1A oraz wysokim stezeniem wolnego biatka IGF-1 a progresja tego nowo-
tworu [Brokaw i wsp., 2007].

Rola izoformy A IGF-1 nie jest jasna. Sadzi si¢, iz peptyd Ea moze dziata¢
zaréwno mitogennie [Tian i wsp., 1999], jak i hamujgco na wzrost komoérek no-
wotworowych [Chen i wsp., 2007]. Badania Pfefter i wsp. w liniach hodowlanych
komorek migsniowych z transfekcja cDNA kodujacych mysie IGF-1A, IGF-1B
i dojrzaty IGF-1 wykazaly, iz E-peptydy (EA i EB) nie s3 niezbedne w procesie
sekrecji IGF-1, ale zwiekszajg pobieranie dojrzatego IGF-1 (cell entry) przez ko-
morki [Pfeffer i wsp., 2009].

Jak wspomniano, ekspresja transkryptéw A i C IGF-1, a takze mRNA promo-
torow 1 i 2 byla istotnie wyzsza w watrobie zakazonej HCV w poréwnaniu z kon-
trola. Wynik ten jest zaskakujacy wobec faktu obnizonej warto$ci surowiczych
stezen IGF-1 u pacjentéow zakazonych HCV w poréwnaniu z kontrolg (zdrowi
krwiodawcy). Nalezy przypomnie¢, iz material tkankowy z watroby bez zaka-
zenia HCV (kontrola tkankowa) do analizy real-time RT-PCR stanowifa matlo
liczebna grupa (n = 7). U niektérych autoréw prac material kontrolny do badan
molekularnych stanowito 12 fragmentéw ,,zdrowe;j” watroby [Luo i wsp., 2005],
a nawet 1 narzad [Stefano i wsp., 2006]. Powtdrzenie badan na liczniejszej grupie
prawidlowej watroby jest niezwykle trudne, a wyniki badan in vitro nie zawsze
mozna odnie$¢ do zalezno$ci obserwowanych in vivo. Wyzsza ekspresja mRNA
izoform IGF-1 w watrobie z zakazeniem HCV niz w kontroli §wiadczy¢ moze
o wplywie HCV na ilosciowe i jako$ciowe zmiany w prolifu splicingowym tego
genu u czowieka. Nie mozna wykluczy¢ wpltywu konkretnie bialek niestruktu-
ralnych NS3 i NS5A (pozytywna korelacja z mRNA P1 i P2 IGF-1 obserwowana
w pracy) na przedluzanie okresu pottrwania niektorych izoform mRNA IGF-1.
Prawdopodobnym mechanizmem jest réwniez kompensacyjny wzrost produkeji
mRNA IGF-1 (zwlaszcza izoformy A IGF-1) pod wplywem lokalnie dzialajacych
innych czynnikéw wzrostu, cytokin prozapalnych, zwiekszonej regeneracji na-
rzadu indukowanej procesem zapalnym w watrobie. Podobny mechanizm wzro-
stu produkcji obu typéw trankryptéw IGF-1 w mig$niu szkieletowym krolika
pod wplywem rozciggania i elektrycznej stymulacji obserwowali McKoy i wsp.



[McKoy i wsp., 1999]. Na zréznicowanie okresu poitrwania mRNA IGF-1 moze
mie¢ wplyw dlugos¢ fragmentu 3’UT genu IGF-1, co wskazuje na postransla-
cyjne mechanizmy kontroli syntezy IGF-1, opisywane w piémiennictwie [Hepler
i wsp., 1990; Oberbauer 2013]. Za powstawanie réznych transkryptéw mRNA
odpowiadajg 4 miejsca poliadenylacji we fragmencie 3’'UTR egzonu 6. Wykaza-
no, iz diuzsze transkrypty maja krétszy okres poltrwania, a transkrypty klasy II
(P2) cechuja si¢ wigksza stabilno$cig w poréwnaniu z transkryptami P1 [przeglad
tematu: Oberbauer 2013]. Opisano rowniez wplyw wielu bialek wigzacych RNA
(RBps), w tym rodziny bialek Hu i hnRNP na modulowanie stabilnosci mRNA
i procesy translacji wielu bialek, w tym insuliny i IGF-6w [przeglad tematu: Lee
i Gorospe, 2010]. Nie da si¢ wykluczy¢ wpltywu produktéw genomu HCV na
stabilizacje mRNA IGF-1, jednak mozna by to potwierdzi¢ jedynie w badaniach
eksperymentalnych.

W bardziej nasilonym uszkodzeniu narzadu ekspresja mRNA izoform IGF-1
u pacjentéw analizowanych w obecnej pracy byla istotnie nizsza. Poréwnujac
ekspresje IGF-1 u pacjentdw z réznym nasileniem zmian histologicznych, wy-
kazano rdéznice w tworzenia poszczegdlnych transkryptéw IGF-1 w zalezno-
$ci od nasilenia zmian zapalnych (grading). Istotnie nizsza produkcje izoform:
A, B, P1, P2 i sumarycznego mRNA IGF-1 zanotowano w bardziej nasilonych
zmianach zapalnych (G2) w poréwnaniu z mniej nasilong aktywnoscig zapalna
(G1). W przypadku réznie zaawansowanego wioknienia watroby, te zaleznosci
nie byly juz tak spektakularne, bo cho¢ obserwowano nizsza ekspresje wszyst-
kich izoform IGF-1 i mRNA calkowitego IGF-1 w bardziej zaawansowanym sta-
dium wldknienia watroby (staging 2), nie byly to réznice statystycznie istotne
w poréwnaniu ze staging 1 (p > 0,05). Nie bylo wigc réwniez istotnego wzrostu
ekspresji zadnej z izoform wraz ze wzrostem histologicznych wyktadnikéw mar-
skosci watroby (staging 4). Nalezy jednak zaznaczy¢ w tym miejscu, Ze w gru-
pie badanej (podgrupa A) jedynie trzech pacjentéw miato wyktadniki staging 3,
a tylko jeden staging 4. Badania nad profilem ekspresji izoform mRNA w bardziej
zaawansowanych stadiach przewlektego WZW typu C (marskos¢ i rak watro-
by) powinny by¢ kontynuowane. Nalezy zauwazy¢ réwniez, iz surowicze stezenie
IGF-1 jest odzwierciedleniem wytwarzania dojrzatego biatka IGF-1 (z egzonu 3
i4), a nie wszystkich mozliwych peptydéw pochodzacych z alternatywnego spli-
cingu IGF-1. W grupie pacjentéw z zakazeniem HCV analizowanych w tej pracy
wykazano pozytywna korelacje miedzy produkcja réznych transkryptow IGF-1
a surowiczym stezeniem biatka IGF-1.

W obrebie calej grupy pacjentéw z zakazeniem HCV zebranych w obecnej
pracy wykazano takze réznice plciowe dotyczace ekspresji roznych form splicin-
gowych IGF-1, z ilo$ciowa przewaga wszystkich izoform mRNA IGF-1 u kobiet
w poréwnaniu z mezczyznami z zakazeniem HCV.

Praktycznie nie ma odniesienia w dostepnym pismiennictwie do roli izoform
w progresji choréb watroby na tle zakazenia HCV. Pod tym wzgledem obecne
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wyniki badan s pionierskie. Inne nieliczne doniesienia nad ekspresja izoform
mRNA IGF-1 dotycza przede wszystkim nowotworéw u czlowieka [Michell
i wsp., 1997; Brokaw i wsp., 2007; Armakolas i wsp., 2010; Koczorowska i wsp.,
2011; Koczorowska 2012; Kasprzak i wsp., 2013].

Analiza mozliwosci wykrywania réznych wariantéw mRNA IGF-1 wymaga
komentarza. W obecnej pracy udokumentowano obecnos¢ wszystkich mRNA
izoform, tj. IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C, klasy I (P1) i klasy II (P2) z zastosowaniem
odpowiednio skonstruowanych starteréw w watrobie pacjentow z przewleklym
WZW typu C oraz watrobie kontrolnej. Nie dysponowano materiatem tkanko-
wym do przeprowadzenia poréwnawczych badan w raku watrobowokomérko-
wym. Podobnie Koczorowska i wsp. we wszystkich badanych tkankach (w tym
z raka macicy) wykazali transkrypty wymienianych izoform [Koczorowska
i wsp., 2011]. W przypadku watroby prace wielu autoréw dotycza gtéwnie wy-
krywania mRNA IGF-1 w tkankach nowotworowych, w tym w hepatoma oraz
HCC zwiazanym z zakazeniem HCV, najczesciej bez odniesienia do konkretnej
izoformy [Suiwsp., 1989; Michell i wsp., 1997; Stefano i wsp., 2006; Tovar i wsp.,
2010]. Niektdrzy z badaczy, np. Su i wsp. stosujac Northern blotting do pokaza-
nia ekspresji mRNA IGF-1 wykazali liczne, réznej wielkosci transkrypty IGE-1
w komdrkach hepatoma. Kazdy fragment tkanki nowotworowej cechowal si¢ niz-
szg ekspresja mRNA IGF-1 w poréwnaniu z tkankg niezmieniong nowotworowo
[Su i wsp., 1989]. Obnizong ekspresje mRNA IGF-1 autorzy ci potwierdzili takze
w liniach komdrek nowotworowych (HepG2, Huh-7, PLC/PRF/5 oraz Hep 3B)
oraz w tkankach hepatoma [Su i wsp., 1989]. Dysregulacje genow systemu IGF
w HCC obserwowali réwniez Tovar i wsp. wykazujac w przypadku mRNA IGF-1
takze znaczace obnizenie poziomu ekspresji transkryptu tego czynnika wzrostu
w porownaniu z kontrolg [Tovar i wsp., 2010]. Autorzy ci nie badali jednak po-
szczegblnych izoform IGF-1. Michell i wsp. potwierdzili obecnos¢ mRNA IGF-1
w calym badanym materiale rakdw jelita grubego i kontrolnej blonie §luzowej
[Michell i wsp., 1997]. Stosujac ilosciowa metode real-time RT-PCR (podobnie
jak w obecnych badaniach), Tovar i wsp. wykazali obnizenie ekspresji mRNA
IGF-1 we wczesnych stadiach HCC na tle zakazenia HCV w poréwnaniu z kon-
trola, jednak bez istotnych réznic pomiedzy poczatkowym i zaawansowanym sta-
dium HCC u pacjentéw. Autorzy konkluduja, ze mitotyczne wlasciwosci IGF-1
nie musza odgrywac kluczowej roli w progresji HCC, cho¢ aktywacje calej osi
IGF (tj. nadekspresje IGF-2, obnizenie ekspresji IGFBP-3 oraz zmiany genetyczne
w IGF-2R) obserwowali w 21% wczesnych HCC [Tovar i wsp., 2010]. Warto do-
da¢, ze autorzy ci wzieli pod uwage pacjentdw z bardziej zaawansowanymi zmia-
nami w watrobie (wczesne, zaawansowane HCC), a nie etap przewleklego wiru-
sowego zapalenia watroby typu C (w wigkszosci bez cech marskosci watroby), jak
w obecnej pracy. Natomiast Stefano i wsp. z zastosowaniem metody RT-PCR wy-
kazali poréwnywalng ilos§¢ mRNA IGF-1 u pacjentdw z przewleklym WZW typu
Cikontroli. Inna praca na hodowanych hepatocytach szczura réwniez z zastoso-



waniem techniki RT-PCR wykazata 50-krotny wzrost ekspresji mRNA izoformy
IGF-1B (odpowiednik izoformy C u czlowieka) w komorkach otylych zwierzat
w poréwnaniu z hepatocytami szczuptych osobnikéw. Nie potwierdzono jednak
znamiennych réznic kiedy ilos¢ transkryptu mierzono w $wiezo izolowanych
hepatocytach i tkance calej watroby [Tenoutasse i wsp., 2003]. Natomiast grupa
Armakolas i wsp. badajac alternatywny splicing IGF-1 w tkankach raka prostaty
oraz hodowanych komdrkach raka prostaty (PC-3 i LNCaP) wykazala w nich
nadekspresje IGF-1C (mechano growth factor, MGF), sugerujac role tej izoformy
IGF-1 w nasilaniu proliferacji komoérkowej [Armakolas i wsp., 2010].

Kolejnym ciekawym watkiem obecnych badan byta analiza korelacji pomie-
dzy ekspresja poszczegolnych wariantow mRNA IGF-1 a surowiczym stezeniem
IGF-1 u pacjentéw z zakazeniem HCV. Badania obecne wykazaly wysoka po-
zytywna korelacje pomiedzy surowiczym stezeniem IGF-1 a tkankowa ekspre-
sja obu transkryptow P1 i P2 oraz mRNA pozostalych izoform IGF-1A, IGF-1B
i IGF-1C oraz sumarycznego IGF-1. Sa to dosy¢ zaskakujace wyniki wskazujace,
iz surowicze stezenie IGF-1 u tych pacjentéw koreluje z ekspresja obu promoto-
réw (P11 P2) genu IGF-1. Ogdlnie przyjete dane podaja, Ze za powstawanie kra-
z3cego IGF-1 odpowiedzialny jest gtéwnie promotor 2 genu IGF-1, ktéry podlega
regulacji hormonalnej [Wang i wsp., 1997; Wang i wsp., 2000]. Badania obecne
wydaja sie wiec potwierdzaé te dane z pismiennictwa, ktére dokumentujg porow-
nywalnie mocna regulacje hormonalng (via GH) obu promotoréw i jednocze$nie
egzondw (112) genu IGF-1 [Bichell i wsp., 1992; O’Sullivan i wsp., 2002; Woelfle
i wsp., 2003].

Wykazana w obecnej pracy ekspresja wszystkich transkryptéw IGF-1 byla,
podobnie jak surowiczy poziom IGF-1, negatywnie skorelowana z wiekiem pa-
cjenta, a takze z BMI chorych. Nizszg ekspresje ilosciowg mRNA izoform IGF-1
w bardziej nasilonych zmianach zapalnych w watrobie z zakazeniem HCV (gra-
ding 2, G2) w poréwnaniu z G1 potwierdzono réznymi testami statystycznymi
(test Manna-Whitneya, korelacja Spearmana). Dodatkowo wykazano negatywna
zaleznos¢ ekspresji wszystkich izoform mRNA IGF-1 ze sttuszczeniem watroby.
Wysokie wspdlczynniki negatywnej korelacji notowano takze pomiedzy warian-
tami mRNA IGF-1 i aktywnoscig ALT (r = -0,550). Wszystkie te wyniki §wiadcza
o wspolistnieniu bardziej nasilonych zmian w watrobie z obnizaniem si¢ pro-
dukcji watrobowej IGF-1 i tworzeniem jej poszczegdlnych form splicingowych.
Trudno natomiast oceni¢, na ile wazna jest w tych wspoétdzialaniach rola biatek
onkogennych HCV. Istotne pozytywne korelacje (jednak doé¢ stabe) wykazano
pomiedzy ekspresja mRNA promotora 1 (P1) i tkankowa ekspresja bialka NS5A
oraz mRNA promotora 2 (P2) z ekspresja biatka NS3. Nie udalo si¢ jednak wyka-
za¢ zadnej istotnej korelacji migdzy mRNA izoform IGF-1 i ekspresji tkankowej
reprezentatywnego onkogennego biatka HCV, czyli bialka rdzeniowego C. Moz-
na wiec sadzi¢, ze na aktywnos¢ obu promotoréw genu IGF-1 (P1 i P2) moga
wplywac gtéwnie biatka niestrukturalne HCV (NS3 i NS5A).
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Ekspresja mRNA receptora typu | IGF (IGF-1R)

W obecnej pracy zbadano réwniez poziom ekspresji tkankowej mRNA receptora
typu I IGF (IGF-1R). Srednia ekspresja transkryptu IGF-1R okazala si¢ nizsza
u pacjentéw z zakazeniem HCV niz w kontroli. Byla jednak pozytywnie skorelo-
wana z aktywno$cig zapalng w watrobie u pacjentow z zakazeniem HCV. W wigk-
szym grading obserwowano znamiennie wyzsza ekspresje mRNA tego receptora.
Nie bylo korelacji z zaawansowaniem wtoknienia watrobowego i biochemiczny-
mi wskaznikami progresji WZW typu C (np. stezeniem AFP). Ponadto badania
obecne wykazaty do$¢ wysoka negatywna korelacje pomiedzy ekspresja mRNA
IGF-1R a surowiczym stezeniem IGF-1 u badanych pacjentéw (r = -0,535). In-
nymi stowy nizsze surowicze stezenie IGF-1 (bedace cecha charakterystyczna
badanych w tej pracy pacjentéw z zakazeniem HCV) wspdlistnialo z wieksza
watrobowa ekspresje mRNA receptora typu I IGE. Nie bylo natomiast istotnej
statystycznie korelacji migdzy tkankowa ekspresja mRNA IGF-1R a surowiczym
stezeniem IGF-1R u badanych pacjentow z WZW typu C. Takiej korelacji nie
wykazala rowniez Koczorowska w komdrkach nabtonka szyjki macicy [Koczo-
rowska 2012]. Biorgc pod uwage poziomy ekspresji mRNA IGF-1 i jego recep-
tora typu I (IGF-1R) wykazano, iz tkankowa ekspresja mRNA IGF-1R koreluje
negatywnie z wartosciami ekspresji transkryptow niektérych z izoform mRNA
IGF-1 (tj. IGF-1A, IGF-1B oraz sumarycznego mRNA IGF-1). Obnizonej eks-
presji mRNA IGF-1R w HCV-zakazonej watrobie tkance towarzyszyt wigc wzrost
przynajmniej czesci z badanych transkryptéw IGF-1. Wynik ten mozna skomen-
towa¢ w nastepujacy sposob. Wiadomo, iz chociaz prawidtowa watroba to na-
rzad z najwyzsza ekspresja IGF-1, posiada ona prawie niewykrywalne poziomy
mRNA IGF-1R. Taki wzdr ekspresji moze by¢ thumaczony negatywna regulacja
IGF-1R w odpowiedzi na lokalnie produkowany IGF-1 [Sharf i wsp., 2001]. Wy-
daje sie wigc, ze u pacjentéw z nieduzym zaawansowaniem zmian w watrobie,
jakie obserwowano w danym momencie czasowym u analizowanych pacjentow,
produkcja mRNA IGF-1 kompensacyjnie wzrosta, a ekspresja mRNA IGF-1R
byla obnizona. Dopiero z progresja zmian histologicznych (i przy narastajacym
niedoborze GH, opisywanym w zakazeniu HCV) uzyskano mniejsza produkcje
mRNA IGF-1, a wigcej mRNA IGF-1R.

W pracach innych autoréw, ale dopiero w zmianach neoplastycznych wyka-
zywano obnizong ekspresje IGF-1, a wzrost lokalnej produkcji IGF-1R. Wysnu-
wano hipoteze, ze niewystarczajaca ilos¢ IGF-1 jest kompensowana wzrostem
produkeji IGF-1R, dajac wigksza dostepnos¢ receptora dla réznych ligandow
[Koczorowska 2012].

Rola receptoréw IGF w kancerogenezie watrobowej jako czynnikéw autokry-
nowej regulacji w utrzymywaniu transformowanego fenotypu komorek jest pod-
noszona rowniez przez innych badaczy [Tsai i wsp., 1988; Zhang i wsp., 2006].
Wyniki badan sg zréznicowane i niekiedy niespdjne. Z jednej strony istniejg pra-
ce wskazujace na wzrost ekspresji IGF-1R juz w preneoplastycznych zmianach



ogniskowych w watrobie, w samym HCC i liniach komérkowych ludzkiego hepa-
toma [Tsaiiwsp., 1988; Scharfiwsp., 2001], z drugiej strony niepowodzeniem za-
konczyty sie proby stymulacji mitogenezy przez podanie biatka IGF-1 do hodo-
wanych komdrek HCC [Price i wsp., 2002]. Badania Price i wsp. przeprowadzone
na modelu szczurzym in vivo oraz in vitro wykazaly wyzsza ekspresje mRNA
IGF-1R w kontrolnej watrobie w poréwnaniu z HCC, a dopiero wspotdziatanie
dwoch biatek: IGF-1 oraz HGF-SF (hepatocyte growth factor-scatter factor) sty-
mulowalo mitogeneze komdrek watrobowych u tych zwierzat [Price i wsp., 2002].
Obecno$¢ mRNA IGF-1R z zastosowaniem analizy Northern blotting wykazano
w komorkach ludzkiego hepatoma (PLC), a nie w hodowli ludzkich hepatocytow
[Scharf i wsp., 1998].

Badania ekspresji IGF-1R na poziomie mRNA u ludzi wykazuja z reguly
zwiekszenie ilo$ci transkryptu IGF-1R u pacjentéw z marsko$cia watroby [Morali
i wsp., 2005] oraz u pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C w po-
réwnaniu z watrobg prawidtowa [Stefano i wsp., 2006]. Tovar i wsp. nie obserwo-
wali jednak istotnej roznicy w ekspresji mRNA IGF-1R w HCC i kontroli, cho¢
w badaniach tych wykazano obnizenie ekspresji mRNA IGF-1, a u czgsci pacjen-
tow takze znaczace obnizenie ekspresji mRNA receptora typu II IGF (IGF-2R)
[Tovar i wsp., 2010]. Wsrdd pacjentow z WZW typu C, opisywanych przez Ste-
fano i wsp., wzrost ekspresji genowej IGF-1R dotyczyt takze osdb, ktdre uzyskaty
trwala odpowiedz na leczenie (SVR). W badaniu tym nie obserwowano korelacji
ze zmianami histologicznymi oraz wynikami badan immunocytochemicznych
[Stefano i wsp., 2006]. Obecne badania nie potwierdzily zalezno$ci pomiedzy eks-
presja genowa IGF-1R a tkankowg ekspresja bialek wirusowych HCV, cho¢ sta-
ba pozytywna korelacje notowano miedzy ekspresja mRNA IGF-1R i tadunkiem
wirusa (HCV-RNA) (r = 0,403). Podwyzszong ekspresje IGF-1R obserwowano
takze w innych nowotworach u czlowieka, m. in. w raku prostaty oraz raku piersi
[Hellawell i wsp., 2002; Peird i wsp., 2011]. Koczorowska rowniez obserwowata
prawie dwukrotny wzrost ekspresji mRNA receptora IGF (IGF-1R) w komoérkach
nowotworu szyjki macicy w poréwnaniu z kontrola [Koczorowska 2012]. Nie
mozna ustosunkowac si¢ do tych wynikéw badan, gdyz do badan molekularnych
w obecnej pracy nie dysponowano tkankami z pierwotnego raka watroby.

Podsumowujac czes¢ badan dotyczacg analizy ekspresji izoform mRNA IGF-1
i mRNA IGF-1R nalezy przypomnie¢, iz przekaz sygnatu poprzez IGF-1R zalezy
od wielu czynnikéw, w tym rodzaju komorek, fosforylacji podjednostek IGF-1R
oraz typu bialek sygnalowych [Samani i wsp., 2007; Wu i Zhu, 2011]. Dziafanie
receptora IGF-1R nastepuje po przylaczeniu ligandu, gléwnie dojrzatego pepty-
du IGF-1. Oprécz dojrzalego biatka IGF-1, na komdrke oddziatywa¢ mogg takze
C-koncowe peptydy powstate po proteolizie proproteiny IGF-1 i to niezaleznie
od wigzania z receptorem IGF-1 [Koczorowska 2012].

Wykazana w tej pracy wieksza ekspresja IGF-1 na poziomie mRNA (wszystkie
izoformy), w poréwnaniu z biatkiem w tkance czy stezeniem surowiczym IGE-1
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u pacjentoéw z zakazeniem HCV w stosunku do kontroli, moze potwierdza¢ zlo-
zone procesy ekspresji genowej IGF-1 oraz zaleznosci RNA-bialko. Obnizenie tej
ekspresji u pacjentéw z bardziej zaawansowanymi zmianami w HCV-zakazonej
watrobie, jak réwniez pozytywna korelacja ekspresji mRNA z surowiczym steze-
niem IGF-1 jest zdaniem autorki wazng informacja. Nie mozna poming¢ réwniez
faktu, iz z przyczyn technicznych (niedostepno$¢ komercyjna przeciwcial) nie
badano w tej pracy ekspresji innych propeptydéw np. grupy E peptydéw powsta-
tych po obrobce translacyjnej z zastosowaniem technik immunocytochemicz-
nych. W badaniach grupy Philippou i wsp. wykazano nadekspresje¢ biatka MGF
w komorkach raka prostaty w poréwnaniu z kontrolg za pomocg przeciwcial,
ktdre autorzy sami scharakteryzowali i opublikowali [Philippou i wsp., 2009; Ar-
makolas i wsp., 2010]. Wykazanie wszystkich izoform mRNA IGF-1 w watrobie
zakazonej HCV i w kontroli oraz ich wysokie wzajemne korelacje potwierdzaja
obecnos¢ wszystkich izoform mRNA IGF-1 w materiale, jakim dysponowata au-
torka pracy.

Badania powinny by¢ jednak kontynuowane na tkankach watroby zmienionej
nowotworowo, aby dokladniej pozna¢ wydajnos¢ transdukeji sygnatéw w drodze
sygnatowej IGF-1-IGF-1R w zakazeniu HCV.

Ekspresja mRNA czynnika transkrypcyjnego SP1

W alternatywnym splicingu genu IGF-1 biochemiczny mechanizm kontrolujacy
uzycie promotoréw 1 lub 2 genu jest stabo poznany [Pell i wsp., 1883; Adamo
1995; Mittanck i wsp., 1997; Wang i wsp., 2000]. W obrebie sekwencji regulato-
rowych obu promotoréw genu IGF-1 oraz ich sekwencji 5’UTR u szczura (lepiej
zbadanego niz u czlowieka) stwierdzono wystepowanie wielu miejsc specyficz-
nego przylaczania si¢ czynnikéw transkrypcyjnych, ktére moga regulowac jego
ekspresje, m.in. SP1 (specificity protein 1) (inne wymieniono we Wstepie pracy).
W obu promotorach IGF-1 znajduje si¢ wiele miejsc wigzania biatka SP1, kto-
re wskazujg na potencjalna role tego bialka w regulacji transkrypcji genu IGF-1
[Wierstra 2008]. SP1 jest wszedobylskim czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
wykazuje zréznicowang sile wigzania z parami GC, GT i CT [Wierstra 2008].
Analiza mRNA czynnika transkrypcyjnego SP1 w ramach obecnej pracy wy-
kazala istotnie nizszg ilo$¢ transkryptu u pacjentéw z WZW typu C w poréwna-
niu z kontrola. Co intrygujace, wykazano istotne negatywne (a nie pozytywne,
jak sie spodziewano) korelacje miedzy ekspresja mRNA tego bialka a mRNA
IGF-1, z iloscia mRNA poszczegélnych izoform (w tym mRNA obu promoto-
réw P1 i P2) oraz z surowiczym stezeniem IGF-1 u pacjentéw z WZW typu C.
Wynik ten jest odmienny niz w innych badaniach, ktore pokazuja podwyzszony
poziom ekspresji SP1 w materiale z neoplazja i rakiem szyjki macicy u HPV-
-pozytywnych kobiet w poréwnaniu z préobami wolnymi od zakazenia HPV
oraz wykazuja pozytywne korelacje ekspresji transkryptéw SP1 i promotorow
P1i P2 genu IGF-1 zaréwno u pacjentéw ze zmianami przednowotworowymi,



jak i w HPV-negatywnej kontroli. Jedynie w samych rakach szyjki macicy nie
potwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomiedzy mRNA SP1 i mRNA
P1 czy P2 [Koczorowska i wsp., 2011; Koczorowska 2012]. Autorzy konkluduja,
ze kooperacja SP1:promotory IGF-1 moze odgrywac zasadnicza role we wcze-
snych okresach rozwoju nowotworu szyjki macicy [Koczorowska 2012]. Wyka-
zanie negatywnej zaleznoéci pomiedzy ekspresja mRNA SP1 i mRNA P1 oraz
P2 u badanych w tej pracy pacjentéw sugeruje raczej hamowanie niz inicjo-
wanie transkrypcji IGF-1 (aktywnos$¢ promotoréw) w watrobie z zakazeniem
HCV. Sugestie te potwierdza réwniez negatywna korelacja ekspresji mRNA SP1
ze stezeniem IGF-1 w surowicy krwi. Wysoka pozytywna zaleznos¢ wykaza-
no natomiast pomiedzy ekspresja mRNA SP1 i IGF-1R (r = 0,735) u pacjentow
z zakazeniem HCV.

W pismiennictwie dotyczacym choréb watroby (w tym HCC) nie znaleziono
odno$nikéw do wynikéw obecnych badan. Nadekspresje IGF-1R obserwowano
w 62% rakow zoladka w poréwnaniu ze zdrowg blong §luzows i wykazano kore-
lacje pomiedzy wigkszg ekspresja tkankowa tego receptora IGF a wystepowaniem
przerzutow tego nowotworu do weziéw chtonnych. Wiasnie w tych przypadkach
raka zotadka (guzy pierwotne z przerzutami do weztéw chtonnych) wykazano
pozytywna korelacje takze pomiedzy ekspresja IGF-1R i SP1 [Jiang i wsp., 2004].
Prébujac wyjasnic te same zaleznosci uzyskane w obecnej pracy, mozna przy-
puszczaé, ze pozytywna korelacja SP1 i IGF-1R moze dotyczy¢ takze HCC na tle
zapalenia watroby typu C. Pozytywna korelacja SP1:IGF-1R wraz z wigkszg pro-
dukcja mRNA IGF-1R w bardziej nasilonych zmianach zapalnych u pacjentow
zbadanych w tej pracy wynika z obecnosci (lub uaktywnienia) miejsc wigzania
SP1 do innych promotoréw genéw, w tym IGF-1R. Nie da si¢ wykluczy¢ udzia-
tu samego genomu HCV w zmianie miejsc wigzania czynnika transkrypcyjnego
SP1 (do IGF-1R zamiast IGF-1). Opisano bowiem w pi$miennictwie mozliwo$¢
wigzania SP1 w rejonach promotorowych innych genéw, w tym kodujacych bial-
ka wirusowe (np. bialka E6/E7 w genomie HPV) o potencjale onkogennym [Ko-
czorowska i wsp. 2011]. Brakuje takich badan odno$nie do HCV. Dla dokladnego
poznania zaleznosci pomiedzy wzajemng ekspresja SP1 oraz sktadnikow osi IGF
(w tym IGF-1R) badania te powinny by¢ kontynuowane. Lepsza znajomos$¢ za-
leznosci pomiedzy sktadnikami genomu HCV a biatkami osi IGF in vivo moze
okaza¢ si¢ cenna w przewidywaniu postepu zmian histologicznych w watrobie
zakazonej onkogennym wirusem, a takze w malo inwazyjnej ocenie stopnia
uszkodzenia narzadu, monitorowania efektéw leczenia i ewentualnej terapii. Wy-
niki badan moga postuzy¢ do opracowania programoéw skriningowych wczesnej
i doktadniejszej diagnostyki w kierunku pierwotnego raka watroby i przewidy-
wania przerzutéw HCC do innych narzadow.
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6. Whioski

Surowicze stezenie IGF-1 moze stuzy¢ jako marker stosowany w codziennej
praktyce lekarskiej pozwalajacy na pelniejsza ocene stopnia uszkodzenia watroby
u chorych zakazonych HCV.

Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 jest doktadniejszym niz stezenie IGF-1
parametrem oceny progresji zmian histologicznych w watrobie. Ze wzgledu na
wysoka korelacje surowiczego wskaznika z tadunkiem wirusa HCV i zaawanso-
waniem widknienia w watrobie (staging), wartos¢ IGF-1/IGFBP-3 moze stuzy¢
jako dodatkowy czynnik prognostyczny przed planowanym leczeniem przeciw-
wirusowym.

Wytwarzanie wszystkich izoform mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C, P1
i P2) w watrobie pacjentéw z zakazeniem HCV i réznice w ilosciowej ekspresji
niektérych wariantéw transkryptéw w poréwnaniu z kontrolg sugeruje wpltyw
HCV na zmiang profilu splicingowego genu IGF-1.

Ze wzrostem aktywnosci zapalnej (grading) w watrobie pacjentow z przewle-
ktym zakazeniem HCV laczy si¢ zmniejszenie produkcji transkryptéw IGF-1,
zmiana profilu splicingowego IGF-1 oraz obnizenie surowiczego stezenia IGF-1.

Calo$¢ wynikéw pozwala na przedstawienie sekwencji zmian zwigzanych
z systemem IGF w watrobie pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV. Wraz
z histologiczng progresja zmian w watrobie (wiekszy grading, staging, sttuszcze-
nie) obniza si¢ produkcja mRNA izoform i mRNA calkowitego IGF-1, zmniejsza
sie stezenie IGF-1 w surowicy, a zwigksza sie produkcja mRNA receptora typu
I IGF-1 (IGF-1R). Z tymi zjawiskami koreluje wzrost ekspresji mRNA czynnika
transkrypcyjnego SP1, ktdry najsilniej zwiazany jest z ekspresja mRNA IGF-1R
u badanych chorych.

Wzrost ekspresji mRNA receptora typu I IGF-1 (IGF-1R) wraz ze stopniem
uszkodzenia watroby, negatywnie skorelowany ze stezeniem IGF-1 oraz pozio-
mem ekspresji niektérych izoform mRNA, moze mie¢ implikacje terapeutyczne.



7. Streszczenie

Zakazenie wirusem C zapalenia watroby (HCV) dotyczy okoto 2,35% populacji
$wiata, za§ w Polsce okoto 1,9%. Prowadzi ono najczesciej do przewleklego za-
palenia watroby, ktére ma przewaznie przebieg bezobjawowy. U czesci pacjen-
tow dochodzi do rozwoju marskosci watroby i raka watrobowo-komadrkowego
(HCC) na jej tle. Brak szczepien ochronnych, wciaz malo skuteczne metody te-
rapii przeciwwirusowej, trudnosci w uzyskaniu trwatej eradykacji wirusa z orga-
nizmu powodujg, ze zakazenie HCV stanowi duzy problem zdrowotny. Badania
epidemiologiczne wskazujg, ze HCC rozwija si¢ zaréwno u pacjentéw z marsko-
$cig watroby na tle HCV, jak i bez oznak marskosci. Przewlekte zakazenie HCV
stanowi gtéwny czynnik ryzyka rozwoju HCC. Udzial produktéw genomu HCV
w onkogenezie watrobowej, gtéwnie biatek: C, NS3 i NS5A, jest dobrze udoku-
mentowany, cho¢ dokladne mechanizmy interakcji HCV i czynnikow transkryp-
cyjnych na poziomie molekularnym sa wciaz przedmiotem badan. Wplyw na
proliferacje, rznicowanie i apoptoze hepatocytow maja réwniez produkowane
w watrobie czynniki wzrostu, m.in. insulinopodobne czynniki wzrostu -1 i -2
(IGF-1 i IGF-2) i ich rodzina, w skiad ktérej wchodzg biatka wigzace (IGFBP-
1-6) oraz receptory (IGF-1R, IGF-2R, IR oraz receptory hybrydowe IGF-1R/IR).
Wigkszo$¢ efektow biologicznych obu IGF-6w zachodzi poprzez receptor typu
I (IGF-1R), typowy receptor o wilasciwosciach kinazy tyrozynowej. Na pozio-
mie molekularnym udokumentowano role zaréwno obu IGF-6w, jak i samego
IGF-1R w promowaniu wzrostu i transformacji nowotworowej wielu narzadéw,
w tym watroby. Badania kliniczne w przewleklych chorobach watroby ocenialy,
jak dotad, przede wszystkim surowicze stezenia IGF-6w i wyniki tych badan sa
niesp6jne. Malo prac dotyczy analizy bezposrednich interakeji bialek HCV i osi
IGE

Ludzki gen IGF-1 sklada si¢ z 6 egzondéw i podlegaja one alternatywnemu
splicingowi. W rezultacie powstaje 6 izoform mRNA IGF-1, tj. 1A, 1B, 1C, 2A,
2B i 2C o tkankowo specyficznej ekspresji. Pionierskie opisy tworzenia izoform
IGF-1 (mRNA i biafek prekursorowych) dotycza watroby szczura. Fizjologiczna
rola izoform IGF-1 u czlowieka i innych ssakéw poznana jest najlepiej w tkance
mig$niowej. Aktualnie coraz wigcej prac dotyczy wystepowania i charakterystyki
izoform produkowanych w tkankach wielu nowotworéw ztosliwych. Praktycz-
nie nie ma jednak doniesien na temat ekspresji réznych transkryptéw (i biatek
prekursorowych IGF-1) w przewlektym WZW typu C. W codziennej praktyce
lekarskiej wzrost liczby przypadkéw HCC u przewlekle zakazonych HCV stal sie
motywem poszukiwania nowych markeréw proliferacji nowotworowej w watro-
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bie. Dotychczasowe metody badan skriningowych nie pozwalaja w pelni na szyb-
kie rozpoznanie toczacego si¢ procesu nowotworowego. Uzupelnienie wiedzy na
temat funkcjonowania skladnikéw osi IGF jest wazne réwniez z punktu widzenia
terapeutycznego, gdyz podejmuje si¢ proby terapii anty-IGF-1R.

Celem pracy byla ocena surowiczych stezen IGF-1, IGF-1R, dwoch bialek
wiagzacych IGF (IGFBP-3 i IGFBP-6) oraz tkankowej ekspresji biatek (IGF-1,
IGFBP-3 i IGF-1R) i biatek onkogennych HCV (C, NS3 i NS5A) u pacjentow
z przewleklym zakazeniem HCV. Szczegdlnie interesujagcym i nowatorskim wy-
dawalo si¢ wykazanie, czy zakazenie HCV (wraz z produktami genomu wiru-
sa) moze wywolywac zmiany w regulacji lokalnej ekspresji genu IGF-1 w wa-
trobie, majace swe odbicie na poziomie mRNA. Ze wzgledu na stabo poznana
role IGF-1R w progresji choréb watroby, nielicznych i niespéjnych danych co do
tkankowej ekspresji tego receptora w chorobach watroby, postanowiono oceni¢
réwniez ekspresje mRNA IGF-1R w watrobie pacjentéow z WZW typu C. Stabo
poznane s3 mechanizmy biochemiczne alternatywnego splicingu genu IGF-1,
w tym wyboru promotora (P1 czy P2) do inicjowania transkrypcji i produkcji
biatek prekursorowych. Zachecito to do zbadania ekspresji tkankowej czynni-
ka transkrypcyjnego SP1, ktéry przytacza sie do miejsc regulatorowych w P1.
Wryniki surowiczych stezen rodziny IGE, immunocytochemicznego wykrywa-
nia biatek oraz ekspresji genu IGF-1 na poziomie mRNA odniesiono do zmian
histopatologicznych oraz wybranych danych klinicznych pacjentéw z przewle-
klym WZW typu C.

Badania przeprowadzono Iacznie u 150 chorych z przewleklym zakazeniem
HCYV, z ktérych dodatkowo wyodrebniono 3 podgrupy pacjentéw: A, B i C oraz
w dwdch grupach kontrolnych: negatywnej (surowiczej, n = 30 i tkankowej,
n = 16) i pozytywnej (archiwalny material tkankowy oraz panel tkanek z HCC
skrojony na szkietkach podstawowych, n = 61).

U wszystkich HCV+ pacjentéw wykonano badania biochemiczne i metodg ELI-
SA (IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-6 i IGF-1R) oraz badania histopatologiczne. Dodatko-
wo w podgrupie A i B wykonano badania immunocytochemiczne (technika ABC-
ImmunoMax), a badania molekularne (real-time RT-PCR) w materiale tkankowym
bioptatu watroby w podgrupie A. Nowoscig w tej pracy jest badanie surowiczych
stezenn IGFBP-6 i IGF-1R, okreslenie surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3, a tak-
ze uwzglednienie w analizie statystycznej standaryzacji stezenia IGF-1 wzgledem
wieku u pacjentdéw z przewleklym zakazeniem HCV. Do oceny morfometrycznej
biatek z rodziny IGF (IGF-1, IGF-1R oraz IGFBP-3) oraz bialek wirusowych (C
i NS5A) zastosowano nowoczesng metode wizualizacji przestrzennej, pozwalajacej
na dokfadng i powtarzalng ilosciowq ocene ekspresji badanych biatek.

Badania wykazaly obnizone wartoséci surowiczych stezen IGF-1 w calej
grupie (i we wszystkich podgrupach) pacjentéw przewlekle zakazonych HCV
w porownaniu z kontrolg. Znamiennie nizsze stezenia IGFBP-3 w stosunku do
kontroli zanotowano tylko w podgrupach B i C. U wszystkich HCV+ chorych



stwierdzono nizsza warto$¢ surowiczego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 w poréw-
naniu z kontrola, za$ stezenia IGFBP-6 i IGF-1R byly podobne w obu grupach.
W calej badanej grupie i/lub w podgrupach obserwowano istotne réznice
w stezeniach sktadnikéw rodziny IGF w zaleznosci od pici pacjenta (stezenie
IGF-1 wyzsze u kobiet niz u mezczyzn; stezenie IGFBP-6 wyzsze u mezczyzn
niz u kobiet).

Komorkowa ekspresje IGF-1 obserwowano u 98% HCV+ pacjentéw i doty-
czyla ona przede wszystkim cytoplazmy hepatocytéw oraz cholangiocytéw. Zna-
miennie wyzszg ekspresje IGF-1 wykazano w kontroli tkankowej w poréwnaniu
zaréwno z WZW typu C (p < 0,05), jak i HCC (p na granicy istotnosci). Ekspresje
IGF-1R wykazano u wszystkich pacjentow z WZW typu C. Obserwowano mie-
szany wzor ekspresji (cytoplazma, blony i pojedyncze jadra komdrkowe). Pod
wzgledem ilosciowym nie udalo si¢ wykaza¢ istotnych réznic w ekspresji IGF-1R
pomiedzy grupami. Bialko IGFBP-3 wykazano u 97% pacjentow HCV+, gtow-
nie w komorkach zatok watrobowych oraz w cytoplazmie hepatocytéw. Jedy-
nie w HCC obserwowano dodatkowo jadrowy wzor ekspresji IGFBP-3. Istotnie
wieksza ekspresje IGFBP-3 wykazano w watrobie pacjentéw HCV+ w stosunku
do kontroli oraz HCC. U pacjentéw HCV+ watrobowy wskaznik IGF-1/IGFBP-3
byt istotnie nizszy w poréwnaniu z HCC, a zblizony do kontroli.

Wisrod pacjentdw z przewleklym WZW typu C tylko stezenie IGF-1 zmniej-
szalo si¢ wraz ze wzrostem aktywnosci zapalnej (grading, G) i zaawansowaniem
wildknienia (staging, S). U wszystkich chorych HCV+ stwierdzono negatywne
korelacje IGF-1 z wiekiem chorych oraz BMI. W calej badanej grupie obnizeniu
stezenia IGF-1 towarzyszyl wzrost stluszczenia watroby, stezenia AFP, aktywno-
$ci enzymow watrobowych (ALT, AST i GGTP), stezenia gamma globulin i HO-
MA-IR oraz obnizenie liczby plytek krwi i stezenia albumin. Po standaryzacji
stezenia IGF-1 wzgledem wieku, utrzymano na poziomie istotnosci wigkszo$¢
wykazanych zaleznosci, w tym stezenie IGF-1 bylo réwniez istotnie nizsze u pa-
cjentdéw z marskoscig watroby (S4) niz u pozostatych (S1, S2 1 S3).

Stezenie IGF-1R réwniez zmniejszalo si¢ wraz z wiekiem w calej badanej grupie,
jednak wspoétczynnik korelacji (r = -0,222; p < 0,05) byt bardzo niski. U pacjentow
diugotrwale zakazonych HCV (podgrupa B) notowano wysoka istotng pozytywna
korelacje pomiedzy stezeniem IGF-1R i stezeniem albumin. Dla stezenia IGFBP-3
zanotowano jedyng istotng (i to negatywna) korelacje ze stezeniem bialka catko-
witego. W calej badanej grupie (oraz w podgrupach) szczegolnie wysokie wspot-
czynniki negatywnych korelacji uzyskano pomigdzy surowiczym wskaznikiem
IGF-1/IGFBP-3 oraz: wiekiem pacjenta, BMI, stezeniem AFP, aktywnoscia enzy-
moéw watrobowych (ALT, AST, GGTP), grading i staging. Stezenie IGFBP-6 bylo
pozytywnie skorelowane z wiekiem pacjenta, ale wylacznie u pacjentéw z dlugo-
trwatym zakazeniem HCV (podgrupa B). Inne korelacje (z BMI, stezeniem biatka
catkowitego, estradiolu, z grading), cho¢ statystycznie istotne, nie mialy duzej sity
oddzialywania (niskie wspotczynniki korelacji). Nie stwierdzono istotnych wza-
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jemnych korelacji pomiedzy surowiczymi stezeniami IGF-1 a pozostatymi biatka-
mi osi IGF (IGF-1R, IGFBP-3 i IGFBP-6) u pacjentéw z WZW typu C.

Watrobowa ekspresja IGF-1 u chorych z dlugotrwalym zakazeniem HCV
(podgrupa B) cechowatla sie¢ wysoka negatywna korelacja z aktywnosciag ALT
i AST oraz stezeniem AFP. Stabg negatywna korelacje (r = -0,360) pomiedzy eks-
presja IGF-1 i fadunkiem wirusa (HCV-RNA) wykazano tylko w podgrupie A.
Nie uzyskano istotnych statystycznie korelacji migdzy ekspresja IGF-1 i tkanko-
wa ekspresjg IGF-1R. Wzrostowi ekspresji tkankowej IGF-1R (podgrupa A) to-
warzyszylo zwigkszenie poziomu glukozy we krwi. Zaréwno ekspresja watrobo-
wa IGFBP-3, jak i warto$¢ watrobowego wskaznika IGF-1/IGFBP-3 korelowata
z BMI pacjentéw z podgrupy A.

Analiza tkankowej ekspresji biatek HCV ujawnila ilosciowo najwiecej biatka
NS3, kolejno biatka C i NS5A. Odnotowano istotne korelacje pomigdzy ekspresja
biatka rdzeniowego C i danymi klinicznymi, m.in. pozytywna z fadunkiem wi-
rusa HCV, a wysoka negatywna z zaawansowaniem wldknienia w watrobie (sta-
ging) (podgrupa A). Ekspresja biatka NS3, procz zaleznosci od staging, istotnie
korelowala takze z grading. Rowniez ekspresja biatka NS5A korelowata istotnie
z danymi klinicznymi (stezenie bialka catkowitego, glukozy, sttuszczenie watro-
by), jednak zaleznosci te byly dos¢ stabe.

W badanym materiale tkankowym pacjentéw z podgrupy A oraz kontroli
tkankowej zidentyfikowane zostaly wszystkie mozliwe izoformy mRNA IGF-1,
uwzgledniajac zaréwno alternatywne egzony 1 i 2 (w zaleznosci od uzytego
promotora P1 lub P2), jak i alternatywne izoformy splicingowe: IGF-1A, IGF-
-1B i IGF-1C. W grupie badanej i kontroli przewazal udziat transkryptéw klasy
I (mRNA P1). Nie stwierdzono istotnych réznic dla procentowego udziatu P1
i P2 pomiedzy grupg badang i kontrolg. W calym badanym materiale odsetkowo
dominowala ekspresja izoformy splicingowej A, za$ ekspresje izoform mRNA B
i C stanowily niski odsetek. Procentowy udzial ekspresji izoformy IGF-1A byl
istotnie wyzszy, za$ izoformy B nizszy u chorych zakazonych HCV w stosunku
do kontroli. Szczegélowa analiza wzglednej ekspresji kazdej z izoform mRNA
IGF-1 (znormalizowana wzgledem genéw referencyjnych) wykazala istotnie
wyzsza ekspresje izoform mRNA IGF-1A i IGF-1C, transkryptu klasy I (P1) oraz
sumarycznego mRNA IGF-1 w grupie pacjentéw zakazonych HCV w stosunku
do kontroli. Bardzo wysokie pozytywne korelacje stwierdzono pomiedzy wza-
jemna ekspresja izoform transkryptow IGF-1 (P1, P2, A, B i C) w badanej grupie
pacjentéw z zakazeniem HCV i watrobie kontroli. Ekspresja wszystkich izoform
mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C) oraz obu klas transkryptéow I (P1) i II
(P2) byta wprost proporcjonalna do surowiczego stezenia IGF-1 u pacjentow
z zakazeniem HCV.

W watrobie z bardziej nasilonymi zmianami zapalnymi (G2) wykazano ob-
nizenie ekspresji wszystkich rodzajow transkryptéw IGF-1 w poréwnaniu z G1,
z wyjatkiem mRNA izoformy IGF-1C.



Ekspresja mRNA receptora IGF-1R w zakazeniu HCV byla znamiennie niz-
sza w stosunku do kontroli. Istotnie wyzsza ekspresja mRNA receptora dotyczylta
chorych z bardziej nasilong aktywnoscia zapalng (G2) w poréwnaniu z G1. Ana-
liza ekspresji mRNA czynnika SP1 wykazala obnizenie tej ekspresji u chorych
przewlekle zakazonych HCV w stosunku do kontroli, ale bez réznic w zaleznosci
od danych kliniczno-histopatologicznych.

U pacjentéw HCV+ ekspresja sumarycznego mRNA IGF-1 oraz wszystkich
izoform silnie negatywnie korelowala z wiekiem pacjenta oraz wartoscig BMI,
stluszczeniem watroby, aktywnoscig ALT i AST. Ekspresja izoform IGF-1A, IGF-
-1B, P1 i P2 dodatkowo wysoko negatywnie korelowala z grading, a dos¢ stabo ze
staging (wylacznie transkrypt P2). Istotne statystycznie, cho¢ dos¢ stabe korelacje
dotyczyty takze fadunku wirusa HCV z ekspresja mRNA IGF-1A, P1 oraz calko-
witego mRNA IGF-1. Pozytywne korelacje z fadunkiem wirusa HCV oraz grading
wykazano rowniez w przypadku ekspresji mRNA IGF-1R. W calej badanej grupie
z przewleklym zakazeniem HCV wykazano istotng wprost proporcjonalng zalez-
no$¢ pomiedzy surowiczym stezeniem IGF-1 a watrobowa produkcja wszystkich
postaci izoform mRNA IGF-1. Natomiast w przypadku ekspresji mRNA IGF-1R
i mRNA SP1 wykazano przeciwne zaleznosci — nizsze stezenie IGF-1 w surowicy
krwi pacjentéw z WZW typu C wspdlistniato z wigksza ekspresja tych transkryp-
tow. Ekspresja mRNA SP1 byla wysoko negatywnie skorelowana ze wszystkimi
izoformami IGF-1 (w tym z mRNA obu promotoréw P1 i P2), za§ wysoko pozy-
tywnie z ekspresja mRNA IGF-1R.

Na podstawie wynikow pracy sformutowano nastepujace wnioski: (1) Surowi-
cze stezenie IGF-1 moze stuzy¢ jako marker stosowany w codziennej praktyce le-
karskiej pozwalajacy na pelniejsza ocene stopnia uszkodzenia watroby u chorych
zakazonych HCV; (2) Surowiczy wskaznik IGF-1/IGFBP-3 jest dokladniejszym
niz stezenie IGF-1 parametrem oceny progresji zmian histologicznych w watro-
bie. Ze wzgledu na wysoka korelacje surowiczego wskaznika z tadunkiem wi-
rusa HCV i zaawansowaniem wldknienia w watrobie (staging), wartos¢ IGF-1/
IGFBP-3 moze stuzy¢ jako dodatkowy czynnik prognostyczny przed planowa-
nym leczeniem przeciwwirusowym; (3) Wytwarzanie wszystkich izoform mRNA
IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C, P1 i P2) w watrobie pacjentéw z zakazeniem
HCV i réznice w ilo$ciowej ekspresji niektorych wariantéw transkryptéw w po-
réwnaniu z kontrolg sugeruja wptyw HCV na zmiane profilu splicingowego genu
IGF-1; (4) Ze wzrostem aktywnosci zapalnej (grading) w watrobie pacjentow
z przewleklym zakazeniem HCV laczy sie zmniejszenie produkcji transkryp-
tow IGF-1, zmiana profilu splicingowego IGF-1 oraz obnizenie surowiczego ste-
zenia IGF-1; (5) Catos¢ wynikéw pozwala na przedstawienie sekwencji zmian
zwigzanych z systemem IGF w watrobie pacjentéw z przewleklym zakazeniem
HCV. Wraz z histologiczng progresja zmian w watrobie (wickszy grading, staging,
sttuszczenie) obniza si¢ produkcja mRNA izoform i mRNA catkowitego IGF-1,
zmniejsza si¢ stezenie IGF-1 w surowicy, a zwigksza si¢ produkcja mRNA recep-
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tora typu I IGF-1 (IGF-1R). Z tymi zjawiskami koreluje wzrost ekspresji mRNA
czynnika transkrypcyjnego SP1, ktdry najsilniej zwigzany jest z ekspresja mRNA
IGF-1R u badanych chorych; (6) Wzrost ekspresji mRNA receptora typu I IGF-1
(IGF-1R) wraz ze stopniem uszkodzenia watroby, negatywnie skorelowany ze ste-
zeniem IGF-1 oraz poziomem ekspresji niektorych izoform mRNA, moze mie¢
implikacje terapeutyczne.



8. Summary

Infection with hepatitis C virus (HCV) affects about 2.35% of the world popu-
lation and in Poland about 1.9% inhabitants. Most frequently it leads to chronic
hepatitis with usually asymptomatic course. In a proportion of the patients the
infection leads to development of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC). Absence of protective vaccinations, still ineffective anti-viral therapies,
difficulties in achieving stable eradication of the virus cause that HCV infection
represents a serious health problem. Epidemiological studies indicate that HCC
develops both in patients with liver cirrhosis induced by HCV and in patients
with no signs of liver cirrhosis. Chronic HCV infection represents the principal
risk factor for development of HCC. Involvement of HCV genome products in
hepatic oncogenesis and of C, NS3 and NS5A proteins in particular has been
well documented even if the detailed mechanisms of interaction between HCV
and transcription factors on the molecular level remain to provide topic of stu-
dies. Hepatocyte proliferation, differentiation and apoptosis are affected also by
growth factors produced in liver, i.a. insulin-like growth factors- 1 and -2 (IGF-1
and IGF-2) and their family including also binding proteins (IGFBP-1-6) and
receptors (IGF-1R, IGF-2R, IR and hybrid receptors, IGF-1R/IR). Most of bio-
logical effects manifested by both IGFs develop due to interaction through the
receptor type 1 (IGF-1R), the typical receptor with properties of tyrosine kinase.
On the molecular level, roles of both IGFs and of IGF-1R were documented in
promotion of growth and neoplastic transformation in many organs, including
liver. Clinical studies in chronic liver diseases examined until now serum con-
centrations of IGFs but respective results are discordant. Also, few studies were
devoted to direct interactions between HCV proteins and IGF axis.

Human IGF-1 gene consists of 6 exons and undergoes an alternate splicing.
This results in 6 IGF-1 mRNA isoforms, i.e. 1A, 1B, 1C, 2A, 2B and 2C of a tissue-
specific expression. Pioneer descriptions of IGF-1 isoform (mRNA and precursor
proteins) production pertain rat liver. Physiological role of IGF-1 isoforms in hu-
mans and other mammals has been best recognised in muscular tissue. Curren-
tly, increasingly numerous studies are related to manifestation and characteristics
of isoform produced in several malignant tumours. However, practically no such
reports have been related to expression of various transcripts (and IGF-1 precur-
sor proteins) in chronic type C hepatitis. In daily medical practice an increase
in HCC number in chronically HCV infected patients prompted search for new
markers of neoplastic transformation in the liver. The till now available methods
of screening studies fail to fully and rapidly recognise the on-going neoplastic
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process. The supplementation of our knowledge on functioning of IGF axis com-
ponents is important also from the therapeutic point of view when attempts are
undertaken of the therapy using anti-IGF-1R.

The study aimed at evaluation of serum concentrations of IGF-1, IGF-1R, the
two IGF-binding proteins (IGFBP-3 and IGFBP-6) as well as tissue expression of
the proteins (IGF-1, IGFBP-3 and IGF-1R) and of oncogenic HCV proteins (C,
NS3 and NS5A) in patients with chronic HCV infection. It seemed particularly
interesting and novel to demonstrate whether HCV infection (with products of
the viral genome) may induce alterations in local control over IGF-1 gene expres-
sion in liver expressed at the level of mRNA. Due to the poorly recognised role
of IGF-1R in progression of liver diseases, infrequent and discordant data rela-
ted to tissue expression of the receptor in liver diseases it was decided also to
examine expression of IGF-1R mRNA in livers of patients with chronic type C
hepatitis. Biochemical mechanisms of IGF-1 gene alternate splicing have been
poorly recognised, including the choice of P1 or P2 promoter for initiation of
transcription and production of precursor proteins. This prompted to examine
tissue expression of the transcription factor, SP1, which binds to controlling sites
in P1. Results involving serum concentrations of IGF family, immunocytoche-
mical detection of proteins and expression of IGF-1 gene expression at the level
of mRNA were related to histopathological lesions and selected clinical data in
patients with chronic type C hepatitis.

In total, the studies were conducted on 150 patients with chronic type C hepa-
titis. In addition three subgroups, A, B, C of the patients were distinguished and
two control groups: the negative one (serous, n = 30 and tissue, n = 16) and the
positive one (archival tissue material and a panel of HCC tissues, sectioned on
microscope slides, n = 61).

In all HCV+ patients biochemical tests were performed and tests using ELISA
technique (IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-6 and IGF-1R) and histopathological exa-
mination was performed. In addition, in subgroups A and B immunocytoche-
mical studies (ABC-Immunomax technique) and molecular studies (real-time
RT-PCR) were performed in liver biopsies of patients in the subgroup A. The
new element in the study involved examination of serum levels of IGFBP-6 and
IGF-1R, determination of the serum index of IGF-1/IGFBP-3, and taking into
account in statistical analysis of standardization of IGF-1 level according to age
in patients with chronic HCV infection. Morphometric evaluation of IGF family
proteins (IGF-1, IGF-1R and IGFBP-3) and of viral proteins (C and NS5A) em-
ployed a modern method of spatial visualization, allowing for an accurate and
reproducible evaluation of expression manifested by studied proteins.

The studies have demonstrated lowered values of serum IGF-1 concentrations
in the entire group (and in all the subgroups) of patients with chronic type C
hepatitis, as compared to the control. As compared to the control, significantly
lower concentrations of IGFBP-3 were detected only in subgroups B and C. In all



HCV+ patients values of IGF-1/IGFBP-3 serum index proved to be lower than in
the control while concentrations of IGFBP-6 and IGF-1R were similar in the two
groups. In the entire studied group and/or in subgroups significant differences
were noted in concentrations of IGF family components in relations to gender of
the patient (concentration of IGF-1 was higher in women than in men; concen-
tration of IGFBP-6 was higher in men than in women).

Cellular expression of IGF-1 was noted in 98% HCV+ patients and it was ma-
nifested first of all in cytoplasm of hepatocytes and cholangiocytes. A significan-
tly higher IGF-1 expression was detected in tissue control as compared to either
chronic hepatitis type C patients (p < 0.05), or HCC patients (p at the threshold of
significance). Expression of IGF-1R was demonstrated in all patients with chro-
nic type C hepatitis. A mixed expression pattern was observed (cytoplasm, mem-
branes and individual cell nuclei). Quantitatively, no significant differences could
be established in expression of IGF-1R in individual groups. IGFBP-3 protein
was demonstrated in 97% HCV+ patients, mainly in cells of hepatic sinusoids
and in hepatocyte cytoplasm. Only in HCC in addition a nuclear pattern of IG-
FBP-3 expression was detected. A significantly higher expression of IGFBP-3 was
demonstrated in livers of HCV+ patients, as compared to the control and HCC
patients. In HCV+ patients the hepatic index of IGF-1/IGFBP-3 was significantly
lower than in HCC patients and similar to the control.

Among patients with chronic type C hepatitis only concentration of IGF-1
was decreasing with an increase in inflammatory activity (grading, G) and with
advancement of fibrosis (staging, in all groups). In all HCV + patients IGF-1 ma-
nifested negative correlations with age of patients and BMI. In the entire studied
group a decrease in IGF-1 concentrations was accompanied by an increase in fat-
ty liver degeneration, AFP concentration, activities of liver enzymes (ALT, AST
and GGTP), in concentrations of gamma globulins and HOMA-IR, and by a de-
crease in blood platelet level and albumin concentration. Following introduction
of IGF-1 standardization according to age, most of demonstrated relationships
remained significant including the fact that IGF-1 concentration was significan-
tly lower in the group of cirrhosis (staging 4) than in remaining levels of staging
(S1, S2 and S3).

Concentration of IGF-1R also decreased in parallel to age in the entire stu-
died group but the respective correlation coefficient was very low (r = -0.222;
p < 0.05). In patients infected for a long time with HCV (subgroup B) a high, si-
gnificant positive correlation was detected between concentration of IGF-1R and
concentration of albumins. Concentration of IGFBP-3 manifested only a single
significant (negative) correlation with total protein concentration. In the entire
studied group (as well as in subgroups) particularly high coefficients of negative
correlations were found between the serum index of IGF-1/IGFBP-3 on one hand
and patient’s age, BMI, AFP concentration, activities of hepatic enzymes (ALT,
AST, GGTP), grading and staging, on the other. Concentration of IGFBP-6 ma-
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nifested positive correlation with patient’s age but only in patients with prolon-
ged HCV infection (subgroup B). The other correlations (with BMI, total protein
concentration, level of oestradiol, with grading) even if statistically significant
were far from pronounced (low correlation coeflicients). No significant recipro-
cal correlations were demonstrated between serum concentrations of IGF-1 and
the remaining IGF axis proteins (IGF-1R, IGFBP-3 and IGFBP-6) in patients
with chronic type C hepatitis.

Hepatic expression of IGF-1 in patients with long-term HCV infection (sub-
group B) manifested negative correlations with activities of ALT and AST and
with concentration of AFP. A weak negative correlation (r = -0,360) between
expression of IGF-1 and viral load (HCV-RNA) could be demonstrated only in
subgroup A. No significant correlation could be disclosed between expression of
IGF-1 and tissue expression of IGF-1R. An increase in tissue expression of IGF-
-1R (subgroup A) was accompanied by an increase in blood glucose level. Both
hepatic expression of IGFBP-3, and value of the hepatic index of IGF-1/IGFBP-3
demonstrated correlation with BMI in patients of group A.

Analysis of HCV protein expression in tissues demonstrated the highest amo-
unts of NS3 protein, followed by C protein and NS5A protein. Significant corre-
lations were detected between expression of the core protein C and clinical varia-
bles, i.a. positive correlation with HCV viral load, and a high negative correlation
with advancement of hepatic fibrosis (staging) (subgroup A). Expression of NS3
protein apart from the relationship with staging, manifested also a correlation
with grading. Also the expression of NS5A protein showed significant correla-
tions with clinical variables (total protein concentration, glucose concentration,
steatosis) but the relationships were far from pronounced ones.

In the examined tissue material of subgroup A patients and in tissue con-
trols all the possible isoforms of IGF-1 mRNA were identified, including both
the alternate exons 1 and 2 (depending on the used promoter P1 or P2), and the
alternative splicing forms: IGF-1A, IGF-1B and IGF-1C. In the studied group and
in the control class I transcripts (nRNA P1) prevailed. No significant differences
were disclosed for the proportion of P1 and P2 involvement in the studied and the
control group. In the entire studied material % expression of the splicing isoform
A prevailed while expressions of mRNA B and C isoforms were much lower. Per-
centage expression of the IGF-1A isoform was significantly higher while that of
isoform B was lower in patients infected with HCV than in the control. A detailed
analysis of relative expression manifested by every IGF-1 mRNA isoform (stan-
dardized against reference genes) demonstrated a significantly higher expression
of IGF-1A and IGF-1C mRNA isoforms, transcript class I (P1) isoforms and a to-
tal IGF-1 mRNA in the group of patients infected with HCV as compared to
the control. The very high positive correlations were detected between reciprocal
expression of IGF-1 transcript isoforms (P1, P2, A, B and C) in the studied group
of patients with HCV infection and in livers of control individuals.



Expression of all isoforms mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C) and both
class of transcripts I (P1) and II (P2) was directly correlated with serum IGF-1
level in patients with chronic HCV infection.

Livers with the most pronounced inflammatory lesions (G2) demonstrated
a lowered expression of all IGF-1 transcripts as compared to G1, with the excep-
tion of IGF-1C mRNA isoform.

Expression of IGF-1R receptor mRNA in HCV infection was significantly lo-
wer than in the control. The significantly higher expression of receptor mRNA
was detected in patients with a more intense inflammatory activity (G2) as com-
pared to G1. Analysis of mRNA expression for SP1 factor (a controller of P1 and
P2 activities) demonstrated its lowered level in patients chronically infected with
HCV as compared to the control, with no differences which would reflect clinical
and histopathological data.

In HCV+ patients expression of the entire IGF-1 and all its isoforms mRNAs
manifested a pronounced negative correlation with patient’s age, BMI value, ste-
atosis, ALT and AST activities. In addition, expression of IGF-1A, IGF-1B, P1
and P2 isoforms manifested a highly negative correlation with grading, a relati-
vely weak correlation with staging (exclusively transcript P2). Statistically signifi-
cant but relatively weak correlations linked HCV viral load with IGF-1A mRNA
expression, P1 mRNA expression and total IGF-1 mRNA expression. Positive
correlations with HCV viral load and with grading were demonstrated also in
the case of IGF-1R mRNA expression. In the entire group with chronic HCV in-
fection a significant direct relationship was disclosed between serum concentra-
tion of IGF-1 and hepatic production of all IGF-1 mRNA isoforms. On the other
hand, in the case of IGF-1R mRNA and SP1 mRNA expressions inverse relation-
ships were documented: the lower concentration of IGF-1 in serum of chronic
hepatitis type C patients coexisted with higher expression of the transcripts.

Expression of SP1 mRNA showed a highly negative correlation with all IGF-1
isoforms (including mRNA for both promoters, P1 and P2) and a highly positive
correlation with expression of IGF-1R mRNA.

The following conclusions were delineated: (1) Serum concentration of IGF-1
may be applied as the marker used in everyday medical practice and allowing to
more comprehensive appraise the extent of liver damage in HCV infected pa-
tients; (2) Serum IGF-1/IGFBP-3 index represents a more accurate than IGF-1
parameter for evaluation of progress of histopathological alterations in liver. Due
to the high correlation between the serum index and HCV load and advance-
ments of fibrosis in liver (staging), value of IGF-1/IGFBP-3 may be used as an
additional prognostic index before planned anti-viral treatment; (3) Production
of all IGF-1 mRNA isoforms (IGF-1A, IGF-1B, IGF-1C, P1 and P2) in livers of
HCV infected patients and differences in quantitative expression of some trans-
cript variants as compared to the control suggests effect of HCV resulting in an
altered splicing profile of IGF-1 gene; (4) Increase in inflammatory activity (gra-
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ding) in livers of patients with chronic HCV infection is linked to a decreased
production of IGF-1 transcripts, altered splicing profile of IGF-1 and a decrease
in serum concentration of IGF-1; (5) All the results allow to present the sequence
of IGF system-linked lesions in livers of the patients with chronic HCV infection.
The histological progression of hepatic lesions (higher grading, staging, more
pronounced fatty liver degeneration), is accompanied by a decrease in produc-
tion of mRNA isoforms and mRNA for the total IGF-1, by a decrease in serum
IGF-1 concentration and an increase in production of mRNA for the type I IGF-1
receptor (IGF-1R). The phenomena correlate with an increase in expression of
mRNA for the SP1 transcription factor, most strongly linked to expression of
mRNA for IGF-1R in studied patients; (6) Increased expression of mRNA for the
type I IGF-1 receptor (IGF-1R) in parallel to degree of liver damage, negatively
correlated with IGF-1 concentration and with expression levels of some mRNA
isoforms, may carry therapeutic implications.



10.

11.

12.

13.

. Pismiennictwo

Abbas A, Grant PJ, Kearney MT. Role of IGF-1 in glucose regulation and cardiova-
scular disease. Expert Rev Cardivasc Ther. 2008;6:1135-1149.

Adamek A, Kasprzak A, Seraszek A, Miko$ H, Bura A, Mozer-Lisewska I. Altera-
tions of insulin-like growth factor I (IGF-I) and estradiol serum levels in chronic
hepatitis C. Wspolczesna Onkol. 2012;16:234-239.

Adamo ML. Regulation of insulin-like growth factor I gene expression. Implications
for normal and pathological growth. Diabetes Rev. 1995;3:2-27.

Adamo ML, Ben-Hur H, Roberts CT Jr, LeRoith D. Regulation of start site usage in
the leader exons of the rat insulin-like growth factor-I gene by development, fasting,
and diabetes. Mol Endocrinol. 1991;5:1677-1686.

Afdhal NH. The natural history of hepatitis C. Semin Liver Dis. 2004;24:3-8.
Agurs-Collins T, Adams-Campbell LL, Kim KS, Cullen KJ. Insulin-like growth fac-
tor-I and breast cancer risk in postmenopausal African-American women. Cancer
Detect Prev. 2000;24:199-206.

Ahmad W, Shabbiri K, Jjaz B, Asad S, Nazar N, Nazar S, Fouzia K, Kausar H, Gull
S, Sawar MT, Shahid I, Hassan S. Serine 204 phosphorylation and O-3-GIctNAC
interplay of IGFBP-6 as therapeutic indicator to regulate IGF-II functions in viral
mediated hepatocellular carcinoma. J Virol. 2011;8:208-216.

Aimaretti G, Boschetti M, Corneli G, Gasco V, Valle D, Borsotti M, Rossi A, Barreca
A, Fazzuoli L, Ferone D, Ghig E, Minuto F. Normal age-dependent values of serum
insulin growth factor-I: results from a healthy Italian population. ] Endocrinol In-
vest. 2008;31:445-449.

Aleem E, Elshayeb A, Elhabachi N, Mansour AR, Gowily A, Hela A. Serum IGFBP-3
is more effective predictor than IGF-1 and IGF-2 for the development of hepatocellu-
lar carcinoma in patients with chronic HCV infection. Oncol Lett. 2012;3:704-712.
Alexia C, Fallot G, Lasfer M, Schweizer-Groyer G, Groyer A. An evaluation of the
role of insulin-like growth factors (IGF) and of type-I IGF receptor signalling in he-
patocarcinogenesis and in the resistance of hepatocellular cells againts drug-induced
apoptosis. Biochem Pharmacol. 2004;86:1003-1015.

Ali O, Cohen P, Lee KW. Epidemiology and biology of insulin-like growth fac-
tor binding protein-3 (IGFBP-3) as an anti-cancer molecule. Horm Metab Res.
2003;35:726-733.

Alter H.J, Seeft L.B. Recovery, persistence, and sequelae in hepatitis C virus infec-
tion: a perspective on long-term outcome. Semin Liver Dis. 2000;20:17-35.

Alvaro D, Barbaro B, Franchitto A, Onori P, Glaser SS, Alpini G, Francis H, Marucci
L, Sterpetti P, Ginanni-Corradini S, Muda AO, Dostal DE, De Santis A, Attili AE,

159



160

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Benedetti A, Gaudio E. Estrogens and insulin-like growth factor-1 modulate neo-
plastic cell growth in human cholangiocarcinoma. Am J Pathol. 2006;169:877-888.

Akuta N, Suzuki F, Hirakawa M, Kawamura Y, Yatsuji H, Sezaki H, Suzuki Y, Hosaka
T, Kobayashi M, Kobayashi M, Saitoh S, Arase Y, Ikeda K, Kumada H. Amino acid
substitutions in hepatitis C virus core region of genotype 1b are the important pre-
dictor of severe insulin resistance in patients without cirrhosis and diabetes mellitus.
J Med Virol. 2009;81:1032-1039.

Amanzada A, Goralczyk AD, Schneider S, Moriconi F, Lindhorst A, Mihm S, Van
Thiel DH, Ramadori G. High predictability of a sustained virological response (87%)
in chronic hepatitis C virus genotype 1 infection treatment by combined IL28B
genotype analysis and y-glutamyltransferase/alanine aminotransferase ratio: a ret-
rospective single-center study. Digestion. 2012;86:218-227.

Andreassen M, Nielsen K, Raymond I, Kristensen L, Faber ]. Characteristics and
reference ranges of insulin-like growth factor-I measured with a commercially
avaible immunoassay in 724 healthy adult Caucasians. Scand J Clin Lab Invest.
2009;69:880-885.

Aoki H, Hayashi J, Moriyama M, Arkawa Y, Hino O. Hepatitis C virus core pro-
tein interacts with 14-3-3 protein and activates the kinase Raf-1. J Virol. 2000;74:
1736-1741.

Arany E, Afford S, Strain AJ, Winwood PJ, Arthur MJ, Hill DJ. Differential cellular
synthesis of insulin-like growth factor binding protein-1 (IGFBP-1) and IGFBP-3
within human liver. J Clin Endocrinol Metabol. 1994;79:1871-1876.

Arcaro A. Targeting the insulin-like growth factor-1 receptor in human cancer. Front
Pharmacol. 2013;4:30. doi: 10.3389/fphar.2013.00030.

Armakolas A, Philippou A, Panteleakou Z, Nezos A, Sourla A, Petraki C, Koutsilieris
M. Preferential expression of IGF-IEc (MGF) transcript in cancerous tissues of hu-
man prostate: evidence for a novel and autonomous growth factor activity of MGF E
peptide in human prostate cancer cells. Prostate. 2010;70:1233-1242.

Aytug S, Reich D, Sapiro LE, Bernstein D, Begum N. Impaired IRS-1/PI3-kinase
signaling in patients with HCV: A mechanism for increased prevalence of type 2
diabetes. Hepatology. 2003;38:1384-1392.

Bartenschlager R, Lohman V. Replication of hepatitis C virus. ] Gen Virol.
2000;81:1631-1648.

Barton ER. The ABCs of IGF-I isoforms: impact on muscle hypertrophy and impli-
cations for repair. Appl Physiol Nutr Metab. 2006;31:791-797.

Barton ER, DeMeo ], Lei H. The insulin-like growth factor (IGF)-I E peptides are
required for isoform-specific gene expression and muscle hypertrophy after local
IGF-I production. ] Appl Physiol. 2010;108:1069-1076.

Bartosch B, Thimme R, Blum HE, Zoulim E Hepatitis C virus-induced hepatocar-
cinogenesis. ] Hepatol. 2009;51:810-820.

Baserga R. The insulin-like growth factor I receptor: a key to tumor growth? Cancer
Res. 1995;55:249-255.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

Baserga R, Peruzzi F, Reiss K. The IGF-1 receptor in cancer biology. Int ] Cancer.
2003;107:873-877.

Bataller R, Paik YH, Lindquist JN, Lemasters JJ, Brenner DA. Hepatitis C virus core
and nonstructural proteins induce fibrogenic effects in hepatic stellate cells. Gastro-
enterology. 2004;126:246-258.

Baxter RC. Insulin-like growth factor (IGF)-binding proteins: interactions with IGFs
and intrinsic bioactivities. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2000;278:E967-E976.
Bedossa P, Poynard T. An algorithm for the grading of activity in chronic hepatitis C.
The METAVIR Cooperative Study Group. Hepatology. 1996;24:289-93.

Belfiore A, Frasca F, Pandini G, Sciacca L, Vigneri R. Insulin receptor isoforms and
insulin receptor/insulin-like growth factor receptor hybrids in physiology and dis-
ease. Endocrine Rev. 2009;30:586-63.

Bichell DP, Kikuchi K, Rotweien P. Growth hormone rapidly activates insulin-like
growth factor I gene transcription in vivo. Mol Endocrinol. 1992;6:1899-1908.
Bielawski K, Wlasiuk M, Truskolawska M, Falkiewicz B. HCV infection in Poland.
Arch Med Res. 2000;31:532-535.

Blakesley VA, Stannard BS, Kalebic T, Helman L], LeRoith D. Role of the IGF-I re-
ceptor in mutagenesis and tumor promotion. ] Endocrinol. 1997;152:339-344.
Blum WE, Albertsson-Wikland K, Rosberg S, Ranke MB. Serum levels of insulin-
like growth factor I (IGF-I) and IGF binding protein 3 reflect spontaneous growth
hormone secretion. J Clin Endocrinol Metab. 1993;76:1610-1616.

Boisclair YR, Seto D, Hsieh S, Hurst KR, Ooi GT. Organization and chromosomal
localization of the gene encoding the mouse acid labile subunit of the insulin-like
growth factor binding complex. Proc Natl Acad Sci USA. 1996;93:10028-10033.
Borowski P, Oehlmann K, Heiland M, Laufs R. Nonstructural protein 3 of hepatitis
C virus block the distribution of the free catalytic subunit of cyclic AMP-depandent
protein kinase. ] Virol. 1997;71:2838-2843.

Brabant G, von zur Muhlen A, Wurster Ch, Ranke M, Kratzsch J, Kiess W, Ketelsle-
gers JM, Wilhelmsen L, Hulthen L, Saller B, Mattsson A, Wilde J, Schemer R, Kann
P. Serum Insulin-like Growth factor I reference values for an automated chemi-
luminescence immunoassay system: results from a multicenter study. Horm Res.
2003;60:53-60.

Brabant G, Wallaschofski H. Normal levels of serum IGE-I: determinants and valid-
ity of current reference ranges. Pituitary. 2007;10:129-133.

Breuhahn K. Molecular mechanisms of progression in human hepatocarcinogen-
esis. Pathologe. 2010;Suppl 2:170-176.

Brokaw J, Katsaros D, Wiley A, Lu L, Su D, Sochirca O, de la Longrais IA, Mayne
S, Risch H, Yu H. IGF-I in epithelial ovarian cancer and its role in disease. Growth
Factors. 2007;25:346-354.

Bura M, Kowala-Piaskowska A, Adamek A, Bura A, Czajka A, Hryckiewicz K,
Bereszynskal, Mozer-LisewskaI. Results of antiviral treatment of patients with chronié
hepatitis C: exprerience of Poznan centre. Postepy Hig Med Dosw. 2012;66:339-347.

161



162

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Butt AJ, Firth SM, King MA, Baxter RC. Insulin-like growth factor-binding pro-
tein-3 modulates expression of Bax and Bcl-2 and potentiates p-53-independent
radiation-induced apoptosis in human breast cancer cells. ] Biol Chem. 2000;275:
39174-39181.

Cariani E, Lasserre C, Seurin D, Hamelin B, Kemeny F, Franco D, Czech MP, Bre-
chot C. Differential expression of insulin-like growth factor Il mRNA in human pri-
mary liver cancers, benign liver tumors, and liver cirrhosis. Cancer Res. 1988;48:
6844-6849.

Caro JE Poulos J, Ittoop O, Pories W], Flickinger EG, Sinha MK. Insulin-like growth
factor binding in hepatocytes from human liver, human hepatoma, and normal, re-
generating, and fetal rat liver. ] Clin Invest. 1988;81:976-981.

Chan JM, Stampfer MJ, Ma J, Gann P, Gaziano JM, Pollak M, Giovanucci E. Insulin-
like growth factor-I (IGF-I) and IGF binding protein-3 as predictors of advanced-
stage prostate cancer. ] Natl Cancer Inst. 2002;94:1099-1106.

Chen B, Liu S, Xu W, Wang X, Zhao W, Wu J. IGF-I and IGFBP-3 and the risk of lung
cancer: A meta-analysis based on nested case-control studies. ] Exp Clin Cancer Res.
2009,28:89. d0i:10.1186/1756-9966-28-89.

Chen M]J, Chiou PP, Lin P, Lin CM, Siri S, Peck K, Chen TT. Suppression of growth
and cancer-induced angiogenesis of aggressive human breast cancer cells (MDA-
MB-231) on the chorioallantoic membrane of developing chicken embryos by
E-peptide of pro-IGF-I. ] Cell Biochem. 2007;101:1316-1327.

Chen SL, Morgan TR. The natural history of hepatitis C virus (HCV) infection. Int
J Med Sci. 2006;3:47-52.

Chew SL, Lavender P, Clark AJ, Ross R]. An alternatively spliced human insulin-like
growth factor-1 transcript with hepatic tissue expression that diverts away from mi-
togenic IBE1 peptide. Endocrinology. 1995;136:1939-1944.

Chin E, Zhou J, Dai ], Baxter RC, Bondy CA. Cellular localization and regulation of
gene expression for components of the insulin-like growth factor ternary binding
protein complex. Endocrinology. 1994;134:2498-2504.

Chong KY, Subramanian A, Mokbel K, Sharma AK. The prognostic significance of
the insulin-like growth factor-1 ligand and receptor expression in breast cancer tis-
sue. ] Surg Oncol. 2011;104:228-235.

Chong YM, Colston K, Jiang WG, Sharma AK, Mikbel K. The relationship between
the insulin-like growth factor-1 system and the oestrogen metabolising enzymes in
breast cancer tissue and its adjacent non-cancerous tissue. Breast Cancer Res Treat.
2006;99:275-288.

Choo QL, Kuo G, Weiner AJ, Oberby LR, Bradley SW, Houghton M. Isolation of
a cDNA clone derived from a blood-borne nonA, nonB viral hepatitis genome. Sci-
ence. 1989;244:362-364.

Cicinnati VR, Shen Q, Sotiropoulos GC, Radtke A, Gerken G, Beckebaum S. Valida-
tion of putative reference genes for gene expression studies in human hepatocellular
carcinoma using real-time quantitative RT-PCR. BMC Cancer. 2008;8:350.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Clemmons DR. Insulin-like growth factor binding proteins and their role in control-
ling IGF actions. Cytokin Growth Factor Rev. 1997;8:45-62.

Clemmons DR. Role of insulin-like growth factor in maintaining normal glucose
homeostasis. Horm Res. 2004;62:77-82.

Cohen P. Serum insulin-like growth factor-I levels and prostate cancer-risk-in-
terpreting the evidence. ] Natl Cancer Inst. 1998;90:876-879.

Cohen P, Clemmons DR, Rosenfeld RG. Does the GH-IGF axis play a role in cancer
pathogenesis? Growth Horm&IGF Research. 2000;10:297-305.

Colakoglu O, Taskiran B, Colakoglu G, Kizildag S, Ari Ozkan E Unsal B. Serum
insulin like growth factor-1 (IGF-1) and insulin growth factor binding protein-3
(IGFBP-3) levels in liver cirrhosis. Turk ] Gastroenterol. 2007;18:245-249.

Colin C, Lanoir D, Touzet S, Meyaud-Kraemer L, Bailly E, Trepo C. Sensitivity and
specificity of third-generation hepatitis C virus antibody detection assays: an analy-
sis of the literature. ] Viral Hepat. 2001;8:87-95.

Cornberg M, Razavi HA, Alberti A, Bernasconi E, Buti M, Cooper C, Dalgard O,
Dillion JE Flisiak R, Forns X, Frankova S, Goldis A, Goulis J, Halota W, Hunyady
B, Lagging M, Largen A, Makara M, Manolakopoulos S, Marcellin P, Marinho RT,
Pol S, Poynard T, Puoti M, Sagalova O, Sibbel S, Simon K, Wallace C, Young K,
Yurdaydin C, Zuckerman E, Negro F, Zeuzem S. A systematic review of hepatitis
C virus epidemiology in Europe, Canada and Israel. Liver International. 2011;31
(suppl. 2):30-60.

Cox ME, Gleave ME, Zakikhani M, Bell RH, Piura E, Vickers E, Cunnigham M,
Larsson O, Fazli L, Pollak M. Insulin receptor expression by human prostate cancer.
Prostate. 2009;69:33-40.

Daughaday WH. Growth hormone axis overview — somatomedin hypothesis. Pe-
diatr Nephrol. 2000;14:537-540.

Daughaday WH, Rotwein P. Insulin-like growth factors I and II pepide, messenger
ribonucleic acid and gene structures, serum and tissue concentrations. Endocr Rev.
1989;10:68-91.

Dehghani SM, Karamifar H, Hamzavi SS, Haghighat M, Malek-Hosseini SA. Serum
insulinlike growth factor-1 and its binding protein-3 levels in children with cirrhosis
waiting for liver transplant. Exp Clin Transplant. 2012;10:252-257.
Desbois-Mouthon C, Wendum D, Cadoret A, Rey C, Leneuve P, Blaise A, Housset
C, Tronche F, Le Bouc Y, Holzenberger M. Hepatocyte proliferation during liver
regeneration is impaired in mice with liver-specific IGF-1R knockout. FASEB J.
2006;20:773-775.

Di Martino V, Lebray P, Myers RP, Pannier E, Paradis V, Charlotte F, Moussalli
J, Thabut D, Buffet C, Poynard T. Progression of liver fibrosis in women infected
with hepatitis C: Long-term benefit of estrogen exposure. Hepatology. 2004;40:
1426-1433.

Dluzniewska B, Waldert C, Seitz C, Marberger M. Insulin-like growth factors and
prostate cancer. World J Urol. 2001;19:225-233.

163



164

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Duggan C, Wang CY, Neuhouser ML, Xiao L, Smith AW, Reding KW, Baumgartner
RN, Baumgartner KB, Bernstein L, Ballard-Barbash R, McTiernan A. Associations
of insulin-like growth factor and insulin-like growth factor binding protein-3 with
mortality in women with breast cancer. Int ] Cancer. 2013;132:1191-1200.

Dupont J, Le Roith D. Insulin-like growth factor 1 and oestradiol promote cell pro-
liferation of MCF-7 breast cancer cells: new insights into their synergistic effects. |
Clin Pathol: Mol Pathol. 2001;54:149-154.

Edmondson SR, Thumiger SP, Kaur P, Loh B, Koelmeyer R, Li A, Silha JV, Murphy
L], Wraight CJ, Werther GA. Insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP-3)
localizes to and modulates proliferative epidermal keratinocytes in vivo. Br ] Der-
matol. 2005;152:225-230.

Egger D, Wolk B, Gosert R, Bianchi L, Blum HE, Moradpour D, Bienz K. Expres-
sion of hepatitis C virus proteins induces distinct membrane alterations including
a candidate viral replication complex. J Virol. 2002;76:5974-5984.

Endogenous Hormones and Breast Cancer Collaborative Group. Insulin-like growth
factor 1 (IGF1), IGF binding protein 3 (IGFBP3), and breast cancer risk: pooled in-
dividual data analysis of 17 prospective studies. Lancet Oncol. 2010;11:530-542.
Erhardt A, Hassan M, Heintges T, Haussinger D. Hepatitis C virus core protein
induces cell proliferation and activates ERK, JNK, and p38 MAP kinases together
with the MAP kinase phosphatase MKP-1 in HepG2 tet-Oft cell line. Virology.
2002;292:272-284.

Eslam M, Kawaguchi T, Del Campo JA, Sata M, Abo-Elneen Khattab M, Romero-
Gomez M. Use of HOMA-IR in hepatitis C. ] Viral Hepat. 2011;18:675-684.
Esteban JI, Sauleda S, Quer J. The changing epidemiology of hepatitis C virus infec-
tion in Europe. ] Hepatol. 2008;48:148-162.

Etherton TD, Bauman DE. Biology of somatotropin in growth and lactation of do-
mestic animals. Physiological Rev. 1998;78:745-761.

European Association for the Study of the Liver. EASL Clinical Practice Guidelines:
Management of hepatitis C virus infection. ] Hepatol. 2011;55:245-264.

Everhart JE, Wright EC. Association of y-glutamyl transferase (GGT) activity with
treatment and clinical outcomes in chronic hepatitis C (HCV). Hepatology. 2012;doi:
10.1002/hep.26203

Farci P, Alter H], Wong D, Miller RH, Shih JW, Jett B, Purcell RH. A long-term
study of hepatitis C virus replication in non-A, non-B hepatitis. N Engl ] Med.
1991;325:98-104.

Farci P, Alter HJ, Shimoda A, Govindarajan S, Cheung LC, Melpolder JC, Sacher
RA, Shih JW, Purcell RH. Hepatitis C virus-associated fulminant hepatic failure. N
Engl ] Med. 1996;335:631-634.

Fattovich G, Giustina G, Degos E, Tremolada E, Diodati G, Almasio P, Nevens F, So-
linas A, Mura D, Brouwer JT, Thomas H, Japoum JN, Casarin C, Bonetti P, Fuschi P,
Basho J, Tocco A, Bhalla A, Galassini R, Noventa E, Schalm SW, Realdi G. Morbidity



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

and mortality in compensated cirrhosis type C: a retrospective follow-up study of
384 patients. Gastroenterology. 1997;112:463-472.

Feng CY, van Bartheld CS. Expression of insulin-like growth factor 1 isoforms in the
rabbit oculomotor system. Growth Horm IGF Res. 2011;21:228-232.

Firth SM, Baxter RC. Cellular actions of the insulin-like growth factor binding pro-
teins. Endocr Rev. 2002;23:824-854.

Flanigan SA, Pitts TM, Eckhardt SG, Tentler JJ, Tan AC, Thorburn A, Leong S. The
Insulin-like growth factor I receptor/insulin receptor tyrosine kinase inhibitor PQIP
exhibits enhanced antitumor effects in combination with chemotherapy against co-
lorectal cancer models. Clin Cancer Res. 2010;16:5436-5446.

Flisiak R, Halota W, Horban A, Juszczyk J, Pawlowska M, Simon K. Prevalence and risk
factors of HCV infection in Poland. Eur ] Gastroenterol Hepatol. 2011a;23:1213-1217.
Flisiak R, HalotaW, Horban A, Juszczyk J, Pawlowska M, Simon K. Prevalence of an-
ti-HCV and HCV-RNA among health care workers and patients of multispecialistic
hospitals in Poland. ] Hepatol. 2011b;54(Suppl. 1):5456.

Frasca F, Pandini G, Scalia P, Sciacca L, Mineo R, Costantino A, Goldfine ID, Belfiore
A, Vigneri R. Insulin receptor isoform A, a newly recognized, high-affinity insulin-like
growth factor II receptor in fetal and cancer cells. Mol Cell Biol. 1999;19:3278-3288.
Fujita T, Ishido S, Muramatsu S, Itoh M, Hotta H. Supression of actinomycin D in-
duced apoptosis by the NS3 protein of hepatitis C virus. Biochem Biophys Res Com-
mun. 1996;229:825-831.

Gatto M, Drudi-Metalli V, Torrice A, Alpini G, Cantafora A, Blotta I, Alvaro D. In-
sulin-like growth factor-1 isoforms in rat hepatocytes and cholangiocytes and their
involvement in protection against cholestatic injury. Lab Invest. 2008;88:986-994.
Ghany MG, Strader DB, Thomas DL, Seeft LB. Diagnosis, management, and treat-
ment of hepatitis C: An update. Hepatology. 2009;49:1335-1374.

Gong Y, Cui L, Minuk GY. The expression of insulin-like growth factor binding pro-
teins in human hepatocellular carcinoma. Mol Cell Biochem. 2000;207:101-104.
Goérecki DC, Bergsewicz M, Zablocka B. Neuroprotective effects of short peptides
derived from the insulin-like growth factor 1. Neurochem Int. 2007;51:451-458.
Graveley BR. Alternative splicing: increasing diversity in the proteomic world.
Trends Genet. 2001;17:100-107.

Guvakova MA, Surmacz E. Overexpressed IGF-I receptors reduce estrogen growth
reauirements, enhance survival, and promotes E-cadherin-mediated cell-cell ahe-
sion in human breast cancer cells. Exp Cell Res. 1997;231:149-162.

Giizelbulut F, Sezikli M, Cetinkaya ZA, Ozkara S, Gonen C, Oviinc AO. A lower
serum gamma-glutamyltransferase level does not predict a sustained virological re-
sponse in patients with chronic hepatitis C genotype 1. Gut Liver. 2013;7:74-81.
Hall L], Kajimoto Y, Bichell DP, Kim SW, James PL, Counts D, Nixon L], Tobin G,
Rotwein P. Functional analysis of the rat insulin-like growth factor I gene and iden-
tification of an IGF-I gene promoter. DNA Cell Biol. 1992;11:301-313.

165



166

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Hameed M, Lange KH, Andersen JL, Schjerling P, Kjaer M, Harridge SD, Gold-
spink G. The effect of recombinant human growth hormone and resistance train-
ing on IGF-I mRNA expression in the muscles of elderly men. J Physiol. 2004;555:
231-240.

Hankinson SE, Willett WC, Colditz GA, Hunter DJ, Michaud DS, Deroo B, Rosner B,
Speizer FE, Pollak M. Circulating concentrations of insulin-like growth factor-I and
risk of breast cancer. Lancet. 1998;351:1393-1396.

Harman SM, Metter EJ, Blackman MR, Landis PK, Carter HB. Serum levels of
insulin-like growth factor I (IGF-I), IGF-II, IGF-binding protein-3, and prostate-
specific antigen as predictors of clinical prostate cancer. J Clin Endocrinol Metab.
2000; 85:4258-4265.

Hayashi J, Aoki H, Kajino K, Moriyama M, Arakawa Y, Hino O. Hepatitis C virus
core protein activates the MAPK/ERK cascade synergistically with tumor promoter
TPA, but not with epidermal growth factor of transforming growth factor alpha.
Hepatology. 2000;32:958-961.

Hayashida K, Shoji I, Deng L, Jiang DP, Ide YH, Hotta H. 17 B-estradiol inhibits
the production of infectious particles of hepatitis C virus. Microbiol Immunol.
2010;54:684-690.

Helaly GE Hussein NG, Refai W, Ibrahim M. Relation of serum insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) levels with hepatitis C virus infection and insulin resistance. Trans]
Res. 2011;158:155-162.

Hellawell GO, Turner GD, Davies DR, Poulsom R, Brewster SE Macaulay VM.
Expression of the type 1 insulin-like growth factor receptor is up-regulated in pri-
mary prostate cancer and commonly persists in metastatic disease. Cancer Res.
2002;62:2942-2950.

Hepler JE, Van Wyk JJ, Lund PK. Different half-lives of insulin-like growth fac-
tor I mRNAs that differ in length of 3’untranslated sequence. Endocrinology.
1990;127:1550-1552.

Himoto T, Tani J, Miyoshi H, Yoneyama H, Mori H, Inukai M, Masugata H, Goda
E Senda S, Haba R, Masaki T. The ratio of insulin-like growth factor-I/insulin-
like growth factor-binding protein-3 in sera of patients with hepatitis C virus-re-
lated chronic liver disease as a predictive marker of insulin resistance. Nutr Res.
2013;33:27-33.

Holmes MD, Pollak MN, Hankinson SE. Lifestyle correlates of plasma insulin-like
growth factor I and insulin-like growth factor binding protein 3 concentrations.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2002;11:862-867.

Hsu SM, Raine L, Fanger H. Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in im-
munoperoxidase techniques. ] Histochem Cytochem. 1981;29:577-580.

Hui JM, Sud A, Farrell GC, Bandara P, Byth K, Kench JG, McCaughan GW, George
J. Insulin resistance is associated with chronic hepatitis C virus infection and fibrosis
progression. Gastroenterology. 2003;125:1695-1704.



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.
118.

119.

120.

121.

122.

123.

Hung CH, Wang JH, Hu TH, Chen CH, Chang KC, Yen YH, Kuo YH, Tsai MC,
Lu SN, Lee CM. Insulin resistance is associated with hepatocellular carcinoma in
chronic hepatitis C. World J Gastroenterol. 2010;16:2265-2271.

Huynh H, Chow P, Ooi L, Soo KC. A possible role for insulin-like growth factor-
binding protein-3 autocrine/paracrine loops in controlling hepatocellular carcino-
ma cell proliferation. Cell Growth Differ. 2002;13:115-122.

Hwa V, Oh Y, Rosenfeld RG. The insulin-like growth factor-binding protein (IG-
FBP) superfamily. Endocr Rev. 1999;20:761-787.

Jansen M, van Schaik FM, Ricker AT, Bullock B, Woods DE, Gabbay KH, Nussbaum
AL, Sussenbach JS, Van den Brande JL. Sequence of cDNA encoding human insulin-
like growth factor I precursor. Nature. 1983;306:609-611.

Jiang Y, Wang L, Gong W, Wie D, Le X, Yao J, Ajani ], Abbruzzese JL, Huang S, Xie
K. A high expression level of insulin-like growth factor I receptor is associated with
increased expression of transcriptional factor Spl and regional lymph node metas-
tasis of human gastric cancer. Clin Exp Metastasis. 2004;21:755-764.

Jurczyk K, Laurans L, Karpinska E, Wawrzynowicz-Syczewska M, Parczewski M,
Boron-Kaczmarska A. Risk score based PEG Interferon alpha 2b and Ribavirin
treatment response estimation model for genotype 1 chronic hepatitis C patients.
Adv Med Sci. 2011;56:165-171.

Juszczyk J. Technika przezskdrnej biopsji watroby. Pol Tyg Lek. 1973;28:1987-1990.
Juul A, Bang P, Hertel NT, Main K, Dalgaard P, Jorgensen K, Muller J, Hall J, Skakke-
baek NE. Serum insulin-like growth factor-I in. 1030 healthy children, adolescents,
and adults: relation to age, stage of puberty, testicular size, and body mass index. |
Clin Endocrinol Metabol. 1994;78:744-752.

Kaczka A, Kumor A, Pietruczuk M, Matlecka-Panas E. Ocena stezen insuliny, in-
sulinopodobnego czynnika wzrostu I, srodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn
i gastryny u chorych z polipami i rakiem jelita grubego. Prz Gastroenterol. 2012; 7
(4): 216-222.

Kaczmarek E, Strzelczyk R. From two to three-dimensional visualisation of struc-
tures in light and confocal microscopy - applications for biomedical studies. In: Cur-
rent issues on multidisciplinary microscopy research and education. FORMATEX
microscopy book series no. Eds.: Mendez-Vilas A, Labajos-Broncano L, II Formatex
Research Centre, Badajoz. 2005, 1** ed.,p.289-295.

Kajimoto Y, Rotwein P. Structure of the chicken insulin-like growth factor 1 gene
reveals conserved promoter elements. ] Biol Chem. 1991;266:9724-9731.

Kam GYW, Leung Kc, Baxter RC, Ho KKY. Estrogens exert route- and dose-depen-
dent effects on insulin-like growth factor (IGF)-binding protein-3 and the acid-labile
subunit of the IGF ternary complex. J Clin Endocrin Metabol. 2000;85:1918-1922.
Kao CF, Chen Sy, Chen JY, Lee YHW. Modulation of p53 transcription regulatory
activity and post-translational modification by hepatitis C virus core protein. Onco-
gene. 2004;23:2472-2483.

167



168

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Kaseb AO, Morris JS, Hassan MM, Siddiqui AM, Lin E, Xiao L, Abdalla EK, Vauthey
JN, Aloia TA, Krishnan S, Abbruzzese JL. Clinical and prognostic implications of
plasma insulin-like growth factor-1 and vascular endothelial growth factor in pa-
tients with hepatocellular carcinoma. J Clin Oncol. 2011;29:3892-3899.

Kasprzak A, Adamek A. Role of hepatitis C virus proteins (C,NS3, NS5A) in hepatic
oncogenesis. Hepatol Res. 2008;38:1-26.

Kasprzak A, Adamek A. The insulin-like growth factor (IGF) signaling axis and hep-
atitis C virus-associated carcinogenesis (Review). Int ] Oncol. 2012;41:1919-1931.
Kasprzak A, Adamek A, Biczysko W, Seidel ], Przybyszewska W, Olejniczak K, Jusz-
czyk J, Zabel M. Intracellular expression of the proliferative marker Ki-67 and viral
proteins (NS3, NS5A and C) in chronic, long lasting hepatitis C virus (HCV) infec-
tion. Folia Histochem Cytobiol. 2007;45:357-366.

Kasprzak A, Adamek A, Przybyszewska W, Szaflarski W, Sterczynska K, Seraszek A,
Mozer-Lisewska I, Kaczmarek E, Biczysko W. Expression of IGF-1 and viral proteins
(C, NS3, NS5A) in the livers of patients with chronic HCV infection. Adv Clin Exp
Med. 2011;20:263-273.

Kasprzak A, Seidel ], Biczysko W, Wysocki ], Spachacz R, Zabel M. Intracellular
localization of hepatitis C virus proteins (NS3 i C) in children with chronic hepatitis
C. Liver Int. 2005;25:896-903.

Kasprzak A, Szaflarski W, Szmeja ], Andrzejewska M, Przybyszewska W, Kacz-
marek E, Koczorowska M, Koécinski T, Zabel M, Drews M. Differential expression
of IGF-1 mRNA isoforms in colorectal carcinoma and normal colon tissue. Int J
Oncol. 2013;42:305-316.

Kasuga M, Fujita-Yamaguchi Y, Blithe DL, White MF, Kahn CR. Characterization oft
he insulin receptor kinase purified from human placental membrane. J Biol Chem.
1983;258:10973-10980.

Kawaguchi T, Taniguchi E, Itou M, Sakata M, Sumie S, Sata M. Insulin resistance and
chronic liver disease. World ] Hepatol. 2011;3:99-107.

Kaytor EN, Zhu JL, Pao CI, Phiillips LS. Insulin-responsive nuclear proteins fa-
cilitates Spl interactions with the insulin-growth factor I gene. J Biol Chem.
2001a;276:36896-36901.

Kaytor EN, Zhu JL, Pao CI, Phiillips LS. Physiological concentration of insulin pro-
mote binding of nuclear proteins to the insulin-like growth factor I gene. Endocri-
nology. 2001b;142:1041-10409.

Kelley KM, Oh 'Y, Gargosky SE, Gucev Z, Matsumoto T, Hwa V, Ng L, Simpson DM,
Rosenfeld RG. Insulin-like growth factor-binding proteins (IGFBPs) and their regu-
latory dynamics. Int ] Biochem Cell Biol. 1996;28:619-637.

Khandwala HM, McCutcheon IE, Flyvbjerg A, Friend KE. The effects of insulin-like
growth factors on tumorigenesis and neoplastic growth. Endocr Rev. 2000;21:215-244.
Khosravi MJ, Diamandi A, Mistry J, Krishna RG, Khare A. Acid-labile subunit of
human insulin-like growth factor-binding protein complex: measurement, molecu-
lar, and clinical evaluation. ] Clin Endocrinol Metab. 1997;82:3944-3951.



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

Khosravi ], Diamandi A, Mistry J, Scorilas A. Insulin-like growth factor I (IGF-I)
and IGF-binding protein-3 in benign prostatic hyperplasia and prostate cancer. ]
Clin Endocrinol Metab. 2001;86:694-699.

Kim JE, Song WK, Chung KM, Back SH, Jang SK. Subcellular localization of hepati-
tis C viral proteins in mammalian cells. Arch Virol. 1999;144:329-343.

Kim SO, Park JG, Lee YI. Increased expression of the insulin-like growth factor
I (IGF-I) receptor gene in hepatocellular carcinoma cell lines: implications of the
IGF-I receptor gene activation by hepatitis B virus X gene product. Cancer Res.
1996;56:3831-3836.

Kindler HL, Richards DA, Garbo LE, Garon EB, Stephenson JJ Jr, Rocha-Lima CM,
Safran H, Chan D, Kocs DM, Galimi F, McGreivy ], Bray SL, Hei Y, Feigal EG, Loh
E, Fuchs CS. A randomized, placebo-controlled phase 2 study of ganitumab (AMG
479) or conatumumab (AMG 655) in combination with gemcitabine in patients with
metastatic pancreatic cancer. Ann Oncol. 2012;23:2834-2842.

Koczorowska M. Alternatywne skladanie pre-mRNA genu IGF1 w komoérkach na-
blonka szyjki macicy, prawidlowych i nowotworowych, zakazonych ludzkim wiru-
sem brodawczaka. Praca doktorska. Poznan. 2012.

Koczorowska MM, Kwasniewska A, Gozdzicka-Jozefiak A. IGF1 mRNA isoform
expression in the cervix of HPV-positive woman with pre-cancerous and cancer le-
sions. Exp Ther Med. 2011;2:149-156.

Kosaki A, Webster NJ. Effect of dexamethasone on the alternative splicing of the
insulin receptor mRNA and insulin action in HepG2 hepatoma cells. ] Biol Chem.
1993;268:21990-21996.

Kostecka Z,Blahovec J. Insulin-like growth factor binding proteins and their func-
tions (minireview). Endocr Regul. 1999;33:90-94.

Krattenmacher R, Knauthe R, Parczyk K, Walker A, Hilgenfeldt U, Fritzemeier KH.
Estrogen action on hepatic synthesis of angiotensinogen and IGF-I: direct and indi-
rect effects. J Steroid Biochem Mol Biol. 1994;48:204-214.

Lam CSP, Chen MH, Lacey SM, Yang Q, Sullivan LM, Xanthakis V, Safa R, Smith
HM, Peng X, Sawyer DB, Vasan RS. Circulating insulin-like growth factor-1 and its
binding protein-3. Metabolic and genetic correlates in the community. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2010;30:1479-1484.

Laurans L, Miroszniczenko I, Wawrzynowicz-Syczewska M. Zaburzenia metabo-
liczne u chorych przewlekle zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C. Ga-
stroenterol Pol. 2009;16:315-322.

Lavanchy D. Evolving epidemiology of hepatitis C virus. Clin Microbiol Infect.
2011;17:107-115.

Lecomte P, Lecureuil N, Lecueruil M, Lemonnier Y, Mariotte N, Valat C, Garrique
MA. Sex differencies in the control of sex-hormone-binding globulin in the eldery:
role of insulin-like growth factor-I and insulin. Eur ] Endocrinol. 1998;139:178-183.
Lecube A, Hernandez C, Genesca J, Simé R. Proinflammatory cytokines, insulin
resistance, and insulin secretion in chronic hepatitis C patients: a case control study.
Diabetes Care. 2006;29:1096-1101.

169



170

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Lecube A, Hernandez C, Simoé R, Esteban JI, Genesca J. Glucose abnormalities are
an independent risk factor for nonresponse to antiviral treatment in chronic hepati-
tis C. Am ] Gastroenterol. 2007;102:2189-2195.

Lee DH, Blomhoff R, Jacobs DR Jr. Is serum gamnma glutamylotransferase a marker
of oxidative stress? Free Radic Res. 2004;38:535-539.

Lee DY. Identification of insulin-like growth factor (IGF)-1 and IGF-binding protein
in chylous ascites. ] Korean Med Sci. 1998;13:17-20.

Lee EK, Gorospe M. Minireview: Posttranscriptional regulation oft he insulin and
insulin-like growth factor systems. Endocrinology. 2010;151:1403-1408.

Lee S, Park U, Lee YI. Hepatitis C virus core protein transactivates insulin-like
growth factor II gene transcription through acting concurrently on Egrl and Sp1
sites. Virology. 2001;283:167-177.

Lee YI, Han Y], Lee SY, Lee YI, Park SK, Park YJ, Moon HB, Shin JH, Lee JH. Acti-
vation of insulin-like growth factor II signaling by mutant type p53. Physiological
implications for potentiation of IGF-II signaling by p53 mutant 249. Mol Cell Endo-
crinol. 2003;203:51-63.

Lee YI, Lee S, Das GC, Park US, Park SM. Activation of the insulin-like growth fac-
tor II transcription by aflatoxin BI induced p53 mutant 249 is caused by activation
of transcription complexes; implications for a gain-of-function during formation of
hepatocellular carcinoma. Oncogene. 2000;19:3717-3726.

LeRoith D. Insulin-like growth factors. Seminars in Medicine of Beth Israel Deacon-
ess Medical Center. N Engl ] Med. 1997;336:633-640.

LeRoith D. Insulin-like growth factor I receptor signaling — overlapping or redun-
dant pathways. Endocrinology. 2000;141:1287-1288.

LeRoith D, Bondy C, Yakar S, Liu JL, Butler A. The somatomedin hypothesis: 2001.
Endocr Rev. 2001;22:53-74.

LeRoith D, Butler AA. Insulin-like growth factors in pediatric health and disease. ]
Clin Endocrinol Metab. 1999;84:4355-4361.

LeRoith D, Roberts CT Jr. The insulin-like growth factor system and cancer. Cancer
Lett. 2003;195:127-137.

Leung KC, Johannsson G, Leong GM, Ho KK. Estrogen regulation of growth hor-
mone action. Endocr Rev. 2004;25:693-721.

Liang TJ, Rehermann B, Seeff LB, Hoofnagle JH. Pathogenesis, natural history, treat-
ment, and prevention of hepatitis C. Ann Intern Med. 2000;132:296-305.

Liu JP, Baker J, Perkins AS, Robertson EJ, Efstratiadis A. Mice carrying null muta-
tions of the genes encoding insulin-like growth factor I (Igf-1) and type 1 IGF recep-
tor (Igflr). Cell. 1993;75:59-72.

Liu L, Cao 'Y, Chen C, Zhang X, McNabola A, Wilkie D, Wilhelm S, Lynch M, Carter
C. Sorafenib Blocks the RAF/MEK/ERK Pathway, Inhibits Tumor Angiogenesis, and
Induces Tumor Cell Apoptosis in Hepatocellular Carcinoma Model PLC/PREF/5.
Cancer Res. 2006;66:11851-11858.



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Liu Q, Tackney C, Bhat RA, Prince AM, Zhang P. Regulated processing of hepatitis C
virus core protein is linked to subcellular localization. ] Virol. 1997;71:657-662.

Liu QH, Li DG, Huang X, Zong CH, Xu QF Lu HM. Suppressive effects of 17f-
-estradiol on hepatic fibrosis in CCl,-induced rat model. World J Gastroenterol.
2004;10:1315-1320.

Livingstone C, Ferns G. Insulin-like growth factor-related proteins and diabetic
complications. Br ] Diabetes Vasc Dis. 2003;3:326-331.

Lorenzo-Zuaniga V, Bartoli R, Masnou H, Montoliu S, Morillas RM, Planas R. Serum
concentrations of insulin-like growth factor-I (IGF-1) as a marker of liver fibrosis in
patients with chronic hepatitis C. Dig Dis Sci. 2007;52:3245-3250.

Lund PK, Hepler JE, Hoyt EC, Simmons JG. Physiological relevance of IGF-I mRNA
heterogeneity. In: Modern concepts of insulin-like growth factors. Spencer EM (ed.).
New York: Elsevier SciencePublishing Co. 1991;pp.111-120.

Luo SM, Tan WM, Deng WX, Zhuang SM, Luo JW. Expression of albumin, IGF-1,
IGFBP-3 in tumor tissues and adjacent non-tumor tissues of hepatocellular carci-
noma patients with cirrhosis. World ] Gastroenterol. 2005;11:4272-4276.

Ma J, Polak MN, Giovannucci E, Chan JM, Tao Y, Hennekens CH and Stampfer
MJ: Prospective study of colorectal cancer risk in men and plasma levels of insulin-
like growth factor (IGF)-I and IGF-binding protein-3. ] Natl Cancer Inst. 1999;91:
620-625.

Ma CX, Suman VJ, Goetz M, Haluska P, Moynihan T, Nanda R, Olopade O, Pluard
T, Guo Z, Chen HX, Erlichman C, Ellis MJ, Fleming GE A phase I trial of the IGF-
-1R antibody Cixutumumab in combination with temsirolimus in patients with met-
astaticbreast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2013, Apr 19 [Epub ahead of print].
Major ME, Feinstone SM. The molecular virology of hepatitis C. Hepatology.
1997;25:1527-1538.

Maki R. Small is beautiful: insulin-like growth factors and their role in growth, de-
velopment, and cancer. ] Clin Oncol. 2010;28:4985-4995.

Marrero JA, Feng Z, Wang Y, Nguyen MH, Befeler AS, Roberts LR, Reddy KR, Har-
nois D, Llovet JM, Normolle D, Dalhgren J, Chia D, Lok AS, Wagner PD, Srivastava S,
Schwartz M. a-fetoprotein, des-y carboxyprothrombin, and lectin-bound a-fetoprotein
in early hepatocellular carcinoma. Gastroenterology. 2009;137:110-118.

Mason AL, Lau JY, Hoang N, Qian K, Alexander GJ, Xu L, Guo L, Jacob S, Regen-
stein FG, Zimmerman R, Everhart JE, Wasserfall C, Maclaren NK, Perrillo RP. As-
sociation of diabetes mellitus and chronic hepatitis C virus infection. Hepatology.
1999;29:328-333.

Matheny RW Jr, Nindl BC, Adamo ML. Minireview: Mechano-Growth Factor: a pu-
tative product of IGF-I gene expression involved in tissue repair and regeneration.
Endocrinology. 2010;151:865-875.

Mattera D, Capuano G, Colao A, Pivonello R, Manguso E Puzziello A, D’Agostino
L. Increased IGF-:IGFBP-3 ratio in patients with hepatocellular carcinoma. Clin
Endocrinol (Oxf)2003;59:699-706.

171



172

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Matthews DR, Hosker JP, Rudenski AS, Naylor BA, Treacher DF, Turner RC. Ho-
meostasis model assessment: insulin resistance and beta-cell function from fasting
plasma glucose and insulin concentration in man. Diabetologia. 1985;28:412-429.
Mattsson A, Svensson D, Schuett B, Osterziel KJ, Ranke MB. Multidimensional
reference region for IGF-I, IGFBP-2 and IGFBP-3 concentration in serum healthy
adults. Growth Hormone & IGF Research. 2008;18:506-516.

Mazziotti G, Sorvillo E, Morisco F, Carbone A, Rotondi M, Stornaiuolo G, Preco-
ne DE, Cioffi M, Gaeta GB, Caporaso N, Carella C. Serum insulin like growth fac-
tor I evaluation as a useful tool for predicting the risk of developing hepatocellular
carcinoma in patients with hepatitis C virus-related cirrhosis. A prospective study.
Cancer. 2002;95:2539-2545.

McDonald A, Williams RM, Regan FM, Semple RK, Dunger DB. IGF-I treatment of
insulin resistance. Eur ] Endocrinol. 2007;157:S51-S6.

McKoy G, Ashley W, Mander J, Yang SY, Williams N, Russell B, Goldspink G. Ex-
pression of insulin growth factor-1 splice variants andstructural genes in rabbit skel-
etal muscel induced by stretch and stimulation. ] Physiol. 1999; 516:583-592.
Meinhardt UJ, Ho KKY. Modulation of growth hormone action by sex steroids. Clin
Endocrionol. 2006;65:413-422.

Mekky RY, Hamdi N, El-Akel W, Esmat G, Abdelaziz Al. Estrogen-related MxA
transcriptional variation in hepatitis C-virus infected patients. Transl Res. 2012;159:
190-196.

Menghini G. One-second needle biopsy of the liver. Gastroenterology. 1958;35:
190-199.

Merkinaite S, Lazarus J, Gore C. Addressing HCV infection in Europe: reported,
estimated and undiagnosed cases. Centr Eur ] Public Health. 2008;16:106-110.
Michell NP, Langman M]JS, Eggo MC. Insulin-like growth factors and their binding
protein in human colonocytes: preferential degradation of insulin-like growth factor
binding protein 2 in colonic cancers. British ] Cancer. 1997;76:60-66.

Mills P, Lafreniere JE, Benabdallah BE, El Fahimeel M, Tremblay JP. A new pro-mi-
gratory activity on human myogenic precursor cells for a synthetic peptide within
the E domain of the mechano growth factor. Exp Cell Res. 2007;313:527-537.
Mittanck DW, Kim SW, Rotwein P. Essential promoter elements are located within
the 5" untranslated region of human insulin-like growth factor-I exon I. Mol Cell
Endocrinol. 1997;126:153-163.

Moller S, Juul A, Becker U, Flyvbjerg A, Skakkebaek NE, Henriksen JH. Concen-
trations, release, and disposal of insulin-like growth factor (IGF)-binding proteins
(IGFBP), IGF-1, and growth hormone in different vascular beds in patients with
cirrhosis. J Clin Endocrinol Metab. 1995;80:1148-1157.

Morali G, Shitrit AB, Eran M, Freier S, Reinus C, Braverman D. Hepatic production
of insulin-like growth factors in normal and diseased liver. Hepatogastroenterology.
2005;52:1511-1515.



196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

Moscinski M, Bartoszek B, Szygula-Jurkiewicz B. Gamma-glutamylotranspeptydaza
- potencjalny czynnik ryzyka chordéb sercowo-naczyniowych? Folia Cardiologica
Excerpta. 2012;7:60-64.

Mukhtar NA, Bacchetti P, Ayala CE, Melgar ], Christensen S. Insulin sensitivity and
variability in hepatitis C virus infection using direct measurement. Dig Dis Sci.
2013;58:1141-1148.

Muramatsu S, Ishido S, Fujita T, Itoh M, Hotta H. Nuclear localization of the NS3
protein of hepatitis ¢ virus and factors affecting the localization. J Virol. 1997;71:
4954-4961.

Murphy LJ. Insulin-like growth factor-binding proteins: functional diversity or re-
dundancy? ] Mol Endocrinol. 1998;21:97-107.

Nagaoka I, Someya A, Iwabuchi K, Yamashita T. Expression of insulin-like growth
factor-IA and factor-IB mRNA in human liver, hepatoma cells, macrophage-like
cells and fibroblast. FEBS Lett. 1991;280:79-83.

Nardone G, Romano M, Calabro A, Pedone PV, De Sio I,Persico M, Budillon G,
Bruni CB, Riccio A, Zarilli R. Activation of fetal promoters of insulin-like growth
factors II gene in hepatitis C virus-related chronic hepatitis, cirrhosis, and hepato-
cellular carcinoma. Hepatology. 1996;23:1304-1312.

Negro F, Alberti A. The global health burden of hepatitis C virus infection. Liver
International. 2011;3(suppl.2):1-3.

Ng IO, Lee ] MF, Srivastava G, Ng M. Expression of insulin-like growth factor II
mRNA in hepatocellular carcinoma. ] Gastroenterol Hepatol. 1998;13:152-157.
Nikoli¢ JA, Todorovic V, Bozi¢ M, Tosi¢ L, Bulaji¢ M, Alempijevi¢ T, Nedi¢ O,
Masnikosa R. Serum insulin-like growth factor(IGF)-II is more closely associated
with liver dysfunction than is IGF-I in patients with cirrhosis. Clin Chim Acta.
2000;294:169-177.

Nishiyama M, Wands JR. Cloning and increased expression of an insulin receptor
substrate-1-like gene in human hepatocellular carcinoma. Biochem Biophys Res
Commun. 1992;183:280-285.

Noto H, Raskin P. Hepatitis C infection and diabetes. ] Diabetes Complications.
2006;20:113-120.

Oberbauer AM. The regulation of IGF-1 gene transcription and splicing during de-
velopment and aging. Front Endocrinol (Lausanne) 2013;4;39. doi: 10.3389/fendo.
2013.00039

Obrepalska-Steplowska A, Durzynski L, Gozdzicka-Jozefiak A. Insulin-like growth
factor and interacting proteins. Postepy Biochem. 2005;51:69-79.

O’Dell SD, Day IN. Insulin-like growth factor IT (IGF-II). Int. ] Biochem Cell Biol.
1998;30:767-771.

Ohlsson C, Mohan S, Sjogren K, Tivesten A, Isgaard J, Isaksson O, Jansson JO,
Svensson J. The role of liver-derived insulin-like growth factor-I. Endocrine Rev.
2009;30:494-535.

173



174

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

Ohtsuki T, Otsuki M, Murakami Y, Maekawa T, Yamamoto T, Akasaka K, Takeuchi
S, Takahashi S. Organ-specific and age-dependent expression of insulin-like growth
factor-I (IGF-I) mRNA variants: IGF-IA and IB mRNAs in the mouse. Zool Sci.
2005;22:1011-1021.

Okabe H, Satoh S, Kato T, Kitahara O, Yanagawa R, Yamaoka Y, Tsunoda T, Furuka-
wa Y, Nakamura Y. Genome-wide analysis of gene expression in human hepatocel-
lular carcionamas using cDNA microarray: identification of genes involved in viral
carcinogenesis and tumor progression. Cancer Res. 2001;61:2129-2137.

Okan A, Comlekci A, Akpinar H, Okan I, Yesil S, Tankurt E, Simsek I. Serum
concentration of insulin-like growth factor-I and insulin-like growth factor bind-
ing protein-3 in patients with chronic hepatitis. Scand ] Gastroenterol. 2000;35:
1212-1215.

O’Sullivan DC, Szestak TA, Pell JM. Regulation of IGF-I mRNA by GH: putative
functions for class 1 and 2 message. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2002;283:
E251-258.

Panasiuk A, Adamek A, Mozer-Lisewska I, Tyczyno M, Halota W, Stanczak J, Berak
H, Wawrzynowicz-Syczewska M, Boron-Kaczmarska A, Lapinski WT, Piekarska
A, Tomasiewicz K, Jablkowski M, Kryczka W, Stepien P, Garlicki AM, Kozlowska
J, Wiercinska-Drapallo A, Zasik E, Mazur W, Dobracka B, Simon K, Ryzko ],
Pawtowska ], Dierzanowska-Fangrat K, Januszkiewicz-Lewandowska D, Flisiak R.
Wystepowanie genotypéw HCV w Polsce. Przew Lek. 2012;supl.5;57.

Pandini G, Frasca F, Mineo R, Sciacca L, Vigneri R, Belfiore A. Insulin/insulin-like
growth factor I hybrid receptors have different biological characteristisc depending
on the insulin receptor isoform involved. ] Biol Chem. 2002;277:39684-39695.

Pao CI, Zhu ], Robertson DG, Lin KM, Farmer PK, Begovic S, Wu G, Phillips LS.
Transcriptional regulation of the rat insulin-like growth factor-I gene involves
metabolism-dependent binding of nuclear proteins to a downstream region. J Biol
Chem. 1995;270:24917-24923.

Park KJ, Choi SH, Koh MS, Kim D], Yie SW, Lee SY, Hwang SB. Hepatitis C virus
core protein potentiates c-Jun n-terminal kinase activation through a signaling com-
plex involving TRADD and TRAF2. Virus Res. 2001;74:89-98.

Peird G, Adrover E, Sanchez-Tejada L, Lerma E, Planelles M, Sanchez-Pay4 ], Aranda
FI, Giner D, Gutiérrez-Avifi6 FJ. Increased insulin-growth factor-1 receptor mRNA
expression predicts poor survival in immunophenotypes of early breast carcinoma.
Mod Pathol. 2011;24:201-208

Pell JM, Saunders JC, Gilmour RS. Differential regulation of transcription initiation
from insulin-like growth factor-I (IGF-I) leader exons and of tissue IGF-I expres-
sion in response to changed growth hormone and nutritional status in sheep. En-
docrinology. 1993;132:1797-1807.

Pfeffer LA, Brisson BK, Lei H, Barton ER. The insulin-like growth factor (IGF)-I
E-peptides modulate cell entry of the mature IGF-I protein. Mol Biol Cell
2009;20:3810-3817.



222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

Philippou A, Armakolas A, Koutsilieris M. Evidence for the possible biological sig-
nificance of the igf-1 gene alternative splicing in prostate cancer. Frontiers in Endo-
crinology. 2013;4:doi: 10.3389/fendo.2013.00031.

Philippou A, Armakolas A, Pantelakou Z, Pissimissis N, Nezos A, Theos A, Kapare-
lou M, Armakolas N, Pneumaticos SG, Koutsilieris M. IGF1Ec expression in MG-63
human osteoblast-like osteosarcoma cells. Anticancer Res. 2011;31:4259-4265.
Philippou A, Papageorgiou E, Bogdanis G, Halapas A, Sourla A, Maridaki M, Pissi-
missis N, Koutsilieris M. Expression of IGF-I isoforms after exercise-induced muscle
damage in humans: characterization of the MGF E peptide actions in vitro. In vivo.
2009;23:567-575.

Platz EA, Pollak MN, Rimm EB, Majeed N, Tao Y, Willett WC,Giovannucci E. Racial
variation in insulin-like growth factor-1 and binding protein-3 concentrations in
middlle-aged men. Cancer Epidemiol Biomarkers Prevent. 1999;8:1107-1110.
Plockinger U, Kriiger D, Bergk A, Wiedenmann B, Berg T. Hepatitis-C patients have
reduced growth hormone (GH) secretion which improves during long-term therapy
with pegylated interferon-alpha. Am J Gastroenterol. 2007;102:2724-2731.

Pollak M. Insulin, insulin-like growth factors, insulin resistance, and neoplasia. Am
J Clin Nutr. 2007;86(suppl):820S-822S.

Pollak M. Insulin and insulin-like growth factor signalling in neoplasia. Nat Rev
Cancer. 2008;8:915-928.

Poynard T, Ngo Y, Munteanu M, Thabut D, Massard ], Moussalli ], Varaud A, Ben-
hamou Y, Ratziu V. Biomarkers of liver injury for hepatitis clinical trials: a meta-
analysis of longitudinal studies. Antiviral Therapy. 2010;15:617-631.

Price JA, Kovach SJ, Johnson T, Koniaris LG, Cahill PA, Sitzmann JV, McKillop IH.
Insulin-like growth factor I is a comitogen for hepatocytes growth factor in a rat
model of hepatocellular carcinoma. Hepatology. 2002;36:1089-1097.

Quesada A, Micevych P, Handforth A. C-terminal mechano growth factor protects
dopamine neurons: a novel peptide that induces heme oxygenase-1. Exp Neurol.
2009;220:255-266.

Ranke MB, Maier KP, Schweizer R, Stadler B, Schleicher S, ElImlinger MW, Flehmig
B. Pilot study of elevated levels of insulin-like growth factor-binding protein-2 as
indicators of hepatocellular carcinoma. Horm Res. 2003;60:174-180.

Raslan HM, Elhosary Y, Ezzat WM, Rasheed EA, Rasheed MA. The potential role of
insulin-like growth factor 1, insulin-like growth factor binding protein 3 and bone
mineral density in patients with chronic hepatitis C virus in Cairo, Egypt. Trans R
Soc Trop Med Hyg. 2010;104:429-432.

Raslan HM, Ezzat WM, Ahmed MM, Rasheed EA. Insulin growth factor-1 and in-
sulin growth factor binding protein-3 in Egyptian patients with chronic hepatitis C.
Arch Med Sci. 2007;3:46-51.

Ray RB, Lagging LM, Meyer K, Steele R, Ray R. Transcriptional regulation of cel-
lular and viral promoters by the hepatitis C virus core protein. Virus Res. 1995;37:
209-220.

175



176

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

Rechler MM. Insulin-like growth factor binding proteins. Vitam Horm. 1993;47:1-
114.

Rechler MM, Clemmons DR. Regulatory actions of insulin-like growth factor-bin-
ding proteins. Trends Endocrinol Metabol. 1998;9:176-183.

Rehem RNAMA, El-Shikh WAHM. Serum IGF-1, IGF-2 and IGFBP-3 as parameters
in the assessment of liver dysfunction in patients with hepatic cirrhosis and in the
diagnosis of hepatocellular carcinoma. Hepatogastroenterology. 2011;58:949-954.
Remmele W, Stegner HE. Recommendation for uniform definition of an immunore-
active score (IRS) for immunohistochemical estrogen receptor detection (ER-ICA)
in breast cancer tissue. Pathologe. 1987;8:138-140.

Renehan AG, Zwahlen M, Minder C, O'Dwyer ST, Shalet SM, Egger M. Insulin-like
growth factor (IGF)-1, IGF binding protein-3, and cancer risk: systematic review
and meta-regression analysis. Lancet. 2004;363:1346-1353.

Rinaldi S, Cleveland R, Norat T, i wsp. Serum levels of IGF-I, IGFBP-3 and colorectal
cancer risk: results from EPIC cohort, plus a meta-analysis of prospective studies. In
J Cancer. 2010;126:1702-1715.

Rinderknecht W, Humbel RE. Polypeptides with nonsuppressible insulin-like and
cell-growth promoting activities in human serum: isolation, chemical character-
ization and some biological properties of forms I and II. Proc Natl Acad Sci USA.
1976a;73:2365-2369.

Rinderknecht W, Humbel RE. Amino-terminal sequences of two polypeptides from
human serum with nosuppressible insulin-like and cell-growth-promoting activi-
ties: evidence for structural homology with insulin B chain. Proc Natl Acad Sci USA.
1976b;73:4379-4381.

Rinderknecht W, Humbel RE. The amino acid sequence of human insulin-like
growth factor I and its structural homology with proinsulin. ] Biol Chem. 1978;253:
2769-2776.

Rhoads RP, Greenwood PL, Bell AW, Boisclair YR. Organization and regulation
of the gene encoding the sheep acid labile subunit of the 150 kDa-binding protein
complex. Endocrinology. 2000;141:1425-1433.

Rojek A, Niedziela M. Receptor insuliny i jego zwiazek z réznymi formami insulino-
opornoéci. Post Biol Komarki. 2009;36:617-648.

Rooman RP, De Beeck LO, Martin M, Van Doorn J, Mohan S, Du Caju MV. IGF-],
IGF-1II, ,free” IGF-I and IGF-binding proteins-2 to -6 during high-dose oestrogen
treatment in constitutionally tall girls. Eur ] Endocrinol. 2002;146:823-829.
Rosario P. Normal values of serum IGF-1 in adults: results from a Brazilian popula-
tion. Arq Bras Endocrinol Metab. 2010;54:477-481.

Ross RJM, Chew SL, D’Souza Li L, Yateman M, Rodriguez-Arnao ], Gimson A,
Holly J, Camacho-Hubner C. Expression of IGF-I and IGF-binding protein genes in
cirrhotic liver. ] Endocrinol. 1996;149:209-216.

Rotwein P. Two insulin-like growth factor I messenger RNAs are expressed in hu-
man liver. Proc Natl Acad Sci USA. 1986;83:77-81.



251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

Rotwein P. In: Rosenfeld R, Roberts CJ (eds). Molecular biology of IGF-1 and IGF-2.
Humana Totowa NJ. 1999;pp 19-35.

Rotwein P, Pollock KM, Didier DK, Krivi GG. Organization and sequence of the
human insulin-like growth factor I gene. Alternative RNA processing produces two
insulin-like growth factor I precursor peptides. ] Biol Chem. 1986;261:4828-4832.
Rowlands MA, Holly JM, Gunnell D, Donovan ], Lane JA, Hamdy F, Neal DE, Oliver
S, Smith GD, Martin RM. Circulating insulin-like growth factors and IGF-binding
proteins in PSA-detected prostate cancer, the large case-control study Protect. Can-
cer Res. 2012;72:503-515.

Sakai K, Clemmons DR. Glucosamine induces resistance to insulin-like growth fac-
tor I (IGF-I) and insulin in Hep G2 cell cultures: biological significance of IGF-1/
insulin hybrid receptors. Endocrinology. 2003;144:2388-2395.

Salmon WD Jr, Daughaday W. A hormonally controlled serum factor which stimu-
lates sulfate incorporation by cartilage in vitro. ] Lab Clin Med. 1957;49:825-836.
Samani AA, Yakar S, LeRoith D, Brodt P. The role of the IGF system in cancer growth
and metastasis. Endocrine Rev. 2007:28:20-47.

Sandhu MS, Heald AH, Gibson JM, Cruickshank JK, Dunger BD, Wareham NJ. Cir-
culating concentrations of insulin like growth factor-I and development of glucose
intolerance: a prospective observational study. Lancet. 2002;359:1740-1745.
Santantonio T, Wiegand J, Gerlach JT. Acute hepatitis C: Current status and remain-
ing challenges. ] Hepatol. 2008;49:625-633.

Santolini E, Migliaccio G, La-Monica N. Biosynthesis and biochemical properties of
the hepatitis C virus core protein. J Virol. 1994;68:3631-3641.

ScharfJG, Dombrowski E, Ramadori G. The IGF axis and hepatocarcinogenesis. Mol
Pathol. 2001;54:138-144.

Scharf JG, Ramadori G, Braulke T, Hartmann H. Cellular localization and hormonal
regulation of biosynthesis of insulin-like growth factor binding proteins and of the
acid-labile subunit within rat liver. Prog Growth Factor Res. 1995;6:175-180.
Scharf JG, Schmidt-Sandte W, Pahernik SA, Ramadori G, Braulke T, Hartmann H.
Characterization of the insulin-like growth factor axis in a human hepatoma cell line
(PLC). Carcinogenesis. 1998;19:2121-2128.

Schedlich L], Le Page SL, Firth SM, Briggs L], Jans DA, Baxter RC. Nuclear import
of insulin-like growth factor-binding protein-3 and -5 is mediated by the importin
beta subunit. ] Biol Chem. 2000;275:23462-23470.

Schindler C, Darnell J. Transcriptional responses to polypeptide ligands: the JAK-
STAT pathway. Ann Rev Biochem. 1995;64:621-651.

Schneider HJ, Saller B, Klotsche J, Marz W, Erwa W, Wittchen HU, Stalla GK. Op-
posite associations of age-dependent insulin-like growth factor-I standard deviation
stores with nutritional state in normal weight and obese subjects. Eur ] Endocrinol.
2006;154:699-706.

Schneider MR, Wolf E, Hoeflich A, Lahm H. IGF-binding protein-5: flexible player
in the IGF system and effector on its own. ] Endocrinol. 2002;172:423-440.

177



178

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

Sedlaczek N, Hasilik A, Neuhaus P, Schuppan D, Herbst H. Focal overexpression of
insulin-like growth factor 2 by hepatocytes and cholangiocytes in viral liver cirrho-
sis. Br J Cancer. 2003;88:733-739.

Seeff LB. Natural history of chronic hepatitis C. Hepatology. 2002;36(Suppl):
S$35-546.

Seeff LB, Hoofnagle JH. National Institutes of Health Consensus Development Con-
ference: management of hepatitis C: 2002. Hepatology. 2002;36(Suppl):S1-S2.
Sepp-Lorenzino L. Structure and function of the insulin-like growth factor I recep-
tor. Breast Cancer Res Treat. 1998;47:235-253.

Serrano ML, Sanchez-Gémez M, Bravo MM, Yakar S, LeRoith D. Differential ex-
pression of IGF-I and insulin receptors isoforms in HPV positive and negative hu-
man cervical cancer cell lines. Horm Metab Res. 2008;40:661-667.

Sesti G, Sciacqua A, Cardellini M, Marini MA, Maio R, Vatrano M, Succurro E,
Lauro R, Federici M, Perticone E Plasma concentration of IGF-I is independently
associated with insulin sensitivity in subjects with different degrees of glucose toler-
ance. Diabetes Care. 2005;28:120-125.

Shang S, Plymoth A, Ge S, Feng Z, Rosen HR, Sangrajrang S, Hainaut P, Marrero JA,
Beretta L. Identification of osteopontin as a novel marker for early hepatocellular
carcinoma. Hepatology. 2012;55:483-490.

Shi ST, Polyak SJ, Tu H, Taylor DR, Gretch DR, Lai MM. Hepatitis C virus NS5A co-
localizes with the core protein on lipid droplets and interacts with apolipoproteins.
Virology. 2002;292:198-210.

Shimizu I, Inoue H, Yano M, Shinomiya H, Tsuji Y, Tsutsui A, Okamura S, Shibata
H, Ito S. Estrogen receptor levels and lipid peroxidation in hepatocellular carcinoma
with hepatitis C virus infection. Liver. 2001;21:342-349.

Shimizu I, Yasuda M, Mizobuchi Y, Ma YR, Liu E Shiba M, Horie T, Ito S. Supres-
sive effect of oestradiol on chemical hepatocarcinogenesis in rats. Gut. 1998;42:
112-1109.

Shimizu I. Impact of oestrogens on the progression of liver disease. Liver Int.
2003;1:63-69.

Shin Sy, Lee JR, Noh GW, Kim HJ, Kang WJ, Kim SH, Chung JK. Analysis of serum
levels of anti-mullerian hormone, inhibin B, insulin-like growth factor-I, insulin-
like growth factor binding protein-3, and follicle-stimulating hormone with respect
to age and menopausal status. ] Korean Med Sci. 2008;23:104-110.

Shoba L, An MR, Frank SJ, Lowe WL Jr. Developmental regulation of insulin-like
growth factor-I and growth hormone receptor gene expression. Mol Cell Endocri-
nol. 1999;152:125-136.

Siddle K. Signaling by insulin and IGF receptors: supporting acts and new players. |
Mol Endocrinol. 2011;47:R1-R10.

Siegfried JM, Kasprzyk PG, Treston AM, Mulshine JL, Quinn KA, Cuttitta F. A mito-
genic peptide amine encoded within the E peptide domain of the insulin-like growth
factor IB prohormone. Proc Natl Acad Sci USA. 1992;89:8107-8111.



282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

Silva IS, Ferraz ML, Perez RM, Lanzoni VP, Figuieiredo VM, Silva AE. Role of gam-
ma-glutamyl transferase activity in patients with chronic hepatitis C virus infection.
J Gastroenterol Hepatol. 2004;19:314-318.

Simmonds P, Bukh ], Combet C, Deleage G, Enomoto N, Feinstone S, Halfon P,
Inchauspe G, Kuiken C, Maettens G, Mizokami M, Murphy DG, Okamoto H, Paw-
lotsky JM, Penin F, Sablon E, Shin-I T, Stuyver LJ, Thiel HJ, Viazov S, Weiner AJ,
Widell A. Consensus proposals for a unified system of nomenclature of hepatitis C
virus genotypes. Hepatology. 2005;42:962-973.

Sohda T, Kamimura S, Iwata K, Shijo H, Okumura M. Immunohistochemical evi-
dence of insulin-like growth factor II in human small hepatocellular carcinoma with
hepatitis C virus infection: relationship to fatty change in carcinoma cells. ] Gastro-
enterol Hepatol. 1997;12:224-228.

Soos MA, Siddle K. Immunological relationships between receptors for insulin and
insulin-like growth factor I. Evidence for structural heterogeneity of insulin-likeg-
rowth factor I receptors involving hybrids with IRs. Biochem J. 1989;263:553-563.
Soos MA, Whittaker J, Lammers R, Ullrich A, Siddle K. Receptors for insulin-like
growth factor-I can form hybrid dimmers. Characterisation of hybrid receptors in
transfected cells. Biochem J. 1990;270:383-390.

Soubry A, Il'yasova D, Sedjo R, Wang F, Byers T, Rosen C, Yashin A, Ukraintseva
S, Haffner S, D'Agostino R Jr. Increase in circulating levels of IGF-1 and IGF-1/IG-
FBP-3 molar ratio over a decade is associated with colorectal adenomatous polyps.
Int J Cancer. 2012;131:512-517.

Stattin P, Rinaldi S, Biessy C, Stenman UH, Hallmans G, Kaaks R. High levels of cir-
culating insulin-growth factor-I increase prostate cancer risk, a prospective study in
a population-based non-screened cohort. J Clin Oncol. 2004;22:3104-3112.
Steele-Perkins G, Turner J, Edman JC, Hari ], Pierce SB, Stover C, Rutter W], Roth
RA. Expression and characterization of functional human insulin-like growth factor
I receptor. ] Biol Chem. 1988;263:11486-11492.

Stefano JT, Corréa-Giannella ML, Ribeiro CMF, Alves VAFE, Massarollo PCB, Macha-
do MCC, Giannella-Neto D. Increased hepatic expression of insulin-like growth fac-
tor-I receptor in chronic hepatitis C. World J Gastroenterol. 2006;12:3821-3828.
Stewart CEH, Rotwein P. Growth, differentiation, and survival: multiple physiologi-
cal functions for insulin-like growth factors. Physiol Rev. 1996; 76:1005-1026.
Strader DB, Seeff LB. The natural history of chronic hepatitis C infection. Eur ] Gas-
troenterol Hepatol. 1996;8:324-328.

Street A, Macdonald A, McCornick C, Harris M. Hepatitis C virus NS5A-mediated
activation of phosphoinositide 3-kinase results in stabilization of cellular B-catenin
and stimulation of B-catenin-responsive transcription. J Virol. 2005;79:5006-5016.
Stuver SO, Kuper H, Tzonou A, Lagion P, Spanos E, Hsieh CC, Mantzorosc C,
Trichopoulos D. Insulin-like growth factor 1 in hepatocellular carcinoma and meta-
static liver cancer in men. Int J Cancer. 2000;87:118-121.

179



180

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

Su TS, Liu WY, Han SH, Jansen M, Yang-Fen TL, P'eng FK, Chou CK. Transcripts
of the insulin growth factors I and II in human hepatoma. Cancer Res. 1989;49:
1773-1777.

Su WW, Lee KT, Yeh YT, Soon MS, Wang CL, Yu ML, Wang SN. Association of
circulating insulin-like growth factor 1 with hepatocellular carcinoma: One cross-
sectional correlation study. J Clin Lab Anal. 2010;24:195-200.

Sumida Y, Kanemasa K, Hara T, Inada Y, Sakai K, Imai S, Yoshida N, Yasiu K, Itoh
Y, Okanoue T, Yoshikawa T. Impact of amino acid substitutions in hepatitis C virus
genotype 1b core region on liver steatosis and glucose tolerance in noncirrhotic pa-
tients without overt diabetes. ] Gastroenterol Hepatol. 2011;26:836-842.

Sun H. Chua MS, Yang D, Tsalenko A, Peter B, So S. Antibody arrays identify potential
diagnostic markers of hepatocellular carcinoma. Biomarker Insights. 2008;3:1-18.
Suzuki R, Sakamoto S, Tsutsumi T, Rikimaru A, Tanaka K, Shimoike T, Moriishi K, Iwa-
saki T, Mizumoto K, Matsuura Y, Miyamura T, Suzuki T. Molecular determinants for
subcellular localization of hepatitis C virus core protein. ] Virol. 2005;79:1271-1281.
Szebenyi G, Rotwein P. Insulin-like growth factors and their receptors in muscle
development. Adv Exp Med Biol. 1991;293:289-295.

Tan DSW, Cook A, Chew SL. Nucleolar localization of an isoform of the IGF-I pre-
cursor. BMC Cell Biol. 2002;3:17.

Tanaka S, Mohr L, Schmidt EV, Sugimachi K, Wands JR. Biological effects of hu-
man insulin receptor substrate-1 overexpression in hepatocytes. Hepatology.
1997;26:598-604.

Tanaka N, Nagaya T, Komatsu M, Horiouchi A, Tsuruta G, Shirakawa H, Umemura
T, Ichijo T, Matsumoto A, Yoshizawa K, Aoyama T, Kiyosawa K, Tanaka E. Insulin
resistance and hepatitis C virus: a case control study of non-obeses, non-alcoholic
and non-steatosic hepatitis virus carriers with persistently normal serum aminotras-
ferase. Liver Int. 2008;28:1104-1111.

Tanaka K, Sakai H, Hashizume M, Hirohata T. Serum testosterone:estradiol ratio
and the development of hepatocellular carcinoma among male cirrhotic patients.
Cancer Res. 2000;60:5106-5110.

Tenoutasse S, Van Vliet G, Ledru E, Deal C. IGF-1 transcript levels in whole liver tis-
sue, in freshly isolated hepatocytes, and in cultured hepatocytes from lean and obese
zucker rats. Horm Res. 2003;59:135-141.

Thimme R, Oldach D, Chang KM, Steiger C, Ray SC, Chisari FV. Determinants of
viral clearance and persistence during acute hepatitis C virus infection. ] Exp Med.
2001;194:1395-1406.

Thompson Coon J, Rogers G, Hewson P, Wright D, Anderson R, Cramp M, Jackson
S, Ryder S, Price A, Stein K. Surveillance of cirrhosis for hepatocellular carcinoma:
systematic review and economic analysis. Health Technol Assess. 2007;11:1-206.
Tian XC, Chen MJ, Pantschenko AG, Yang TJ, Chen TT. Recombinant E-peptides of
pro-IGF-I have mitogenic activity. Endocrinology. 1999;140:3387-3390.



309.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

Tobin G, Yee D, Briinner N, Rotwein P. A novel human insulin-like growth fac-
tor I messenger RNA is expressed in normal and tumor cells. Mol Endocrinol.
1990;4:1914-1920.

Touskova V, Trachta P, Kavalkova P, Drapalova J, Haluzikova D, Mraz M, Lacinova Z,
Marek J, Haluzik M. Serum concentrations and tissue expression of components of
insulin-like growth factor-axis in females with type 2 diabetes mellitus and obesity:
the influence of very-low-calorie diet. Mol Cell Endocrionol. 2012;361:172-178.
Tovar V, Alsinet C, Villanueva A, Hoshida Y, Chiang DY, Sole M, Thung S, Moyano
S, Toffanin S, Minquez B, Cabellos L, Peix ], Schwartz M, Mazzaferro V, Bruix ],
Llovet JM. IGF activation in a molecular subclass of hepatocellular carcinoma and
pre-clinical efficacy of IGF-1R blockage. ] Hepatol. 2010;52:550-559.

Tsai TE, Yauk YK, Chou CK, Ting LP, Chang C, Hu CP, Han SH, Su TS. Evidence of
autocrine regulation in human hepatoma cell lines. Biochem Biophys Res Commun.
1988;153:39-45.

Twigg SM, Kiefer MC, Zapf ], Baxter RC. Insulin-like growth factor-binding protein
5 complexes with the acid-labile subunit. Role of the carboxyl-terminal domain. J
Biol Chem. 1998;273:28791-28798.

Twigg SM, Baxter RC. Insulin-like growth factor (IGF)-binding protein 5 forms
an alternative ternary complex with IGFs and the acid-labile subunit. J Biol Chem.
1998;273:6074-6079.

Umayahara Y, Billiard J, Ji C, Centrella M, McCarthy TL, Rotwein P. CCAAT/
enhancer-binding protein delta is a critical regulator of insulin-like growth fac-
tor-I gene transcription in osteoblasts. ] Biol Chem. 1999;274:10609-10617.

Van Haeften TW, Twickler TB. Insulin-like growth factors and pancreas beta cells.
Eur J Clin Invest. 2004;34:249-255.

Venook AP, Papandreou C, Furuse J, de Guevara LL. The incidence and epidemi-
ology of hepatocellular carcinoma: a global and regional perspective. Oncologist.
2010;15(suppl 5):5-13.

Villanueva A, Chiang DY, Newell P, Peix J, Thung S, Alsinet C, Tovar V, Roayaie S,
Minguez B, Sole M, Battiston C, Van Laarhoven S, Fiel MI, Di Feo A, Hoshida Y, Yea
S, Toffanin S, Ramos A, Martignetti JA, Mazzaferro V, Bruix J, Waxman S, Schwartz
M, Meyerson M, Friedman SL, Llovet JM. Pivotal role of mTOR signaling in hepa-
tocellular carcinoma. Gastroenterology. 2008;135:1972-1983.

Vélzke H, Nauck M, Rettig R, Dorr M, Higham C, Brabant G, Wallaschofski H. As-
sociation between hepatic steatosis and serum IGF1 and IGFBP-3 levels in a popu-
lation-based sample. Eur ] Endocrinol. 2009;161:705-713.

Vyzantiadis T, Theodoridou S, Giouleme O, Harsoulis P, Evgenidis N, Vyzantiadis A.
Serum concentrations of insulin-like growth factor-I (IGF-I) in patients with liver
cirrhosis. Hepatogastroenterology. 2003;50:814-816.

Wang HS, Chard T. IGFs and IGF-binding proteins in the regulation of human ovar-
ian and endometrial function. ] Endocrinol. 1999;161:1-13.

181



182

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

332.

333.

334.

335.

Wang L, Wang X, Adamo ML. Two putative GATA motifs in the proximal exon 1
promoter of rat insulin-like growth factor I gene regulate basal promoter activity.
Endocrinology. 2000;141:1118-1126.

Wang X, Yang Y, Adamo ML. Characterization of the rat insulin-like growth factor
I gene promoters and identification of a minimal exon 2 promoter. Endocrionology.
1997;138:1528-1536.

Weber JD, Kuo ML, Bothner B, DiGiammarino EL, Kriwacki RW, Roussel MF, Sherr
CJ. Cooperative signals govering ARF-mdm?2 interaction and nucleolar localization
of the complex. Mol Cell Biol. 2000;20:2517-2528.

Weber MM, Auernhammer CJ, Lee PD, Engelhardt D, Zachoval R. Insulin-like
growth factors and insulin-like growth factor binding proteins in adult patients with
severe liver disease before and after orthotopic liver transplantation. Horm Res.
2002;57:105-112.

Weich V, Herrmann E, Chung TL, Sarrazin C, Hinrichsen H, Buggisch P, Gerlach
T, Klinker H, Spengler U, Bergk A, Zeuzem S, Berg T. The determination of GGT is
the most reliable predictor of nonresponsiveness to interferon-alpha based therapy
in HCV type-1 infection. ] Gastroenterol. 2011;46:1427-1436.

Weng CJ,Hsieh YH, Tsai CM, Chu YH, Ueng KC, Liu YE Yeh YH, Su SC, Chen YC,
Chen MK, Yang SE Relationship of insulin-like growth factors system gene poly-
morphisms with susceptibility and pathological development of hepatocellular car-
cinoma. Ann Surg Oncol. 2010:17:1808-1815.

West MB, Hanigan MH. y-Glutamyl transpeptidase is a heavily N-glycosylated het-
erodimer in HepG2 cells. Arch Biochem Biophys. 2010;504:177-181.

White DL, Ratziu V, El-Serag HB. Hepatitis C and risk of diabetes: a systematic re-
vivew and meta-analysis. ] Hepatol. 2008;49:831-844.

Wierstra I. Spl: emerging roles — beyond constitutive activation of TATA-less house-
keeping genes. Biochem Biophys Res Commun. 2008;372:1-13.

Williams AC, Collard TJ, Perks CM, Newcomb P, Moorghen M, Holly JM, Paraskeva
C. Increased p53-dependent apoptosis by the insulin-like growth factor binding pro-
tein IGFBP-3 in human colonic adenoma-derived cells. Cancer Res. 2000;60:22-27.
Woelfle ], Billiard P, Rotweien P. Acute control of insulin-like growth factor-I gene
transcription by growth hormone by growth hormone through Stat5b. ] Biol CHem.
2003;278:22696-22702.

Wojtacha A, Juszczyk J. Retrospektywna ocena czynnikéw ryzyka zakazenia wiru-
sem wirusem zapalenia watroby typu C u pacjentéw z przewlekltym zapaleniem wa-
troby typu C na podstawie anonimowej ankiety. Przew Lek. 2003;9:90-95.

Wolk A, Mantzoros CS, Andersson SO, Bergstrom R, Signorello LB, Lagiou P, Adami
HO, Trichopoulos D. Insulin-like growth factor I and prostate cancer risk: a popula-
tion-based, case-control study. ] Natl Cancer Inst. 1998;90:911-915.

Woodson K, Tangrea JA, Pollak M, Copeland TD, Taylor PR, Virtamo J, Albanes D.
Serum insulin-like growth factor I, tumor marker or etiologic factor? A prospective
study of prostate cancer among Finnish men. Cancer Res. 2003;63:3991-3994.



336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

Wraight CJ, Lepie IJ, White PJ, Hibbs AR, Werther GA. Intranuclear localization of
insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP-3) during cell division in hu-
man keratinocytes. ] Invest Dermatol. 1998;111:239-242.

Wu JC, Daughaday WH, Lee SD, Hsiao TS, Chou CK, Lin HD, Tsai YT, Chiang BN.
Radioimmunoassay of serum IGF-I and IGF-II in patients with chronic liver dis-
eases and hepatocellular carcinoma with or without hypoglycemia. ] Lab Clin Med.
1988;112:589-594.

Wu ], Zhu AX. Targeting insulin-like growth factor axis in hepatocellular carcinoma.
] Hematol Oncol. 2011;4:30.

Wu Y, Yakar S, Zhao L, Henninghausen L, LeRoith D. Circulating insulin-like
growth factor-I levels regulate colon cancer growth and metastasis. Cancer Res.
2002;62:1030-1035.

Wu YL, Ye J, Zhang S, Zhong J, Xi RP. Clinical significance of serum IGF-I, IGF-II
and IGFBP-3 in liver cirrhosis. World ] Gastroenterol. 2004;10:2740-2743.

Yakar S, Liu JL, Stannard B, Butler A, Accili D, Sauer B, LeRoith D. Normal growth
and development in the absence of hepatic insulin-like growth factor I. Proc Natl
Acad Sci USA. 1999;96:7324-7329.

Yang H, Adamo ML, Koval AP, McGuinness MC, Ben-Hur H, Yang Y, LeRoith D,
Roberts CT Jr. Alternative leader sequences in insulin-like growth factor I mRNAs
modulate translational efficiency and encode multiple signal peptides. Mol Endocri-
nol. 1995;9:1380-1395.

Yang JD, Roberts LR. Hepatocellular carcinoma: a global view. Nat Rev Gastroen-
terol Hepatol. 2010;7:448-458.

Yang S, Alnageeb M, Simpson H, Goldspink G. Cloning and characterization of an
IGF-1 isoform expressed in skeletal muscle subjected to stretch. ] Muscle res Cell
Motil. 1996;17:487-495.

Yasuda M, Shimizu I, Shiba M, Ito S. Suppressive effects of estradiol on dimethylnit-
rosamine-induced fibrosis of the liver in rats. Hepatology. 1999;29:719-727.

Yasui K, Wakita T, Tsukijama-Kohara K, Funahashi SI, Ichikawa M, Kajita T, Morad-
pour D, Wands JR, Kohara M. The native form and maturation process of hepatitis
C virus core protein. J Virol. 1998;72:6048-6055.

Yu H, Mistry ], Nicar MJ, Khosravi MJ, Diamandis A, van Doorn J, Juul A. Insulin-
-like growth factors (IGF-I, free IGF-I, and IGF-II) and insulin-like growth factor
binding proteins (IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-6, and ALS) in blood circulation. |
Clin Lab Anal. 1999;13:166-172.

Yu H, Rohan T. Role of the insulin-like growth factor family in cancer development
and progression. ] Natl Cancer Inst. 2000;92:1472-1489.

Yue L, Wang Y, Wang H, Gao H, Liang J, Sui A, Xiang J, Zhou E, Xu C, Zhao W, Liang
W, Yao R. Inhibition of hepatocellular carcinoma cell growth by an anti-insulin-like
growth factor-I receptor monoclonal antibody. Oncol Rep. 2012;28:1453-60.
Yumoto E, Nakatsukasa H, Hanafusa T, Yumoto Y, Nouso K, Matsumoto E, Onishi
T, Takuma Y, Tanaka H, Fujikawa T, Suzuki M, Uemura M, Shiratori Y. IGFBP-3

183



184

351.

352.

353.

354.

355.

356.

expression in hepatocellular carcinoma involves abnormalities in TGF-beta and/or
Rb signaling pathways. Int ] Oncol. 2005;27:1223-1230.

Zarrilli R, Bruni CB, Riccio A. Multiple levels of control of insulin-like growth factor
gene expression. Mol Cell Endocrinol. 1994;101:R1-R14.

Zhang J, Whitehead RE Jr, Underwood LE. Effect of fasting on insulin-like growth
factor (IGF)-IA and IGF-IB messenger ribonucleic acids and prehormones in rat
liver. Endocrinology. 1997;138:3112-3118.

Zhang L, Kashanchi F, Zhan Q, Zhan S, Brady JN, Fornace AJ, Seth P, Helman LJ.
Regulation of insulin like growth factor II P3 promoter by p53: a potential mecha-
nizm for tumorigenesis. Cancer Res. 1996;56:1367-1373.

Zhang YC, Wang XP, Zhang LY, Song AL, Kuo ZM, Li XS. Effect of blocking IGF-I re-
ceptor on growth of human hepatocellular carcinoma cells. World ] Gastroenterol.
2006;12:3977-3982.

Zhu JL, Pao CI, Hunter E Jr, Lin KW, Wu GJ, Phillips LS. Identification of core se-
quences involved in metabolism-dependent nuclear protein binding to the rat insu-
lin-like growth factor I gene. Endocrinology. 1999;140:4761-4771.

Zhu ], Jiang E, Ni HB, Xiao MB, Chen BY, Ni WK, Lu CH, Ni RZ. Combined analysis
of serum y-glutamyl transferase isoenzyme II, a-fucosidase and a-fetoprotein de-
tected using commercial kit in the diagnosis of hepatocellular carcinoma. Exp Ther
Med. 2013;5:89-94.



+ + + + * * + + + + + + \4 ADH | W SS 0¢d 0t
+ + + + + + + + + + + A ADH w 6l 6ld 6l
+ + + + + + + + + + + + v ADH ) €9 8ld 8l
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH 2l 9t Lld Ll
+ + + + + % + + + + + + v ADH ) 6¥ 9ld 9l
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH | W 9¢ Sld Sl
+ + + + + + + + + + + + v ADH ) 4] ¥ld vl
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH | 8T €ld €l
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH | W €T [4X [4
+ + + + + + + + + + + + v ADH 2 6l Lld Ll
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH )l SS 0ld 0l
+ + + + + + + + + + + + v ADH | W [43 6d 6
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH )l 0€ 8d 8
+ + + + + + + + + + + + v ADH | W LS Ld L
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH | W 34 9d 9
+ + + + + + + + + + + + v ADH | W 34 Sd S
+ + + + + + + + + + + + \4 ADH 2l 0€ ¥d 4
s 0 F 3 ; ; + + + + + \4 ADH | € &d 3
+ + + + + qu + + + + + + v ADH | W 0€ d [4
+ + + + + + + + + + + + v ADH ) 9s ld l
audemipow | SSN | €SN | D OHelg | €-d94D1 | ¥L1-4DI1 | L-4D1 | 9-d9dDl | €-d34D1 | ¥1-4D1 | L-4D1 | suzdiwaydoiq BUEPEQ ednisy | 201 | oA | usbeg |
eluepeg lomosjuex 1lsaudsys eiuepeg /S|73 eluepeg eluepeg ednuspog

nyjpedAzid wipzey m yepeq yosuemAuoyim
Wasan[ez z Zelm [omoxuey) 1 [ozoimoins rjonuoy zeio Adnidpod eu waperzpod z yoLioyd yokuepeq euzotuip| exdisdiapyerey)

SRPUY 01

185



186

nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb

nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb

nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb
nb

nb

nb

HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV

18
51

50
23

30
30
30
19
30
32
62
22
47

47

31

25

23

57
20
48

65

55
54
65

53

27

19
29
59
28
25

19

P21

P22
P23

P24
P25

P26
P27
P28
P29

P30
P31

P32
P33

P34
P35

P36
P37
P38
P39
P40
P41

P42
P43

P44
P45

P46
P47
P48
P49
P50
P51

P52

21

22
23

24
25

26
27
28
29

30
31

32
33

34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51

52




[ o ([ e [ i ) [ i ) [ [ i ) [ ) i ) i [ i [ i | i [ i |} )
c|lc|lc|jlcjlc|lc|lc|lcjlc|lCc|lc|lCclCc|lc|lc|lclCclc|lc|lclCclc|lc|lclclc|lc|lclCc|lCc|clC
+|+|+| 2|82 22l2lajeg|e|e e e eelele e eleleeeg g2 e
+|+|+| 2|82 2 2|22 lajeg|e|eeeeelele 2 2leleeeg g2 g -
+|+|+| 8|82 22leleee|e|e e e eeleleeeeleeegee g
[ o R [ ) [ [ 8 i ) [ Y i [ [ i ) [ ) i ) i [ i [ i | i [ i |} )
c|lc|lc|jlcjc|lc|lc|jlcjlc|lc|lc|lclCc|lc|lc|lclCclc|lc|lclc|lc|lc|lclclc|lc|lc|lCc|lc|clcC
e ey I« ) I« S« i e I« i e ) I« ) e ) e ) e | (e e | e e | e i i i e i e | (e e e i (e i e i (e i (e i el e |} e i (e ) (e
c|lc|lc|jcjc|lc|lc|lcjlc|lc|lc|lclCc|lc|lc|lclc|lc|lc|lclc|lc|lc|lc|lc|lc|lc|lc|lc|c|c|cCc
+|+|+| 8|82 2 22leleee|ee e e eeleleeeeeeeeee g
R IR I I I o I I I = I o I I I I I o o [ I A [ I I R R I IR I I
+|+|+| 8|82 2 22lalg |e|e|e+ e +|+|e+ 2228 eee 22
I e o I e I = o I = I IR o I o I o I o I e I I I e e I e I I e
R IR I o I I e I I o I I o I I I I I o o I I I I I I R I I R I
R e e I I e I I e I I e I I I I I R I I e e I I R I e
oo U|U|V|IV|VVIV|VVIV|VV|V|V|V|V|V|V|V|IV|L|L|V|L|L|V|V|U|V
S>> > 1> 1> >(> > 1> > (>1> > > > > > > >1> > > > > > > > > > > | >
O|00|0|0(0|10(00|10|0I0|10|0I0|0|0|0|0|10|(0|0|10|0|D|0|0|0|0|0|0|0
e e e e e e e e e s e e e e e e e e e s e e e o e
~|~| v E\E|XIEIE|E||E|E|X X E| EIEIE|E|E||E|E|E|X X E|E|E|IXE
O IIFIF —vv v OO T T OON|— |0 T ON M O T |— MmN O|—
T IT T (T [O[O [~ (O N[O NNV NN MmN N N MmN | (NN || |0
MITINIOINON O~ AN M T NIOVOIN OO~ N M|TFT LN IOIN|O|ON O~ M|
NN LN LN LD |0 (00 [0 [0 [0 (00 [0 [O|IINININININININIIN|N|INQO|0|00| 0|0
[ T o T T o T o T o A T o W o W o WA o W WY WA W W WO WA N WY o N Y Y o W o Y o N o Y o O WA o N Y WY N o W
MITINIOINIONNO | —ANNMI T NOINOOONO|— N T NIOINO|ON O |~ |||
NN in (O OO (O (OO (OV|YV(O|O NP0 |00|00| 00|00

187



qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu + o) ADH w 144 9lld | 9LL
qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu + o) ADH w [44 Slid | Sil
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 6¢ vlld | ¥LL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 6C €lld | €L
qu qu qu qu qu qu qu + qu + qu + o) ADH w LT Clid | Tl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 ¥S Lild | LLL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 0S Olld | OLL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + 0 ADH w 143 60ld | 601
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 6C 80ld | 80L
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + 0 ADH w 144 L0ld | L0l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w X4 90ld | 90L
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + 2 ADH w [4 S0ld | SOl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu + o) ADH w L9 ¥0ld | ¥0L
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH w €9 €0ld | €0l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 9 ld | Col
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w L€ Lold | Lol
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w SS 00l 00l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o] ADH w 6y 66d 66
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w LS 86d 86
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w L€ L6d L6
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w Ly 96d 96
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 [4 S6d 56
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o] ADH w 89 ¥6d ¥6
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 9¢ €6d €6
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o] ADH w £ C6d 6
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 € L6d L6
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o] ADH K 6¢ 06d 06
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH w €/ 68d 68
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 9s 88d 88
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH w 65 £8d /8
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 6¢ 98d 98
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + °) ADH w €9 58d S8

188



qu qu qu qu qu qu qu qu + + + + o) ADH w 89 8¥ld | 8¥l
qu qu qu qu qu qu qu + + + + o) ADH w LS Lyld | Lyl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o) ADH 2 0¢ 9%Lld | Il
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o) ADH 2 99 S¥ld | Skl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o) ADH w [44 Yrld | vbl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o) ADH 2 144 Erld | €Vl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o) ADH w 8¢ wild | trl
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + o] ADH 2 LT lPld | Lyl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + qu + o) ADH 2 89 Orld | OFL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o] ADH w 6C 6€ld | 6€L
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 99 8Eld | 8€l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 3 142 LEld | LEL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + qu + o) ADH 2 6¢ 9€ld | %€l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w 6l S€ld | S€l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 89 yeEld | ¥EL
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH K 0¢ €eld | €el
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH 2 99 cEld | el
qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu + o) ADH w 6C LELd | LEL
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o) ADH w L€ 0€ld | 0€lL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 €€ 6Cld | 6TL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 54 8Cld | 8Tl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 0S LTld | LTl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + o] ADH 2 L/ 9lld | 9L
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 54 Slld | STl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + 0 ADH 2 LE ylld | ¥l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH w X4 €Cld | €Tl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o] ADH K LS d | Tl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 143 LZld | LTl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + 2 ADH w 6l 0¢ld | 0Tl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 34 6Lld | 6LL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + o) ADH 2 144 8lld | 8Ll
qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu + o) ADH w 143 LLLd | LLL

189



qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ansy o w L€ 0EX 08l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w 8¢ 60 6/1
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + Ans 3| w [44 80U 8/l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w 0€ LT LLL
qu qu qu qu qu qu qu qu qu + + + ANs 3| w 6¢ 9 9Ll
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w X4 SO SZL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w 534 YOI YLl
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3 w LT X! €LL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w yE (49 (94}
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3 w LE LA LZL
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w [43 0 0/l
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + Ans 3| w ¥T 6L 691
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w LS 81 891
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + Ans 3| w 6l LI 91
qu qu qu qu qu qu qu + qu + + + ANs 3| w 9¢ 9L 991
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + Ans 3| w L€ S 9L
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| w 6C 4% 9l
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + Ans 3| w 9 e €91
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| w 6% 4% (41
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + Ans 3| w 0€ L L9l
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| w 144 0L 091
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| w yE 62 651
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3 w €€ 8l 85l
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| w 6l I LSl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3 2 9¢ M 9S1L
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| 2 [43 D SSl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3 K [43 2 ¥Sl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| 2 JA (] €9l
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + Ans 3| 2 9¢ [4 LSl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ANs 3| 2 0¥ L LSl
qu qu qu qu qu qu qu + + + + + ADH w €9 0Sld | 0§l
qu qu qu qu qu qu qu qu + + + + ADH 2 ¥8 6¥ld | 6Vl

190



qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w [4 9LW | TLT
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 34 SLW LLe
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w Lz YLIW | OLT
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w Fid ELW | 60C
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 9¢ CLW | 80T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 34 LLIW | £0T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 54 OLW | 90T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 8y 6N S0t
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 [4 8 ¥0T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 8¢ LW €0¢
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 JA 9N 0¢
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w €9 SW L0t
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 [43 YW 00t
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH J SS €W 661
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w 6¢ [42 861
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH w & LW L6l
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu G 2 19 ILM | 961
qu qu qu qu + qu + qu qu qu qu qu R 2 19 SLM | S6l
qu qu qu qu + qu + qu qu qu qu qu G 2 L9 YIM | V6L
qu qu qu qu qu qu + qu qu qu qu qu Gy w 09 ELM | €6l
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu G w SS M | T6L
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu RGP 2 99 LLM | L6l
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu G 2 [44 OLM | 06l
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu G w 0¢ 6M 68l
qu qu qu qu + qu + qu qu qu qu qu RG] w 33 8M 88l
+ qu qu qu + + + qu qu qu qu qu G w S€ LM /81
+ qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu R K 99 IM 98l
+ qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu RGP 2 L SM S8l
+ qu qu qu + + qu qu qu qu qu qu R w L YA ¥8l
+ qu qu qu + + qu qu qu qu qu qu G 2 L/ EM €8l
+ qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu R w 69 M sl
+ qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu qu G w 19 LM L8l

191



192

[ e s N N [ ) [ (8 ([ Y [ i ) [ ) i ) i [ i [ i | i [ i |} )
c|lc|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|lc|c|ec|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
ololo|lojo|o|o|lo|ojo|lojo|o|o|lo|lojo|lo|ojo|o|o|lo|o|lolojo|lo|olo|lolo
c|lc|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|lc|c|ec|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
ololo|lojo|o|o|lo|o|o|lo|jo|o|o|lo|o|o|lo|ojo|o|o|lo|o|lolojo|o|o|lo|lolo
c|lc|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|lc|c|ec|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
[ e R N N N [ [ [ o [ o i [ i [ [ i ) T [ i ) i [ i [ i | i [ i |} )
c|lc|c|c|ce|lc|c|c|lc|c|c|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|lc|c|e|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
F e e e ol ol A ol o e ol o s ol el s o i s ol o U ol o o A ol o A S o B o e A
B e ol s e s ol ol e o ol e e ol s ol e e B ol s ol e e ol I ol s ol e ol s o e ol B ol e A
B e ol e s s ol ol e ol e ol e e ol e ol e e o e ol s s o e e e ol ol e ol o e ol s o e ol B ol e A
ololo|lojo|o|o|lo|ojo|lojo|o|o|lo|lo|o|lo|ojo|o|o|lo|o|lolojo|o|lolo|lolo
c|lc|lc|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|lc|c|ec|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
[ o G N N N [ [ [ o [ o 3 i ) [ i ) [ [ i T [ i ) i [ i [ i | i [ i |} )
c|lc|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
e ey N N N ) N N ) o N o N 3 i ) [ N N ) N o i ) N Y i Y T [ i i [ i Y e [ i [ R |} i i |} e )
c|lc|c|c|ce|lc|c|e|lc|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|lc|c|e|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
e e I« ) I« ) S« i e ) e i e ) e T e ) e ) e ) (e e | e e | e i i Y e i e | e e T e i e i e i (e i e i e e |} e i e | i)
c|c|c|c|e|lc|c|e|lc|c|c|c|c|c|c|€|c|c|c|ce|lc|c|e|c|c|€|c|c|c|c|c|<c
e a0 N N N ) [ A o 3 N N 3 i i Y W T [ i ) i [ i [ e [ [ I |} i [ i |} )
c|lc|c|c|ce|lc|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|c|lc|c|c|lc|c|c|c|c|c|c|c|<c
QI0I0I0I0I00]00VIVIVIVIVIVIVIVIVIOVIOVIVIOVIOVIVIOIVIOVIOVIOVIOVILVILV
OIOIVIVIVIOVIVIVIVIVIVIVIVIVILVOLVIOVIVOOVOLVOLOVIOVOLOILVOLVILVLULVIVL
I rrrrrrrrrrrrrrrr rr r /T T T x|
E|E|~| E|E|E|E|X|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|> | EIE|X E|E|E|X E|E|E|E|E|E
N MMV O N O MINM OV M OO~ O ONINNO ||| INIO (Y (N
IOV T T T[T TFT[(O[O0O[ O N T NN MO N[O| MO MO |T || ||| |0
NOONO|I— N M| T INIOINO O — AN M| T N[OOI O | — A mM TN O|NN| 0
om0
DR IR DR D D D D3 D3R (D3 13 D 13 D3 1 D30 [ 13 D30 D D3 D D3 D 3 D3 D 3 D3 D D3 DN
M T INIOINOON O~ NM T NIOINO|N O~ AN M| T NV O~ M|
|| - N NN AN N AN NN AN m oo om S |
NN NN AN AN AN AN NN NN NN NN NN




‘Yokuzowyday udzodzid z Auvmoyifipmysdpz [prisgpus qny vIULpLq Op NpvLIIPUL 0Jpul 1AqZ — , OUDPDQ 21U — QU 2UPUOYAM 21UDPDQq — + DUMAIAz0d PMmoOYUDY]
D]04JU0Y — DDH DUMAIDZIU DMOYUDY] D]OJUOY — "Y1 D2IIMOINS DJOLJUOY — unsY ADH YoAuozvyvz vdni8 - ADH Duzdzozduwi - wi 32190y - ¥ w1ua1UsvIqO

qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0H | W 0¢ YO LST
qu qu qu qu + qu + qu qu qu qu qu ODH 2 L€ €0 95¢
qu qu qu qu qu + + qu qu qu qu qu O0OH | W S/ [£e) SS9¢
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH | W 33 LO ¥ST
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0OH | W LS LSW | €SC
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH | W ) 9SW | TSC
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0H | W Ly SSW 374
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH | W €9 ySW | 05T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0H | W 9 €AW | 6VC
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0H | W 89 CSW | 8¥C
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 69 LSW | L¥C
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu ODH 2 86 0S| 9¥T
qu qu qu qu + + + qu qu qu qu qu O0OH | W S€ 6YW | SPC

193







