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1. Wykaz skrétow uzytych w pracy

AFP- o-fetoproteina

ALT- Aminotransferaza alaninowa (ang. alanine aminotransferase)

APC - Komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cell )

AST — Aminotransferaza asparaginowa (ang. asparagin aminotransferase)

CD- Antygen r6znicowania komérkowego (ang. cluster of differentiation)

DAA - Bezposrednio dziatajace leki przeciwwirusowe (ang. direct-acting antivirals)
DC - Komorki dendrytyczne (ang. dendritic cell)

E1- Glikoproteina otoczki HCV (ang. envelope)

ELISA — Test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

ER — Siateczka wewnatrzplazmatyczna (ang. endoplasmatic reticulum)

HCC - Rak watrobowokomdrkowy (ang. hepatocellular carcinoma)

HCV - Wirus zapalenia watroby typu C (WZW C, ang. hepatitis C virus)

HLA- Ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens)

HSC - Watrobowe komorki gwiazdziste (ang. hepatic stellate cells)

HVR — Region nadzmienny (ang. hypervariable region)

IDU - Dozylni narkomani (ang. intravenous drug users)

IEN - Interferon

IL - Interleukina

IRES — Wewngtrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)
ISDR - Domena wrazliwo$ci na interferon (ang. IFN- a sensitivity determining region)
KC — Komorki Kupffera

KIR — Receptory komérek podobne do immunoglobulin (ang. killer-cell immunoglobulin-like
receptors)

LDL - Lipoproteina o niskiej ggstosci (ang. LDL — low-density lipoprotein)

LPS — Lipopolisacharyd, endotoksyna

LSEC - Komorki wysciolki zatok (ang. liver sinusoidal endothelial cells)

MHC - Glowny uktad zgodnos$ci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
MFI — Srednia intensywno$¢ fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity)

MSM - Megzczyzni majacy kontakty seksualne z mezczyznami (ang. Men who have Sex with Men)
NCRs — Receptory naturalnej cytotoksycznos$ci (ang. natural cytotoxicity receptors)
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NK - Komorki NK - naturalni zabdjcy (ang. Natural Killer)

NKG2D - Receptor aktywujacy komorek NK i limfocytéw T CD8+

NKT - Limfocyty NKT (ang. natural killer T-cells)

NTR - Region niekodujacy (ang. nontranslated region)

ORF — Otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

p — Poziom istotnosci statystycznej

PAMPs - Wozorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associated molecular
patterns)

PeglFN — Interferon pegylowany

PCR - Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PRR - Receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptors)

PWID — Osoby uzywajace srodkow/lekow dozylnych (ang. people who inject drugs)

PZW C — Przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C

I — Wspotczynnik korelacji

RANTES - CCL5, Chemokina B (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and
secreted)

RBV - Rybawiryna

RdRp — RNA-zalezna polimeraza RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase)

Real Time-PCR - PCR w czasie rzeczywistym

SD - Odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

STAT-C - Leki przeciwwirusowe swoiste dla HCV (ang. specifically targeted antiviral treatment
for hepatitis C)

SVR - Utrwalona odpowiedz wirusologiczna (ang. sustained virologic response)

TGF-p — Transformujgcy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor beta)

TLR - Receptory Toll-podobne (ang. Toll-like receptors)

TNF - Czynnik martwicy guza, czynnik nekrozy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)
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2. Wstep

Wspolczesna medycyna stawia wiele wyzwan w zakresie rozwoju nowych metod leczenia,
diagnostyki, profilaktyki. Jednocze$nie oferuje nowoczesne mozliwosci metodyki badan,
pozwalajac ,,zajrze¢ w glab komorki”, przeanalizowa¢ procesy toczace si¢ na poziome jej
metabolizmu, reakcji immunologicznych a nawet na poziomie molekularnej analizy gendw.
Warunkuje to dalszy postep w dziedzinie medycyny.

Wirusowe zapalenie watroby typu C jest choroba dotykajaca nawet 2-3 % populacji swiatowe;.
Moze prowadzi¢ do marskosci watroby, raka watrobowokomoérkowego, przewleklego nosicielstwa,
zgonu 1 wielu manifestacji pozawatrobowych.

Ze wzgledu na zdolnosci mutagenne HCV (ang. hepatitis C virus), mozliwos¢ maskowania
zakazenia przed uktadem obronnym organizmu gospodarza, istnieje wiele ograniczen zaréwno
w zakresie leczenia jak i1 profilaktyki tej choroby. Dotychczas nie wynaleziono skutecznej
szczepionki zapobiegajacej zakazeniu. Ponadto dzisiejsza medycyna nie dysponuje odpowiednig
profilaktyka poekspozycyjng. Terapia oparta na polaczeniu interferonu z rybawiryng oraz
inhibitordw proteazy rowniez napotyka wiele ograniczen ze wzglgdu na liczne przeciwwskazania,
interakcje z innymi lekami, dziatania niepozadane. Obiecujace doniesienia na temat terapii
dodatkowymi inhibitorami proteazy, analogami nukleozydowymi/nukleotydowymi, inhibitorami
nienukleozydowymi HCV-RNA-zaleznej polimerazy RNA, inhibitorami NS5A oraz inhibitorami
cyklofiliny moga wkrotce znalez¢ odzwierciedlenie w standardowej terapii.

Bezpieczne postgpowanie terapeutyczne, trafne rozumowanie w zakresie tworzenia nowych
opcji leczniczych, szczepionek, wymaga szczegdétowego zrozumienia patogenezy zakazenia, reakcji
odpornosciowej organizmu chorego szczegolnie w zakresie odpowiedzi wrodzonej, ktora jak sig
wydaje ma istotne znaczenie w zakazeniu HCV. Szczegodlng rolg przypisuje si¢ komorkom
naturalnej cytotoksycznosci, znanym jako komorki NK (ang. natural killers). Ponizsza praca

dedykowana jest roli tych komorek w przewlektym wirusowym zapaleniu watroby typu C.



2.1.  Wirus zapalenia watroby typu C

HCV po raz pierwszy zostat zidentyfikowany w 1989 roku. Praca QL Choo opublikowana
w Science opisywala genom wirusa *. Dopiero pézniej opisano budowe wirusa.
Wirus ten nalezy do matych wirusow otoczkowych z pojedyncza, dodatnio spolaryzowana nicig
RNA z rodziny Flaviviridae. Wewnatrz rodziny sklasyfikowany jest oddzielnie jako hepacivirus.
Jest wirusem pierwotnie hepatotropowym, jednak jego replikacj¢ wykazano roéwniez w komoérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej, w szpiku kostnym oraz w osrodkowym ukladzie nerwowym °.

Wirus ma budowe sferyczng, $rednice okolo 50-60 nm. Materiat genetyczny wirusa, rdzen,
otoczony jest ikosachedralnym kapsydem oraz zewnetrzng ostonka lipidowa pochodzenia
komorkowego, w ktorej osadzone sg glikoproteiny otoczki — E1 1 E2.

Jest to wirus RNA, o wysokim potencjale mutagennym z uwagi na wirusowg RNA-zalezng
polimeraz¢ RNA — NS5B podatng na btedy. Skutkiem tego jest brak mozliwosci korekty mutacji

i wysoki wspolczynnik replikacji >*.

Z tego wzgledu obserwuje si¢ wysoka rdéznorodnosé
genetyczng wirusa u osob zakazonych. Wyrdznia si¢ 7 gldéwnych genotypow HCV, w obrebie
ktérych istnieje 67 subtypéw, ktére wykazuja okolo 20% zmiennosci *°. Zmienno$é sekwencji
nukleotydowej pomigdzy genotypami ocenia si¢ na okoto 30%. Rozmieszczenie geograficzne
poszczegblnych genotypow i subtypdw prezentuje Tabela 1. Filogenetycznie pochodzg one z Afryki

i Azji >



Tabela 1. Rozmieszczenie geograficzne poszczegolnych genotypdw i subtypow na podstawie
Nakano, T. [5] — modyfikacja wlasna.

Genotyp/ wystepowanie

subtyp

la USA, Europa N

1b Caly Swiat (PWID w Europie)®

2a, 2b, 2¢ Basen M. Srodziemnego, Daleki Wschod

3a Caly Swiat

3b Azja

4 Srodkowy Wschod, Od Srodkowej do Potnocnej Afrykii Europy, Kanada
S5a Potudniowa Afryka, Francja, Belgia

6 Wschodnia Azja (6p-6s Kanada — imigranci z Azji)

7 Kanada, Belgia (mozliwe, ze do zakazenia doszlo w Srodkowej Afryce)

2.1.1. Genom wirusa, budowa wirusa

Produktami genomu wirusa, ktory koduje okoto 9600 nukleotydow, sg biatka strukturalne
(rdzeniowe, otoczki biatko p7) i1 niestrukturalne (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) !

Schematycznie uktad gendw zamieszczono na Rycinie 1.



5"'NTR Otwearta ramka odezytu (ORF) - okoto 9400 par zasad I NTR

— 1 1 | | 1 | | 1 1 J—

IRES
biatka strukturalne i biatka niestrukiuralne

1 poliproteina = 10 hiatek = 3012 aminokwasiw

HVR1 HVR 2

Biatko C E1\ E2 P7 HNS2 NS3 MNS4a NS4b MS5a NS5h
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L

glikoproteiny otoczki | ———
|proteaza RMA-zalezna
SAFYAOWE
— kofaktor polimeraza RNA
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autoproteaza
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Wirlon

Rycina 1. Budowa genomu wirusa HCV. Objasnienia skrétow w tekscie oraz w wykazie
skrétéw. Na podstawie Lloyd A.R.° - modyfikacja wlasna.

Bialko rdzeniowe (core) chroni material genetyczny wirusa, tworzac nukleokapsyd.
Translacja jego sekwencji nukleotydowej zaczyna si¢ w kodonie AUG w pozycji 342 genomu H77,
w miejscu, gdzie zaczyna si¢ translacja cato$ci genomu HCV. Oprocz tego, ze jest bialkiem
strukturalnym, jest rowniez biatkiem regulatorowym, odpowiadajagcym za wigzanie wirusowego
RNA, regulacje  translacji RNA,  skladanie  czasteczki; moze  wigzaé  si¢
z receptorami TLR, wplywajac na aktywacje zapalenia; jest bialkiem wlaczonym
w sygnatowanie komoérki, apoptoze, metabolizm lipidowy i karcynogeneze *°*2,

El, E2 s3 to geny kodujace przezblonowe biatka otoczki wirusa. Poza funkcja strukturalna,
wilaczaja si¢ w adsorpcjg wirusa do receptora tetraspaniny CD81, umozliwiajacego wejscie wirusa
do komorki, i receptora lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. LDL — low-density lipoprotein)
komorek zakazanych. Biatko E2 posiada 2 rejony hiperzmienne, bedace miejscem zmienno$ci
epitopow, glownym celem dla przeciwcial neutralizujacych
i jednocze$nie wyzwaniem dla wakcynologéw *°.

Gen NS3 koduje biatko o aktywnosci ATPazy/helikazy. Bialko niestrukturalne NS3 jest
kluczowym biatkiem dla zakazno$ci wirusa. Podobnie jak biatko C, moze Iaczy¢ si¢ z receptorami
TLR 2 Jest potencjalnym celem terapeutycznym dla inhibitoréw proteazy NS3. Do swojej

prawidtowej aktywnosci biatko NS3 potrzebuje bialka NS4A jako kofaktora.
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Gen NSI1, po translacji tworzy bialko btonowe, ktore nie jest kluczowe dla replikacji
wirusa, ale odgrywa wazng role w formowaniu zakaznych wirionow.

NS5A to gen kodujacy RNA-zalezng polimerazg¢ RNA, zawierajac domene wrazliwo$ci na
interferon (ang. IFN- a sensitivity determining region - ISDR), odgrywa znaczaca role
w odpowiedzi na leczenie interferonem. Rosngca liczba mutacji w tym regionie koreluje
z brakiem SVR. NS5B odpowiada za syntez¢ ujemnego lancucha RNA, jest polimeraza RNA-
zalezna (RARp) podatna na bledy (czestosé bledu — 10° rybonukleotydu na cykl) przez co wirus
mutuje nie tylko miedzy réznymi pacjentami, ale takze osobniczo. NS4A jest kofaktorem dla
proteazy serynowej NS3. NS4B jest kluczowym biatkiem dla replikacji HCV, a w zwigzku z tym
kolejnym celem terapeutycznym. Tworzy ,platform¢” do replikacji wirusa. Fragmenty 5’NTR
i 3NTR s3 to sekwencje wysoce konserwatywne, nie podlegajace translacji, znajdujace si¢ na
konicu 5" 1 3" genomu. Na koncu 5’NRT znajduje si¢ IRES, gdzie wigza si¢ rybosomy w procesie

translacji 104,

2.1.2. Cykl replikacyjny wirusa HCV

Wejscie do komorki. Fuzja. Po przylaczeniu si¢ do komorki gospodarza wirus HCV uwalnia

swoj nukleokapsyd do wngtrza komorki. Wejscie do komorki uzaleznione jest od pH
i endocytozy za posrednictwem klatryny, biatka, bedacego sktadnikiem wpuklen blony komérkowej
u Eukaryota. Nastepnie z cytoplazmy komorki nuklekapsyd przechodzi do endosomu.

Translacja. IRES (ang. internal ribosome entry site) jest to zbior domen i nukleotyddéw na
koncu 5’ genomu wirusa. IRES tworzy stabilny kompleks preinicjujacy translacj¢ poprzez
wigzanie rybosomalnej podjednostki 40S z czynnikami zapoczatkowujacymi translacj¢. Nastepnie
podjednostka ta wigze czynniki translacyjne komorki gospodarza i wirusa z tRNA. Po kolejnych
hydrolizach trojfosforanu guanozyny, asocjacji podjednostek rybosomalnych
i uformowaniu rybosoméw 80S, dochodzi do inicjacji syntezy biatek wirusowych.

Obrébka potranslacyjna. Poliproteiny prekursorowe sg translokowane do $wiatta retikulum

endoplazmatycznego (ang. ER - endoplasmatic reticulum). Ma tu miejsce kilkuetapowe
,dojrzewanie” biatek.

Replikacja. Przy pomocy RdRp zostaje odtworzony ujemny tancuch RNA na podstawie
dodatniego RNA genomowego wirusa. W Kkolejnym etapie powstaja tancuchy o polarnosci
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dodatniej, ktore postuzag do translacji biatek, syntezy czynnikdéw posrednich replikacji
i tworzenia nowych czastek wirusowych.

Skladanie i uwalnianie wirusa. Interakcja bialka rdzeniowego z genomowym RNA

prawdopodobnie przetacza proces replikacji do pakowania czastki wirusowej. Caty proces
formowania wirusa prawdopodobnie ma miejsce w ER, w ktdrego siateczce wigza si¢ glikoproteiny
otoczkowe wirusa. Bialka strukturalne wirusa wystgpuja zarowno w ER  jak
1 aparacie Golgiego. Obecnos¢ N-glikanu na powierzchni czasteczki wirusa $wiadczy o udziale
aparatu Golgiego w dojrzewaniu wirionu. Transport wirusa do przestrzeni okolokomoérkowe;j
10,14,15

zachodzi konstytutywnymi drogami wydzielniczymi

Na Rycinie 2 przedstawiono model replikacyjny wirusa HCV. Opis w tekscie.
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odptaszczenie

Transport wirionu
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glikoproteiny
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synteza nici
dodatniej RNA

Fuzja pecherzyka/
uwolnienie
dojrzatych wirionéw

.. Sktadanie/
‘)j Upakowanie

---------------

Utworzenie
ujemnego
fancucha

Translacja,
utworzenie

poliproteiny

\_y Formowanie kompleksu

replikacyjnego

Rycina 2. Model replikacji wirusa HCV. Modyfikacja wlasna na podstawie Pawlotsky, J.M. *?
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2.2.  Przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C (PZWC)

PZWC nosi znamiona ,,cichej epidemii”. Znaczna cz¢$¢ populacji $wiatowej jest zakazona
wirusem HCV 1 nie jest tego $wiadoma. Z uwagi na niska rozpoznawalno§¢ zakazenia
w stadium ostrej choroby (okoto 25% przypadkoéw) okreslenie liczby swiezych zachorowan nie jest
mozliwe. Dopiero kiedy choroba postepuje w kierunku marskosci watroby, jej dekompensacji, czy
raka watrobowokomorkowego, ujawnia si¢. Wowczas niejednokrotnie jest juz zbyt pdzno na
podjecie skutecznego leczenia, ktore bylyby w zasiegu przy wczesniejszej diagnozie. Znakomita

wigkszos$¢ zakazen HCV wykrywana jest przypadkowo.

2.2.1. Epidemiologia

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organisation)
okoto 130-170 milionéw 0s6b jest zakazonych wirusem HCV (w Europie 2-5 min), co stanowi
okoto 2.35% populacji $wiatowej. Wedlug niektérych autorow nawet 210 miliondw ludzi jest
zakazonych, co daje 3,3% populacji $wiatowej. Kazdego roku 3-4 miliony ludzi zakaza si¢
wirusem HCV; powyzej 350000 os6b umiera rocznie z powodu choréb zwigzanych
z wirusowym zapaleniem watroby typu C %%,

Wedtug danych CDC z 2012 roku zachorowalno$é rozni sie w zaleznosci od regionu Swiata.
Maksimum osigga w Afryce (Egipt — 22%) i na Zachodnim Pacyfiku, minimum -
w Europie i Ameryce Potnocnej. Najwyzszg czesto$¢ zakazen w Europie szacuje si¢ we Wloszech,
Rumunii, na Sycylii (>8%) i ogélnie w krajach Basenu Morza Srodziemnego (okoto 4%), najnizsza
za$ w krajach skandynawskich, Francji, Wielkiej Brytanii i w Niemczech (<0,5%) *®. Na Rycinie 3.

przedstawiono czg¢stos$¢ zakazen HCV na §wiecie.

14



Rycina 3. Czestos¢ zakazen HCV na $wiecie na rok 2010 — modyfikacja wlasna na podstawie
Lavanchy, D. *°

Szacuje sie, ze w Polsce ok. 730 tys. os6b mialo kontakt z wirusem, co stanowi 1,9% (0.6 to
2.1%) populacji ogélnej ?°. W populacji 0séb starszych siega nawet 2,93% 2. Z racji wysokiej
aktywnosci wirusa 230 tys. 0sob, (31% osob anty-HCV dodatnich), powinno podlegaé terapii,
jednak do tej pory obecno$é przeciwcial anty-HCV potwierdzono jedynie u 50 tys. 0s6b .

Wedlug analiz retrospektywnych liczba zachorowan sukcesywnie spada dzigki zwigkszeniu
edukacji w zakresie transmisji wirusow HCV, HBV i HIV; niemalze do zera zredukowano

ey ‘r . . . .22
mozliwo$¢ zakazenia poprzez transfuzj¢ krwi “.

2.2.2. Drogi przenoszenia

Wirus najczgséciej przenoszony jest droga parenteralng. Wsrod mozliwych drég zakazenia
wymienia si¢ (w kolejnosci od najbardziej ryzykownych): dozylne podanie leku/narkotyku,
transfuzja krwi przed 1991-94 rokiem, hemodializa, ryzykowne kontakty seksualne, pobyt
w wiezieniu, okaleczanie si¢ zwigzane z religia, piercing, tatuaz, podanie immunoglobulin. Personel
medyczny jest narazony zawodowo na zakazenie poprzez zaklucie igla chorego, czy innym
narzedziem medycznym, majacym kontakt z krwig chorego. Ryzyko serokonwersji do anty-HCV
przy zaktuciu ocenia si¢ na okoto 2- 3%.

W grupie ryzyka zachowan homoseksualnych MSM (ang. Men who have Sex with Men) ryzyko
zakazenia ros$nie do 4-8%. Czestos$¢ zakazen ta droga zwigksza si¢. Zaznacza si¢ wzrost zakazen

HCV u HIV-dodatnich homoseksualistow 422,
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Ryzyko zakazenia okotoporodowego ocenia si¢ na 5% i mniej w zalezno$ci od wiremii u matki
dziecka. Przy koinfekcji z HIV rosnie powyzej 20%. Nie wykazano zwigkszonego ryzyka transmisji

wirusa na dziecko karmione piersia przez matk¢ HCV dodatnig 28?22,

2.2.3. Obraz kliniczny. Przebieg zakazenia

Ostre zapalenie watroby typu C zazwyczaj przebiega bezobjawowo. Przewlekte zapalenie
watroby rOwniez moze przebiega¢ pierwotnie bezobjawowo. PZWC u okoto 20-30% pacjentow po
20-30 latach choroby moze prowadzi¢ do marskosci watroby,
a w kolejnym etapie do rozwoju raka watrobowokomdrkowego czy zgonu pacjenta.

Rycina 4. przedstawia kolejne etapy zakazenia HCV i ich procentowy rozktad u chorych
w czasie trwania zakazenia. Zakazenie HCV w okolo 80-90 % prowadzi do zakazenia
przewlekltego, to znaczy, ze przeciwciata anty — HCV utrzymuja si¢ we krwi zakazonego powyzej 6

miesiecy od ekspozycji. Zaledwie nieznaczna czg$¢ zakazonych eliminuje wirusa.

e 1% A

PZWC

BO%
Zakazenie wirusem HCV

Rycina 4. Etapy zakazenia HCV i procentowy rozklad progresji choroby.

U wigkszosci pacjentow swiezo zakazonych wirusem HCV nie obserwuje objawdw choroby
lub przechodzi to zakazenie tagodnie. W ostrym zapaleniu zoéitaczka pojawia si¢ u 1 na 4
pacjentow. Wsrdd objawoéw klinicznych obserwuje si¢ takze zmeczenie, ogdlne rozbicie, nudnosci,
b6l w okolicy prawego gornego kwadrantu brzucha. U 0s6b o objawowym przebiegu choroby ostra
faza trwa okoto 2-12 tygodni. Przebieg objawowy choroby prawdopodobnie nie ma zwigzku
z eliminacja wirusa. Wplyw moze mie¢ rodzaj transmisji wirusa, wiek zakazonego *’. Piorunujacy

przebieg w przypadku ostrego zakazenia HCV jest bardzo rzadki. Moze mie¢ miejsce np.
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w koinfekcji innym wirusem hepatotropowym, jak na przyktad wirusem zapalenia watroby typu B
22,24

Wedlug ostatnich badan wsréd czynnikow mogacych znaczaco wpltywaé na proces
eliminacji wirusa mozna wymieni¢ **%%;
v Czynniki immunologiczne i genetyczne:
- limfocyty T CD4",
- komorki NK,
- miano przeciwciat anty-HCV, wcze$niejszy kontakt z wirusem HCV
- polimorfizm genu 1128B,
- allele HLA-DRB1, HLA-DQBL1
v" Pozostate czynniki ze strony gospodarza:
- rodzaj ekspozyciji,
- wiek i pte¢,
- narodowos$¢ (np. HCC czgéciej wystepuje w Japonii),
- pochodzenie etniczne,
- uktadu uzywanie alkoholu, innych uzywek,
v Czynniki ze strony wirusa
- genotyp
- koinfekcje.
Model progresji choroby moze zaleze¢ od wielu czynnikéw. Z dotychczas poznanych
czynnikéw predysponujacych do szybszego postepu choroby mozna wymienic:
- ple¢ meska,
- wiek powyzej 40 roku zycia,
- spozywanie alkoholu,
- steroidy, cukrzyca, otylo$¢,
- koinfekcja HBV/HIV (i niski poziom komérek CD4),
- nadkazenie innymi genotypami HCV
- zwloknienie, stluszczenie watroby.

Genotyp nie ma wpltywu na wldknienie watroby *>%°,
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Przewlekle zapalenie watroby typu C. Jezeli wirus jest obecny we krwi 6 miesiecy od

ekspozycji, mowimy o zakazeniu przewlektym. Dzigki ogromnej réznorodnosci genetycznej
wirusa, mutagenno$ci, wirus nie moze by¢ efektywnie zwalczony przez uktad immunologiczny
gospodarza, co skutkuje przewlektoscig procesu u 80% zakazonych.

Najczesciej zglaszanym objawem przez pacjentow jest przewlekle uczucie zmegczenia.
Znacznie rzadziej obserwuje si¢ nudnosci, ostabienie, utrate masy ciata, bdle migsni czy stawow.
Objawy te s3 jednak niespecyficzne i nie koreluja z progresja choroby.

Badania laboratoryjne moga wykaza¢ wzrost aminotransferaz, zwlaszcza zwigkszong
aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT). U okoto 30% chorych aktywno$¢ ALT jest
w normie i chorzy ci prezentuja fagodny przebieg choroby. U zakazonych przewlekle zwykle
wystepuje cytopenia w zakresie jednej z trzech linii komoérkowych. Szacuje sie, ze u 0,1-0,3%
chorych moze wystapi¢ aplazja szpiku, wowczas zaburzone sg wszystkie linie komérkowe 2,
Lagodna neutropenia wystepuje bardzo czgsto i zwykle wigze si¢

z nadcisnieniem wrotnym i hipersplenizmem 2

. Neutropenia 1 trombocytopenia wystepuja
niezaleznie od anemii oraz bez zwigzku ze statusem wirusologicznym 2% Dla kontrastu u chorych
”naiwnych” obserwowano wzrost liczby limfocytéw atypowych *°.

U wiekszosci zakazonych nie obserwuje si¢ objawdw choroby do czasu petlnoobjawowe;j
marskosci watroby z dekompensacja tego narzadu. Ryzyko rozwoju marskosci przez 20 lat choroby
jest oceniane na 10-20% *°. Sredni czas od infekcji do ewolucji zaawansowanego widknienia to

okoto 30 lat .

2.2.4. Powiklania

W badaniu klinicznym u pacjentéw z wyréwnang marskosciag watroby obserwuje si¢ hepato-
i/lub splenomegali¢, rumien dloniowy, pajaczki naczyniowe, atrofi¢ jader, ginekomasti¢. Plamica
matoptytkowa o podlozu immunologicznym wystepuje zdecydowanie czg$ciej u pacjentdw
zakazonych wirusem C (22-30%) w stosunku 0s6b zdrowych (0,4%) 3.

Kolejnym etapem progresji choroby jest dekompensacja watroby pod postaciag wodobrzusza,
uogblnionych obrzekdéw, krwawienia z zylakow przetyku, encefalopatii watrobowej i z6ttaczki.
U 0s6b z marskos$cia watroby dekompensacja watroby ma miejsce prawie u 5% chorych rocznie %°.

U 30-40% chorych pojawiaja si¢ pozawatrobowe manifestacje zakazenia. Wérdd zaburzen
hematologicznych wyrdznia si¢ krioglobulinemi¢ mieszang. Stosunkowo czesto rozpoznaje si¢
choroby autoimmunizacyjne, chioniaka, btoniasto-rozplemowe zapalenie nerek, choroby skory
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(porfiria skorna p6zna, liszaj ptaski) czy tez cukrzyce, patologi¢ tarczycy, idiopatyczne widknienie
pluc, kardiomiopatie *.

Rak watrobowokomoérkowy w zakazeniu wirusem C rozwija si¢ na podiozu marskosci.
Nawet jesli wirus zostanie eradykowany, chorzy z marsko$cig pozostajg w grupie zwigkszonego
ryzyka HCC jak i innych powiklan zagrazajacych zyciu *'.

W Tabeli 2 przedstawiono czesto$¢ powikltan u chorych z marskoscia watroby
lub z chorobami wspotistniejacymi. Wérod nich wyrdznia sig: zakazenie wirusem HBV (czy innym
wirusem hepatotropowym), HIV, naduzywanie alkoholu, cukrzyca, chorobg metaboliczng watroby

i inne %,

Tabela 2. Ryzyko powiklan u chorych z dodatnim HCV-RNA z wyréwnang marskoScia
watroby w zaleznosci od istnienia lub braku dodatkowych obciazen watroby (kofaktorow).
Na podstawie Massard, J [26] - modyfikacja wlasna.

Powiklanie Lacznie Bez kofaktorow + kofaktor
Wodobrzusze 2,9% 2,8% 3,2%
Zbtaczka 2,0% 1,6% 4,1%
Krwawienie z  przewodu 0,7% 0,3% 0,8%
pokarmowego
Encefalopatia 0,1% 0,1% 0,1%
HCC 3,9% 3,7% 4,9%
Zgon 4,0% 3,6% 5,7%

2.2.5. Diagnostyka

Rozpoznanie zakazenia w przypadku ostrego zapalenia watroby mozna postawi¢ juz po
kilku dniach do 8 tygodni od ekspozycji na wirusa na podstawie badania PCR, a na podstawie
dodatnich przeciwcial anty-HCV po 8-10 tygodniach (6-12 tygodniach) od narazenia. Testy 3-ej
generacji EIA, pozwalaja na detekcje przeciwcial po 4-6 tygodniach z czulo$cia nawet 99%.
U okoto 20% $wiezo zakazonych pacjentéw dochodzi do negatywizacji wyniku PCR - HCV-RNA,
co $wiadczy o wyleczeniu **

Jakosciowa 1 iloSciowa ocen¢ obecnosci materialu genetycznego wirusa umozliwia
klasyczna tancuchowa reakcja polimerazy PCR Iub ,Real-time” PCR. Testy jakosciowe musza
wykrywa¢ minimum 50 HCV RNA IU/ml i mie¢ jednakowa czulo$¢ dla wszystkich genotypow.
Dla testow opartych na Real-time PCR dolna granica wykrywalnosci to 5-30 1U/ml.
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Genotypowanie, to metoda molekularnej oceny genotypu na podstawie analizy sekwencji
niekodujacej regionu 5’ - NS5B lub E1 genomu wirusa HCV.

Mozliwa jest rowniez ocena ilosciowa antygenu rdzeniowego HCV — HCV Ag. Test ten jest
mniej czuly w przewleklym zapaleniu watroby typu C . Wykazano jednak, ze poziom HCV Ag
koreluje z HCV RNA i moze byé réwniez markerem replikacji wirusa *.

Biopsja watroby pozostaje ,.ztotym standardem” w ocenie patomorfologicznej watroby.
Dostgpne sa roéwniez metody nieinwazyjne - elastografia. W polaczeniu z markerami
serologicznymi jej przydatno$¢ diagnostyczna jest porownywalna z biopsja 17,

U o0sbb $wiezo zakazonych mozna wykaza¢ dodatnie HCV-RNA przy negatywnym badaniu
przeciwcial. W pozniejszym okresie od zakazenia, obydwa badania moga by¢ pozytywne, co moze
mie¢ réwniez miejsce u zakazonych przewlekle z dodatkowa przyczyng ostrego zapalenia watroby

i w zaostrzeniach u chorych przewlekle *'. Jesli oba testy sa negatywne zakazenie ostre jest malo
prawdopodobne. Jezeli jedynie przeciwciata sa dodatnie, nalezy zbada¢ pacjenta powtornie po
uptywie kilku tygodni z uwagi na mozliwos¢ przejsciowej kontroli uktadu immunologicznego nad
replikacja wirusa. Zazwyczaj jednak swiadczy to o przebytej infekcji HCV.

W przypadku zakazenia przewleklego zar6wno wynik badania przeciwciat jak i HCV RNA
jest pozytywny. Wyjatek stanowia pacjenci z glebokimi niedoborami immunologicznymi,
hemodializowani i chorujacy na agammaglobulinemie *". Falszywie dodatnie wyniki obserwuje si¢
u chorych z dodatnim czynnikiem reumatoidalnym.

U pacjentéw nieleczonych nalezy prowadzi¢ systematyczny bilans progresji choroby na
podstawie badan laboratoryjnych, obrazowych jak i histopatologicznych lub im odpowiadajacych
34,36

Wzrost aktywnos$ci aminotransferaz, gldwnie w zakresie ALT, obserwuje si¢ $rednio po 6-
12 tygodniach od zakazenia. W fazie ostrej enzymy watrobowe wzrastaja okoto 10-30 X powyzej
gornej granicy normy. Wyniki te nie korelujg ze stanem watroby. U okoto 40% chorych uwage
zwraca normalizacja aminotransferaz w trakcie ustepowania objawow ostrego zakazenia. Zaznacza

sic wzrost stezenia bilirubiny w surowicy krwi, hipoalbuminemia "%

. Zwiekszone wartosci AFP
(a-fetoproteina) niekoniecznie muszg wskazywa¢ na rozwdj HCC, jednakze wedlug
dotychczasowych standardow AFP powyzej 400 ng/ml moze by¢ zapowiedzig transformacji

nowotworowej.
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2.2.6. Leczenie

Przez ostatnie 15 lat dokonat si¢ ogromny postep w leczeniu PZWC. Poczatkowo stosowano
interferon o w monoterapii, osiagajac SVR u ponizej 10% leczonych. Dzisiaj — skuteczno$é¢

nowoczesnych terapii jest niemalze 10-krotnie wyzsza.

2.2.6.1. Wskazania do leczenia

Leczenie immunomodulujace, przeciwwirusowe nalezy wdrozy¢ u chorych z obecnym
materialem genetycznym wirusa niezaleznie od aktywnosci ALT, ze zmianami zapalnymi watroby
i wloknieniem, co najmniej umiarkowanego stopnia. Takie postepowanie terapeutyczne ma rowniez
zastosowanie u pacjentow z wyroOwnang marskos$cia watroby, z reaktywacja zakazenia po
wczesniejszym leczeniu, w reterapii, w oczekiwaniu na transplantacj¢ watroby, reaktywacji
zakazenia po przeszczepie, a takze u chorych z manifestacja pozawatrobowa na tle zakazenia HCV.
Przeciwwskazaniem do leczenia przeciwwirusowego moga by¢ jednak liczne potencjalne dziatania
uboczne spotggowane obecnosciag zaawansowanej choroby watroby. Stad duze nadzieje budza nowe
opcje terapeutyczne pozbawione udzialu interferonu. W przypadkach dekompensacji watroby

nalezy rozwazy¢ pilne przeszczepienie tego narzadu.

2.2.6.2. Leki

Wspoblczesnym standardem terapii PZWC jest terapia skojarzona pegylowanym interferon a
(PegINFa) z rybawiryng (RBV) oraz — wylacznie u chorych z genotypem 1- z inhibitorami
proteazy serynowej (telaprewir i boceprewir), hamujacymi enzymy umozliwiajace replikacje. Te
ostatnie sa przedstawicielami terapii przeciwwirusowaej STAT — C (ang. specificially targeted
antiviral treatment for hepatitis C), a takze pierwszej generacji lekow bezposrednio skierowanych
na wirusa i jego cykl replikacyjny (DAA — ang. direct-acting antivirals).

Ich dotaczenie do terapii u pacjentow naiwnych (wcze$niej nie leczonych) zakazonych
genotypem 1 HCV zwigksza szanse na SVR do 75%. Zawsze nalezy je jednak stosowaé
w kombinacji z PeglFN+RBV z uwagi na ryzyko opornosci. Niestety nalezy nadal mie¢ na uwadze

wysoki koszt leczenia terapii trojlekowej a przede wszystkim ryzyko dziatan niepozadanych %4,
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Kolejne leki DAA — drugiej generacji, sa obecnie na etapie badan klinicznych. Wyro6znia sig¢
w tej grupie m.in.: dodatkowe inhibitory proteazy, analogi nukleozydowe/nukleotydowe, inhibitory
nienukleozydowe HCV-RNA-zaleznej polimerazy RNA, inhibitory NS5A, inhibitory cyklofiliny *'.

Do grupy inhibitorow proteazy NS3/4A zalicza sig m.in.: asunaprewir, waniprewir,
danoprewir, simeprewir, ktdrych zastosowanie zwicksza tolerancje¢ i profil bezpieczenstwa leczenia

przeciwwirusowego.

Kolejng duza grupa sa inhibitory wysoce konserwatywnej polimerazy NS5B: nukleot(z)ydowe
i nienukleotydowe (NNI - ang. non-nucleoside inhibitors). Do pierwszej podgrupy zalicza sie:
mericytabing 1 sofosbuwir, ktéore bedac "wadliwym" substratem polimerazy (RdRp), hamuja
replikacje. NNI (m.in. tegobuwir i filibuwir) wigza si¢ na zewnatrz od centrum aktywnego

polimerazy i wptywaja na zmian¢ konformacji biatka.
Inhibitory NS5A, jak daklataswir, ABT-267, hamujg produkcje wirionéw i cykl zyciowy wirusa.

Innym celem terapii przysztosci sa czynniki ze strony gospodarza, jak np. cyklofilina,
przeciwko ktorej dziala alisporowir, zaburzajacy interakcje cyklofiliny z RdRp. Innym lekiem
z tej grupy jest mirwirsen, dzialajacy przeciwko odpowiedzialnemu za ekspresje genow
i replikacje mikro-RNA miR-122, ktory jest specyficzny dla watroby. Interferon A za$, jest
konkurencyjng opcja terapeutyczng dla obecnie stosowanego inerferonu o ze wzgledu na jego

znacznie wigksza swoisto$¢ w stosunku do watroby, za czym idzie mniejsze ryzyko toksycznosci.

Obecnie  prowadzi si¢  badania nad nowymi  schematami terapeutycznymi
z zastosowaniem w.w. lekow. Obiecujace wydaja si¢ by¢ polaczenia takie jak: daklataswir

z sofosbuwirem *°

; danoprewir z mericytabing; sofosbuwir z RBV i PegINFa; ABT-450
i ritonawirem *'. Pierwsza z wymienionych opcji pozwala na uzyskanie SVR12 u 98% chorych
niezaleznie czy byli wczesniej leczeni (niezaleznie od opornosci na inhibitory proteazy serynowej)
czy nie, niezaleznie od genotypu wirusa (la czy 1b), polimorfizmu IL-28B, niezaleznie od
dotaczenia RBV *°. Niekwestionowanymi zaletami nowych lekéw jest znaczaco wyzsza
skutecznos$¢ przy krotszym czasie leczenia, niezaleznos¢ schematu leczenia od genotypu wirusa,

fatwiejsza administracja leku i zminimalizowanie dziatan ubocznych, co zapewnia lepsza

adherencje pacjenta °.
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2.2.6.3.  Schematy leczenia

Leczenie ostrego objawowego zakazenia prowadzi si¢ [IFNa lub PeglFNo w monoterapii przez
24 tygodnie. Takie postgpowanie (PegIlFNa) moze uchroni¢ przed przejSciem ostrego zakazenia
w przewlekle nawet w 90% przypadkow, jesli rozpoczeto je odpowiednio wezesnie 4.

Pacjentdw z PZWC naiwnych (wcze$niej nieleczonych) z genotypem 1 mozna leczy¢ wedlug
schematu PEG-IFN+RBV+PI. Ewentualnie u pacjentdw bez zaawansowanego widknienia, z niskim
HCV RNA i genotypem c/c 1L28 mozna zastosowa¢ schemat dwulekowy. Jesli jest to mozliwe, w 4
tygodniu leczenia, nalezy wowczas oceni¢ fadunek wirusowy, jesli nie jest ujemny, nie uzyskano
RVR, dotaczy¢ PI.

Boceprewir (BOC) mozna wiaczy¢ w 4 tygodniu leczenia PeglFNa z RBV (PR). W 8 i 24
tygodniu nalezy zbada¢ poziom HCV RNA i dalej w zaleznos$ci od wyniku modyfikowa¢ leczenie.
Jesli wyniki s3 w obu badaniach ujemne u os6éb naiwnych, leczenie prowadzi¢ nalezy przez 28
tygodni (PR — 4 tygodnie, PR+BOC - 24 tygodnie). Jesli w tej samej grupie chorych pierwszy
wynik jest dodatni, kolejny- ujemny: leczenie trwa 48 tygodni (PR - 4 tygodnie, PR+BCV - 44
tygodnie). Wczeséniej leczeni nieskutecznie i chorzy z marskoscig watroby powinni by¢ leczeni 48
tygodni (PR — 4 tygodnie, PR+BOC - 44 tygodnie). Jesli pojawia si¢ dziatania niepozadane leku
leczenie od 36 tygodnia leczenia mozna kontynuowaé leczenie PR. Warto rowniez dokona¢ oceny
ilosciowej HCV RNA w 12 tygodniu leczenia. Kolejnym momentem potencjalnego przerwania

terapii tréjlekowej jest 24 tydzien terapii, jesli HCV RNA jest dodatni *'.

W przypadku leczenia trojlekowego z uzyciem telaprewiru (TVR) zarowno chorych naiwnych
jak u tych z nawrotami wiremii po wczesniejszym leczeniu, lek wilacza si¢ razem z PR i kontynuuje
przez 12 tygodni. Nastepne 12 tygodni chory leczony jest wytacznie PR. U chorych z marskoscia,
u wezesniej nieskutecznie leczonych 1 jesli w 4 lub 12 tygodniu HCV RNA jest dodatni, leczenie

PR kontynuuje si¢ do 48 tygodni.

2.2.7. Ocena leczenia i rokowanie

Wsrod czynnikow wplywajacych na ostateczny wynik leczenia mozna wymienic: genotyp
wirusa, tadunek wirusowy odnotowany przed wdrozeniem leczenia, mase ciata zakazonego — BMI

(body mass index) jak i jego wiek i ple¢, wspotistniejagce zaburzenia metaboliczne oraz stan
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wioknienia i stluszczenia watroby przed leczeniem, obecnosé insulino opornosci ****. Nie maja one

jednak wigkszego znaczenia dla skuteczno$ci leczenia trojlekowego, z wyjatkiem roéznicowania
genotypu — la a 1b 14 Obszarami zwigkszenia skutecznosci terapii przeciwwirusowej oraz
immunomodulujacej s3 sumienne monitorowanie odpowiedzi na leczenie, indywidualizacja podazy
lekéw inhibujacych replikacje wirusa oraz odpowiedni czas trwania terapii.

Skuteczno$¢ leczenia ocenia osiggnigcie punkt koncowego terapii — SVR (sustained virological
response) —przetrwata odpowiedz wirusologiczna, definiowana jako negatywizacja wyniku HCV
RNA w surowicy krwi (ponizej 50 IU/ml) w 24 tygodniu (tj. 6 miesiecy) po zakonczeniu leczenia.

17,45 . . o
. W ocenie leczenia stosuje si¢

U tych pacjentdw znaczaco zmniejsza si¢ ryzyko HCC i zgonu
kryteria obnizania sic HCV RNA w trakcie leczenia w kolejnych tygodniach, tj. w 4, 12, 24 itp. ',

co przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Oznaczenia uzywane w ocenie odpowiedzi wirusologicznej na leczenie.

HCV RNA niewykrywalne | Oznaczenie Objasnienie

(<25 IU/mL) - [tygodnie

leczenia]

4 RVR szybka odpowiedz wirusologiczna, ang. rapid viral response

12 EVR wczesna odpowiedz wirusologiczna ang. early viral response

24 bez EVR DVR | po6zna odpowiedZ wirusologiczna ang. delayed viral response
Koniec terapii ETR odp. wirusologiczna na koniec terapii ang. early treatment response

12 po zakonczeniu | SVR12 | trwata odp. wirusologiczna w 12 tyg., ang. sustained viral response

terapii 12

24 po zakonczeniu | SVR24 | trwata odp. wirusologiczna w 24 tyg., ang. sustained viral response

terapii 24

Bierze si¢ pod uwage czynniki predykcyjne dobrej odpowiedzi na koniec leczenia, jes$li
w 12 tygodniu leczenia wiremia bedzie ujemna; woéwcezas u 60-90 % pacjentdbw mozna
zaobserwowa¢ SVR. Czyni si¢ rowniez proby skrdcenia leczenia u pacjentow z genotypem 1 do 24
tygodni, klasycznie leczonych przez okres 48 tygodni, jesli wiremia byla ujemna w 4 tygodniu od
rozpoczecia terapii. OdpowiedZ na leczenie dwulekowe w zaleznosci od genotypu przedstawia si¢
nastepujaco: 40-50% dla genotypu 1 i 75-85% dla genotypu 2 i 3; u dzieci dla genotypu nie-3a —

77,8% .Czestosé SVR dla genotypu 4 jest nieznacznie wyzsza niz dla genotypu 1 #7444,
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Terapia 3-lekowa vs. terapia klasyczna, 2-lekowa, osigga SVR odpowiednio 66-75%
(W reterapii do 65%) vs. 38-44% °. Podsumowanie, dotyczace skutecznosci poszezegélnych opcji
terapeutycznych, przedstawia Rycina 5.

PEG-IFN/RBV/Pl HCV-G1 2011 67-75%
PEG-IFN/RBV HCV-G2/3 2001-2004 76-84%
PEG-IFN/RBV HCV-G1 2001-2004 42-52%
PEG-IFN/RBV 2001-2004 54-63%
IFN/RBV 48tve.  2001-2004 45-47%
IFN/RBV  48tve. 1998 38-43%
IFN . 4gte 1998 13-19%
IFN  24tve. 1998 6%

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Przetrwata odpowiedz? wirusologiczna (SVR)

Badania dotyczace IFN : Badania dotyczace Peg-IFN : Badania dotyczace Pl :
USA trial: McHutchison et al., NEJM 1998 PEG-IFN2b: Manns et al., Lancet et al., 2001 Boceprevir: Poordad et al., NEJM 2011
Int. trial: Poynard et al., Lancet 1998 PEG-IFN2a: Friedet al., NEJM 2002 (non-black cohort)

PEG-IFMN2a: Hadziyannis etal., Ann Int Med. 2004 Telaprevir: Jacobson et al., NEJM 2011

Rycina 5. Rozwdj leczenia przewleklego zakazenia HCYV i jego skutecznos$¢ u pacjentow
wczesniej nieleczonych (naiwnych). Na podstawie Mauss, S. u_ modyfikacja wlasna.

Obecnos¢ genotypu C/C IL-28B (27,1% w polskiej populacji) w poréwnaniu z genotypem C/T
(56,4%,) czy T/T (16,5%) daje wigksze szanse na uzyskanie SVR w terapii dwulekowej -
odpowiednio: 61,5% vs. 26,7% vs. 23,3% *’. Polimorfizm tego genu moze mie¢ rowniez zwigzek
z eliminacja wirusa u pacjentéw bezobjawowych w zakazeniu ostrym *’. Innym predyktorem
dobrej odpowiedzi na leczenie jest chemokina indukowana przez interferon y (CXCL10 — IP-10,
ang. Interferon y inducible protein 10), ktdry moze by¢ nieinwazyjnym biomarkerem wildknienia
watroby. Ostatnio opisano takze znaczenie rokownicze przeciwcial neutralizujacych anty-E1E2,

a takze polimorfizmu TT/AG *.

W grupie pacjentow ze zdekompensowang czynno$cig watroby jedyng mozliwos$cia leczenia
jest przeszczep watroby. Jednak w trakcie oczekiwania na przeszczep i/lub okresie
okolotransplantacyjnym istotne moze by¢ wiasciwe leczenie przeciwwirusowe, mogace zapobiec
odrzuceniu przeszczepu z powodu reinfekcji narzadu przeszczepionego. Niestety leczenie PegIFN-

RBV jest Zle tolerowane u chorych z dekompensacja marskosci watroby *.
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2.3. Immunopatogeneza zakazenia HCV

Wirus HCV nie jest wirusem o bezposrednim dziataniu cytotoksycznym. Obraz kliniczny
zakazenia jest $ciS$le zwigzany z procesami immunologicznymi, zachodzacymi réwnolegle

z zakazeniem.

Obrona organizmu odbywa si¢ w pierwszej kolejno$ci dzigki istnieniu mechanizméw
odpornosci wrodzonej, w tym barier anatomicznych, chemicznych, nastepnie przy udziale

odpowiedzi nabytej.

Stan rozwojowy i funkcjonalny ukladu odpornosciowego warunkuje w znacznym stopniu
przebieg zakazenia HCV. Wiele objawow 1 powiklan PZWC jest uzaleznionych od
cytotoksycznego dziatania limfocytow, komorek NK, wplywu cytokin czy chemokin.

2.3.1. Charakterystyka odpowiedzi wrodzonej

Odpowiedz wrodzona jest istotnym elementem reakcji organizmu na obecno$¢ patogenu ze
wzgledu na kinetyke i szybkos$¢ dziatania. OdpowiedZ mechanizméw efektorowych rozwija si¢
bardzo szybko bez wstepnej aktywacji juz po pierwszym kontakcie z patogenem/obca substancja.
Odpowiedz wrodzona nie pozostawia pamieci immunologicznej *, jest dziedziczona, jednak
poziom jej aktywnosci zmienia sic wraz ze starzeniem si¢ organizmu *°. Odpowiedz wrodzona

najwcze$niej w ewolucji wyksztalcita sie u jamochtonow .

2.3.1.1. Elementy skladowe odpowiedzi wrodzonej

Funkcje odpowiedzi wrodzonej uktadu immunologicznego okreslone sg przez wytwarzanie
cytokin (m.in. IFN, TNF, IL), chemokin (m.in. RANTES, MIPla,b), uktadu dopetniacza,
czasteczek adhezyjnych, rodnikow tlenowych i tlenku azotu oraz poprzez komponente komérkowa
. Wsérod sktadowych komoérkowych odpowiedzi wrodzonej nalezy wyrdznié: granulocyty
obojetnochlonne, zasadochlonne oraz kwasochtonne, mastocyty, monocyty, makrofagi, komorki
naturalnej cytotoksycznosci (ang. natural killer cells, NK cells). Wsréd skfadowych humoralnych

podaje si¢ (m.in.): biatka uktadu dopehiacza, cytokiny, biatka ostrej fazy, lizozym i1 wiele innych.
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W hepatologii na pierwszy plan sposrod komodrek uczestniczacych w odpowiedzi wrodzonej
wysuwajg si¢ komorki NK, NKT (limfocyty T wykazujace ekspresje markeréw komoérek NK), KC
(komorki Kupffera), DC (komoérki dendrytyczne), komorki wysciotki zatok LSEC %2,

Charakterystyka komorek NK znajduje si¢ w podrozdziale 2.3.1.3

Komorki NKT, nalezace do limfocytow T, wykazuja ekspresj¢ antygenéow komorek NK, ale
okresla si¢ je jako CD3+. Stanowia one 30% wewnatrzwatrobowych limfocytow T. Moga
wydziela¢ interferon-y, IL-4, 13, TNF, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagdbw - GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony stimulating factor) oraz
limfotoksyny. Do ich rekrutacji dochodzi przez APC. Ich rola sprowadza si¢ do dzialania

. . . . . . . . 53
przeciwbakteryjnego, przeciwwirusowego, przeciwpasozytniczego oraz przeciwnowotworowego .

Komorki Browicza-Kupffera sa zaliczane do makrofagéw watrobowych, ktére stanowig okoto
20% komorek pozamigzszowych watroby. Ich wptyw na komodrki NK polega na stymulowaniu ich
poprzez 11-12 i 18 do wydzielania interferonu-y. >*

Komorki Zzerne z pomoca czynnikéw chemotaktycznych, cytokin prozapalnych, receptorow dla
dopetniacza i dzigki receptorom rozpoznajacym wzorce molekularne patogendw, fagocytuja

) o 1 . 55
i neutralizujg komorki zakazone, nowotworowe, uszkodzone ™.

Komorki dendrytyczne, odmiana makrofagéw, sa najsprawniejszymi APC (ang. Antygen
Presenting Cells) — komoérkami prezentujacymi antygeny limfocytom T. Méwi si¢ o nich jako
o lacznikach odpowiedzi wrodzonej 1 nabytej. Odgrywaja znaczaca role w tolerancji
immunologicznej *°. Populacje komérek DC dzieli sie na linig mieloidalng (mDCs) i plazmocytowa
(pDCs). mDCs wydzielajg 11-12 1 15; sg istotne w sygnalowaniu komoérek T o fenotypie CD4+
i CD8+, cytotoksycznych 1 specyficznych dla antygenu. Aktywuja réwniez komorki NK. pDCs
natomiast pod wplywem antygenu wydzielaja IFN typu I, ktory powoduje aktywacje i ekspansje
komoérek NK. Tym samym komorki NK i DC $cisle ze soba wspdlpracuja poprzez bezposredni
kontakt jak i posrednio przez cytokiny *°7.

Komorki Ito — watrobowe komorki gwiazdziste (ang. Hepatic Stellate Cell — HSC),
magazynujace witaming A, wystepuja w przestrzeniach okotozatokowych watroby. W warunkach
patologicznych, jak w przypadku widknienia watroby, komorki Ito uwalniaja witaming A

i produkuja sktadniki macierzy pozakomoérkowej (m.in. kolagen I i 1) ®5,
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Komérki wysciélki zatok stanowig okoto 50% pozamiazszowych komorek watroby. Sa barierg

fizyczna jak i immunologiczng pomiedzy hepatocytami a krwia obwodowa *°.

2.3.1.2.  Receptory odpowiedzi wrodzonej

Istotg dzialania odpowiedzi wrodzonej jest rozpoznawanie oraz neutralizacja drobnoustrojow,
ale takze wszystkich innych struktur obcych (ang. nonself). Do ich identyfikacji wykorzystuje
specyficzne wzorce molekularne zwigzane z patogenami - PAMPs (ang. Patogen Associated
Molecular Patterns). Gléwna role w tym rozpoznawaniu odgrywaja receptory rozpoznajace
wzorce (ang. Pattern Recognition Receptors - PRR), a zwlaszcza receptory Toll-podobe (TLRs,
ang. Toll-like receptors) >>®°. Reakcja komérek efektorowych na PAMPs jest natychmiastowa i nie

wymaga proliferacji w.w. komérek >.

Do receptoroéw rozpoznajacych wzorce zalicza si¢: NLRs, RLPs, TLRs. Te ostatnie znane sa
jako receptory konserwatywne, wstgpnie rozpoznane u czltowieka jako analogiczne z receptorami
wystepujacymi u muszki owocowej — Drosophila melanogaster, odpowiedzialne za wzrost
podtuzny muszki i dzialanie przeciwgrzybicze, znajdowane s3 przede wszystkim na powierzchni
komorek. Wystepuja u roslin, bezkregowcoéw jak i u krggowcow. Ich rola jest znaczaca zardwno
w procesach nowotworowych, procesach autoimmunizacyjnych jak i w zakazeniach. Receptory te
stanowig gldéwny element rozpoznawania i sygnalowania W odpowiedzi wrodzonej. U czlowieka
wyrdéznia si¢ min 11 TLR glownie 0 funkcji prozapalnej w zakazeniach bakteryjnych jak
i wirusowych % TLR aktywuja sie¢ prozapalna, poprzez zwickszenie wydzielania IFN typu I,
TNF a czy IL-6. Moga réwniez hamowa¢ replikacje wirusa w mechanizmie niezaleznym od
interferonu. W procesie sygnatowania w zakazeniach wirusowych znaczenie maja: TLR 2,3,4,7,8,9
4952 TLR 2-4, 7-9 odpowiadaja za indukcje wydzielania interferonu-a i B, co skutkuje wzrostem
ekspresji genow stymulowanych przez IFN (ISG, ang. interferone stimulated gene), dajac w efekcie
odpowiedz przeciwwirusowa, antyproliferacyjng oraz immunoregulacyjna. Receptory Toll-podobne
3, 7, 8 19 obserwuje si¢ w obrebie retikulum endoplazmatycznego w endosomach, lizosomach.
Pozostate TLR znajduja si¢ natomiast w blonie komérkowej °*%,

Odpowiednikiem TLR4 jest mysi gen Ips, ktorego mutacja odpowiada za zwigkszenie
wrazliwosci na bakterie Gram ujemne poprzez rozpoznanie lipopolisacharydu .

Ponadto mozna zaobserwowacé czestsze wystepowanie konkretnych TLR w odpowiednich
komorkach odpowiedzi wrodzonej; TLR 7 1 9 wystepuja na powierzchni limfocytoéw B i pDC, TLR
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8-monocytach i mDC, TLR 1-4,6-9 — KC, TLR 1-4, 6-8- LSEC. Co ciekawe aktywacja TLR 7 i 9
prowadzi do wytwarzania przeciwcial zwigzanych z obecno$ciag czynnika reumatoidalnego
i krioglobulin ®2. W zwiazku z czym proponowano zastosowanie agonistéw TLR 7 i 9 w leczeniu
PZW C °®. Wsrod innych receptoréw odpowiedzi wrodzonej wyrdznia sie receptory lektynowe,

receptory zmiatacze (ang. scavenger) oraz receptory komérek NK .

2.3.1.3.  Komorki NK

Komorki NK stanowig pierwsza lini¢ obrony odpowiedzi wrodzonej, sprawuja nadzor

immunologiczny .

Wywodza si¢ z komorek progenitorowych limfocytoéw, z macierzystych
komorek szpiku. Komorki te sa uwazane za lacznik odpowiedzi wrodzonej i nabytej przez
wspoéldziatanie z komorkami dendrytycznymi, a takze przez wydzielanie cytokin sygnatlowych dla

limfocytow .

Morfologicznie zaliczane sa do grupy duzych ziarnistych limfocytow.
Charakteryzuje je nerkowate jadro o $rednicy 12-15 um oraz obecno$¢ ziarnistosci azurofilnych,

ktore okreslaja cytotoksycznos¢ komorki.

Ogdlny profil fenotypowy okreslaja markery biatkowe CD16, CD56, CD57. Jednocze$nie
nie obserwuje si¢ biatka CD3 ®. U czlowieka dzieli si¢ je rowniez pod wzgledem gestosci
receptorow CD56. Komorki NK w populacji komorek krwi obwodowej stanowig okoto 10-15 %
wszystkich limfocytéw we krwi obwodowej . Komérki NK mozna znalezé w wielu tkankach,
zarowno limfatycznych i nielimfatycznych; tj. m.in.: w szpiku kostnym, we krwi, w $ledzionie,
wezlach chfonnych watrobie, plucach, grasicy, macicy, jamie otrzewnej itp. '*.

Komoérki NK w odréznieniu od limfocytéw T 1 B nie wykazuja klonalnej dystrybucji
receptordw, co oznacza, ze W momencie ekspozycji na czynnik obcy nie dochodzi do namnazania
si¢ za pomocg podzialéw mitotycznych wybranych komoérek o swoistosci dla danego antygenu ",

Komorki NK charakteryzuja si¢ szybka odpowiedzig odpornosciowa, przyczyniajac si¢ do
szybkiej lizy wielorakich linii komérkowych w sposob niezalezny od MHC "2, Pochylajac sie nad
tematem immunopatologii watroby, nalezy tu nadmieni¢, ze w warunkach homeostazy organizmu
komorki watrobowe wykazuja jednak niska ekspresje antygenow MHC klasy 1. Nie stwierdza si¢
ponadto ekspresji antygenéw klasy 11 .

Komérki NK wewngtrzwatrobowe stanowig ponad 1/3  (31,6%) limfocytow

h . W badaniach polskich komérki NK stanowity 14,5% subpopulacji

wewnatrzwatrobowyc
wewnatrzwatrobowych limfocytow i wyzszy odsetek obserwowano przy wigkszym zaawansowaniu
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zmian zapalnych w bioptacie watroby. We krwi obwodowej u tych chorych komorki NK stanowity
za$ 10,5% '®. Liczba wewnatrzwatrobowych NK spada w przewleklym zakazeniu i ponownie
obniza si¢ przy progresji do marskos$ci watroby 77. Wyniki sg jednak rozbiezne. W opracowaniu
Pernollet’a 1 wsp., gdzie komoérki NK stanowily 38% limfocytow w watrobie zakazonej
w porownaniu z 55% w watrobie niezakazonej HCV. Podaje ono rowniez, ze brak jest pomiedzy
tymi grupami réznicy w statusie aktywacji komorek NK na podstawie CD96 8. Komérki NK
wewnatrzwatrobowe roznig si¢ tym od krazacych NK tym, ze nie wykazuja ekspresji CDI6,
wykazuja zwigkszong ekspresje CD94:NKG2A 1 obnizenie ekspresji KIR ® Mimo, ze w watrobie
odsetek komorek NK jest wysoki, sg one hiporeaktywne ze wzgledu na panujace tu ,tolerogenne”

srodowisko.

2.3.1.3.1. Mechanizm dzialania komorek NK i ich receptory

Komorki NK dziataja cytotoksycznie uwalniajac granzym i perforyng, poprzez interakcje
z receptorami $mierci bezposrednio 0raz posrednio poprzez cytokiny (interferon, TNF, IL-3, GCSF
(czynnik stymulujgcy granulocytow), MCSF (-monocytdw)), aktywacje komoérek dendrytycznych
czy wspoldziatanie z limfocytami regulatorowymi T. IFN wydzielany przez komorki NK promuje

4,80,81

rozwoj swoistej odpowiedzi T — komdrkowej . Na Rycinie 11 przedstawiono schemat

mechanizmu bezposredniego i posredniego dziatania komérek NK.
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Rycina 6 . Mechanizm dzialania komérek NK. A — mechanizm bezposredni, B- posredni. Opis
w tekscie. Na podstawie Golden-Mason, L. [4]- modyfikacja wlasna. Skroty: DC — komorki
dendrytyczne, Th) — niedojrzale komérki T pomocnicze, TRAIL - ligand indukujacy
apoptoze.

Komoérki NK rozpoznaje si¢ za pomoca N-CAM (ang. Neural Cell Adhesion Molecule -
czgsteczka adhezji komorek nerwowych), markera CD56. Funkcjonalnie rozr6znia si¢ komorki NK
o ekspresji CD56"™ i CD56*™9"™, CD56*"" wykazuja obecnosé receptoréw NKG2A i brak KIR
82 NK o ekspresji CD56"™" " jest funkcjonalnie niedojrzaty, ma funkcj¢ regulatorowa. Odpowiada

gldwnie za produkcje cytokin, moze powodowaé wzrost komérek NK o ekspresji CD56" ™M,
Komérki NK CD56™ ™ maja funkcj¢ efektorowa, sa dojrzalymi komoérkami cytolitycznymi

0 znacznej ekspresji perforyn, maja wyzsza ekspresje¢ receptorow KIR i FCyIIIR (CD16). Stanowia

77

one wigkszos¢ komorek NK krazacych we krwi obwodowej W naciekach watrobowych vs.

+dim

krew obwodowa stwierdzono NK o fenotypie CD56™ (0 niskiej ekspresji), ktore stanowig 90%

wszystkich komérek NK. Komérki CD56™" wydzielaja interferon
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komdrek NK o ekspresji CD56'CD16" ktore wykazuja ostateczne zréznicowanie; s jednak
dysfunkcjonalne, poniewaz ich funkcja cytolityczna, jak i produkcja przez nie cytokin jest
uposledzona *. CD3 jest natomiast markerem limfocytow T. Komoérki NK nie wykazuja ekspresji
tego antygenu .

Receptory komorek NK dzielimy na aktywujgce i hamujgce. Funkcja komoérek NK
regulowana jest aktywnoscia tych receptoréw %. Wyrdznia sie trzy glowne grupy receptorow
komorek NK:

e receptory KIR (ang. killer immunoglobulin-like receptor)
e receptory naturalnej cytotoksycznosci (NCRs — ang. natural cytotoxity receptors)
e receptory lektynopodobne typu C - NKG2/CD94 (ang. natural killer group 2).

W tabeli 4 zestawiono wybrane receptory komorek NK, nalezace do w/w grup glownych.

Tabela 4. Receptory komérek NK.

Grupa recept. NK Receptor NK Ligand
KIR KIR2DS4 - CD158i MHC - Cw4
KIR2DL2 - CD158b MHC — | gr C2A
NCRs NKp30 - CD 337 BAT-3, pp65
NKp44 - CD 336 Wirusowe hemaglutyniny
NKp46 — CD335 Wirusowe hemaglutyniny
Receptory  lektynopodobne NKG2C -CD159c HLA-E
typu C -CD94 NKG2E HLA-E
NKG2D - CD 314 MICA/B, ULBPs
NKG2A HLA-E

Receptory KIR s3 receptorami zar6wno aktywujacymi jak 1 hamujacymi.
Sa to receptory polimorficzne, przezblonowe, glikoproteiny. ® Ze wzgledu na liczbe zewnetrznych
domen immunoglobulinowych podzielono je na dwie grupy: z dwiema domenami KIR2D
i z trzema (KIR3D). Dalszy podzial tych receptoréw zalezy od obecnosci ogona

cytoplazmatycznego dhugiego z motywami ITIM (immune tyrosine-based inhibitory motifs),
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warunkujacego funkcje¢ hamujacg receptora lub krétkiego, odpowiedzialnego za funkcje
aktywujaca.

Receptory KIR wystgpuja na powierzchni komoérek NK, na niektérych komorkach T,
odpowiadaja za rozwdj, tolerancje immunologiczna i aktywacje tych komorek .

Wystepowanie poszczegdlnych genotypdw KIR koreluje z chorobami takimi jak infekcje
wirusowe, choroby autoimmunologiczne, zapalenie, nowotwory, stan przedrzucawkowy, aborcje
spontaniczne ®. Odbywa si¢ to poprzez oddziatywanie z ligandami MHC-1, ktére moga by¢
markerami potencjalnej choroby *. Dotychczas wyodrgbniono 16 genéow KIR i pseudogendw,
wyrézniono grupe A i B haplotypéw, geny kodujace receptory hamujace i aktywujace .
Stwierdzono wigksza czgsto$¢ haplotypu A w populacji koreanskiej, u rasy kaukaskiej — B
(zarbwno w grupie zakazonych HCV jak i w grupie kontrolnej) *. Ligandem dla tych receptoréw
jest HLA typu C. W pracy Sung P.S. obliczono czestos¢ interakcji homozygotycznej z hamujacym
KIR (2DL2) i wyniosta ona w badanej populacji koreanskiej zakazonej HCV — 60%, podczas gdy
czestosci interakcji ligandem heterozygotycznym — C1C2 — 35%; w badaniu kontrolnym -
odpowiednio 50% i 50% °°. Interakcja KIR2DL2/HLACIC2 wiazata sic ze zla odpowiedzia na

leczenie ©°.

Do receptoréw aktywujacych naleza receptory naturalnej cytotoksycznosci (NCRS). Wsrod
nich wyrdznia si¢ receptory o sygnalowaniu aktywujacym NKp46 (NCR1/CD335), NKp44
(NCR2/CD336), NKp30 (NCR3/CD337). Receptory NCR wykazuja zageszczenie na komoérkach
NK i koreluja z ich aktywacja cytolityczng *°. Te pierwsze, NKp46, sa najbardziej specyficzne dla
komoérek NK. Brak NKp46 odpowiada za infekcje letalne. Sugeruje sie, ze receptor ten byt
ewolucyjnie pierwszym NCR zaangazowanym Ww rozpoznawanie patogendéw i1 nowotworow.
Wykazano rowniez ich wplyw poprzez ligand na komoérkach gwiazdzistych na protekcje watroby
przed jej wioknieniem *. NKp44 na stale znajduja si¢ na komorkach pDC i aktywowanych
komoérkach NK. Ligandem dla NKp30 sa ligandy wirusowe: antygen pp65 cytomegalowirusa
i hemaglutynina. Receptor NKp30 umozliwia rowniez kontakt komérki NK z komorkami

68

dendrytycznymi °. Obecno$¢ NKp30 i NKp46 wykazano zarOwno na aktywowanych jak

i spoczynkowych komérkach NK .

Sposrod receptorow NKG2 receptorami hamujacymi sg — NKG2A, NKG2B. Receptory
NKG2D (CD314) wystepuja na komoérkach NK jak 1 limfocytow T cytotoksycznych; sa
specyficzne dla tancucha polimorficznego zaleznego od kompleksu atakujacego blong - MAC |
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(ang. Membrane Attack Complex) indukowanego przez stres, ktory moze by¢ eksponowany na
komérkach zakazonych i transformowanych ®'. Wykazano dziatanie przeciwwirusowe NKG2D
wobec wirusa CMV, HBV a nawet HIV *. NKG2Ai NKG2D lacza si¢ z HLA — E 2.

Na powierzchni komorek NK wystgpuja rowniez inne molekuty takie jak: DNAM, CD27,
CRTAM, CD96, CD100, 319, PSGL1. Poza DNAM, ktory odpowiada za adhezje limfocytow
i sygnalizacje, wydaje si¢, ze pozostate czastki nie wykazujg istotnego wpltywu na funkcje komorek
NK %,

Na komorkach NK znajduje si¢ réwniez ligand aktywujacy TNF zwigzany
z apoptozg — TRAIL (CD253). Odpowiada on za ,,zewng¢trzng” indukcje $mierci komorki. Ligand
ten zaangazowany jest w immunosupresje, immunoregulacj¢ i1 funkcje immunoefektorowe

w odpowiedzi przeciwwirusowe;j *.

2.3.1.3.2. Aktywacja komorek NK

Jesli NK ma kontakt z komorka bez MHC klasy I lub brak jest konstytutywnego hamowania
przez zmniejszenie ekspresji (ang. downregulation) receptorow MHC - 1, dochodzi do aktywacji
funkcji cytolitycznej komorki NK. Podobnie dzieje si¢ pod wptywem sygnatu stymulujacego TLR
czy interleukin, receptoréw naturalnej cytotoksycznosci, NKG2D, C. Na komorkach NK zwigksza
si¢ jednoczesnie ekspresja receptorow aktywujacych, przylegaja one do komorek docelowych
i wydzielane sa cytokiny prozapalne (interferon, 11-2, 12, 15).

Okazuje sie, ze dominacja receptorow hamujacych w polaczeniu z odpowiadajagcym im

ligandem moze zaburza¢ funkcje komérek NK i promowaé progresje procesu chorobowego .
2.3.2. Metody oceny immunofenotypu komorek bioracych udzial w reakcjach
immunologicznych, w tym komorek NK
7Z uwagi na fakt, iz praca dotyczy komdrkowej odpowiedzi immunologicznej
w obecno$ci zakazenia wirusowego, W podrozdziale diagnostyka opisano metody

immunofenotypowe.
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Metody te opieraja si¢ na analizie immunofenotypu komorki, czyli zbioru
charakterystycznych antygenow danej komoérki, §wiadczacej o jej strukturze, funkcji. Pod wptywem
zmian w genomie, np. wskutek zakazen wirusowych czy rozrostow nowotworowych, fenotyp, ktory
jest odzwierciedleniem genotypu, zmienia si¢. Do analizy tych zmian shuzy cytofluorymetria
przeptywowa. W badaniu tym wykorzystuje si¢ antygen — zywe, nieutrwalone komorki
w zawiesinie, przeciwciala znakowane florochromami oraz  cytofluorymetr przeptywowy
sterowany komputerem. Do oceny immunofenotypowej mozna uzy¢ materialdow biologicznych
takich jak: krew, szpik kostny, ptyn mézgowo-rdzeniowy, wysigk z jam ciata, komorki izolowane
z weztdw chlonnych, material biopsyjny z gastroskopii i biopsji narzagdowych. Komorki krwi nadaja
si¢ do oceny przez 8-12 h (ew. 24) zabezpieczone przed wzrostem temperatury. Do oceny
niezbedne sa dane kliniczne pacjenta, rozmaz krwi, leukocytoza. Materiat zakazny musi by¢
pobierany z zachowaniem zasad aseptyki, szczelnie zamkniety i oznakowany.

Metoda cytometrii przeptywowej polega na wykorzystaniu pomiaru rozpraszania wigzki
$wiatla lub fluorescencji czasteczek/ komorki badane za pomocg minimum dwoch detektorow
(rozproszenie przednie — forward scatter; rozproszenie boczne — side scatter). Pozwala to na analizg
jako$ciows 1 ilosciowg analizowanych komorek. Kazda czasteczka pokryta jest przeciwcialami dla
badanego biatka (antygenu). Ma ona $cisle okreslong wielko$¢ 1 tym samym $ci§le okreslone
rozproszenie $wiatla emitowanego. Antygen oplaszczany jest przeciwcialami detektorowymi
znakowanymi fluorochromem, co zapewnia fluorescencje i ocen¢ MFI ($rednia intensywnos$¢
fluorescencji), méwiaca o gestosci molekut antygenu badanej komorki. Tak przygotowany preparat
jest badany za pomoca cytofluorymetru przeptywowego, wyniki sg analizowane komputerowo za
pomoca specjalistycznego oprogramowania, a nastgpnie obrazowane za pomoca wykresow jedno-,
dwu- i trojwymiarowych. Analiza kwadrantowa zapewnia oceng ekspresji determinant.

Jest to metoda obiektywna i1 powtarzalna, umozliwiajagca ocen¢ wielu parametrow
w stosunkowo krotkim czasie. Jedynymi wadami tej metody jest brak obrazowania rzeczywistego
danych obiektow, brak mozliwosci odrdzniania przez cytofluorymetr komoérek od artefaktow
(o podobnych parametrach), co moze dawaé bledny odczyt w przypadku wadliwego preparatu,
kolejnym ograniczeniem jest $wiezo$¢ badanego materiatu .

Wspolczesna medycyna znajduje wiele zastosowan oceny cytometrycznej. Sa to m.in.:
diagnostyka niedoboréw odpornosci, choréb autoimmunizacyjnych, choréb z nadwrazliwosci,
chordb nowotworowych ukfadu krwiotworczego; ocena transplantologiczna; cytogenetyka. Oprocz

diagnostyki cytometria przeptywowa wykorzystywana jest w monitorowaniu terapii %,
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2.4. Interakcje wirusa HCV z komérkami odpowiedzi wrodzonej gospodarza

Po ekspozycji na zakazenie HCV juz w pierwszych 2 tygodniach aktywowana jest odpowiedZ
wrodzona *2. Aktywacja odpowiedzi wrodzonej przeciwko wirusowi HCV zachodzi poprzez TLR
i drugi szlak wykorzystujacy helikazg RNA kwau retinoidowego indukujacy gen I (RIG-1) jako
receptora dla wewnatrzkomérkowego dsRNA i aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych. Biatko
rdzenia w formie monomeru pobudza droge TLR-2 wspomagajac maskowanie si¢ wirusa przed
odpowiedzig wrodzong. NS3/4A zaburza sygnalowanie TLR-3 i RIG-1, NS5A — obniza NKG2D
na komérkach NK poprzez TLR-4 %,

Podobne interakcje z PRR odkryto dla biatka NS5A, ktore poprzez TLR4 obniza ekspresje
NKG2D na komdrkach NK poprzez wzrost sekrecji TGFp. Interakcja ta wptywa réwniez na
zwickszone wydzielanie 11-6, IFNf i II-10 oraz na supresj¢ wydzielania I1-12. NS3/4A natomiast

zaburza glownie sygnalowanie $ciezek TLR3 1 RIG-1, ktore nie sa aktywne do czasu wlasciwej

produkciji dsSRNA . Powyzsze interakcje zamieszczono w Tabeli 5. oraz na Rycinie 10.

Tabela 5. Interakcje bialek wirusa HCV z receptorami rozpoznajacymi wzorce PRR. Na
podstawie Imran, M. (61) — modyfikacja wlasna.

HCYV biatko PRR

Biatko rdzeniowe TLR 2

NS3/4a TLR3, RIG 1, TLR
2

NS5A TLR4

Bialko rdzeniowe — TLR2—IL6 —APC (ograniczona zdolno$¢ roznicowania TH17) —-TH17

l
IL10, TNFa

!
|TNFa

przez TLR9

NS5A — IL10 — TGFB— |[NKG2D — zaburzenie funkcji komorek NK
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Chorzy zakazeni HCV maja zwickszong wrazliwo$¢ na rézne choroby infekcyjne ze wzgledu na
rozchwianie aktywacji sygnatowania TLR *.

Komérki NK z receptorem dla chemokin - CXCR3'CD56™"" maja wlasciwosci
antyfibrotyczne. Dysregulacje ich funkcji obserwuje si¢ u 0s6b chorych. U myszy komorki te
zabijaja komorki gwiazdziste. Chemokiny z motywem CC sa chemotaktyczne dla komoérek T,
monocytow, a takze dla komorek NK. Nalezy tu wymieni¢ chemoking RANTES (CCL5)
indukujaca chemotaksj¢ eozynofilow, ale takze komorek NK.

Rowniez wewnatrzwatrobowe komorki NK o fenotypie CXCR3+ CD56™"9" korelowaly ze
stanem wloknienia (zwigkszona kumulacja tych komoérek w watrobie w zaawansowanym
wioknieniu). W PZWC stwierdza si¢ upos$ledzenie degranulacji tych komorek NK i uposledzenie
wydzielania IFN-y (w odpowiedzi na komorki gwiazdziste) przy zwigkszonej czestosci tego
fenotypu.

Wigkszos¢ limfocytow w watrobach oséb zakazonych HCV wykazuje ekspresje CXCR3
przede wszystkim na limfocytach T ale rowniez na komérkach NK. Czestos¢ CXCR3+ jest czgstsza
w subpopulacji NK CD56+ "o
NKG2A, 2C i NKp44.

W modelu zwierzecym zabijanie komoérek gwiazdzistych przez komdrki NK jest uczynnione

. Na tych komérkach znaczaco wzrasta ko ekspresja receptorow

poprzez receptory NKG2D. Eisenhardt i wsp., podaje, ze blokowanie receptorow NKG2D
zmniejsza znaczaco degranulacje¢ NK 1 wydzielanie IFN-y po koinkubacji z komoérkami
gwiazdzistymi. W zwiazku z tym zmniejszona ekspresja NKG2D w hepatitis C moze byc¢
odpowiedzig na dysregulacjc odpowiedzi NK na HSC. Niektorzy autorzy mowiag jednak

0 jego zwiekszonej ekspresji *°.

2.4.1. Faza zakazania, obrona przed zakazeniem

Komorki NK sa zaangazowane na kazdym etapie zakazenia. Okazuje si¢, ze komorki NK
moga chroni¢ hepatocyty juz przed ich zakazeniem *,

U pacjentow, ktdorzy mimo narazenia na zakazenie HCV pozostawali zdrowi obserwowano
wzrost komérek NK CD56", wzrost IL-2, a takze wzrost cytotoksycznosci przeciwko komorkom
linii K562 oraz wzrost NKp30. Wykazano, ze wzrost NKp46 i NKp30 na komorkach NK koreluje
z ochrong komorki przed zakazeniem wirusowym. Dodatkowo ekspresja NKp46 byla zalezna od
pkci i rasy 0sob badanych. *
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Prawdopodobnie przyczyna delecji komorek NK jest brak IL-15, ktéra w warunkach
zdrowia jest wydzielana przez komérki DC. Skutkuje to zmniejszeniem produkcji endogennego
IFN-y .

2.4.2. Ostre zapalenie watroby typu C

W okresie ostrego zakazenia HCV dochodzi do dysregulacji funkcji, liczebnosci,
aktywacji subpopulacji komorek NK, do wzrostu ich cytotoksycznosci, produkcji IFNy przez nie
i degranulacji komorek NK u chorych w stosunku do liczby aktywnos$ci komorek NK u 0s6b
zdrowych %,

Wg Corrado jednak w trakcie infekcji HCV dochodzi do uposledzenia cytotoksycznosci
komérek obwodowych NK %, Liczba komérek NK u osob zakazonych jest wigksza w utkaniu

81 Mimo to odsetek krazacych komérek NK w okresie ostrego

watroby niz we krwi obwodowej
zakazenia ro$nie W porOwnaniu z ich odsetkiem w stanie zdrowia. Zwazywszy na fakt, ze
odpowiedz wrodzona jest odpowiedzia szybsza od nabytej, obserwuje si¢ wyprzedzenie aktywacji
komérek NK przed limfocytami T “. Istotny jest wzrost odsetka komérek NK o ekspresji receptora
NKG2D i spadek odsetka komérek o ekspresji NKp30 i NKp46 i koreluje to z klirensem HCV 1%,
U osob, ktéore zwalczyly infekcje, opisuje si¢ spadek ekspresji receptoréw naturalnej
cytotoksycznosci (NCRs) wyrazony poprzez spadek odsetka komorek NK o ekspresji NKp46

i NKp30 '®. Odpowiedz nieswoista w okresie ostrym zakazenia moze odpowiada¢ za znaczna

redukcje wiremii.
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2.4.3. Zakazenie przewlekle HCV

2.4.3.1. Rola komoérek NK

W trakcie przewleklego zakazenia liczba komoérek NK we krwi obwodowej zmniejsza si¢

82

w stosunku do tego parametru obserwowanego wsrdd o0sob zdrowych. Liczba

wewnatrzwatrobowych NK w przewlektym zakazeniu rowniez spada i ponownie obniza si¢ przy
progresji do marsko$ci watroby ’’. Wedhug opracowania Pernollet’a i wsp., komorki NK stanowia
38% limfocytow w watrobie zakazonej w pordwnaniu z 55% w watrobie niezakazonej HCV.
Podaje ono rowniez, ze brak jest pomigdzy tymi grupami réznicy w statusie aktywacji komorek NK

na podstawie CD96 ®.

+dim +bright.

Zmniejsza si¢ ekspresja CD56 1/ lub zwigksza si¢ ekspresja CD56 ; Mozliwe, ze

jest to spowodowane tym, ze komorki NK o fenotypie CD3'CD56%™ s3 bardziej podatne na

apoptoze w poréwnaniu do komérek CD3 CD56™'9™

CcD56'CD16" "4,

. Poza tym obserwuje si¢ wzrost NK o ekspresji

Dochodzi rowniez do zwigkszenia cytotoksycznos$ci komérek NK poprzez TRAIL (ang.
TNF factor related apoptosis — inducing ligand), ktéry w warunkach in situ powoduje zniszczenie
hepatocytow; proces ten wzmaga niewystarczajaca produkcja interferonu ¥’

Ekspresja poszczeg6lnych receptorow komorek NK w trakcie zakazenia przewlektego HCV
pozostaje niepewna, w wielu opracowaniach zamieszczone sg sprzeczne informacje. Szczegdlnie
w zakresie ekspresji receptoréw NCR *.

Wedhug badan przeprowadzonych przez Kramer’a i wsp., komorki NK o wysokiej ekspresji
NKp46 wykazuja znaczng aktywnos$¢ cytolityczng i wyzsza sekrecj¢ IFNy niz komorki o ekspresji
NKp46“™. Te pierwsze ponadto efektywniej hamuja replikacje wirusa in vitro. Czestosé NKp46High
koreluje odwrotnie proporcjonalnie do poziomu HCV-RNA i stadium wloknienia watroby.

Wzrost ekspresji NKG2A tlumaczy si¢ faktem hamowania funkcji komérek NK albo
wzrostem odsetka komérek CD56™9™, ktore to wykazuja zwickszong ekspresje NKG2A *.
Zwickszona ekspresja receptorow NKG2A koreluje odwrotnie proporcjonalnie do wiremii ®*,

Wskazuje si¢ takze na znaczaca role NKG2D w obronie przeciwwirusowej, ale nie
wyjasniono w jaki sposob do tego dochodzi. Jedna z teorii mowi, ze zakazony hepatocyt
w kontakcie z komorka NK uposledza jej funkcje i to zahamowanie jest zwigzane ze zmniejszeniem
ekspresji NKG2D, NKp30 na tych komodrkach. Moze mie¢ to wplyw na stabilizacj¢ procesu

przewlektego “1°.
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Spadek wydzielania IFNy i wzrost cytotoksycznosci komérek NK moze mie¢ wplyw na
uszkodzenie watroby i przetrwanie wirusa, a nawet wzrost jego replikacji, poniewaz brak jest

) . ) e 102
bezposredniego hamowania namnazania si¢ wirusa = .

Na Rycinie 12 przedstawiono proces aktywacji i inhibicji komérek NK *.

IL-12-R WA
a ® L ]
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o® L] NKp44
@ | o? _n
nvar @ | NKS ® | NKB < .
a IFN-a-R ‘\':sf\
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\\3 NKp30 IFN-x \\\3 NKp30
KIR & NERAG KIR NKGZEZ:% NKpa6
MHC klasy | I MHC klasy | MICA/B : Ligandy NCR

Inhibicja w st. fizjologil Aktywacja np. w przypadku zakazenia

Rycina 7. Aktywacja i inhibicja komdrek NK - uczestniczace w tym procesie receptory
i ligandy. Na podstawie Golden-Mason, L. (4) — modyfikacja wlasna.

2.4.3.2. Rola wirusa HCV

Wirus HCV moze mie¢ wplyw na uposledzenie mechanizmoéw odpornosciowych
u zakazonych. Rowniez sam fakt przewleklosci procesu chorobowego moze wskazywaé na
zaburzenia regulacji mechanizméw immunologicznych w stron¢ hamowania jej odpowiedzi.

Bialko rdzeniowe HCV wptywa na zwigkszenie ekspresji molekut MHC klasy I, ktére sa
ligandami dla hamujacych KIR, przez co dochodzi do zmniejszenia cytotoksycznosci komorek NK
przeciwko hepatocytom zainfekowanym wirusem HCV. Proces ten wskazuje na droge uniku wirusa
przed rozpoznaniem go przez komoérki NK i stabilizacje przewleklosci zakazenia °. Biatko rdzenia

jak 1 proteaza NS3 wyciszaja dzialanie odpowiedzi immunologicznej przez zwigkszenie produkcji
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IL-10 ', Ruggieri podaje jednak, ze komorki zakazone HCV z ekspresja biatek rdzeniowych maja
sktonno$é do apoptozy niezaleznie od aktywacji Fas ',

Bialka otoczki wirusa — E1, E2 wptywaja dodatkowo na zahamowanie dojrzewania komdrek
dendrytycznych. Poza tym bialko E2 hamuje dziatanie IFN-a i komérek NK 105

Wzrost aktywnos$ci proteazy NS3/4A odpowiada za zmniejszenie liczby receptorow
aktywujacych komoérek NK — NKG2D, ligandéw MICA i MICB *. Proteaza NS3/4A inaktywuje
dwie molekuty sygnalowe — PAMPs i Toll-IL-1R (ang. Toll/interleukin-1 receptor ), ale pomimo
tego uniku wirusa odpowiedz wrodzona uruchamiana jest od pierwszego dnia infekcji, podczas gdy
specyficzne dla zakazenia komorki T sg rekrutowane w watrobie dopiero po uptywie 4-8 tygodni od
zakazenia ',

Inna proteaza — NS5A stymuluje monocyty przez TLR4 do wydzielania Il-10, nastepnie do
produkcji TGF-B, co z kolei wpltywa na spadek ekspresji NKG2D komoérek NK i zwigkszenie
aktywnosci komorek HSC, tym samym promujac wildknienie watroby z uwagi na pobudzenie
wzrostu fibroblastéw °. Poza tym zwickszona produkcja TGF-B wplywa na zmniejszenie
cytotoksycznosci NK poprzez uposledzenie wydzielania IFNy i degranulacji komorek o ekspresji
CD107a*.

W infekcji HCV obserwuje si¢ uposledzenie ekspresji MIC — A/B, co skutkuje mniejszym
poziomem aktywacji komdrek NK poprzez ligand dla NKG2D. Poza tym wzrasta ekspresja
receptora NKG2A, ktory jest ligandem HLA-E, gdyz HCV moze zwickszaé ekspresje HLA-E *, co

moze mieé istotne znaczenie dla regulacji odpowiedzi wrodzonej .

2.4.4. Zmiany histopatologiczne a immunologia

2.4.4.1. Sklad nacieku zapalnego

W  naciekach  zapalnych w  watrobie u pacjentow z  zakazeniem HCV
(podobnie zreszta jak w przypadku zakazenia HBV) przede wszystkim obserwuje si¢ znaczacy
udzial komoérek odpowiedzi swoistej, t.j. okoto 50-60% komdrek T pomocniczych (T helper
lymphocytes). Okoto 25% stanowig limfocyty T cytotoksyczne; 15% - limfocyty B. Inne komorki

07 W zwiazku z czym glowng role w patogenezie

(w tym komorki NK)' stanowig okoto 10%
przewleklego zakazenia wirusem C przypisuje si¢ jednak odpowiedzi swoistej. Na Rycinie 13
zamieszczono procentowy udzial poszczegdlnych fenotypow limfocytow w nacieku zapalnym
u chorych z przewlektym zakazeniem.
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Obecno$¢ grudek chlonnych koreluje z aktywno$cia procesu zapalnego toczacego sie
w watrobie '°. Nacieki z limfocytéw B i T oraz makrofagéw stwierdza si¢ w przestrzeniach
bramnych. Na pograniczu przestrzeni bramnych i tkanki migzszowej powstaje martwice kesowa,
za$§ w obrebie zrazikow rozpoznaje si¢ ogniska apoptozy i martwicy.

W badaniach histopatologicznych wykazano, ze w preparatach od oséb zakazonych wirusem C
watrobowe komorki NK sg zlokalizowane w miejscach nekrozy, czego nie zaobserwowano
w przypadku infekcji HBV 77, Uwaza sig, ze przewaga ekspresji receptoréw hamujacych komoérek

NK moze by¢ zwigzana z wyzszym stopniem uszkodzenia watroby %,

Limfocyty T pomocnicze
Limfocyty T cytotoksyczne

Limfocyty B

EEC N

Inne komorki ( w tym NK)

Rycina 8. Naciek zapalny w PZWB | C - na podstawie Walewska-Zielecka B. '’ -
interpretacja wlasna.

2.4.4.2. Wldknienie watroby

Przewlekle zakazenie prowadzi do widknienia watroby. Jest to spowodowane aktywnoscia
komorek cytotoksycznych T jak i komdrek NK.

W warunkach homeostazy organizmu funkcja antyfibrotyczna komorek NK jest zalezna od
receptoroéw hamujacych komorek NK, ktore wptywaja na hamowanie aktywowanych watrobowych

komérek gwiazdzistych - HSC *,

Komoérki NK mogg indukowaé¢ apoptoze¢ komorek HSC droga NKG2D zalezng i TRAIL jak
i bezposrednio przez IFNy **%°. W badaniu przeprowadzonym przez Muhanna i wsp, wykorzystano
do wyciszania funkcji genu iKIR (genu receptorow KIR hamujacych) siRNA (ang. small interfering
RNA) w hodowli komorek NK jak in vivo w modelu zwierzecym, co daje obiecujace wizje na
przysztos$¢ leczenia widknienia watroby z uzyciem siRNA dla konkretnych receptorow komorek

NK, ktére moga byé modulowane ex vivo i wykorzystywane w terapii *'°. Proteaza wirusa HCV -
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NS5A wptywa na spadek ekspresji NKG2D komoérek NK i zwickszenie aktywnosci komorek HSC
4,111

Czynniki takie jak TGF, alkohol, moga ostabia¢ cytotoksyczno$¢ komoérek NK przeciwko
HSC poprzez uposledzenie wydzielania IFNy i1 degranulacji komorek o ekspresji CD107a, tym

samym oslabia¢ wlasciwosci antyfibrotyczne komorek NK .

2.4.5. Wplyw leczenia na procesy immunologiczne

Wplyw leczenia pegylowanym interferonem z rybawiryna na limfocyty obwodowe oraz

wewnatrzwatrobowe.

U pacjentow osiggajacych RVR czestos¢ aktywowanych komorek NK (CD69+) jest
zwickszona %, W 12 tygodniu leczenia u chorych, ktérzy pozytywnie zareagowali na leczenie
obserwuje si¢ wzrost komorek T CD4+ (juz po pierwszych dawkach, znamiennie wzrasta w 12 tyg.
leczenia), natomiast w zakresie komorek T CD8+ dokonuje si¢ spadek ich liczby lub dochodzi do
ich negatywizacji; w bioptacie watroby za$ liczba komoérek CD8+ rosnie. W naciekach
watrobowych dominujg komorki CD4+ i komorki NK, przewyzszaja one liczbe tych komorek
znajdowanych we krwi obwodowej. Nie odnotowano bezposredniego dzialania cytopatycznego
wirusa w stosunku do hepatocytow, co jednoznacznie wskazuje na mechanizm immunologiczny
uszkodzenia komorek watrobowych. Funkcja ta spetniana jest dzieki komorkom cytotoksycznym T
CD8+, za pomoca granzymu A i1 B, perforyn, ukladu Fas ligand na powierzchni limfocytow,
mechanizméw apoptozy zaleznych od Fas lub indukowanej alternatywnie poprzez dziatanie
interferonu alfa, ktory jest produkowany przez limfocyty CD8+. Zastanawia fakt, dlaczego ten sam
schemat leczenia u r6znych oséb powoduje rdzne reakcje od eradykacji poprzez eliminacj¢ wirusa
az do braku odpowiedzi z potegowaniem dziatan ubocznych ®,

Pod wptywem skutecznej terapii ogolna liczba komorek NK wzrasta. W biopsjach 0sob,
ktoére uzyskaty SVR (niezaleznie od tego czy leczono samym interferonem czy interferonem
z rybawiryna), widoczny jest wzrost wewnatrzwatrobowych komorek NK ***. Komorki NK sa
jednymi z pierwszych komorek reagujacych na terapi¢ interferonem o. Potwierdza to $cisty zwigzek
komorek NK z odpowiedzia przeciwwirusowa . U pacjentéw uzyskujacych SVR wzrasta
podstawowa czestos¢ komérek NK CD56"™/CD16+ i zawartos¢ perforyn. Wzrasta rowniez

naturalna i zalezna od przeciwciat cytotoksycznosé 2.
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Komorki NK w obecnosci wirusa wydzielaja relatywnie mato IFN-y. ® Mimo to podkresla
si¢, ze jego dziatanie jest skuteczniejsze niz dzialanie cytotoksyczne komorek NK. Tlumaczy si¢ to
oddziatywaniem pojedynczej komérki NK wobec komorki zakazonej, podczas gdy IFN wydzielany
przez tylko jedna komoérke dziata na 100 komérek zakazonych ¥, IFN-y (IFN klasy IT) wytwarzany
jest przez komérki NK i NKT oraz przez specyficzne limfocyty T 1%,

U chorych zakazonych genotypem 1b wirusa HCV, leczonych pegylowanym interferonem
z rybawiryng niska ekspresja TLR (w szczegdlnosci TLR3) korelowata z dobrg odpowiedzig na
leczenie. Poza tym zaobserwowano wzrost ekspresji TLR 4,6,9 u 0sob osiagajacych SVR .

Genetyczny wariant bliski 11-28B (IFN-A3) jest silnie zwigzany ze spontanicznym klirensem
HCV i odpowiedzia na leczenie pegylowanym interferonem-a z rybawiryna *%°. Homozygotycznosé
IL-28B 1512979860 CC jest istotnie zwigzana z SVR niezaleznie od fenotypu komoérek NK i ich
funkcji 2.

Ponadto obserwuje si¢ spontaniczng rezolucje zakazenia, gdy dochodzi do polaczenia
KIR2DL3 z ligandem HLA-C grupy I. Wedlug pismiennictwa ekspresja receptorow KIR u chorych
nie zmienia si¢ lub jest obnizona ®'.

Wystgpowanie komoérek NKG2A dodatnich jest zwigzane z lepsza odpowiedzig na terapig.
Wzrost ekspresji receptorow NKG2A jedynie we wczesnej fazie zakazenia wpltywa na osiggnigcie
SVR ',

Po leczeniu natomiast dochodzi do zjawiska spadku ekspresji receptorow NKG2A na
komérkach NK CD56%™ & Dodatkowo IFN-o (zarowno ten endogenny jak i egzogenny) wplywa
na obnizenie komorek o ekspresji CD56"™ i wzrost CD 56" 9" °7 Wzrost krazacych komorek
0 ekspresji CD56° stwierdza si¢ w przewleklym zakazeniu, a ich najwyzsze warto$ci notuje si¢
U 0s0b, ktore nie odpowiedziaty na terapie. Korelacja ta jest szczegodlnie widoczna w przeciagu
pierwszych 28 dni leczenia, kiedy to spadek tadunku wirusowego plasuje si¢ ponizej 1,4 logio.
Wozrost poziomu komérek CD56™ koreluje w tym okresie ze stabsza odpowiedzia na leczenie™.

Pacjenci odpowiadajacy na terapi¢ maja zwigkszong aktywnos$¢ TRAIL na komorkach NK
CD56™™ ( choé¢ wystepuja rowniez na komoérkach bright). Eksprsja TRAIL koreluje z SVR 89",
IFNa natomiast wptywa na ekspresje TRAIL na komoérkach NK o

Ci pacjenci, ktorzy dzieki skutecznej terapii maja prawidlowa liczbe komoérek NK, rzadziej
doswiadczaja nawrotu choroby w stosunku do tych z deficytem komérek NK .

W celu podsumowania powyzszych rozwazan, na Rycinie 14 przedstawiono udzial komoérek
NK, poszczegdlnych receptoréw komdrek NK i wydzielania IFN na poszczegélnych etapach
zakazenia HCV.
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Rycina 9. Rola komoérek NK na poszczegolnych etapach zakazenia HCV. Opracowanie
wlasne wedlug Golden-Mason, L. [4]



3. Cel pracy

1. Glownym celem pracy jest znalezienie korelacji pomigdzy fenotypem komorek NK
a stanem klinicznym zakazonych HCV.

2. Poszukiwanie roznic jakos$ciowych i/lub ilosciowych receptorow na komorkach NK
pomiedzy osobami zdrowymi a chorymi.

3. Poszukiwanie czynnikow klinicznych, modyfikujacych ekspresje antygenow

powierzchniowych na komérkach NK w obecnosci zakazenia wirusem HCV.
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4. Pacjenci, material i metody

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata Komisji Bioetycznej nr 251/12

z dnia 1 marca 2012 r.).

4.1. Pacjenci

Do badania zakwalifikowano 98 0séb, obu pici (& - 56, @ - 42) w wieku od 20 roku zycia
do 67 roku zycia ($rednia 41,88+13,90), z PZWC. Rozpoznanie choroby zostalo potwierdzone
wykazaniem obecno$ci przeciwciat anty-HCV oraz materiatu genetycznego wirusa - HCV-RNA
w surowicy krwi oraz zmian zapalnych w badaniu histopatologicznym. Wszyscy chorzy byli
hospitalizowani w Klinice Chorob Zakaznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu z powodu diagnostyki hepatologicznej i/lub rozpoczecia terapii
w przebiegu zakazenia HCV. Pacjenci, ktorzy zostali zakwalifikowani do badania zostali
poinformowani o celach badania i wyrazili zgod¢ na udzial.

Grupe kontrolng stanowily osoby niezakazone HCV (n=13) obu ptci (3 -8, @ - 5), w wieku
od 31 do 52 roku zycia (Srednia 39,77+7,17) bgdace wolontariuszami pracujagcymi na terenie
kliniki. Zakazenie innymi wirusami hepatotropowymi wykluczono w oparciu o badanie

serologiczne.

Ponizej podano warunki wykluczajace z badania:
e Wiek ponizej 18 roku zycia
e Inne choroby watroby, w tym choroby autoimmunizacyjne i nowotworowe
e Ostre wirusowe zapalenie watroby
e Przebycie leczenia preparatami interferonu i rybawiryny

e Wspolistnienie zakazenia innym wirusem hepatotropowym niz HCV.

U wszystkich chorych przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe. Wzieto pod
uwagg nastepujace dane kliniczne:
o wiek ipte¢,
e wiek w momencie rozpoznania zakazenia HCV, czas trwania oraz przebieg choroby

w tym powiklania, aktualnie zglaszane dolegliwosci,
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e choroby przebyte i wspotistniejace,
e przebyte zabiegi operacyjne w konteks$cie potencjalnego momentu zakazenia,

e wywiad rodzinny.

Krew zostala pobrana w grupie chorych przed rozpoczeciem leczenia oraz w grupie kontrolne;.
Biopsja watroby przeprowadzona zostala u 76 pacjentow przed rozpoczeciem leczenia

przeciwwirusowego.

4.2.  Material i metody

W trakcie hospitalizacji w Klinice Chorob Zakaznych w Poznaniu w grupie 0sob
zakazonych HCV pobrano krew na badania: immunologiczne (cytometryczne), morfologiczne,
biochemiczne oraz wirusologiczne. W grupie kontrolnej przeprowadzono badanie morfologii krwi
oraz badanie cytometryczne.

Krew do badan zostata pobrana z zyty tokciowej (5 ml) do probowek: z EDTA (morfologia,
cytometria  przeptywowa). = Materiat  opracowano  pod  katem = immunologicznym

w ciaggu 6-12 godzin od pobrania.

4.2.1. Badania laboratoryjne

Badania morfologii krwi obwodowej, badania biochemiczne oraz badanie wirusologiczne
wykonano przy uzyciu standardowych analizatorow laboratoryjnych
w Laboratorium Oddziatu Zakaznego.

Analizie poddano nastepujace parametry:
e immunologiczne
— cytometria przeplywowa
e morfologia krwi obwodowej
— leukocyty (WBC)
— limfocyty
e Dbadania biochemiczne

— aminotransferaza alaninowa (ALT)
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— aminotransferaza asparaginowa (AST)
— bilirubina (BIL)

e q-fetoproteina (AFP)

e wirusologiczne
— badanie PCR metoda iloSciowa

Wartosci referencyjne powyzszych parametrow zamieszczono w tabeli 6.

Tabela 6. Wartosci referencyjne wykonanych badan laboratoryjnych.

Parametr Norma

Leukocyty (WBC) [ x10%/ul] 3,5-11,0
Limfocyty (LYMPH) [ x10%/ul] 1,0-3,5
Aminotransferaza alaninowa (ALT) [U/] <40
Aminotransferaza asparginowa (AST) [U/l] <45

Bilirubina (BIL) [mg/dl] 02-1,0
v-glutamylotranspeptydaza (GGTP) [U/I] kobiety<35, m¢zczyzni <50
a-fetoproteina (AFP) [ng/ml] <7,0

4.2.2. Metoda cytofluorymetrii przeplywowej

Badania cytometrii przeptywowej przeprowadzono w Laboratorium Zaktadu Immunologii
Klinicznej w Poznaniu.

Wykorzystano cytoflorymetr przeptywowy FACSCanto o 6 kolorach fluorescencji firmy
Becton Dickinson (BD). Zestawy znakowanych przeciwciat a takze ich pochodzenie zamieszczono
w tabeli 7. Koszty powyzszych odczynnikow i koszty przeprowadzenia badan zostaly pokryte
z grantu nr NN401535740 z Narodowego Centrum Nauki (dla prof. I. Mozer-Lisewskiej).

Dzigki kombinacji przeciwciat anty - CD56, CD16, CD3 mozliwe bylo wyodrgbnienie populacji
komorek NK sposrod komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej. 10 probdwek (1 kontrolna)
kazda po 100 pl krwi petlnej inkubowano 15 minut w ciemni z 5 pl znakowanych przeciwcial
odpowiednio w kazdej z probek: CD56, CD16, CD3 oraz 8 z nich z jednym z wymienionych:

CD107a, CD 158hb, CD158i, CD314, CD335, CD336, CD337. Przeciwciata monoklonalne byty
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znakowane fluoresceing (FITC) 1 fikoerytryng (PE). Nastgpnie preparat poddano plukaniu
buforowang solg fizjologiczng pH 7,6 (PBS), a krwinki czerwone poddano lizie z wykorzystaniem
ptynu lizujacego (BD). Preparat ponownie ptukano. Probowki zawierajace przeciwciata anty-
CD253 oraz anty-granzym B wymagaty dodatkowej 10-minutowej inkubacji z 0,1% roztworem
saponiny po pierwszym plukaniu PBS przed znakowaniem odpowiednimi przeciwciatami i po
drugim ptlukaniu PBS . Kolejne preparaty zostaly nastgpnie poddane akwizycji komorek
w cytometrze przeptywowym. Do akwizycji oraz analizy subpopulacji komorek stosowano program
FACS Diva 6.2.1. Wyniki badan podawano jako procent komoOrek wykazujacych obecnosé
badanego antygenu réznicowania oraz jako warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji badanego

antygenu (MFI), odpowiadajacej gestosci molekut antygenu na powierzchni badanej komorki.

Tabela 7. Znakowane przeciwciala wykorzystane w pracy.

Klasyfikacja CD Antygen/receptor firma
CD 107a LAMP-1 Miltenyi Biotec
CD 314 NKG2D Jw.
CD 335 NKp46 jw.
CD 336 NKp44 jw.
CD 337 NKp30 jw.
CD 158b KIR2DL2/DL3 Jow.
CD 158i KIR2DS4 Jw.
CD 16 FcyRIII JR
CD 56 NCAM Jw.
CD3 Marker limfocytow T Beckton Dickinson
CD 253 TRAIL Jw.
Granzym B Granzym B Jw.
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4.3.  Analiza statystyczna

Dla warto$ci parametréw wyrazonych w skali interwalowej policzono $rednia, odchylenie
standardowe oraz warto$¢ minimalng i maksymalng. Nastepnie za pomocg testu Shapiro — Wilka
sprawdzono zgodno$¢ z rozkladem normalnym. Natomiast procentowo przedstawiono rozktad

genotypow, rzad wielkoSci wiremii oraz zapalenie 1 wioknienie.

W celu poréwnania wynikdw wybranych parametrow (cytometrii oraz parametrow
klinicznych) grupy badanej z wynikami grupy kontrolnej uzyto nieparametrycznego testu Manna —
Whitney’a dla  zmiennych  niepowigzanych ze  wzgledu na  brak  zgodnosci
z rozktadem normalnym. Test ten uzyto rowniez do poréwnan ze wzglgdu na wystgpowanie chorob
wspotistniejagcych, na aktywno$¢ aminotransferaz, wiremig¢. Pordéwnanie wynikdéw cytometrii

w zaleznosci od ekspozycji wykonano za pomoca testu Kruskala — Wallisa.

W pracy przedstawiono wyniki korelacji rang Spearmana dla wynikdéw cytometrii
z wiekiem, wynikami badan biochemicznych oraz wynikami okre$lajagcymi stan watroby; wynikéw
ekspresji antygenow miedzy sobg. Korelacje sa istotne statystycznie, gdy p<0,05. Korelacja moze
przyjmowac¢ zarowno wartosci dodatnie (do +1) jak i wartosci ujemne (do -1). Do opisu

I interpretacji istotnej korelacji danych przyjmuje sie skale okreslajacg site ich zwiagzku (tabela 8) .

Tabela 8. Skala okreslajaca sile zwiazku korelowanych danych o istotnosci statystycznej.

Wspolezynnik korelacji Sita zwigzku interpretowanych danych
R=0 zmienne nie s3 skorelowane
0<R<0,1 korelacja nikta
0,1<R<0,3 korelacja staba
0,3<R<0,5 korelacja przecigtna
0,5<R<0,7 korelacja wysoka
0,7<R<0,9 korelacja bardzo wysoka
0,9<R<1 korelacja prawie pewna

Obliczenia wykonano w programie Statistica PL firmy StatSoft. Wyniki uznano za istotne
statystycznie przy p<0,05.
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5. Wyniki
5.1. Charakterystyka grupy badanej

5.1.1. Wiek i ple¢ badanych

W grupie badanych (n=98) mezczyzni stanowili 57% (56 chorych), kobiety — 43% (42
chore). Wiek chorych w momencie pobierania materiatu biologicznego na badania ksztaltowat si¢
od 20 do 67 lat (srednio 41,88+6,95).

Na podstawie daty wykazania dodatnich przeciwciat anty-HCV (okreslana jako ,,wiek
W momencie rozpoznania zakazenia” obliczono czas od zakazenia — w badaniach przedstawiany
jako ,znany czas zakazenia”. W badanej grupie wahat si¢ on od 1 roku do 29 lat ($rednio
4,79+2,78).

Oczywiscie moze by¢ to obarczone bledem z uwagi na fakt, ze u wigkszosci chorych
zakazenie wykrywa si¢ przypadkowo. Chodzito jednak o probe wyliczenia czasu, kiedy wirus
mnozyl sie, atakowal narzady, implikowal ro6znorodne zmiany immunologiczne
w organizmie zakazonego.

Powyzej rozwazane parametry zamieszczono w tabeli 9.

Tabela 9. Wiek chorych i znany okres zakazenia HCV z podzialem na pleé.

N | % grupy | Srednia | Minimum | Maksimum | SD

: : : 100
= Wlek. W' momencie rozpoznania 08 37.09 11,00 65,00 14,47
= zakazenia
5 wiek chorego 98 100 41,88 20,00 67,00 13,90
8 znany czas zakazenia 98 100 4,79 1,00 29,00 5,56

. . . 43
o Wlek. W' rr'lomen’C|e rozpoznania 42 35,08 11,00 65,00 15,73
7 |zakazenia i badafi
L
o | wiek chorego 42 43 40,67 20,00 67,00 14,82
Q znany czas zakazenia 42 43 4,69 1,00 28,00 6,43
= : : ; 57
& |Wiek w momencie rozpoznania| gg 37,93 | 18,00 6300 | 13,53
E zakazenia 1 badan
< | wiek chorego 56 57 42,79 22,00 67,00 13,22
L§ znany czas zakazenia 56 o7 4,86 1,00 29,00 4,87
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5.1.2. Dane dotyczace genotypu wirusa i wiremii

Rozktad poszczegdlnych genotypéw wsrdd zakazonych HCV przedstawiono na Ryc. 10. U
85% chorych rozpoznano genotyp 1b wirusa. Nastgpnie kolejno: genotyp 4a/4c/4d u 7%, genotyp
3a u 5% igenotyp lau 3% .

Rozktad genotypow

7%

5% H genotyp 1b
3%_\

genotyp la

M genotyp 3a

H genotyp
4a/ac/4d

85%

Rycina 10. Rozklad czestosci genotypow w grupie badanej (n=98).

U 48 chorych (49% grupy HCV+) w momencie pobierania badan rzad wielkosci tadunku
wirusowego wynosit 10* 1U/ml, u 29 chorych (30% ) natomiast — 10° IU/ml. W celu uproszczenia
wynikoéw, tadunek wirusowy (wiremie) przedstawiono za pomoca logarytmu dziesietnego wartosci
rzeczywistej. Wyniki ilustruje Rycina 11. Rzeczywiste wartosci tadunku wirusowego (wiremii)
ksztattowaly si¢ od 0,68x10%do 6,59x10° lU/ml ($rednia 3,28x10°, SD 8,29x10° 1U/ml).

(o2}
o

w
o

N
o

N
o

liczba chorych
w
o

=
o

log 2 log3 log 4 log5 log 6
HCV-RNA [log,, IU/mL]

o

Rycina 11. Rozklad ladunku wirusowego HCV-RNA w grupie badanej.
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5.1.3. Badania laboratoryjne

Rozktad $rednich wartos$ci poszczegolInych parametréw biochemicznych i AFP

zamieszczono na Rycinie 12.

120

100

80

60 [

40
20
0 - T T a 1

ALT[UN  AST[UN BIL[mg/dl] GGTP[U/I] AFP [ng/ml]

Rycina 12. Rozklad wartosci prob watrobowych i AFP w grupie badanej.

W tabeli 10. natomiast podano, ile oso6b prezentowalo wynik ponizej goérnej granicy normy
(SGGN) i powyzej GGN (>GGN).

Tabela 10. Badania biochemiczne i AFP w grupie zakazonych (n=98). Podano ile os6b
prezentowalo wynik powyzej gornej granicy normy (GGN) i powyzej wielokrotnosci GGN
(nXGGN).

Liczba osob ALT AST BIL GGTP AFP
<i> GGN

<GGN 37 54 74 85 77
> GGN 61 44 24 13 21

Z Dbadania morfologicznego krwi obwodowej przeanalizowano liczbe leukocytow
i limfocytow. Srednie ich warto$ci miecily si¢ w zakresach norm (tabela 11).

Liczbe komorek NK w objetosci 1 mm® obliczono na podstawie wartosci WBC. Z warto$é tej
wyliczono liczbe limfocytow w objetosci 1mm?®, a nastepnie liczbe komoérek NK w obrebie

limfocytow.
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Tabela 11. Rozklad wartosci dotyczacych leukocytow, limfocytéw oraz komérek NK w grupie
badanej

N Srednia | Minimum | Maksimum | SD p
WBC tys/uL 98 6,28 2,40 11,80 1,99 0,0304
LYMPH tysiuL | 98 1,96 0,00 4,10 0,85 | 0,5583
NK tys/uL 98 0,18 0,00 0,73 0,14 0,3059

W grupie badanej wykazano istotnie statystycznie nizszg warto§¢ WBC w pordwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,0304).

Nie wykazano istotno$ci statystycznej migdzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla liczby
limfocytow(p=0,5583) i komorek NK (p=0,3059).

Na Rycinie 13 przedstawiono rozktad wartosci WBC, limfocytow i NK w poszczegdInych grupach.

12 p=0,0304
10
8 T

2_
O_ e T

WBC [tys/ul] LYMPH [tys/ul] NK  [tys/ul]

MW zakazeni HCV kontrola

Rycina 13. Rozklad wartosci leukocytow (WBC), limfocytow (LYMPH) i komorek NK
w grupie badanej i kontrolnej
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5.1.4. Badanie patomorfologiczne

Biopsja watroby przeprowadzona zostala u 76 pacjentow przed rozpoczeciem leczenia
przeciwwirusowego. U 22 chorych nie przeprowadzono badania biopsyjnego z uwagi na
przeciwwskazania techniczne (zmiany o charakterze naczyniaka w prawym placie watroby
u 2 0sob, poszerzenie drog zélciowych wewnatrzwatrobowych u 3 0sob, trudny dostep — u 3 0sdb),
przeciwwskazania hematologiczne (trombocytopenia (liczba plytek krwii PLT < 60 x 106/1),
przedtuzenie czasu protrombinowego PT > 3 s po probie korekcji czasu witaming K u 7 osob),
7 0s0b nie wyrazito zgody na badanie inwazyjne.

Stluszczenie watroby w grupie badanej dotyczyto od 0 — 95% utkania watroby (srednia — 7,01+
8,91).

Stadium zapalenia i widknienia watroby w grupie badanej przedstawiono na Rycinie 14.
Zapalenie watroby w stadium 1 i 2 wykazano u 67% chorych. U 61% chorych widknienie watroby

sklasyfikowano w stadium 1 i 2.

35
30
£ 25
£
B 20
E 15 - ——————————  HWIAPALENIEG
£ 10 - o WEOKNIEMIE 5
5 - 1 EE——
o LM
2 3 4

] 1

stopnie zaawansowania wg Metavir

Rycina 14. Rozklad wynikéw zapalenia i wloknienia watroby wzgledem liczby chorych.

5.2.  Analiza immunofenotypu komdrek NK krwi obwodowej u pacjentéw
z grupy badanej
Na Rycinie 15 przedstawiono przyktadowy obraz cytometryczny limfocytow i monocytéw krwi
obwodowej u osoby nalezacej do grupy zakazonych HCV (chory o inicjatach K.H., lat 54 -
przyktad nr 1 i C.S. lat 36 — przyklad nr 2) oraz ekspresj¢ jednego z badanych receptorow na
komoérkach NK wraz ze $rednig intensywnoscia sygnatu fluorescencyjnego.
Na Rycinie 16 przedstawiono rozklad cytometryczny osoby nalezacej do grupy kontrolnej
(o inicjatach P.B., probka nr 031- przyktad nr 1 i W.W prdbka nr 093- przyktad nr 2).
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Rycina 15. Przykladowy rozklad cytometryczny limfocytéow i monocytow krwi obwodowej
u osoby nalezacej do grupy zakazonych HCV+. 1. Chory o inicjalach K.H., lat 54 A) wybramkowana
subpopulacja komoérek jednojadrzastych; B) Komorki NK i NKT, C) Komérki CD107a+ (Q1), D) MFI
kom. CD107a+ (P2). 2. Chory C.S, lat 36 — opis jak u chorego K.H.
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Rycina 16. Przykladowy rozklad cytometryczny limfocytéw i monocytow krwi obwodowej u osoby
nalezacej do grupy kontrolnej. 1. Kontrola P.B., A) wybramkowana subpopulacja komorek
jednojadrzastych; B) Komdrki NK i NKT, C) Komorki CD107a+ (Q1), D) MFI kom. CD107a+ (P2).
2. Kontrola W.W. — opis jak u kontroli P.B.
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5.2.1. Pordwnanie wynikow cytometrycznych w grupie chorych wzgledem kontroli

Dla kazdej osoby z grupy zakazonych HCV jak i grupy kontrolnej oznaczono odsetek
komdrek NK z dodatnim antygenem i odsetek komdrek NK z ujemnym antygenem oraz $rednig
intensywno$¢ fluorescencji, MFI — ang. Mean Fluorescence Intensity; MFI dotyczy komdrek NK
z dodatnim receptorem badanym. W ponizszych Tabelach od 11 do 19 przedstawiono rozktad

wyzej wymienionych parametrow w grupie badanej dla kazdego z badanych receptorow.

W Tabeli rozklad

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolng.

12 przedstawiono srednich wartosci odsetkowych CDI107a

Tabela 12. Rozklad $rednich wartosci odsetkowych CD107a w grupie badanej

CD107a w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD107a+ chorzy 98 3,61 0,00 27,94 4.85 p=0,0483
[%] zdrowi | 13 | 2,23 | 0,00 15,52 444
NK CD107a- chorzy 98 95,97 72,06 100,00 5,37 p=0,0326
[%] zdrowi 13 97,72 84,48 100,00 450

chorzy 98 | 854,44 0,00 5029,00 719,83 0,1187
MFI CD107a

zdrowi 13 | 756,77 0,00 4229,00 |1109,98

Istnieje statystycznie istotna roéznica migdzy chorymi a zdrowymi dla NK CD107a+ [%]
(p=0,0483). Istnieje statystycznie istotna roznica miedzy chorymi a zdrowymi dla NK CD107a- [%)]
(p=0,0326). Nie wykazano istotnos$ci statystycznej miedzy grupa zakazonag HCV a grupa kontrolng
dla MFI CD107a (p=0,1187).

W Tabeli 13 przedstawiono rozklad $rednich wartosci odsetkowych CDI158b

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolna.
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Tabela 13. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD158b w grupie badanej

CD158b w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD158b+ chorzy 98 25,74 0,00 65,79 12,86 0,8811
[%] zdrowi | 13 | 26,86 | 5,40 51,04 | 13,59
NK CD158b- chorzy 98 71,99 0,00 100,00 16,12 0,9098
[%] zdrowi | 13 | 72,99 | 46,12 9460 | 13,89

chorzy 98 | 2762,10 0,00 10879,00 | 1755,05 0,6663
MFI CD158b+

zdrowi 13 | 2373,77 | 1345,00 4804,00 940,38

Nie wykazano istotno$ci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK

CD158b+ [%] (p=0,8811), NK CD158b- [%] (p=0,9098) i MFI CD158b+ (p=0,6663).

W  Tabeli

14 przedstawiono

rozklad

Srednich wartos$ci

odsetkowych CDI158i

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV i grupe kontrolna.

Tabela 14. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD158i w grupie badanej

CD158i w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD158i+ chorzy 98 13,88 0,00 73,82 20,31 0,5401
[%] zdrowi 13 12,99 0,00 68,46 21.66
NK CD158i- chorzy 98 84,79 0,00 100,00 22.06 0,4428
[%] zdrowi 13 86,95 31,21 100,00 21,78

chorzy 98 | 3655,54 0,00 27854,00 | 5218,00 0,2416
MFI CD158i+

zdrowi 13 | 2663,08 0,00 13617,00 | 4131,78

Nie wykazano istotno$ci statystycznej migdzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK
CD158i+ [%] (p=0,5401), NK CD158i- [%] (p=0,4428) i MFI CD158i+ (p=0,2416) dla receptora

CD 158i.

W  Tabeli

15 przedstawiono

rozklad

Srednich wartosci

odsetkowych CD314

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV i grupe kontrolna.
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Tabela 15. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD314 w grupie badanej

CD314 w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD314+ chorzy 98 86,47 0,00 98,57 19,62 0,2380
[%] zdrowi 13 85,88 0,76 98,66 26,33
NK CD314- chorzy 98 11,61 0,00 100,00 15,47 0,3608
[%] zdrowi 13 14,09 1,34 99,24 26,33

chorzy 98 | 3461,46 0,00 7447.00 | 1569,04 0,3560
MFI CD314+

zdrowi 13 | 3175,77| 761,00 7103,00 | 1767,73

Nie wykazano istotno$ci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK
CD314+ [%] (p=0,2380), NK CD314- [%] (p=0,3608) i MFI CD314+ (p=0,3560).

W Tabeli 16 przedstawiono rozklad $rednich wartosci odsetkowych CD335
z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolna.

Tabela 16. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD335 w grupie badanej

CD335 w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD335+ chorzy 98 75,89 0,00 96,79 20,67 0,0926
[%] zdrowi 13 83,43 46,82 96,20 14,70
NK CD335- chorzy 98 22.53 0,00 100,00 18,81 0,1301
[%] zdrowi 13 16,55 3,80 53,18 14,71

chorzy 98 | 3562,00 0,00 10934,00 | 1852,69 0,5831
MFI CD335+

zdrowi 13 | 3977,15| 2100,00 9262,00 | 2100,38

Nie wykazano istotno$ci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK
CD335+ [%] (p=0,0926), NK CD335- [%] (p=0,1301) i MFI CD335+ (p=0,5831).

W Tabeli 17 przedstawiono rozklad $rednich wartosci odsetkowych CD336
z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolna.
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Tabela 17. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD336 w grupie badanej

CD336 w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD336+ chorzy 98 2,82 0,00 99,81 13,71 0,2099
[%] zdrowi 13 0,40 0,00 2,04 0,66
NK CD336- chorzy 98 96,09 0,00 100,00 16,91 0,1081
[%] zdrowi 13 99.60 97,96 100,00 0,66

chorzy 98 | 887,19 0,00 21046,00 | 2228,92 0,2889
MFI CD336+

zdrowi 13 | 392,23 0,00 980,00 430,65

Nie wykazano istotno$ci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK
CD336+ [%] (p=0,2099), NK CD336- [%] (p=0,1081) i MFI CD336+ (p=0,2889).

W Tabeli 18 przedstawiono rozklad $rednich wartosci odsetkowych CD337

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolna.

Tabela 18. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD337 w grupie badanej

CD337w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD337+ chorzy 98 71,92 0,00 99,15 20,39 0,2847
[%] zdrowi 13 78,49 42 .84 92.39 13,45
NK CD337- chorzy 98 27,49 0,85 100,00 20,04 0,3191
[9%6] zdrowi 13 | 2145 | 714 57,16 | 13,53

chorzy 98 | 2511,69 0,00 7264,00 | 1295,25 0,7475
MFI CD337+

zdrowi 13 | 2531,85| 951,00 5440,00 | 1473,38

Nie wykazano istotno$ci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla NK
CD337+ [%] (p=0,2847), NK CD337- [%] (p=0,3191) i MFI CD337+ (p=0,7475) dla receptora CD
337.

U czgéci pacjentow zarowno z grupy zakazonych HCV jak i grupy kontrolnej zbadano
réwniez antygeny CD 253 i granzym B. Mniejsza liczba oso6b objeta tymi badaniami byta
spowodowana ograniczong dostepnoscig odczynnikdw oraz odmienng technikg przygotowywania

preparatu do akwizycji komorek w cytofluorymetrze przepltywowym.
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W  Tabeli

19 przedstawiono

rozklad

Srednich wartosci

odsetkowych CD253

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV 1 grupe kontrolna.

Tabela 19. Rozklad srednich wartosci odsetkowych CD253 w grupie badanej

CD253 w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK CD253+ chorzy 46 9,03 0,00 100,00 15,31 0,0089
[%] zdrowi 7 | 211 0,00 7,54 2,56
NK CD253- chorzy 46 90,65 0,00 100,00 15,35 0,0116
[%] zdrowi 7 97,53 90,95 100,00 2,99

chorzy 46 | 1748,85 0,00 12355,00 | 2362,26 0,7812
MFI CD253+

zdrowi 7 12980,14 | 393,00 14289,00 | 5068,13

Istnieje statystycznie istotna réznica migdzy chorymi a zdrowymi dla NK CD253+ [%] (p=0,0089).
Istnieje statystycznie istotna réznica mig¢dzy chorymi a zdrowymi dla NK CD253- [%] (p=0,0116).
Nie wykazano istotnosci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng dla MFI
CD253+ (p=0,7812).

W Tabeli 20 przedstawiono rozklad s$rednich wartosci odsetkowych granzym B

z uwzglednieniem podziatu grupy badanej na zakazonych HCV i grupe kontrolna.

Tabela 20. Rozklad srednich wartosci odsetkowych granzym B w grupie badanej

granzym B w grupie chorych i zdrowych

N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

NK granzym B+| chorzy 46 | 80,56 1,49 100,00 25,05 0,8876
[%0] zdrowi 7 78,95 0,25 97,25 34,88
NK granzym B-| chorzy 46 | 1491 0,00 95,83 25,02 0,2942
[%0] zdrowi 7 20,08 2,75 94,35 32,92

chorzy 46 | 7325,63 | 784,00 | 19661,00 | 4392,64 0,0116
MFI granzym B+ _

zdrowi 7 |3378,14| 498,00 9032,00 |2776,15

Istnieje statystycznie istotna réznica migdzy chorymi a zdrowymi dla MFI granzym B+
(p=0,0116).Nie wykazano istotnosci statystycznej miedzy grupa zakazong HCV a grupa kontrolng

dla NK granzym B+ [%] (p=0,8876), NK granzym B- [%] (p=0,2942).
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Na Rycinach 17-19 przedstawiono graficznie srednie wynikow
z zaznaczeniem istotno$ci statystycznej na poziomie p<0,05. Na pierwszej z nich zestawiono
badania u chorych wzgledem kontroli dotyczace odsetka komorek NK z dodatnim badanym
receptorem. Na Rycinie 18 - odsetka komdrek NK z ujemnym badanym receptorem. Na Rycinie 19
— MFI badanego receptora komorek NK.
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Rycina 17. Poréwnanie Srednich wartosci odsetka komoérek NK z obecnym antygenem
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Rycina 18. Poréwnanie $rednich wartosci odsetka komérek NK z nieobecnym antygenem

w grupie zakazonych HCV vs. kontrola. * - p<0,05

w grupie zakazonych HCV vs. kontrola. * - p<0,05
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Rycina 19. Porownanie Srednich wartosci MFI poszczegélnych antygenéw w grupie

zakazonych HCYV vs. kontrola. * - p<0,05

5.2.2. Poréwnanie cytometrii wzgledem danych klinicznych w grupie chorych

W grupie zakazonych HCV poréwnano CD 107a, CD 158b, CD 158i, CD 314, CD 335, CD
336, CD 337, CD 253, granzym B z danymi klinicznymi (wiek, wiremia, biochemia, AFP, stan

watroby, obecnos¢ chordb wspotistniejacych).

5.2.2.1. Korelacje wieku pacjentéw z wynikami cytometrii

Poréwnanie zaleznosci wieku chorych do wynikow cytometrycznych przedstawiono za
pomoca korelacji. W Tabeli 21 przedstawiono obliczenia dotyczace korelacji pomigdzy wiekiem
pacjentow a obecnoscig (np. NK CD107a+ [%]), brakiem obecnosci (np. NK CD107a- [%]) oraz
MFI badanych antygendéw komorek NK.
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Tabela 21. Korelacje wieku pacjentoéw z wynikami cytometrii.

GRUPA BADANA n=98 (CD 253, granzym B, n=46)
Badany wspolczynnik
antygen/receptor korelacji r P
NK CD107a+ [%] 0,1880 0,0638
NK CD107a- [%] -0,1548 0,1280
MFI CD107a+ 0,1237 0,2248
NK CD158b+ [%] 0,1401 0,1688
NK CD158b- [%] -0,1553 0,1267
MFI CD158b+ -0,0332 0,7453
NK CD158i+ [%] 0,0414 0,6855
NK CD158i- [%] 0,0101 0,9213
MFI CD158i+ -0,0920 0,3675
NK CD314+ [%] -0,0781 0,4449
NK CD314- [%)] 0,0667 0,5142
MFI CD314+ -0,2547 0,0114
NK CD335+ [%] -0,0907 0,3744
NK CD335- [%)] 0,0821 0,4218
MFI CD335+ -0,1998 0,0485
NK CD336+ [%)] 0,2139 0,0344
NK CD336- [%] -0,2374 0,0186
MFI CD336+ 0,0135 0,8951
NK CD337+ [%] -0,1979 0,0508
NK CD337- [%] 0,2082 0,0396
MFI CD337+ -0,1768 0,0816
NK CD253+ [%)] -0,1033 0,4945
NK CD253- [%)] 0,0548 0,7176
MFI CD253+ 0,0792 0,6008
NK granzym B+ [%] 0,1704 0,2577
NK granzym B- [%] -0,2765 0,0629
MFI granzym B+ 0,3731 0,0106
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Istnieje przecigtna dodatnia korelacja miedzy wiekiem pacjentow a MFI

granzymu B

o wspotczynniku korelacji r=0,3731. Mimo, ze czg$¢ wynikOw rowniez jest istotna statystycznie, sg

to bardzo stabe korelacje (zaden wspotczynnik korelacji nie przekracza progu 0,3). Na Rycinie 20

przedstawiono graficznie korelacj¢ MFI granzym B wzglgdem wieku chorych.
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Rycina 20. Korelacja MFI granzym B wzgledem wieku chorych.

5.2.2.2.

Korelacje wynikow biochemicznych i AFP z wynikami cytometrii

W Tabeli 22 zamieszono obliczenia dotyczace korelacji wynikow cytometycznych z danymi

biochemicznymi oraz AFP w grupie HCV+.
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Tabela 22. Korelacje wynikow biochemii i AFP z wynikami cytometrii. W Tabeli

przedstawiono wartos¢ wspolczynnika Kkorelacji r dla badanych parametrow.

Badany antygen/receptor Wspélezynnik korelacji r
ALT AST BIL GGTP AFP

NK CD107a+ [%] 0,0674 0,1212 0,0287 0,0991 0,1004
NK CD107a- [%] -0,0699 -0,1103 -0,0698 -0,0750 -0,0873
MFI CD107a+ 0,0279 0,1180 0,0588 0,2050 0,1923
NK CD158b+ [%] 0,1454 0,1206 0,0454 0,0436 -0,0556
NK CD158b- [%] -0,1655 -0,1114 -0,0937 0,0202 0,1082
MFI CD158b+ 0,0619 -0,0215 0,1057 0,1569 -0,0200
NK CD158i+ [%] -0,0176 0,0037 0,1338 -0,0853 -0,0694
NK CD158i- [%] -0,0028 -0,0042 -0,1603 0,0792 0,0829
MFI CD158i+ -0,0928 -0,0752 0,1821 0,0215 -0,0904
NK CD314+ [%] -0,0188 0,0529 -0,1727 -0,0524 -0,0578
NK CD314- [%] 0,0186 -0,0079 0,1551 0,1245 0,1082
MFI CD314+ -0,0803 -0,1374 -0,0063 0,0915 -0,1119
NK CD335+ [%] -0,0932 -0,1267 -0,1583 -0,0353 -0,0072
NK CD335- [%] 0,1072 0,1840 0,1710 0,0976 0,0607
MFI CD335+ 0,0237 -0,0537 0,0367 0,0690 -0,0678
NK CD336+ [%] -0,1103 -0,0047 -0,0375 0,0500 -0,0580
NK CD336- [%] 0,1072 0,0369 0,0195 -0,0148 0,1033
MFI CD336+ -0,1765 -0,1390 -0,0227 -0,0592 -0,1280
NK CD337+ [%] 0,1003 -0,0225 -0,0792 0,0757 -0,0421
NK CD337- [%] -0,0780 0,0376 0,0937 -0,0500 0,0397
MFI CD337+ 0,0737 -0,0227 -0,0142 0,1185 -0,0363
NK CD253+ [%] -0,1031 -0,3014 -0,0483 -0,0596 -0,2242
NK CD253- [%] 0,0924 0,2868 0,0282 0,0240 0,1877
MFI CD253+ 0,0399 0,0510 -0,1255 0,1729 0,1277
NK granzym B+ [%] 0,1146 -0,0460 -0,2258 0,1209 -0,0516
NK granzym B- [%] -0,2469 0,0231 0,2020 -0,1232 0,0225
MFI granzym B+ 0,2180 0,2158 -0,1658 0,2573 0,0651
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Istnieje przecigtna ujemna korelacja migedzy AST a odsetkiem komorek NK CD253+
o wspotczynniku korelacji r=-0,3014.

5.2.23. Poréwnanie wynikow cytometrii w grupach w zaleznosci od aktywnosci

aminotransferaz

Grupge HCV+ podzielono na grupe, gdzie aktywno$¢ aminotransferazy byta w zakresie norm
referencyjnych (<GGN) oraz grupe - >GGN. Poréwnano te grupy pod katem wynikow
cytometrycznych (danych nie pokazano). Ponizej przedstawiono wylacznie dane o istotnych
réznicach. Pozostalych danych ni pokazano. Na Rycinie 21 zamieszczono wykres MFI granzymu B
w grupach < (n=54) i > (n=44) GGN AST, dla ktérych wykazano r6znic¢ na poziomie istotnosci
(p=0,0341) oraz CD107a w grupach < (n=37) i > (n=61) GGN ALT, dla ktorych wykazano ro6znice
na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0504) u os6b zakazonych HCV.
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Rycina 21. Wykres MFI granzymu B w grupach <i > GGN AST (A) oraz MFI CD 107a
w grupach <i> GGN ALT (B) u 0so6b zakazonych.

5.2.2.4. Poréwnanie zaleznosci pomiedzy ekspresja receptoréw komorek NK

Poréwnano zalezno$ci pomiedzy odsetkami komorek NK z kolejnymi dodatnimi
receptorami i ich MFI u pacjentow HCV dodatnich (n=98).Wykazano przecigtng dodatnig
korelacje pomigdzy odsetkami komoérek NK z obecnoscia antygenow CD314 i CD335 (r=0,36).
Porownujac MFI poszczegdlnych receptorow, znaleziono przecigtng dodatnig korelacje pomiedzy

MFI CD314 i CD107a (r=0,36) oraz CD335 i CD253 (r=0,36). Istotne dane zamieszczono zbiorczo
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w nastepnym podrozdziale w Tabeli 22. Pozostalych danych nie pokazano. Wykonano rowniez
korelacje pomiedzy odsetkami komoérek NK z dodatnim antygenem wzgledem odsetka komoérek
NK z ujemnym antygenem. W 9 przypadkach, gdzie wynik byt istotny statystycznie, wspotczynnik
korelacji byt jedynie staby (r<0,3). (Danych nie pokazano.)

5.2.25. Pordwnanie wynikow cytometrii w grupie z wysokg wiremig vs. cala grupa HCV+

Porownano zaleznosci odsetkow komoérek NK z dodatnimi receptorami i ich MFI
u pacjentow HCV dodatnich z wiremia rzedu > 10° (n=37) wyodrebnionych
z grupy badanej HCV (n=98)Wykazano przeci¢tng dodatnig korelacje pomigdzy odsetkami
komdrek NK z obecnos$cig antygenow CD314 i CD335 (r=0,45), pomigdzy CD314 i CD337 (r=0,4)
oraz CD107a i CD158i (r=0,35).

Poréwnujac MFI poszczegolnych receptorow, znaleziono wysoka dodatnig korelacje pomiedzy MFI
CD314 i CD335 (r=0,66), CD314 i CD107a (r=0,6), CD314 i CD158b (r=0,58), CD158b
1 CD337 (r=0,63), CD158b i CD335 (r=0,55).

W Tabeli 23 zestawiono wyniki powyzszych korelacji, tj w grupie HCV z wiremia >10°
oraz w calej grupie badanej HCV. Zamieszczono dane, gdzie p<0,5. Pozostatych danych nie
pokazano.

Tabela 23. Zestawienie wynikow korelacji w grupie HCV z wiremia >10° oraz wynikow
korelacji w calej grupie HCV dodatniej.

Poréwnywanie pary Korelacja w grupie z wiremia Korelacja w grupie HCV

receptorow komérek NK rzedu > 10° (n=37) (n=98)
%CD314 i %CD335 r=0,45 r=0,36
%CD107a i %CD158i r=0,35 r=0,3
%CD314 i %CD337 r=0,4 Brak korelacji

MFI CD314 i MFI CD335 r=0,66 Brak korelacji
MFI CD314 i MFI CD107a r=0,6 r=0,36
MFI CD335 i MFI CD253 Brak korelacji r=0,36
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5.2.2.6. Porownanie wynikéw cytometrii w grupie z niska i wysoka wiremig

Poréwnano wyniki pacjentow HCV dodatnich z wiremig rzedu > 10° 1U/ml  (n=37)
z chorymi z wiremia rzedu <10° 1U/ml (n=61). W Tabeli 24 przedstawiono wyniki poréwnania
danych cytometrycznych u chorych HCV+ w zaleznosci od wiremii. Przedstawiono wylacznie

wyniki o znaczacych réznicach. Pozostatych danych nie pokazano.

Tabela 24. Porownanie wynikow cytometrycznych w grupie HCV+ w zaleznosci od wiremii.

Badany Grupa HCV+ p
antygen/receptor i i . .
wiremia >10° 1U/ml (n=37) wiremia <10° 1U/ml (n=61)
MFI CD335 3067+1607 3862+1938 0,0501
MFI CD158b 230711244 3038+1961 0,0812

Roznice na granicy istotnosci statystycznej wykazano dla MFI CD335 pomi¢dzy badanymi
grupami. Znaczace réznice pomiedzy Srednimi wynikami obu grup zaobserwowano dla MFI
CD158b, nie wykazano jednak istotno$ci statystycznej (p=0,08). Pozostale rdéznice wynikow

miedzy grupami nie byly istotne statystycznie .

5.2.2.7. Korelacje stanu watroby z wynikami cytometrii
W grupie chorych dane cytometryczne porownano z oceng patomorfologiczng. W Tabeli 25
zamieszczono wartosci wspolczynnika Kkorelacji  stopnia zapalenia, stopnia wiloknienia oraz

odsetka stluszczenia watroby u 0so6b zakazonych.
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Tabela 25. Korelacja stopnia zapalenia, stopnia wléknienia oraz odsetka stluszczenia watroby

u chorych.
Badany Wspélezynnik korelacji
antygen/receptor zapalenie G wloknienie S stluszczenie %

NK CD107a+ [%)] 0,0397 0,1132 -0,0329
NK CD107a- [%] -0,0236 -0,0607 0,0679
MFI CD107a+ -0,0134 -0,0877 -0,1160
NK CD158b+ [%] -0,0600 0,0962 0,0666
NK CD158b- [%] 0,0179 -0,1927 -0,0098
MFI CD158b+ -0,1369 -0,1270 0,1916
NK CD158i+ [%] -0,0080 0,0131 -0,2420
NK CD158i- [%] 0,0662 0,0358 0,2673
MFI CD158i+ -0,0755 -0,0635 -0,0898
NK CD314+ [%] -0,1268 -0,0046 -0,1597
NK CD314- [%] 0,1274 -0,0197 0,1950
MFI CD314+ -0,3442 -0,4100 0,0670
NK CD335+ [%)] -0,0095 -0,1251 -0,1009
NK CD335- [%] -0,0155 0,0735 0,1263
MFI CD335+ -0,1439 -0,2922 0,1346
NK CD336+ [%] 0,0583 0,0870 0,0594
NK CD336- [%] -0,1055 -0,1702 -0,0125
MFI CD336+ -0,0359 -0,0581 0,0279
NK CD337+ [%)] -0,0593 -0,1450 -0,0773
NK CD337- [%)] 0,0585 0,1438 0,0777
MFI CD337+ -0,1221 -0,2810 0,0615
NK CD253+ [%] 0,0642 -0,1142 0,0447
NK CD253- [%] -0,0487 0,1267 -0,0226
MFI CD253+ 0,1455 0,1943 -0,1097
NK granzym B+ [%)] 0,0552 0,0206 0,0400
NK granzym B- [%] -0,0896 0,0030 -0,0179
MFI granzym B+ 0,0695 -0,0238 -0,0214
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Istnieje przecigtna ujemna korelacja migdzy zapaleniem watroby a MFI CD314
o wspélczynniku korelacji r=-0,3442 oraz migdzy tym samym markerem a wildknieniem
o wspotczynniku korelacji r=-0,4100. Pozostate korelacje wyrazajg stabg site zwigzku. Na Rycinie
22 przedstawiono wykres korelacji rang Spearmana dla MFI CD314 wzgledem stopnia zapalenia
1 wldknienia watroby u zakazonych HCV.

45

, . : . |
MFI CD314:zapalenie G: r=-0,3442;
40l - MFI CD314:widknienie 5: r=-0,4100

35t

30 ¢ EEER | u

25 |

20¢

15¢

1.0 |

05}

00 ¢ | == [ ]

05 i A . i i i i .
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 OO0 VOOO  20O00—m zapalenie G

MFI CD314 witknienie S

Rycina 22. Wykres korelacji rang Spearmana dla MFI CD314 wzgledem stopnia zapalenia

i wloknienia watroby u zakazonych HCV.

5.2.2.8. Poréwnanie wynikow cytometrii z uwzglednieniem choréb wspélistniejgcych

Choroby wspotistniejace, o ktérych mowa w ponizszym pordéwnaniu, to takie, ktore

wystgpowaly niezaleznie od zakazenia HCV. Wsrod tych chordb najczgsciej wystgpowaty

schorzenia kardiologiczne i nowotworowe. W Tabeli 26 wyszczeg6lniono jednostki chorobowe
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wystepujace w grupie zakazonych HCV. Niejednokrotnie jeden pacjent miat udokumentowana

wigcej niz jedng chorobeg przewlekla wspotistniejaca z zakazeniem HCV.

Tabela 26. Jednostki chorobowe wystepujace w grupie zakazonych HCV.

Grupa chordb / jednostka chorobowa Liczba pacjentéw z dang
choroba wspolistniejgca
Nadcis$nienie tetnicze +/- inne obcigzenia kardiologiczne 19
Choroby nowotworowe, w tym rak piersi, jajnika, ziarnica 10
zlosliwa
Kamica pgcherzyka zélciowego 8
Choroby nerek, w tym kamica nerkowa 7
Choroby tarczycy+ niedoczynno$¢ przysadki 7+1
Cukrzyca typu 2 3
Astma oskrzelowa+ POChP 2+1
Choroby kosci i stawow (m.in. zespo6t Olliera) 7
Choroby naczyn (w tym przewlekla niewydolno$¢ zylna, udar S)
niedokrwienny mézgu)
Choroby przewodu pokarmowego 3
Zespot depresyjny 2
Padaczka 3

Ponizej w Tabeli 27 przedstawiono wyniki dotyczace jedynie antygenow, dla ktorych
wykazano istotnos¢ statystyczng. Na Rycinie 24 przedstawiono wyniki badan antygenu CD314
W grupie osob z chorobg wspotistniejaca wzgledem grupy chorych zakazonych HCV bez choréb
dodatkowych.

74



Tabela 27. Poré6wnanie wynikéw cytometrycznych dla antygenu CD 314 u 0sob zakazonych
HCV z chorobami wspélistniejacymi wzgledem zakazonych bez chorob dodatkowych.

CD314 a choroby wspolistniejgce

thropy N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD P

wspotistniejace

NK  CD3la+| obecne | 45 | 82,85 | 0,00 0843 | 2437 |0,2994
0,
[%] brak 53 | 8954 | 0,00 9857 | 13.93

obecne 45 15,47 0,46 100,00 21,32 | 0,1787
NK CD314-
[%] brak 53 8,35 0,00 27,91 6,18

obecne 45 | 3065,73 0,00 7216,00 | 1505,74 | 0,0181
MFI CD314+ brak 53 1379745| 000 | 7447.00 | 155671

Nie wykazano istotnosci statystycznej pomiedzy NK CD314+ [%] (p=0,2994), NK CD314-
[%] (p=0,1787) a obecnoscia chordb towarzyszacych. Istnieje statystycznie istotna réznica miedzy
wynikami MFI CD314+ dla osob z chorobg wspoétistniejacag a wynikami pacjentow bez choroby
towarzyszacej (p=0,0181). Na Rycinie 23 przedstawiono zalezno$¢ miedzy wynikami MFI

antygenu CD314 u 0s6b z chorobg towarzyszaca a wynikami pacjentow bez choroby towarzyszace;.
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Rycina 23. Zalezno$¢ miedzy wynikami MFI CD314+ dla oséb z choroba wspélistniejaca
a wynikami pacjentow bez choroby wspolistniejace;j.
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W Tabeli 28 przedstawiono wyniki dla antygenu CD 337 w grupie 0s6b z chorobg
towarzyszacag wzgledem grupy chorych zakazonych HCV bez chorob wspdtistniejacych.

Tabela 28. Porownanie wynikow cytometrycznych dla antygenu CD 337 u 0s6b zakazonych

HCYV z dodatkowymi chorobami towarzyszacymi wzgledem zakazonych bez chordob

towarzyszacych.
CD337 a choroby wspélistniejace

Choroby N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD P

wspotistniejace
NK  CD337+ obecne 45 | 67,89 0,00 97,36 21,96 | 0,0603
[%]
brak 53 | 75,34 0,00 99,15 18,48

obecne 45 | 30,96 2,64 100,00 21,51 | 0,0953
NK  CD337-
[%0] brak 53 | 24,56 0,85 99,50 18,41

obecne 45 | 2106,78 0,00 4113,00 |1078,24 | 0,0073
MFI CD337+ brak 53 | 2855,49 0,00 7264,00 |1372,38

Nie wykazano istotnosci statystycznej pomigdzy NK CD337+ [%] (p=0,0603), NK CD337- [%]
(p=0,0953) 1 obecnosciag chorob wspotistniejacych dla receptora CD337. Istnieje statystycznie
istotna réznica migdzy wynikami MFI CD337+ dla os6b z choroba wspolistniejaca a wynikami
pacjentow bez choroby (p=0,0073).

Na Rycinie 24 przedstawiono zalezno$¢ migdzy wynikami MFI antygenu CD335 u 0s0b

zZ chorobg towarzyszaca a wynikami pacjentoOw bez choroby towarzyszace;j.
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Rycina 24. Zalezno$¢ miedzy wynikami MFI CD337+ dla os6b z choroba towarzyszaca

a wynikami pacjentow bez choroby towarzyszacej.
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5.2.29. Pordwnanie wynikdw cytometrii w grupach z uwzglednieniem nadci$nienia

tetniczego

Porownano zaleznosci wynikow laboratoryjnych i cytometrycznych w grupie HCV
dodatniej z nadci$nieniem tetniczym - NT (n=19) wzgledem wynikow grupy HCV dodatniej bez
choréb  wspotistniejacych (n=29). Z grupy badanych HCV+ wyodrebniono osoby
z chorobami wspolistniejagcymi, ktore powoduja powstanie zapalenia niskiego stopnia
w organizmie. Najcze$ciej wystepujaca choroba z tego kregu bylo nadci$nienie te¢tnicze.
Przeanalizowano dane cytometryczne w obu grupach — z wystepujacym nadci$nieniem tetniczym
oraz w grupie bez dodatkowych obcigzen chorobowych. Ponizej przedstawiono wyniki, gdzie
znaleziono istotne rdéznice. Pozostatych danych nie pokazano. Istotno$¢ statystyczna (p=0,0265)
wykazano dla MFI CD 107a pomigdzy badanymi grupami. Rozktad $rednich wartosci MFI CD107a
w obu grupach przedstawiono na Rycinie 25.

2500~ p=[l ,l]Zﬁﬁ

1500+

1000+

MFI CD 107A

brak obecne
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Rycina 25. Rozklad $rednich wartosci MFI CD107a w grupie, gdzie nie stwierdza si¢ choréb
wspolistniejacych oraz w grupie chorych z nadcisnieniem tetniczym (NT)

Istotno$¢ statystyczng wykazano dla NK CD 337 [%] (p=0,0193) oraz dla MFI CD 337
(p=0,0254) pomigdzy badanymi grupami. Na Rycinie 26 przedstawiono odpowiednio wyniki
dotyczace odsetka komorek NK CD 337+ oraz MFI CD 337 w grupach z obecnym nadci$nieniem i
w grupie bez dodatkowych chordb.
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Rycina 26. Wyniki dotyczace odsetka komorek NK CD 337+ (A) oraz MFI CD 337 (B)
w grupach badanych.

5.2.2.10. Poréwnanie wynikéw cytometrii w grupach w zaleznos$ci od czasu ekspozycji
na HCV
Porownano wyniki cytometrii przeptywowej wzgledem przypuszczalnego okresu ekspozycji
na zakazenie HCV. Wyniki na poziomie istotnosci statystycznej przedstawiono w Tabeli 29.

Tabela 29. Poréwnanie wynikow dotyczacych odsetka komérek NK CD 337+ w zaleznosci od

czasu ekspozycji na zakazenie.

CD337 a ekspozycja na HCV

Ekspozycja [okres] | N | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p

noworodkowy, niemowlecy | 7 | 85,58 53,88 95,62 14,64 0,0501
[No /'5 CD 337+ I iccicey 45| 71,82 | 2000 | 97,36 | 1881

dorostosci 46 | 69,94 0,00 99,15 22,09

noworodkowy, niemowlecy | 7 | 14,27 4,38 46,12 14,74 0,0486
[No /'5 CD 3374 iccicey 45| 27,02 | 264 80,00 | 18,04

dorostosci 46| 29,97 0,85 100,00 22,02

noworodkowy, niemowlecy | 7 | 2860,14 | 1731,00 3996,00 777,08 | 0,3645
MFI CD337 | dziecigcy 45| 2596,98 0,00 7264,00 | 1308,59

dorostosci 46 | 2375,24 0,00 5756,00 | 1347,69

Wykazano istotnos$¢ statystyczng (p=0,0486) dla NK CD 337- [%]. Przy uzyciu testu
Kruskala — Wallisa wykazano statystycznie istotng roznic¢ miedzy wynikami NK CD 337- [%)] dla

poszczegblnych ekspozycji. W tescie wielokrotnych poréwnan stwierdzono, ze roznica ta istnieje
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mi¢dzy ekspozycja w okresie dorostosci a ekspozycja w okresie noworodkowym i niemowlgcym

(p=0,0421). Zaleznos¢ t¢ prezentuje Rycina 27.
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okres novearodkowey, okres drieciecy okres dorostosci

niemovwlgcy Ekspozycja na HCV

Rycina 27. Poréwnanie $rednich wynikéw dla odsetka komorek NK CD 337- w zaleznosci od
okresu ekspozycji.

5.2.2.11. Pordwnanie wynikow cytometrii w grupach zaawansowania zapalenia watroby

Grupe HCV+ podzielono wedtug stopnia zaawansowania zapalenia i wloknienia watroby:
0 umiarkowanym stopniu (<2) (n=35) i znacznym (>2) ( n=41). Grupy poréwnano pod wzglgdem
wystepowania poszczegdlnych receptoréw komoérek NK. Danych nie pokazano. Nie wykazano
réznic na poziomie istotnosci statystycznej. Zaobserwowano natomiast wzrost ekspresji TRAIL
w skojarzeniu z rosngcym zaawansowaniem zmian zapalnych w obrgbie watroby, co przedstawiono

na Rycinie 28.

40+
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Rycina 28. Ekspresja TRAIL w zaleznosci o oceny patomorfologicznej.
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6. Omdwienie wynikéw i dyskusja

Wirus zapalenia watroby typu C — HCV jest wirusem o niezwyklych mechanizmach uniku
przed ukladem odpornosciowym cztowieka. Uniemozliwia to wiasciwg reakcje gospodarza na
patogen, a takze skonstruowanie skutecznej szczepionki. Wirus HCV jest wirusem bardzo
zmiennym, rozmieszczenie jego genotypOw zmienia si¢ wraz z dlugoscia 1 szeroko$ciag
geograficzng, a na jego naturalng histori¢ ma wptyw wiele czynnikéw, cho¢by takich jak rasa,
pewne nawyki behawioralne przypisane konkretnym grupom ludzi, itp. Niezmiennie wirus HCV
stanowi duze zagrozenie epidemiologiczne. Mimo zwigkszenia si¢ §wiadomos$ci spoleczenstwa
w temacie drog zakazenia tym patogenem, liczba zakazonych rosnie. Wedtlug Polskiej Grupy
Ekspertow HCV wirusem tym moze by¢ zakazonych nawet 1,9% Polakow. Corocznie zakazaja si¢
3-4 mln oso6b na $wiecie. Dane te mogg by¢ niedoszacowane. Zakazenie przez dlugi okres jest
bezobjawowe. Wielokrotnie ujawnia si¢ dopiero pod postaciag powiktan lub jest diagnozowany
w sposob przypadkowy. Obraz choroby nie jest wynikiem bezposredniego dziatania
cytopatycznego wirusa, ale pozostaje w S$cistym zwiazku z oddzialywaniem ukiadu
immunologicznego czltowieka z HCV. Znajduje to odzwierciedlenie w odmienno$ci obrazu
subpopulacji leukocytéw we krwi obwodowej u zakazonych.

Zardwno rosngce zainteresowanie wrodzonym mechanizmem ukladu immunologicznego
jak 1 coraz to wigksze mozliwosci diagnostyczne oraz potrzeba nowych informacji w obliczu
rosngcego problemu epidemiologicznego staly si¢ inspiracja do opracowania tego tematu. Celem
pracy bylo znalezienie korelacji pomiedzy fenotypem komorek NK — komponenty komorkowej
odpowiedzi wrodzonej- a stanem klinicznym zakazonych HCV w poréwnaniu z grupa kontrolng.
Poszukiwano wzajemnych zalezno$ci wynikow cytometrycznych, ekspresji antygenéw na
komdrkach NK do wieku, okresu zakazenia, wysokosci wiremii, parametrow laboratoryjnych,
obrazu patomorfologicznego i choréb wspotistniejacych.

Badanie tych zaleznos$ci jest w ostatnim okresie przedmiotem wielu znakomitych prac.
Pomimo prowadzenia podobnych badan w wielu o$rodkach na $wiecie, kazde z nich moze
prowadzi¢ do odmiennych wnioskéw z uwagi na wiele zmiennych wptywajacych na patogeneze
PZWC. Rola komorek NK w PZWC zostata juz do$¢ dobrze poznana, ale nadal brakuje danych, jak
ekspresja receptorbw komoérek NK zmienia si¢ w odniesieniu do stanu klinicznego osoby
zakazonej. Analiza tych danych moze prowadzi¢ do blizszego poznania niezwykle heterogennej
natury wirusa, a w dalszych rozwazaniach do celniejszego i bardziej skutecznego postgpowania
diagnostycznego i terapeutycznego.
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Ogdlna charakterystyka grupy badanej. W pracy przedstawiono wyniki badan 98 chorych
z udokumentowanym zakazeniem HCV ze pomocg badafh serologicznych oraz genetycznych.
Zakazeni nie byli wcze$niej leczeni przeciwwirusowo. Z grupy tej wykluczono osoby, u ktérych
dodatkowo stwierdzono komponent¢ autoimmunizacyjng choroby watroby, nowotwor watroby oraz
osoby zakazone innymi wirusami hepatotropowymi. Badanie dotyczylo wylacznie osoéb dorostych,
niemniej jednak u znacznej czgéci pacjentdOw wykazano istotne czynniki narazenia na zakazenie
wirusem HCV juz we wczesnym okresie niemowlecym a nawet noworodkowym. U wigkszosci
chorych rozpoznano genotyp 1b wirusa HCV, co jest potwierdzeniem opisywanej w pis$miennictwie
przewazajacej czestosci tego genotypu w Europie M°. Obserwowano wysoka replikacje wirusa oraz
$redniozaawansowane widknienie i zapalenie w bioptacie watroby a takze wzrost aktywnosci
aminotransferazy alaninowej u wigkszosci chorych w grupie badanej. W grupie zakazonych
(vs. grupa kontrolna) istotnie obnizona byla liczba leukocytow we krwi obwodowej, w zwigzku
z tym zaznaczala si¢ takze tendencja spadkowa liczby komérek NK (0,18 vs. 0,23 [tys./upL]).
Grupe kontrolng stanowili zdrowi, niezakazeni wolontariusze (n=13), u ktorych wykluczono
zakazenie wirusami hepatotropowymi w oparciu o badanie serologiczne. Grupa ta byfa nieliczna,

ale wystarczajaca do uzyskania istotnos$ci statystyczne;.

Dobdr receptorow i ligandéw do badan. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki
dotyczace antygenéw CD107a, CD158b, CD158i, CD314, CD335, CD336, CD337, granzymu B
oraz CD253 komorek NK (CD56+, CD16+, CD3-). Receptory dobrano w ten sposéb, zeby
nalezaty do roznych grup receptoréw komorek NK (KIR, NCR, receptory lektynopodobne)
o r6znym potencjale funkcjonalnym — aktywujacym lub hamujacym.

Ogoélna ocena wynikéw badan. W powyzej wymienionych badaniach znaleziono
pojedyncze rdznice o cechach istotnosci statystycznej pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna.
Zazwyczaj obserwowano wzrost ekspresji receptorow aktywujacych komoérek NK i MFI w grupie
osob zakazonych w poroéwnaniu z grupg kontrolna, co $wiadczy o znaczeniu tych receptorow
w stanie zwigkszonej aktywnos$ci zapalnej organizmu w obliczu zakazenia. Wykazano kilka

przecietnych korelacji pomiedzy ekspresja receptorow, MFI a stanem klinicznym chorych.
Szczegélowe omoOwienie wynikOw niniejszej pracy.

Spadek liczby komorek NK i leukopenia w grupie badanej. Zaznaczat si¢ wyrazny
spadek odsetka komoérek NK w linii komorek limfoidalnych, komodrek jednojadrzastych krwi

obwodowej (ang. peripheral blood mononucleated cell - PBMC) w grupie chorych. Procent
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komorek NK wynosit w grupie badanej 6,661 vs. 7,931 w grupie kontrolnej. W pismiennictwie
rébwniez  stwierdzono, ze w trakcie przewleklego zakazenia liczba komoérek NK we krwi
obwodowej zmniejsza si¢ w stosunku do tego parametru obserwowanego u 0séb zdrowych .
Jednak podobnie jak w pracach innych badaczy nie wykazano istotnosci statystycznej w odniesieniu

do parametréw klinicznych "

Wykazano roznice o cechach istotnosci statystycznej (p=0,0304) dla liczby leukocytow
u chorych w stosunku do grupy kontrolnej. W przebiegu zakazenia HCV cytopeni¢ obserwuje si¢
zazwyczaj jako dziatanie niepozadane leczenia przeciwwirusowego, ale opisuje si¢ roOwniez
cytopeni¢ wystepujaca u pacjentow naiwnych, co niejednokrotnie uniemozliwia podjecie dziatania
terapeutycznego. Obecnie podaje si¢ trzy mozliwosci powodowania tego zaburzenia: zaburzenia
autoimmunizacyjne, bezposredni wplyw samego wirusa oraz hipersplenizm w przebiegu
nadcignienia wrotnego *°. Ze wzgledu na to, Ze z grupy badanej wykluczono chorych z dodatnimi
autoprzeciwciatami, a takze ze wzgledu na stosunkowo slabo nasilone zmiany w obrazie

klinicznym, nalezy sadzi¢, ze cytopenia jest w tym przypadku gldwnie skutkiem dziatania wirusa.

Ekspresja poszczegolnych receptorow czynnosciowych komoérek NK w przebiegu
zakazenia HCV w grupie badane;j.

Receptor NKG2D (CD314) jest receptorem aktywujacym i kostymulujacym wystepujacym
na komoérkach NK, komérkach T CD8+ i CD4+. Nalezy do rodziny receptorow lektynowych typu
C, jest biatkiem przezblonowym, dla ktérego ligandami sg gtéwnie biatka stresu komorkowego
MICA, MICB i ULBP. Ekspresja tych ligandow jest zwigkszona na komorkach zakazonych oraz
nowotworowych 8. W badaniach niniejszej pracy wykazano istotng statystycznie réznice migdzy
wynikami MFI dla receptora CD314 os6b chorujacych przewlekle a wynikami pacjentéw bez
choroby wspotistniejacej. Podobne doniesienia przedstawili Xia M. i wsp., ktorzy podali,
ze aktywacja immunologiczna w osi NKG2D/ligand (ligand - biatka stresu komorkowego) moze
promowac zaburzenia metaboliczne, powodowa¢ zapalenie watroby i1 potencjalnie innych tkanek
19 Chorzy z grupy badanej oprocz przewleklego zapalenia watroby typu C najczesciej mieli
udokumentowane choroby takie jak.: zesp6t metaboliczny, cukrzyce typu 2, choroby ukladu
pokarmowego 1 moczowego. Znajduje to odzwierciedlenie w aktualnym pi$miennictwie, ktore
opisuje znaczacg role receptora NKG2D i/lub jego ligandow w chorobach zapalnych
I autoimmunizacyjnych takich jak.: choroby przewodu pokarmowego (celiakia, zapalenie jelita
grubego), cukrzyca typu 1, przewlekta obturacyjna choroba ptuc, zespdt metaboliczny zwigzany

z cukrzycg typu 2 i wiele innych. Znaczenie tego receptora w prozapalnej stymulacji organizmu
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w badaniu wiasnych potwierdza dodatkowo korelacja MFI NKG2D na komorkach NK
z MFI innych receptorow aktywujacych — CD107a i CD335, a takze korelacja odsetka NK CD314+
z CD335 i CD337, receptorami NCR. Dodatkowo sita tych korelacji rosnie w grupie chorych
z wyzszg replikacja w stosunku do badania w catej grupie HCV+. Stluszczenie watroby wptywa na
zmniejszenie liczby komérek NK, a aktywacja komorek NK sprzyja hamowaniu zmian wioknistych

w watrobie, co sumujac daje progresjc widknienia pod wplywem stluszczenia watroby *®

. By¢
moze proba aktywowania komorek NK, moze np. pod postacig szczepionki idiotypowej u 0s6b
zakazonych HCV rzucaloby nowe S$wiatlo na strategi¢ profilaktyczng w zakresie aktywacji
zapalenia i widoknienia watroby. Nalezy jednak przeprowadzi¢ wiele badan, zeby moc zblizy¢ si¢ do
tak daleko idacych rozwazan. Opisano si¢ doswiadczalne skuteczne uzycie przeciwcial przeciwko
NKG2D u myszy w prewencji cukrzycy typu 1, zapaleniu stawow i choréb zapalnych jelit. Podobne
badanie przeprowadzono u myszy z miazdzyca i zapaleniem watroby na tle niealkoholowego

stluszczenia watroby '2°

. Moze przyszlo$¢ przyniesie mozliwo$¢ uzycia takich przeciwciat takze
w profilaktyce poekspozycyjnej zakazenia HCV? Ostatnio opisano zwigkszong ekspresj¢ NKG2D
na komorkach cytotoksycznych, wystepujacych glownie w przestrzeniach wrotnych utkania
watrobowego U ludzi zakazonych HCV przed leczeniem. Zwigkszona ekspresja NKG2D
korelowata istotnie ze zwigkszona aktywno$ciag aminotransferaz oraz ze zmianami zapalnymi

bioptatu watroby 2%,

Istotne statystycznie wyniki badan biezacej pracy dotycza jednak oceny
ilosciowej receptora CD314 komoérek NK krwi obwodowej a nie NK wewnagtrzwatrobowych. By¢
moze utkanie watroby, u 0sob zakazonych HCV, rzadzi si¢ innymi prawami, stad odmienne wyniki
w tym opracowaniu - przeci¢tna ujemna korelacja miedzy zapaleniem i wldknieniem watroby
a MFI CD314. Niektore prace podaja zbiezne wyniki. W pracy Mani A. i wsp., opisywano
zmniejszong ekspresj¢ receptorow NKG2D na komorkach NK krwi obwodowej, co wigzano
z faktem spadku ekspresji ligandu dla tego receptora — HLA klasy | typu A, poza tym -
z dziataniem TGF-B, prozapalng cytoking uwalniana przez komoérki Kupffera i HSC '%. Po 18
godzinach inkubacji komorek  NK z komorkami zakazonymi HCV roéwniez opisywano
zmniejszenie si¢ ekspresji NKG2D, natomiast w pracy Holder’a po 5 godzinach inkubacji nie
znaleziono réznicy w ekspresji tego receptora na komoérkach zakazonych w poréwnaniu do

komérek zdrowych!0*122123

NKp30 (CD337) jest jednym z receptorow naturalnej cytotoksycznosci (NCRs). W obecnej
pracy wykazano, ze istnieje statystycznie istotna réznica migdzy wynikami MFI CD337 dla osob
z choroba towarzyszaca a wynikami pacjentow bez choroby (p=0,0073). Nizsze MFI opisano
w grupie z chorobami towarzyszacymi, ktorych krotka charakterystyke podano w  tekscie
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dotyczacym NKG2D. Podobne tendencje obserwowano w grupie HCV+ z nadci$nieniem
tetniczym. Wedlug aktualnego pismiennictwa, spadek ekspresji NCRs odpowiada za zmniejszenie
zdolnosci cytolitycznych komorek NK. Wykazano, ze, po 5-godzinnej inkubacji in vitro komorek
zakazonych wirusem HCV vs. komorki niezakazone, Zze na tych pierwszych zmniejsza si¢
ekspresja receptora NKp30 o 18+4,5% (MFI)*?2, W niniejszej pracy odsetek komérek NK
CD337+ rowniez byl nizszy w grupie zakazonych vs. grupa kontrolna. Réznica nie byta jednak
istotna statystycznie. Zakazenie HCV wptywa na zwigkszenie ligandu dla receptora NKp30, ktory
oprocz funkcji aktywujacej komoérek NK dziala takze antagonistycznie do tej funkcji poprzez
rownoczesne  zmniejszenie  ADCC -  cytotoksyczno$ci  komoérkowej  zaleznej  od
przeciwciat (ang. Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity, ADCC) przez wpltyw na CD16 % Wedlug
niektorych autorow podobne réznice ekspresji NCRs w grupie osdb chorujacych na inne schorzenia

watroby, sugeruje brak zwigzku spadku ekspresji NCRs konkretnie z zapaleniem watroby na tle

122,123 122-124

zakaznym . Nie wszyscy autorzy sa jednak podobnego zdania co do spadku NCRs
W obecnie rozwazanej pracy obliczono rowniez, ze odsetek komoérek NK CD337- jest wickszy
w grupie potencjalnie pdéznych ekspozycji na zakazenie (wieku >18 r.z) wzglegdem o0sob
prawdopodobnie eksponowanych juz w okresie noworodkowym i niemowlgcym (p=0,0421), tym
samym odsetek komorek NK CD337+ jest wigkszy w grupie eksponowanych w okresie
niemowlgcym wzgledem potencjalnie pdznych ekspozycji na zakazenie. Roznica ta jest oceniana na
granicy istotnos$ci statystycznej (p=0,0501). Dane, na ktérych oparto te analizg, s3 jednak danymi
wnioskowanymi na podstawie okresu potencjalnej ekspozycji na zakazenie (transfuzje krwi,
przebyte operacje, wywiad rodzinny itp.), poniewaz czas zakazenia dla wigkszosci chorych byt
nieznany, a wykrycie zakazenia przypadkowe i nie poprzedzone objawami ostrego zakazenia HCV.
Niemniej jednak wzrost tego parametru w grupie potencjalnie dluzej zakazonej, wskazuje na
zachowany potencjal cytotoksyczny komorek NK takze w wieloletnim zakazeniu przewlektym.
W s$wietle badan w grupie pediatrycznej, wydaje si¢, ze sam okres ekspozycji na zakazenie ma
istotne znaczenie w kontekscie rozwoju uktadu odpornosciowego czlowieka. Uwaza sie, ze u dzieci
przewaza aktywujacy fenotyp komorek NK, prawdopodobnie w pozniejszym okresie zycia wzrasta
ekspresja receptorow hamujacych, a tym samym zmniejsza si¢ zdolno$¢ komorek NK do
hamowania procesoOw uszkodzenia watroby. Wymaga to wcigz potwierdzenia w dalszych

badaniach %,

NKp46 (CD335). Jest antygenem wystepujacym wylacznie na komorkach NK, przez co
przeciwciala anty-CD335 wykorzystuje si¢ w celu precyzyjnej identyfikacji komérek NK 125,
Rowniez w niniejszej pracy wspomniane przeciwciata postuzyly do oceny komorek NK. Zbadano,
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ze odsetek NK 335+ korelowal z odsetkiem NK NKG2D+, a MFI CD335 korelowalo z MFI
TRAIL. Badacze réznych osrodkéw sa niezgodni co do ekspresji receptordw naturalnej
cytotoksycznosci, a takze co do ekspresji NKG2D. Jednak zazwyczaj opisuje si¢ ich nadekspresjg
w przebiegu zakazenia 82 Stwierdzono natomiast ze u chorych z nizsza koekspresja niektorych
receptorow komorek NK - NKp30(+), NKp46(+) i NKG2D(+) czesciej dochodzito do klirensu
HCV . W zwiazku z czym wyzsza ich ekspresja jest obserwowana u zakazonych przewlekle.
U os6b z grupy HCV+ z niskg wiremig w badaniu niniejszej pracy, MFI CD335 bylo istotnie
statystycznie wyzsze w stosunku do 0sob z wysoka wiremia. Ponadto w calej grupie HCV+ MFI
CD335 korelowato z MFI TRAIL, co moze by¢ wykladnikiem indukcji $§mierci komoérki zakazone;.
W pracy Sivori, S. opisano zwigkszone wydzielanie jonéw wapnia, zwigkszong aktywno$é
cytolityczng (niezaleznie od MHC) oraz indukcje produkcji cytokin przez komoérki NK za sprawa
pobudzenia receptora NKp46 °. Prawdopodobnie takie pobudzenie receptora NKp46 i wzrost jego
ekspresji w grupie badanej, poprzez wplyw na liz¢ zakazonych komorek docelowych, moze miec

wplyw na redukcje wiremii.

LAMP-1. Blonowe biatko 1 zwigzane z lizosomem (ang. lysosomal-associated membrane

protein-1 (CD107a)  wysciela blony ziarnistosci cytolitycznych 2

. Istotno$¢ statystyczna
w badaniach niniejszej pracy wykazano dla odsetka komorek NK wykazujacych ekspresje CD107a
u zakazonych HCV wzgledem kontroli (p=0,0483). U o0so6b chorych ekspresja tego receptora na
komdrkach NK jest wigksza anizeli u kontroli. Potwierdza to role CD107a jako markera
aktywnosci, degranulacji, komorek NK ', W pracy Aktas E. i wsp. wykazano znaczacy wzrost
ekspresji CD107a na powierzchni komérek NK pod wplywem stymulacji, co korelowalo istotnie
z wydzielaniem cytokin (IFN-y i TNF-a) oraz z liza komoérek docelowych 8. Ponadto w badaniach
obecnej pracy sugeruje si¢ zwigzek MFI CD107a + ze wzrostem aktywnos$ci aminotransferazy
alaninowej (ALT). Wedlug najnowszych doniesien degranulacja limfocytow w watrobie,
obserwowana na podstawie CD107a, byta znaczaco wyzsza u 0s6b z genetycznym wariantem
interferonu-A4 rs1297860 preferowanego genotypu CC. Pokrywalo si¢ to rOwniez z wczesng
odpowiedzia na terapi¢ dwulekowa u tych chorych. Ponadto aktywno$¢ aminotransferazy

alaninowej byla zalezna od poziomu CD107a %

. Z dodatkowych znalezisk tej rozprawy nalezy
wymieni¢ korelacje z receptorami aktywujacymi CD1581[%] a takze z MFI CD314. Co wiecej sila
tych korelacji rosta w grupie z wysoka wiremig (powyzej 100 000 TU/ml) w poroéwnaniu z cata
grupa HCV+. Oznacza to, ze wraz z rosngcg replikacjg wirusa, ujawnia si¢ funkcja efektorowa
komoérek NK, poniewaz funkcja aktywujaca receptorow NK przewyzsza sygnal hamujacy **°.
Szukano rowniez czynnikbw o potencjale prozapalnym, mogacych modyfikowaé ekspresje
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CD107a. Z grupy HCV+ wyodrgbniono chorych ze wspdlistniejagcymi chorobami zapalnymi.
Najbardziej reprezentatywng grupa byly osoby chorujace dodatkowo na nadcis$nienie tetnicze.
W grupie tej wzrost MFI CD107a na komérkach NK byt istotny statystycznie w poréwnaniu
z osobami jedynie zakazonymi HCV. Z pi$miennictwa wynika, ze choroby powodujace zapalne
niskiego stopnia, jakim jest nadci$nienie tetnicze aktywuja monocyty i makrofagi, tym samym
stymulujac komérki NK do uwalniania cytokin; indukuja stres oksydacyjny ***. W zwiazku z tym
odpowiedz wrodzona moze wptywac na rozwdj i progresj¢ nadci$nienia tetniczego. Idac dalej,

zapalenie niskiego stopnia moze modyfikowa¢ aktywnos¢ komorek NK w hepatitis C.

KIR2DL2 (CD158b) nalezy do rodziny receptorow KIR immunoglobulinopodobnych
o potencjale hamujagcym. W wynikach niniejszej pracy obserwowano spadek MFI CD158b
u chorych HCV + z wiremig rzedu powyzej 100 000 IU/ml i jednocze$nie obserwowano tendencje
wzrostowa MFI tego receptora hamujacego komorki NK w przypadku replikacji ponizej 100 000
IU/ml. Moze by¢ to odzwierciedleniem: zwigkszonej aktywnosci komorek NK, ktére nie sg
hamowane przez CD158b; wzrostu lizy komérek docelowych, a tym samym ograniczenia replikacji
wirusa. Uwaza sig, ze jesli dominuja interakcje KIR hamujacych z odpowiednim ligandem HLA,
wowczas funkcja komorek NK jest zaburzona, a zakazenie HCV staje sie przewlekte **°. Opisuje
si¢ role KIR w odpowiedzi na leczenie w skojarzeniu z odpowiednim haplotypem HLA. Jednak
sama czesto$¢ receptora CD158b przed leczeniem korelowala negatywnie z uzyskaniem SVR

w pracy Golden-Mason’a ***.

Ocena wydzielania granzymu B i TRAIL w przebiegu zakazenia HCV w grupie badanej.

Granzym B (enzym zwigzany z ziarnistoSciami — ang. granule-associated enzymes),

%2 jest magazynowany w ziarnisto$ciach litycznych

proteaza serynowa o aktywnosci tryptazy '
limfocytow cytotoksycznych (gléwnie limfocytéw cytotoksycznych T, komoérek NK, komorek
zabdjcow aktywowanych limfoking (LAC, ang. Lymphokine-activated killer cells) ***. Z wynikéw
badan biezgcej pracy wynika, ze w grupie chorych MFI granzymu B jest istotnie statystycznie
wyzsze W porownaniu z grupg kontrolng (p=0,0116), ponadto ro$nie w grupie HCV+ z aktywnoscig
AST powyzej normy. Gléwna rola granzymu B jest indukcja $émierci komorki docelowej 3213,
Wykazano roéwniez, ze (granzymy maja dzialanie bezposrednio antywirusowe poprzez
rozszczepianie czynnikow wirusowych jak 1 ze strony komoérek gospodarza, uczestniczacych

32 Moze tez rozszczepiaé biatka istotne

W namnazaniu si¢ wirusa, jego ataku czy tez latencji
w cyklu zyciowym komorki, jej homeostazie, prowadzac do apoptozy komoérke, ktora nie byta do
tego przeznaczona. W zwigzku z powyzszym rozpoznawanie komorki moze by¢ niewybidrcze.

86



Przyczyna tego moze by¢ m.in. zjawisko mimikry molekularnej RNA zawartego
w rybonukleoproteinie, gdzie jest on rozpoznawany przez PRR jako PAMP, co aktywuje

- 132
odpowiedz wrodzong .

By¢ moze nalezaloby w dalszych badaniach oceni¢ mozliwo$¢
zwickszenia produkcji granzymu B, ale wybidrczo wytacznie wobec komorek zakazonych.
Zaobserwowano, ze mutacje w loci genu dla granzymu B powaznie uszkadzaja cytotoksycznosc
limfocytéw ***. Co potwierdza role granzymu w cytotoksycznosci m.in. komérek NK w warunkach
stymulacji (tu HCV). Ponadto w grupie chorych MFI granzym B korelowat z wiekiem. Moze by¢ to
zwigzane z bombardowaniem organizmu przez rdzne antygeny, toksyny, ktorych z wiekiem
potencjalnie przybywa. Ponadto w grupie badanej wiek wielokrotnie przekladat si¢ na dhugosc

czasu zakazenia wirusem, jednak korelacja ta nie nosita znamion istotnosci statystyczne;.

TRAIL. W rodzinie ligandéw TNF (ang. Tumor necrosis factor) wyr6znia si¢ TRAIL (ang.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) — ligand indukujacy apoptoze zwigzang z TNFa. TRAIL
uczestniczy w apoptozie i to glownie w warunkach patofizjologii *****. Wyniki niniejszej pracy
wykazuja wzrost odsetka komoérek NK TRAIL+ we krwi obwodowej chorych zakazonych HCV vs.
grupa kontrolna na poziomie istotnosci statystycznej. Ekspresja TRAIL na komdrkach
mieloidalnych 1 limfoidalnych w watrobie bezposrednio odpowiada za $mier¢ hepatocytow

w zapaleniu watroby '*°. Wiaze si¢ z receptorami $mierci DR4 i 5 '*

. Powyzsze receptory
odgrywaja znaczaca role w patogenezie choréb naczyniowych, nowotworowych i zakaznych.
Oprocz niewatpliwej roli w zakazeniu HCV, opisywano udziat TRAIL w zakazeniu HBV, CMV,
HIV i w zakazeniu adenowirusowym %

W kontekscie zakazenia watroby, jej uszkodzenia czy marskosci obserwowano wzrost
ekspresji odsetka NK TRAIL + szczegdlnie w przestrzeniach okotowrotnych wraz ze stopniem
zaawansowania zapalenia watroby u HCV+, co moze by¢ wskaznikiem progresji choroby watroby
37 Byé moze TRAIL w zwiazku z tym moglby byé dobrym biomarkerem nieinwazyjnym
postepowania choroby watroby ***. Omawiana powyzej analiza badan wskazuje jednak na brak
korelacji odsetka komorek NK TRAIL+ wzgledem czasu trwania zakazenia HCV. Whbrew
doniesieniom literaturowym znaleziono natomiast przeci¢tng ujemng korelacje¢ migdzy odsetkiem
komorek NK TRAIL+ a aktywnos$cia AST o wspolczynniku korelacji r=-0,3014. Co oznaczaloby,
ze wraz ze wzrostem aktywnosci AST, maleje MFI CD253, co odpowiada spadkowi ekspresji
TRAIL. Oczywiscie AST nie jest wyznacznikiem progresji choroby, ale posrednio wskazuje na
aktywno$¢ zapalng toczacag si¢ w watrobie. Jednak w porownaniu z progresja zapalenia w materiale
biopsyjnym badanej grupy HCV+ zaobserwowano wzrost ekspresji TRAIL. Réznica ta nie byta
jednak istotna statystycznie.
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7. Whnioski

1. W przebiegu przewleklego zapalenia watroby typu C (PZWC) dochodzi do wzrostu
aktywacji komorek NK przy jednoczesnym spadku ich liczby.

2. Ekspresja i koekspresja receptorow komorek NK zalezy od wiremii.

3. W przebiegu PZWC wzrasta potencjat cytotoksyczny komoérek NK.

4. Obecnos$¢ chorob wspotistniejacych w przebiegu PZWC wptywa na spadek ekspresji
wybranych receptoréw komorek NK.
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8. Streszczenie

Wstep: Przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu C (PZWC) jest obecnie jedna
z wazniejszych przyczyn marskos$ci watroby i raka watrobowokomérkowego. Badania ostatnich lat
w dziedzinie hepatologii jasno wskazuja na kluczowa role odpowiedzi immunologicznej
w patogenezie tej choroby. Szczegodlne zainteresowanie budzi wplyw odpowiedzi wrodzonej
w PZWC. Przedmiotem badan wlasnych sa komoérki NK, stanowigce subpopulacje komorek
odpowiedzi wrodzonej, ktéra w przebiegu PZWC pelni istotng rolg w eliminacji komorek
zakazonych. Eliminacja ta zalezy od potencjalu cytotoksycznego komdrek NK, ktory jest pochodna

aktywnosci ich receptorow czynnos$ciowych oraz odpowiadajacych im ligandéw.

Zalozenia badan: Celem pracy bylo znalezienie korelacji ekspresji receptorow czynnosciowych

na komorkach NK wzgledem danych klinicznych chorych. Poszukiwano réznic fenotypowych
komoérek NK pomiedzy grupa chorych a grupa kontrolng a takze czynnikoéw klinicznych
modyfikujacych ekspresje receptoréw komoérek NK.

Materiat i metody: Badaniem objgto zakazonych HCV (n=98) obu plci, wieku od 20 do 67 lat,
z udokumentowanym zakazeniem HCV, przed leczeniem przeciwwirusowym. Grupg kontrolng
stanowity osoby niezakazone HCV (n=13). Populacje komorek jednojadrzastych krwi obwodowej
(PBMC) poddawano reakcji ze znakowanymi fluorochromem przeciwciatami monoklonalnymi
przeciwko receptorom komoérek NK, nastepnie wykonano akwizycje komoérek wykorzystujac
cytoflorymetr FACSCanto (BD) i oceniano ekspresje receptorow w programie FACS Diva 6.2.1.
W badaniu wzigto pod uwage receptory nalezace do trzech gldéwnych grup receptoréw komorek
NK: receptory immunoglobulinopodobne (KIR), receptory lektynopodobne, receptory naturalnej
cytotoksycznosci (NCR). Ponadto oceniano ekspresj¢ antygenu TRAIL i granzymu B.

Wyniki: Istotne statystycznie réznice (p<0,05) w ekspresji receptorow komorek NK wykazano
w wiekszosci badanych grup receptoréw pomigdzy chorymi a grupg kontrolng. Zwigkszona
ekspresja w grupie chorych dotyczyta gtdéwnie receptorow aktywujacych (np. NKG2D, NKp30).
Wykazano zaleznosci ekspresji badanych antygenow od wysokosci wiremii, aktywnosci
aminotransferaz, a takze od stopnia zapalenia i widknienia watroby. Zauwazono rowniez,
ze prawdopodobny okres ekspozycji na zakazenie HCV wigze si¢ ze stopniem ekspresji wybranych
antygenéw 1 receptoroOw komoérek NK. Obecnos¢ chordb wspotistniejacych okazala si¢ mieé

negatywne powigzania z aktywnoscia komoérek NK.
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Whioski: W przebiegu przewleklego zapalenia watroby typu C (PZWC) dochodzi
do wzrostu aktywacji komérek NK przy jednoczesnym spadku ich liczby. Ekspresja i koekspresja
receptorow komorek NK zalezy od wiremii. W przebiegu PZWC wzrasta potencjat cytotoksyczny
komorek NK. Obecno$é chordb wspotistniejacych w przebiegu PZWC wptywa na spadek ekspres;ji
wybranych receptorow komdérek NK.
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9. Summary

Introduction: Chronic hepatitis C (CHC) is one of the major causes of the liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Numerous studies conducted in hepatology, clearly demonstrate the key
role of the immune response in the pathogenesis of the disease. Particular interest is the impact of
innate response in CHC. The object of own studies are NK cells constituting subpopulations of the
innate response, which in CHC course plays an important role in the elimination of infected cells.
Elimination is dependent on the cytotoxic potential of NK cells, which is a derivative functional
activity of their receptors and the corresponding ligands.

Purpose of the thesis: Purpose of the study was the search for the correlation between

expression of functional receptors on NK cells and the clinical data of patients. NK cell phenotypic
difference between the patients and the control group as well as clinical factors modifying the
expression of NK cell receptors was studied.

Material and methods: The study was performed among 98 HCV-infected patients, of both sex,
aged 20 to 67 years, with documented HCV infection, prior to antiviral therapy. Control group
consisted of individuals not infected with HCV (n = 13). The population of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) was subjected to react with anti-NK cell receptor fluorochrome-labeled
monoclonal antibodies. Then acquisition of the cells was performed using cytofluorymeter
FACSCanto (BD) and the receptor’s expression was assessed by FACS Diva 6.2.1 program. The
study took into consideration the receptors belonging to the three major groups of NK cell
receptors: immunoglobulin-lke receptors (KIR), lectin-like receptors, natural cytotoxicity receptors
(NCR). Assayed for expression of TRAIL antigen and granzyme B.

Results: Statistically significant differences (p <0.05) were demonstrated in the most of tested
groups of receptors between patients and the control group. Increased expression in infected
patients principally concerned activating receptors (e.g., NKG2D, NKp30). Correlation has been
found between the expression of the studied antigens, viral load, aminotransferase activity, the
range of inflammation and fibrosis of the liver. It was also noted that probable duration of the
exposure to HCV infection is associated with expression’s degree of antigens and NK cell
receptors,. Comorbidities’ presence has proved negative relationship with the activity of NK cells.
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Conclusions: Increase in NK cell activation with reduction in the number of NK cells is
observed in the course of chronic hepatitis C (CHC). Expression and coexpression of NK cell
receptors depend on viral load. The cytotoxic potential of NK cells increases in CHC course. The
presence of comorbidities in HCV-infected patients affects the decrease in expression of selected
NK cell receptors.
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