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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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W przypadku powszechnegazywvania skrotow anglegycznych w literaturze, zwroty te

pozostawiono w oryginalnym brzmieniu.



WSTEP

Wirus C zapalenia wmiroby (ang. hepatitis C virus HCV) zostat po raz pierwszy
zidentyfikowany technikami biologii molekularnejzaz Choo i wspoétpracownikéw w 1989
roku', cha juz wczeniej trwaty prace nad wirusami zapaleniatneby nazwanymi nie-A nie-
B. WedtugSwiatowej Organizacji Zdrowia szacujeske naswiecie zyje okoto 170 milionéw
ludzi zakaonych tym patogenem. W Polsce zakaych jest okoto 1,4% populacji czyli okoto
750 tyskcy os6B. Ze wzgkdu na niespecyficzne objawy choroby wiele oséb wie o
zakaeniu i nie jestwiadoma powikta. U ok. 80% z nich rozwinie siprzewlekie zapalenie
watroby i w cagu wielu lat infekcji w ok. 20% przypadkdéw - marskowatroby. HCV jest
wirusem karcynogennym. U chorych z przewleklym iapiam watroby typu C (pzw C) u
0,46%, a w rozwinritej pozapalnej marskoi od 1 do 6% przypadkéw rocznie, rozwinie Si
pierwotny rak watroby (ang.hepatocellular carcinomabiCC). W leczeniu pzw C stosujegsi
skojarzom terapg pegylowanym interferonem alfa oraz Rybawiryrjednak skuteczr$o
leczenia w genotypie 1b HCV wynosi jedynie okot@®00d 2011 roku w terapii zakanych
genotypem 1 stosuje ¢sitakze inhibitory protezy serynowej NS3/4A (telaprevir)NS3
(boceprevir].

Wirusowe zapalenie atroby typu C jest podgpna chorola przebiegajca najcz:sciej, bo w ok.
80% przypadkow bezobjawowo. Tylko u 15 do 30% naakaonych pacjentéw rozwinsie
ostre objawy zapaleniaatvoby, ktore g zwykle tagodne. Pojawigjsic po 5 do 12 tygodniach i
trwaja od 2 do 12 tygodni. Najegciej s to: ostabienie, bole kostno-gdniowe, stany
podgonczkowe i utrata apetyti.éitaczka wystpuje jedynie u okoto 10-15% o0s6b zaéaych
HCV. W badaniach laboratoryjnych stwierdza sajczsciej okoto 10-krotnie wisz niz w
normie, aktywné&¢ aminotransferazy alaninowej (ALT). Bardzo rzadkdkaenie przebiega w
postaci piorunujcej. U okoto 15 do 25% chorych ngstije spontaniczna eliminacja wirusa i
normalizacja aktywnici aminotransferaz. Jednak w ekszaici przypadkéw dochodzi do
utrzymywania si wiremii i przeciwcial w surowicy powiej széciu miesecy i rozwoju
przewlektego zakaenia. W trakcie wieloletniej bez- lub goobjawowej infekcji, dominuje
uczucie zmczenia i zmiany depresyjne. W badaniach laboratgcy] stwierdza si
nieznacznie podwygzone albo prawidtogvaktywnad¢ aminotransferaz, rzadko podiggzone
sa wartasci  y-glutamylo-transpeptydazy (GGTP), fosfatazy alkalej czy bilirubiny.
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Przeciwciata anty-HCV wykrywane sv tescie ELISA po ok. 20 do 15@rednio 60) dniach od
zak&enia. Znane ssjednak wyjtkowe przypadki znacznie opdionej serokonwersji, a nawet
jej brak. Uwaa sk, ze pojawienie s odpowiedzi humoralnej jest ofptione o ok. 70 dni w
stosunku do wiremii. Testem potwierdmaym zakaenie jest wykrywanie RNA wirusa z
uzyciem metody polimerazowej reakcjinluchowej (angpolymerase chain reactioCR).
Obecné¢ RNA wirusa mana wykaza juz od 7 do 14 dni po zakeniu*>® U wielu pacjentéw
wystepuja pozavatrobowe objawy zakeenia. W surowicy agci osOb zakzonych wirusem
mozna wykry¢ przeciwciata przeciwtkankowe. €ziej niz u niezakaonych wystpuja
towarzyszace choroby z autoagresji. Do najstszych zaburzeimmunologicznych naley
krioglobulinemia. We krwi znajdaj sic immunoglobiny precypitace w obnionej
temperaturze i ponownie rozpuszeza® s¢ po podwyszeniu temperatury. Objawy kliniczne
krioglobulinemi zwiazane § z zapaleniem drobnych nadzy wywotane § przez ziogi
krioglobulin w ich scianach. Manifestyj sie jako plamica, ostabienie, bole stawowe,
polineuropatia, uszkodzenie nerekestp z zespotem nerczycowym. HCV jako wirus
limfotropowy maze wywotywa choroby rozrostowe uktadu chtonnego. Wscz chorych na
chioniaka nieziarniczego z komoérek B w zmienionyobwotworowo komorkach gziow
chtonnych i szpiku stwierdzano RNA HCV. &tym powikianiem hematologicznym jest
matoptytkowa¢. U czsci chorych rozwija s uszkodzenie nerek, szczegolnie btoniaste lub
btoniasto-rozplemowe zapalenie elikkbw nerkowych. Z zaka&niem HCV czsciej
wspotistniej  zaburzenia  czyndoi  tarczycy <z wysfpowaniem  przeciwciat
przeciwtarczycowych. W diej grupie zakzonych wirusem stwierdzaeszespot suchii bton
sluzowych jamy ustnej, €sto ze zmianami zapalnymi Wliniankach o typie nacieku
limfocytarnego, niekiedy prowadee do objawéw zespotu Sjogrena. Z zad@em HCV
czesto wspotistnig) takie zmiany skérne jak liszaj ptaski, obawy pairfpoznej skornej,
rumien guzowaty, rumig wielopostaciowy, pokrzywka i bielactwo. Objawy nelogiczne
zwigzane g z krioglobulinemi. Moga manifestowd si¢ jako polineuropatia obwodowa,
rzadziej stany @pienne, porzenia nerwow czaszkowych czy udary mézgu. Sugerovjesty
takze zwhzek zakaenia HCV z chorobami tkankadznej, takimi jak reumatoidalne zapalenie
stawbw, zapalenie wielogginiowe. U zakaonych HCV stwierdza si czesto obecngt
czynnikéw reumatoidalnych



1. Budowa wirusa C zapaleniatkoby

HCV ma ksztatt kulisty, posiada otoezk srednicy 30-60 nmstednio 55 nnf). Zaliczany jest
do rodziny Flaviviridae razem z wirusami z rodzajElavivirus do ktorych nalea: wirus
kleszczowego zapalenia mozgu, wirkdte] febry, wirus goaczki Zachodniego Nilu, wirus
dengi oraz rodzajlPestivirus z zaliczanym do niego wirusem biegunki i zapalebian

sluzowych bydta. HCV jest jedynym przedstawicielemdzajuHepacivirus.

HCV zbudowany jest z otoczki i rdzenia, w skladrkffp wchodzi i RNA oraz biatko
rdzenia. RNA wirusa jest pojedyrizzdodatnio spolaryzowan niepodzielon na segmenty
nicia, skltadajca sic z okoto 9500 nukleotyddéw. Stanowi pojedyamactwart, ramke odczytu
(ang.open reading frame)RF) i koduje biatko zwane prekursorgpwoliproteira zbudowan z
3010-3033 aminokwasow (aa). Na obu&ach nici RNA g fragmenty niekodace, jednak
niezlzdne do prawidtowej replikacji wirusa. Replikacjackadzi w strukturach btonowych
komorki, a w wyniku enzymatycznego rozszczepienippoteiny pierwotnej powstaje co

najmniej 10 biatek. $to biatka strukturalne i niestrukturalne oraz kigp7 Rycina 1).

HCV RNA
Region kodujgcy prekursorows poliproteing
[ ~NR 1 I SR |
ﬁ slrukturV Biatka niestrukturalne \

p22 gp35 gp70 p70 p23 pS6/55 p68

p7o P8 p27
g E =1 O O
I I

Metaloproteinaza

Glikoproteiny : Bialko opornosci Polimeraza RMA
otoczki Protema_za SDUYIYY. na interferon
RMA helikaza
Mukleokapsyd Biatko przezblonowe Kofaktory

Rycina 1. Budowa genomu i biatek kodowanych prz€vHna podstawi¥, zmodyfikowany;

szczegOtowy opis w tékie).



Biatka strukturalne kodowane ®d 342 nukleotydu kiaa 5’ nici RNA, a przesuwag sk w
kierunku kaica 3’ kodowane s biatka niestrukturalne. Translacja odbywa @i obrbie
struktur btonowych siateczki endoplazmatycznej (@mgloplasmic reticulupER). Pierwszym
biatkiem strukturalnym, powstgym po odszczepieniu od poliproteiny pierwotnejzypr
udziale enzymu komorki gospodarza - sygnalazy, lpgstko rdzenia (ang.coce, biatko C,
biatko kapsydowe). Wyriia skt kilka odmian biatka rdzeniowego: jest to biatko1p2
powstajce po rozszczepieniu pogdizy 191 i 192 aa, pl9 (rozszczepienie pminy 1731 174
aa) | skladajce st ze 151 aa, biatko pl6. Biatko F zawiera zmignralezna od genotypu
liczbe aminokwasow, sone jednakowe z biatkiem rdzenia w zakresie pieyals dziesiciu, a
nastpnie r&nia sic w zaleznosci od genotypu wirusa. Biatka p21 i p19 znajdsig w obrbie
ER, a p16 wyspuje w pdrze komorki i przypisuje simu rok w wiazaniu do znajdugych se
tam rybosomdéw. Liczne hydrofobowe domeny biatek pI21 umadaliwiaja ich faczenie z
btoma ER, co warunkuje blonowo-zalee dojrzewanie biatek wirusa, uzakone od
wystepujacych tam enzymow. Biatka rdzenia posiadadolngé tworzenia dimeréw i
polimerow, co umgiwia im budowanie nukleokapsydu dla potomnych wiw. Oprécz
udziatu w tworzeniu potomnych wirionow, wpltyvaana ekspresjgendéw, w tym onkogendow.
Ponadto biag udziat w modulacji systemu odposwd przez hamowanie odpowiedzi
komorkowej, hamowanie apoptozy i wplyw na sygnaljiza cytokinows. Wysoka
immunogenné¢ i konserwatywnét tych bialek zostata wykorzystana do wykrywania

przeciwciat w testach serologiczny¢fi*

Kolejnymi biatkami strukturalnymi powstsgymi z prekursorowej poliproteinyasbiatka
otoczki E1 i E2 (angenvelope,E), ktére po odszczepieniu na poziomie 383 i 746spa
modyfikowane w procesie glikozylacji, daj w kaicowej formie glikoproteiny otoczkowe
gp31l i gp70. Poza glikozylowanforma powstaj tez agregaty biatka E2 pozosieg w
cytozolu i szybko rozktadane w proteasomach. Ohkegroteiny tworz kompleksy patczone
gidwnie whizaniami niekowalencyjnymi, cléo znaleziono take kompleksy paiczone
wiazaniami dwusiarczkowymi. W Keowej postaci powstajjako heterodimerowe kompleksy,
z transbtonowymi domenami Zonymi z N kacowej domeny zewgtrznej i C kaicowej
hydrofobowej kotwicy. Transbtonowe domeny otoczkil, Ea zwiaszcza E2 spetra]
wielokierunkowe funkcje. Biarudziat w wefciu wirusa do komorki, warunkazakotwiczenie

w bionie ER, zawieraj sekwencje sygnatowe odgryweg podstawow rolg w translokaciji i
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subkomaorkowej lokalizacji. Fragment CAaowy bierze udziat w asocjacji wirusa z kroplami
lipidowymi. W obszarze N-kicowym otoczki E2 zlokalizowany jest region stangoyi
hyperzmiena sekwengt HVR1 (ang. hypervariable regiop z epitopami dla przeciwciat
neutralizujcych. Pod pregjuktadu immunologicznego dochodzi do szybkich mjutactym
regionie, a wysoka zmienfibgenetyczna ochrania wirusa przed odpowkedrnimunologiczia
gospodarza, co jest jednym z elementéw tliwiajacych przetrwanie zakania™**** Granig
pomigdzy rejonami strukturalnymi i niestrukturalnymi pwbteiny stanowi hydrofobowe
biatko btonowe p7, sktadaje sé z 63 aa. Peini ono funkcjkanatu jonowego, nie bierze
aktywnego udzialu w procesie replikacji wirusa HCAle mae by miejscem uchwytu dla

lekéw np. amantadyny.

Biatka niestrukturalne obejmuproteiny NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B. Bialk&2
stanowi przezbtonowe biatko bimre udziat w translokacji wwietle ER. Sekwencje NS2
zachodzce na 1/3 sekwencji NS3 kodujmetaloproteinag zalezna od jonow cynku
powodupca autoproteolityczne rozszczepienie pierwotnej poliginy w miejscu NS2 i NS3.
Poza funkecj autoproteolitycza i wptywem na proces dojrzewania pozostatych biadd,
prawdopodobnie jest inhibitorem apoptozy, wptywaakspresj komérkowych genéw oraz
jest niezlkdne w procesie fosforylacji NSBA™**® Odcinek NS3 poza udzialem w kodowaniu
proteazy bicgcej razem z odcinkiem NS2 udziat w rozszczepieniumigjscu NS2 i NS3,
koduje jeszcze trzy inne biatka enzymatyczne - emkydotréjfosfatz - NTP, RNA helikaz
oraz proteinag regionu NS3 seryny. Proteinaza ta razem z biatkiegionu NS4A jako
kofaktorem, jest odpowiedzialna za dalsze rozsZapép poliproteiny pierwotnej w miejscach
NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A oraz NS5A-NS5B. RINglikaza i NTP-aza biar
bezpdredni udziat w replikacji RNA wirusa. Biatko NS3 Wwa prawdopodobnie wraz z
innymi biatkami na proliferagj komérkowy oraz procesy transformacji i onkogengzy*
Biatko NS4A jako hydrofobowe ma prawdopodobnie atlzv przyleganiu do bton ER. Jest
kofaktorem dla proteazy seryny NS3 i integaaleeescia rdzenia enzymu. Biatka regionu
NS3/4A petni wazna role w hamowaniu odpowiedzi komérki na zakaie HCV i ma
zdolna¢ proteolitycznej degradacji czynnikow CARDIF (angaspase recruitment domain
inducing IFN-B oraz TRIF (ang.Toll/IL-1 receptor inducing IFN-B Blokuje take
fosforylacg IRF 3 (ang. Interferon regulatory factor 3°. Biatko NS4B jest rownie

hydrofobowym biatkiem btonowym i peini funkcje w mmnach struktury bion,
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odpowiedzialnych za proces replikacji wirusa. BialtS5A wysgpuje w formie podstawowe; i
hyperfosforylowanej. Wchodzi w sklad kompleksu feptyjnego, wywiera wpltyw
modulacyjny na biatka NS3, NS4A i NS4B. Zawieraioagdeterminujcy wrazliwosé na
interferon (ang.Interferon Sensitivity Determining Region, ISDRterakcja RNA-zalenej
kinazy biatkowe] (ang.protein kinase RNA dependenBKR), ktora jest czynnikiem
krytycznym w dziataniu przeciwwirusowym interfergnwraz z ISDR prowadzi do jej
blokowania, co uniemiiwia fosforylack eukariotycznego czynnika inicigego elFa (ang.
Eukaryotic Initiation Factor @), a tym samym hamowanie syntezy bialek w zakaj
komorce. Mutacja NS5A jest jednym z czynnikow wpieych na skuteczré leczenia
interferonem®*®. Biatko NS5B hydrofobowym kizem C ulega zakotwiczeniu w komorce i
jest RNA-zalena polimeraa RNA (ang. RNA-dependent RNA polymeras&Rp). Bierze
udziat w replikacji wirusa. Nie ma ona zdo#ao poprawiania kdéw powstajcych podczas
transkrypciji, co prowadzi do e¢gtych zmian genetycznych i powstawania fajoasispecies
umazliwiajac ucieczk wirusa spod kontroli uktadu immunologicznéftf*3

2. Heterogenng HCV

HCV charakteryzuje siduza zmienndcia genetycza. Na podstawie 222 aa biatka NS5B
mozna go podziel wedtug klasyfikacji Simondsana 6 gtéwnych genotyp6éw (typ6éw) i ponad
100 podtypéw. Poszczegllne genotypy oznacza&\dra arabsk od 1 do 6, a podtypy, mat
litera alfabetu tadiskiego dodczom do cyfry oznaczapej genotyp np. la, 2b. Oznaczenie
genotypu ma olbrzymie znaczenie ze wdgl na réna odpowied poszczegolinych typow
wirusa na leczenie, gorsze rokowanie co do skut®ckrerapii przeciwwirusowej dotyczy
zakaenia genotypem 1 i 4. W zaiteniu genotypem 3 g&ciej wyskpuje stluszczenie atroby.
Zmiennag¢ genetyczna wirusa utrudnia stworzenie skuteczrmjzepionki. Réne jest
rozmieszczenie geograficzne poszczegdéinych genatywéusa. Genotypy la, 2a i 2y s
rozpowszechnione na catydwiecie, podczas gdy genotyp 5a wysije najczsciej na
obszarze potudniowej Afryki, typ 6a w Hong Kongu 4a w Egipcie. W Stanach
Zjednoczonych Ameryki i w zachodniej Europie nagczej rozpowszechniony jest genotypla,
1b, 2a, 2b i 3. Genotypy 1b i 2aasczsto zwhzane z zakaeniami szpitalnymi i
poprzetoczeniowymi, natomiast zakaia genotypem 1la, 3a, 3b i 4 przeaa u

uzaleznionych od daylnych srodkéw odurzajcych'®.
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3. Pozawtrobowa lokalizacja HCV

Obecnd¢ HCV stwierdzano w komorkach gruczotéw dokrewnydhkich jak tarczyca,
trzustka, nadnercza, w komorkach o.u.n., substémaej i szarej potkul moézgowych, rdzenia
przedizonego czy w szpiku kostnym. Sporadycznie wykazywd©V w sledzionie i
komorkach skory. Szczegdlne znaczenie ma olsécwirusa w komodrkach jednggirowych
krwi obwodowej (ang.peripheral blood mononucleated ceRBMC). Znajdowano w nich
ujemry interfazowy, ni¢ RNA, $wiadczica o replikacji wirusd’. Jednak namranie wirusa

odbywa st gtéwnie w komaorkach wtroby.
4. Cykl zyciowy HCV

Pierwszym etapem cyklayciowego wirusa jest jego wnikgiie do komorki gospodarza.
Mechanizm wnikngcia wirusa do komarki nie jest doktadnie poznanymaga wspotdziatania
zarowno receptorow komorki gospodarza, jak i wirddigrwszym domniemanym receptorem
komorki watrobowej jest nalescy do rodziny tetraspazmin, receptor CD81. Innyoeptorem
jest powierzchniowa glikoproteina SR-BI (aniguman scavenger receptor class B type |
Fizjologicznie wize ona lipoproteiny o diej gestosci (HDL) i utlenione lub acylowane
lipoproteiny o malej gstasci (LDL) i bierze udziat w przezbtonowym dwukierumkym
transporcie. Nagpbnym receptorem, ktory nie potencjalnie bkaudziat w wejciu wirusa do
komoérki maze by receptor LDL, ktory transportuje lipoproteiny naodze endocytozy
klatrynozalenej. Take biatka z grupy klaudyn, budige pohczenia sciste (ang.tight
junctiong migdzy hepatocytami oraz lektyny L-SIGN i DC-SIGN, mogra udziat w tym
procesie. Gtownym biatkiem wirusowym bagym udziat w wejciu wirusa do komorki jest
biatko otoczki EZ°,

Po wniknkciu wirusa do komoérki nagbuje uwolnienie jego RNA, a naghie synteza
poliproteiny pierwotnej oraz jej przeksztatcenigpuszczegolne biatka. Biatka te dojrzewaj
pofaczeniu z btonami ERRycina 2). Translacja odbywa @iw cytoplazmie, zaczynacgsiw
wewretrznym miejscu wegia rybosomu (anginternal ribosome entry siteRES), ktéry
znajduje s na kaicu 5 NH, nici RNA w obszarze nie podlegaym translacji (ang.
untranslated regionUTR), w mechanizmie niezaleym od czapeczki. Na matrycy dodatnio
spolaryzowanej nici RNA wirusa napuje synteza pwoedniej - interfazowej, ujemnie
14



spolaryzowanej nici RNA, s#acej do syntezy diej liczby nowych, dodatnio spolaryzowanych
czasteczek RNA (ktérych jest 10 razya®ej niz nici interfazowych). Mog by¢ one uyte do
translacji w poliproteia pierwotry, stuzy¢ do syntezy kolejnych ujemnie spolaryzowanych nici
posrednich lub by upakowane w wiriony potomne, uwalniane z zakeej komorki. Kluczow
rolg w syntezie interfazowej i dodatnio spolaryzowapejomnej nici RNA petni polimeraza
RNA-RdRp. W ostatnim etapie cyklgyciowego wirusa nagpuje uwolnienie potomnych
wirionéw z komorki. Formowanie ggtek wirusa jest inicjowane przez biatko rdzenia\iIC
ktore posiada zdolgé tworzenia dimeréw i polimeréw twagzych nukleokapsyd, co ma
miejsce prawdopodobnie w btonach ER, a ich transpdbywa st z udzialem aparatu
Golgiego. Ostrana ocena dynamiki replikacji HCV wskazupges potowiczy czas przgcia
wirusa wynosi od 3-5 godzin. Mfoba produkuje okoto 6 a pojedyncza komérka
watrobowa okoto 50 cestek wirusa na dapt 213

(-) RNA

5

3-58 kompleks
replikacyjny

Aparat etikulum endoplazmatyczne
Golgiego _ P G

- &

Rycina 2. Schemat cykliyciowego HCV (na podstawi& zmodyfikowany; opis w teicie).
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5. Odpowied immunologiczna w zake&niu HCV

Przebieg wirusowego zapaleniaatvoby typu C zalgy od sprawne] odpowiedzi ukiadu
immunologicznego oraz wzajemnych interakcji gosppaerus. W pierwszym okresie po
zakaeniu, rozwija s§ odpornd¢ typu wrodzonego. Jest to starszy filogenetyczradi od
odporngci nabytej, w ktorym gtdwa role petni si€ naturalnych przeciwciat, granulocyty,
makrofagi, komorki NK, TNK oraz komérki dendrytyazrfang.dendritic cells DCs). Due
znaczenie dla efektywnej obrony madolne do rozpoznania wzorcow antygenowycinyéh
drobnoustrojow (angpatogen-asociated molecular patteynseceptory bramkowe TLR (ang.
Toll-like receptory, nalezace do systemu PRR (angattern recognition receptoysZnanych
jest 10 rgnych TLR u cztowieka. TLR-3, -4, -7, -8 i 9 seceptorami dla wzoréw molekut
zwigzanych z wirusami. Obecne sne na btonach komérkowych oraz wegva pecherzykow
komorkowych niektorych limfocytow, makrofagéw i DC®Vyposaone @ w nie komorki
Browicza-Kupffera. Wiza si¢ z castkami drobnoustrojow, stymulujdojrzewanie DCs i
wytwarzanie przez nie i inne komorki, cytokin prpalmych. Biog udziat w wytwarzaniu
substancji przeciw-drobnoustrojowych jak aktywneigzki tlenu i azotu. Poprzez zdokto
aktywacji limfocytéw hcza odpornd¢ wrodzory z uktadem odporrigi nabytej. HCV dziata na
rozne TLR supresyjnie lub aktywizigo. Wykazywano hamowanie ekspresji TLR 3 jako jedn
z przyczyn przewlektego zakenia. Z drugiej strony wskazywano na aktywgmjozapalnych
cytokin, co powinno wspoméc hamowanie replikacjirusg™?2 Komérki NK pemni
podstawow role we wrodzonym typie odpowiedzi immunologicznej. Majdolngé do
spontanicznej lizy komoérek docelowych, zasaych wirusem czy komérek nowotworowych.
Nie podlegaj restrykcji w zakresie antygenow zgodaoiotkankowej MHC klasy | i zabijaj
komorki zakaone wirusem nie posiadage ich ekspresji. Regulacja dziatania komorek NK
odbywa st za pomoeg receptorow aktywuagcych i hamujcych znajdujcych sé na ich
powierzchni i oddziatywaniu z odpowiednimi ligandama powierzchni komérek docelowych.
Wystepuja trzy gtdwne nadrodziny receptorow: naturalny recegytotoksyczny NCRs (ang.
natural cytotoxity recept9r- aktywator cytolizy, immunoglobinopodobne — K(&ng.killer Ig-
like receptor} aktywator i inhibitor cytolizy oraz receptory kgkowe typu C (angkiller
lectine like receptors)wystepujace w postaci heterodimeréw aktywatory i inhibitastolizy.
Oddziatywanie receptorow hamgych z antygenami MHC klasy | hamuje reakcj

cytotoksyczin. Receptory aktywuadge uruchamiaj mechanizmy perforynozalee, prowadac
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do lizy komérek oraz wytwarzania cytokin, w tym N Wyskpuja dwie subpopulacje
komorek NK. Jedna o wysokiej ekspresji CD56 i ragkiD16 wytwarzajcej duze ilosci IFN-y

I matych wigciwosciach cytotoksycznych i druga - o niskiej ekspr€dj56 i wysokiej CD16,
posiadajcej silne wiiciwosci cytotoksyczne i wytwarzagej mate iléci IFN-y*. HCV jest
induktorem wytwarzania interferonu i stymuluje kakioNK. Jednak proporcje portdzy
populacjami komérek NK w zakaniu HCV i ich efektywna aktywacja aburzone. Uwa
sig, ze jest to wynikiem wjzania biatka otoczki E2 z ggteczly CD81, wystpujaca na
komérkach NK, co blokuje sygnaty doptyweg do komoérk*. Badania oparte o bardziej
precyzyjne modele udowodnity jednake biatko otoczki nie wptywa na funkcje komorek
NK?,

Komorki TNK charakteryzuj sie posiadaniem zaréwno receptorow komorek NK, jak i
receptora limfocytow T. Aktywowanea rzez receptor limfocytéw T (ang-cell receptor
TCR) i przez interleukign 12 (IL-12), produkowasm przez DCs i makrofagi atrobowe.
Aktywowane TNK wydzielg cytokiny typu Thl (TNFe, INF-y) i Th2 (IL-4, IL-10, IL-13),

co swiadczy o ich dualizmie funkcjonalnym. TNK posiaglaggdoingci cytotoksyczne w
mechanizmie typu Fas lub perforynowdfmW zakaeniu HCV wczénie dochodzi do ich
dysfunkcji, co wyraa Sk zmniejszeniem wytwarzania cytokin i ich mnigjsz

cytotoksycznécia.

Komorki Tyd wystepuja w watrobie u zakaonych HCV w znacznie zwkszonej ilgci. Maja
zdolna¢ do wydzielania diej ilosci cytokin prozapalnych: TNlk; INF-y czy IL-8. Posiadaj
wiasciwosci cytotoksyczne w mechanizmie niezadgm od MHC. Powoduyj liz¢ nie tylko
komorek zakaonych wirusem, ale tak i niezakaonych. Czynnikami magymi wywotywa
lize komorek mog by¢ biatka stresu hsp (angeat shock proteinsJakkolwiek nie majcech
swoistagci dla HCV, zwikszap swop aktywnac¢ i wydzielanie cytokin pod wptywem biatka
otoczki E2, co jest wynikiem jej wzania do castki CD81 znajdujcej sk na powierzchni
komoérek Tyo. Komorki te niszcac zakaone jak i niezakaone hepatocyty, magtakze

uszkadza komérki watrobowe w przebiegu zakenia HC\V'.

Komaorkami hczacymi odpowied wrodzory i nabyh sa wspomniane ju DCs. Posiadajone

diugie wypustki przypomina¢ swop budowe komorki nerwowe, majwiasciwosci zerne, a

przede wszystkimasgtownymi komoérkami prezentagymi antygen (angantigen presenting
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cells, APC). Stymuluj liczne komérki biogce udziat w odpowiedzi odporémowej, zaréwno
bez uprzedniej stymulacji antygenem jak NK czy TMkKaz komorki wymagage takiej
aktywacji, czyli swaicie dziatajce limfocyty T i B. Wysgpuja w dwodch podtypach, jako
komorki mieloidalne mDCs wywodee st z linii mieloidalnej i plasmocytoidalne pDCs zilin
limfoidalnej. mDCs uczestnigzgtdwnie w procesie rozpoznawania obcych antygenotv,
przetwarzania i prezentacji, powodypolaryzacs odpowiedzi immunologicznej w kierunku
Thl. Natomiast pDCs odpowiedzialne za odpowiegbu wrodzonego, szybko reagupa
obecné¢ wiruséw produkujc IFN typu | w ilgsciach wikszych 10 do 100 razy xiinne
komérki odpowiedzi immunologiczrj DCs aktywu limfocyty T CD4+ oraz w zalaoici
od rodzaju czynnika infekcyjnego, wzbudgajdpowied Thl lub Th2. Niedojrzate DCs mgg
wywolywaé stan immunosupredfi Dojrzewajj pod wplywem cytokin i wzorcéw
drobnoustrojow PAMP. Rozpoznanie obcego antygerwwd s¢ poprzez receptory DCs.
Szczegola role petna tu TLR. Po wychwyceniu antygenu rozpoczyna przetworzenie
sygnalu i transkrypcja wielu genéw. Komorkiavuja do wezta chtonnego, gdzie napuje
uruchamianie mechanizméw odpof¢oonabytej. W przypadku braku odpowiednich boilv
stymulupcych mog roznicowa sie w komorki nie posiadage petnych cech dojrzdiai,
wchodzc wtedy w reakcje z limfocytami T zaburzagh r&nicowanie, prowadc do ich
anergi®.

W watrobie DCs tworz prawdopodobnie osohnsubpopulag komorek i biog udziat w
tworzeniu tolerancji immunologicznej typowej dlaradej watroby. W zakaeniu HCV,
poprzez fagocytazulegajcych apoptozie zakanych hepatocytow, endocytozie kompleksow
immunologicznych czy mikropinocytozie wirionOw, wyeytuja antygeny wirusa. PO
przetworzeniu antygenow i wytworzeniu swoistych tgdpw w kcznaci z MHC klasy | lub
MHC klasy 1l i kostymulupjcymi czsteczkami na powierzchni komorki, stymuluj
roznicowanie i proliferag swoistych antygenowo limfocytow CD4+ i CD8+. W Zig/ch
badaniach wykazywano w zakmiu HCV zaburzenie funkcji obu linii komoérek
dendrytycznych dotyerych ich dojrzewania, syntezy IFN, czy okonej zdolngci
aktywowania przez komérki NK. Zwracano uwaga maliwosci wigzania receptora CD81 z
biatkami wirusa jako przyczyny zaburzenia ich funké/ innych badaniach wykazywano brak
réznic genotypowych i fenotypowych tych komoérek u ludiiminujacych wirusa i przewlekle

zakaonych wirusem. Nie do Kaa wyjaniony wptyw zakaenia HCV na DCs i ich relw tym
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zakaeniu, pozwolit na wysurcie hipotezy, 2 mog one wykazywé zaburzenia nie tyle
zwigzane z hamowaniem ich aktywdeg ile mog by¢ nadmiernie aktywne w stymulowaniu
cytotoksycznych limfocytow i w ten sposéb bradziat w progresji uszkodzeniaatioby z
rozwojem jej wiéknienid.

Niezmiernie wanym elementem wrodzonej obrony przeciwwirusowej gsspresja genow
odpowiedzialnych za synte2FN typu | @ i B). Pod jego wptywem w komérce dochodzi do
aktywacji wielu, bo okoto 300 genéw nadeych do grupy gendéw stymulowanych przez IFN
(ang. Interferon Stimulated GenelSG). Interferon wywiera wielokierunkowe dziatanie
przeciwwirusowe. Zwiksza ekspregj genow MHC na powierzchni APC i komorek
docelowych, stymuluje DCs, NK oraz komoérki odpowzieddaptywnej, limfocyty. Powoduje
indukcig czsteczek Fas i TRAIL, wpltywa¢ na apoptog zakaonych komorek. Poprzez
stymulacg syntezy PKR hamuje syntebiatek wirusowych. Natomiast poprzez syntetdz
5-oligoadenylovs  (ang. 2'-5'-oligoadenylate  synthetase 2'5'0AS),  aktywuje
wewnmtrzkomorkova RNAze, mogica rozktad&d RNA, czy poprzez biatko 1ISG-56 hamoéva
translagg HCV. Synteza interferonu odbywa g0d wptywem podwdjnoniciowego (ds) RNA
wirusa, ktoére jest rozpoznawane przez TLR-3 orazlternatywnej drodze przez biatko
sensorowe RIG-1 (angetinoic acid inducible gene}l Po poiczeniu z nimi nasgpuje
przekazanie sygnatlu do TRIF w przypadku receptot®-3 lub CARDIF w przypadku
receptora RIG-1, a ngginie do kompleksu kinaz TBK-1/lkk-e (anBANK binding kinase)jl
odpowiedzialnego za fosforylaciRF-3 i aktywacg czynnika adrowego NF«B. Aktywowany
IRF-3 przemieszczany jest doadja komorki, gdzie stymuluje transkrypcjgenow
odpowiedzialnych za produkciendogennego Interferorfu Ostatnim etapem jest produkcja

interferonu i jego sekrecja do przestrzeni pozakdmoe).

Interferon typu 1d, B, ®) dziata na specyficzne receptory btonowe INFAR-lZRviagzane z
nim kinazy tyrozynowe: JAK-1 (anganus Family kinase}1 TYK-2 (ang.tyrosine kinase-R2
Kinazy fosforylup biatka STAT-1 i STAT-2 (angsignal transducers and activators of
transiption). Po przemieszczeniu dadra komorki i podczeniu z biatkiem p48 oraz IRF-9,
formuje kompleks transkrypcyjny ISGF3 (angterferon stimulated gene factoj.3.aczy sk
on z fragmentem genu w obszarze odpowiedzi stymaneyprzez Interferon - ISRE (ang.

Interferon stimulated respons elem@nisregionie promotora dla wielu genow aktywowanych
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przez Interferon. Skuteczfo dziatania Interferonu jest bezspornie udowodnico,15 lat
stanowi on wraz z analogiem nukleotydowym, Rybamdrypodstawowy element leczenia
zakaenia HCV. Sam wirus wytworzyt wiele mechanizmow mwgh wplyra¢ na dziatanie
Interferonu. Biatko rdzenia odpowiedzialne jestzzkiocenie procesu fosforylacji STAT-1 i
jego degradagj co hamuje przekazywanie sygnatu do syntezy leterit’. Aktywuje ono
takze biatko supresorowe dla produkcji cytokin SOCSdng( suppressor of cytokine
sygnaling-)}, ktore hamuje aktywagjdrogi Jak-STAT i obria poziom receptoréow dla
Interferonu. Biatko NS3-4A blokuje dziatanie czykai IRF-3, ktory jest centralnym
regulatorem syntezy IFN w reakcji na za#mie wirusem, przez hamowanie jego fosforylaciji i
przemieszczenie doadgra komorki. Powoduje ono proteolityezndegradag TRIF i
CARDIF**** Biatko otoczki E2 oraz biatko niestrukturalne MSBlokuja miejsce katalityczne
PKR, ostabiajc jej dziatanie. Ponadto bialko NS5A zk$za syntegz IL-8, ktéra jest
antagonist interferonu i zmniejsza aktywd® gendéw ISGs. Biatka niestrukturalne HCV

zmniejsza takze efekt hamowania translacji wirusa przez 1SG-56.

Nabyta odporn@& immunologiczna zalaa jest od rozpoznania antygendw przez przeciwciata
receptory rozpoznage antygeny limfocytow T i B. Jednym z czynnikowuginiapcych
efektywra eliminacg wirusa w mechanizmie swoistej odpowiedzi immunalogej jest jego
zmiennd¢ immunologiczna. Wynika ona z wigwosci polimerazy RNA wirusa (kodowanej
przez fragment NS5B RNA wirusa), ktéra nie posiadmingci do naprawiania bdow
powstajcych w procesie szybkiej replikacji wirusa b 13 nowych genoméw na dep
Prowadzi to do powstawania aiacych s¢ wariantow wirusa tworgych pseudotypy
(quasispecies).Drugim mechanizmem prowagzm do powstawania pseudotypow jest
ucieczka immunologiczna pod prgsjkladu immunologicznego gospodarza, provaadzdo
zmiany struktury epitopow wirusa. Najgziej zmiany wysipuja W rejonie hyperzmiennej
HVR-1 genomu wirusa, odpowiedzialnej za syntbiatka otoczki E2, chbomog wystpowa

tez w innych miejscach genomu. Liczne mutantydtem wariantow HCV o rnym stopniu
przystosowania, od giaych niezdolnych do replikacji, do zdolnych do jejagtego
podtrzymywania, tworgych warianty o diym wigorze replikacyjnym. Wysokie tempo
replikacji i czste zmiany budowy epitopow antygenowych wirusa @ad®y do nienadzania
nabytej, swoistej odpowiedzi immunologicznej. Zegmy dla danej determinanty

antygenowej uktad immunologiczny z komorkami preéagicymi antygen limfocytom w
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kontelécie kompleksu MHC, réni sic od nowo powstagych determinant antygenowych
pseudotypdéw wirusa. Powoduje to koniecgn@onownego dostosowywaniag skomorek
swoistej odpowiedzi immunologicznej do nowej syjuantygenowej wirusa. Czynnikiem
determinugcym eliminacg wirusa jest sita i efektywrioi odpowiedzi limfocytéw CD4+ THE.
Zwigkszona liczba tej subpopulacji limfocytéw, wystije u oséb eliminacych wirusa. Staba
odpowied i zmniejszenie liczby oraz zaburzenia ich funksiojarzone & z przetrwaniem
infekcji wirusowej. U oséb kontrolagych wiremg, klirens wirusa mge by bardzo szybki, lub
po pocatkowym zmniejszeniu wiremii (liczby kopii HCV-RNA)pastpuje jej wzrost, a
nastpnie znow obrienie, & do eliminacji wirusa, lub do utrzymania replikaga bardzo
niskim poziomie. W okoto 40% przypadkéw nie dochiodia indukcji swoistych limfocytow
CD4+, co prowadzi do rozwoju przewleklego zakaia jako pierwotnej areaktywsm,
okreslanej jakoacute persistei&*”. W przetrwatym zakeeniu HCV odpowied komérkowa
jest ostabiona, limfocyty nie wykazujcech petnego zedicowania. Limfocyty CD4+
wykazup cechy czynnéciowej anergii ze zmniejszeniem wytwarzania IL-Zowadzi to
nieadekwatnej odpowiedzi limfocytéw CD8+ i zmnigjaego wytwarzania przez nie IFN-
Limfocyty T CD8+ obecne w nacieku zapalnymtmby maj mniejsz zdolnag¢ wytwarzania
INF-y, co swiadczy o niemaliwosci petnej lokalnej kontroli zakenia. Posiadaj natomiast
zdolng¢ do syntezy IL-10, co m®@ sugerowa posiadanie przez nie VE@EWOSCI
regulacyjnych i rozwoju tolerancji. Charakterystyazdla HCV, ale i dla innych wiruséw
powodupcych przechodzenie infekcji w stan przewlekly, jesijfazowd¢ reaktywndci
limfocytow CD8+. Najpierw bardzo silna ekspansjaniéujacych st w komorki efektorowe i
migrujacych z naradéw limfatycznych swoistych limfocytow. Kolejno -liminacja w
mechanizmie cytokinowym i perforynozalgym zakaonych komorek. Nagpnie w wyniku
apoptozy, nagpuje obnienie liczby limfocytéw i w kécu tworzenie komorek pagti z
ciaglym podtrzymywaniem ich generacji. Zasadnicze zear dla eliminacji wirusa ma
roznicowanie si (kilka tygodni po zakzeniu) komorek pamtci o fenotypie CD8+CD127+
(receptor IL-7). Obecrig tych komorek stwierdzana jest w przypadkach praaegth do
eradykacji wirusa. Komérkami nieztbhymi do powstawania komérek patii sa limfocyty
CD4+, z& cytokim odgrywajca podstawow role w regulacji ich proliferacji i dlugotrwatego
rozwoju jest, produkowana przez komorki CD4+ wzyhinh ilosciach, IL-2. Istoth

wihasciwoscia limfocytow CD127+ jest zwkszona ekspresja antyapoptotycznejsteczki Bcl
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2 w poréwnaniu z limfocytami CD8+ bez ekspresji @D1Brak r@nicowania w kierunku
komorek z ekspresjCD127 jest wijzany z przetrwaniem zakania. Anergia cytotoksycznych
limfocytéw T CD8+, ktére to komorkiaspodstawowym elementem walki z HCV, wysast
spadkiem ich proliferacji, ob#éniem wytwarzania cytokin i ostabieniem begganiej

cytotoksycznéci>>8

Istota role w patogenezie zakania HCV petrd limfocyty T regulatorowe (Trgg
Podstawowym ich zadaniem jest hamowanie odpowigdaiunologicznej na swoje i obce
antygeny. Hamuj proliferacg, produkcg cytokin IFN« i IL-2 oraz aktywnaol{ cytotoksycziH
naiwnych i antygenowo specyficznych CD4+ i CD8+.sieddH zdolndJ{ hamowania
limfocytow B i APCs. Swoje supresyjne dziasanie fHogywieral przez produkej cytokin
(TGF$ i IL-10) oraz na drodze mechanizméw zranych z kontaktami komorka-komorka.
Limfocyty regulatorowe mag by¢ naturalnymi komorkami powstggymi w grasicy, jak i
powstawé w wyniku transformacji wysoko z#éicowanych limfocytow T pamci.
Stwierdzono zwikszom liczbe Treg we krwi obwodowej i w wirobie z pzw C w poréwnaniu
ze zdrowymi lub ozdrowiecami. Dziatanie immunosupresyjne Treg na limfoc@p4+ i
CD8+ mae by jednym z czynnikOw utrwalenia zatenia, ale mge tez by¢ czynnikiem
hamupcym cizkos¢ i rozlegta¢ uszkodzé watroby. Uwaa sk, ze HCV nie jest wirusem
cytotoksycznym, a uszkodzenieatwoby wywolywane jest raczej przez aktywstiouktadu
immunologicznego, a nie przez ,zjadligéd samego wirusa. Pacjenci z niskimi aktywoi@ami
ALT i mniejszymi naciekami zapalnymi, ¢ciej mieli wigksza produkcg TGFf przez Treg
CD4+CD25+,

Odpowied humoralna Th2 w wirusowym zapaleniatvoby ma znacznie mniejsze znaczenie.
Wczesna efektywna synteza przeciwciat, szczegdskierowanych przeciwko N-kKaowi
hyperzmiennej sekwencji biatka otoczki (HVR-1), zaoskutkowd eliminach wirusa a
nastpnie obnkteniem i zanikiem przeciwciat przeciwwirusowyehnatomiast wytwarzanie
przeciwciat o duiej réznorodndci antygenowej i powstawanie licznych forquasispecies

wirusa, skutkuje przetrwaniem zalemid'.

W zakaeniu HCV gospodarz wytwarza cate
spektrum przeciwciat skierowanych przeciwko stru&boym i niestrukturalnym biatkom
wirusa. Uwaa sk, ze $wiadcz one raczej o wiremii, a nie o eliminacji wirusaz&tiwciata

skierowane przeciwko epitopom HVR-1 uwae 3§ za przeciwciala neutralizage.
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Przeciwciata anty-HCV wykrywane s1ajczsciej w okresie od 7 do 8 tygodni od zakaia.
Ciagla zmienné¢ antygenowa wirusa i tworzenie mutantow antygendwuenliwia mu
ucieczk poza kontrad uktadu immunologicznego, prowagdzdo zjawiska dryfu genetycznego.
W ciagu jednego miegta mae dochodz do 0,5-2 wymian aminokwasow w regionie HVR-1.
Przeciwciata przeciwko biatkom niestrukturalnynk fegelikaza czy polimeraza RNA korelug
procesem replikacji wirusa, natomiast przeciw aetym rdzenia magby¢ zaréwno podczas
trwania zakaenia, jak i po jego eliminacji. Ich obecoprzy braku przeciwciat przeciw
antygenom niestrukturalnym, e byt uznawana za prognostyk eradykacji wirusa. Ob&cno
przeciwciat klasy IgM nie jest ograniczona do ogtreokresu zakaenia, lecz & one obecne
takze w przewlektym zakaeniu towarzyszc zmianom antygenowym wirusa. Naje
nadmient, ze wykrycie przeciwciatl anty-HCV bez potwierdzenibeondci RNA nie mae
by¢ podstaw do rozpoznania zakania, tak samo jak brak przeciwciat w surowicy meze
wykluczy¢ zakaenia, poniewaw pojedynczych przypadkach aliove jest zakaenie HCV z
op&nioma serokonwersj lub nawet bez niej" W odpowiedzi immunologicznej na zaiemie
HCV wazny jest fakt,ze ujemn interfazowa ni¢ RNA wirusa znajdowano w progenitorowych
komérkach hematopoetycznych CD34+, we wczesnychcfaich zréanicowania. Mog one
by¢ istotnym zrédiem rozprzestrzenianiaeswirusa i wzbudzania tolerancji na wirusowe
antygeny podczas dojrzewania zakaych komérek w grasicy i ich limfoproliferali Wyniki
bada& poréwnawczych u 0sob przewlekle zataych i oséb eliminucych wirusa wskazuj
ze podstawowym czynnikiem ograniczeym a nasfpnie prowadacym do eradykacji wirusa
jest harmonijna, silna odpowigdiktadu immunologicznego, obejnagcp zaréwno wrodzone
jak i nabyte mechanizmy odposw. U ozdrowiécdw utrzymuje si mocna swoista

odpowied limfocytéw CD4+ i CD8+ na antygeny wirusa.
6. Zmiany morfologiczne w wtrobie w zakaeniu HCV

Zmiany histopatologiczne w zapaleniwtvoby typu C, zarbwno o przebiegu ostrym, jak i
przewlektym charakteryzajsic wysktpowaniem zmian degeneracyjnych hepatocytow oraz
obecndcia roznej wielkasci naciekéw zapalnych. Komdérkami naciekow zapalnpoldobnie
jak w zapaleniach giroby o innej etiologii, 8 gtdwnie limfocyty, komorki plazmatyczne oraz
komorki  prezentujce antygen, obecne w przestrzeniach  bramcmwych i

wewntrzzrazikowo. Zmiany degeneracyjne hepatocytow gpegh pod postaa obrzmienia
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komorek, kwasochtonnych zmian wstecznych z twoerentiatek kwasochtonnych. Martwica
hepatocytbw mize mie charakter ogniskowy i dotyczypojedynczych komorek czy tzw.
zlewna, kiedy obejmuje wkszy obszar gsiadupcych hepatocytéw. Widoczna jest pod
postacy poOl pozbawionych mizszu narzdu, zawiera elementy tkankadznej, komorki
naciekow zapalnych z da liczba makrofagdéw. Jéi martwica zlewna dczy struktury
naczyniowe, nazywana jest martwimostkowa. Na granicy zrazika gtrobowego i przestrzeni
wrotnej wystpuje tzw. martwica ésowa (angpiecemeal necrosisktora uwazano kiedy za
szczegolnie przydatne kryterium aktywsnbzapalnej. Dzisiaj ma ona znaczenie podobne jak

pozostate formy martwicy atroby**.

Obraz histologiczny wtroby w zakaeniu HCV przypomina zmiany obserwowane w zaau
wirusem zapalenia atroby typu B (ang.hepatitis B virus HBV). Istniep jednak pewne
specyficzne, chb niecharakterystyczne cechy zakmaia HCV, pozwalace odrani¢ efekty
dziatania obu wirusow. HCV egciej powoduje uszkodzenie nabtonka drégtciowych,
tworza sig uformowane grudki chtonne w przestrzeniach brarfoiowych, czsto stwierdza
sie ogniskowe wielkowodniczkowe stluszczenie hepatbeyt oraz obecn@ ciatek
Mallory egd™*> Rzadziej spotyka sitzw. transformagj olbrzymiokomérkowy hepatocytéw,

zmiany dysplastyczne tych komérek czy aktywdaymoérek zapalenia w sinusoiddth

Szczegbtowe badania morfologicznestiwby z przewlektym zakaniem HCV wykazaty
przede wszystkim zmiany w strukturzedgr hepatocytow. Polegaly one na zmianie ich
ksztattu, hiperchromazji, zaburzeniu struktury chabyny, zwegkszeniu liczby gderek oraz
uszkodzeniu btonyafirowej. Na poziomie ultrastrukturalnym obserwowdabulizacg jader
komérkowych i obecri licznych wtetow. Chromatyna gdrowa ulegata kondensacji i
marginalizacji, tworac kompleksy tubul lub rozgationych widkien osrednicy 20-30 nm,
ktorym towarzyszyly podobne struktury w szorstkiER. Wykazano tatle uszkodzenie
mitochondriéw, z utrat ich dwuwarstwowej struktury. W cytoplazmie opisaneickszenie
liczby liposomdw, ildci bton ER, obecri@ wirusopodobnych estek lub ich agregatéw oraz
osmofilnych wolnych tubul. Potwierdzono obeéfo licznych wakuoli lipidowych,

przemieszczagych jadro i struktury cytoplazmatyczne na obwdd kom&tki

Ocere nasilenia aktywnai zapalnej (anggrading oraz zaawansowania wtoknieniatvoby
(ang.staging podaje s§ w oparciu o skale punktowe. Skale ocequajaktywndé zapalm w
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przewleklym zapaleniu groby ulegaj ciagtej ewolucji, od pierwszej wg Knodell i wép.do
aktualnie uproszczonych: Battsa-Ludwiga, Gabryeldialinskiego, Scheuera, Stolarczyka,
Ishaka czy skali METAVIRE. W skali wedtug Scheuera ocenianej od 0 do 4zpkizliwoscia
stosowania stanOw przejowych np. 2/3, w ocenie pows] 3 zawsze istnieje inwazja blaszek
granicznych. W skali tej bierzegspo uwag dwie kategorie zmian zapalnych, tj. martyic
kesowa (i intensywnd¢ nacieku w przestrzeniach wrotnych) oraz aktyséreapalm wewntrz

zrazikéw (i ewentualnie martwiqrzestow)**>%>:

7. Molekularne aspekty wioknieniaatvoby w zakaeniu HCV

Wieloletni proces zapalny w atrobie na tle zakaenia HCV mae doprowadz do rozwoju
widknienia i marskéci watroby z nadcinieniem wrotnym i ryzykiem krwawienia z przewodu
pokarmowego, wodobrzuszem, encefalapataburzeniem syntezy i funkcji metabolicznych
hepatocytéw. Gtéwnymi komorkami odpowiedzialnymi meewoj wioknienia witroby s
komorki gwiadziste (ang. hepatic stellate cells HSCs), nazywane ta&k komorkami
perisinusoidalnymi, parasinusoidalnymi, lipocytakomadrkami magazynagymi ttuszcze czy
komorkami Ito. Stanowiokoto 15% catkowitej liczby komérekatroby i zlokalizowane sw
przestrzeniach Dissego. W cytoplazmie HSCs zawievdiaming A i sa jej gtownym
magazynem. W odpowiedzi na czynnik uszkagtaajulegag aktywacji, przemieniag sk w
komérki zblizone do miofibroblastéw i rozpoczymagyntez kolagenu (gtéwnie | typdj=3°>*
Aktywacja HSCs nasgpuje w dwoch fazach: inicjacji oraz rozwgnia i podtrzymania
aktywacji. Faza inicjacji obejmaga wczesne zmiany ekspresji genéw i fenotypu wywalya
jest przez stymulagjparakryni, ptynaca z prawie wszystkich typéw komérek znajgitych
sig¢ w otoczeniu oraz zmian zachadgch w macierzy pozakomorkowej pod wptywem
bodzcow uszkadzapych. Hepatocyty & zrédtem wolnych rodnikéw z uszkodzonych bton
komorkowych i peroksydacji lipidow, a ich apoptoaltywuje HSCs i komorki Browicza-
Kupffera. Te ostatnie wydzielgjcytokiny, gtéwnie TGH i wolne rodniki tlenowe. Komorki
endotheliumaktywup HSCs przez konwersjlatentnego TGHB- do formy aktywnej oraz
poprzez syntezkomorkowej izoformy fibronektyny. Ptytki krwi wydelaja ptytkowy czynnik
wzrostu (ang.platelet-derived growth factorPDGF), naskorkowy czynnik wzrostu (ang.
epidermal growth factof=GF) oraz TGM1, potgujac aktywacg HSCS>** Faza rozwinicia
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I podtrzymania aktywacji jest wynikiem utrzynaagj st ciagtej stymulacji parakrynnej, ale
takze autokrynnej. Dochodzi w niej do utraty retinoidgwzez HSCs, ich namaania,
migracji, fibrynogenezy, wzrostu kurczlié@ oraz degradacji macierzy. Skutkuje to
nagromadzeniem macierzy pozakomérkowej i zmianatjektury na typow dla gopcych se
blizn. Wczesnym objawem aktywacji HSCs jest ztakutrata okotagjdrowych kropelek
witaminy A. Pod wptywem czynnikow chemotaktycznydBCs przemieszczapiec do ognisk
uszkodzenia wtroby. Oprécz aktywacji HSCs, podstawtoknienia jest take proliferacja tych
komorek. Najsilniej stymulowana jest ona przez PDGEGF (ang.vascular endothelial
growth facto), EGF, TGFe, czynnik wzrostu fibroblasté\@ (ang.fibroblast growt factors,
FGFf) i keratynocytébw (angkeratinocyte growth factorKGF). Drugim elementem w
procesie wioknienia jest wytwarzanie komponentow cievay - kolagenu typu |,
proteoglikandw, fibronektyny komorkowej przez HS@s, stymulowane jest przez produkty
peroksydacji lipidéw, a zwtaszcza przez TGE>>

Z czynnikbéw wzrostu, podstawawole we widknieniu vatroby odgrywa TGH. Pobudza do
proliferacji HSCs, zmienia je w miofibroblasty, zksza syntegz i sekrecg macierzy
pozakomodrkowej, hamuje tad jej degradagj TGF uwalniany jest przez komorki Browicza-
Kupffera, endotheliumnaczy, a take same HSCs. Powoduje mobilizakpmaorek zapalnych
w miejscu uszkodzeniaatroby. Kurczliwagé¢ komorek gwiadzistych obecnych w przegrodach
tacznotkankowych oraz zmniejszanie gibjci marskiej watroby warunkuy wzrost oporow
przeptywagcej krwi i rozwoj nadcinienia wrotnego. Kurczlivig HSCs pozostaje gtownie pod
kontrola endoteliny-1 i tlenku azotu, ale wplywajna na takze inne mediatory, jak:
angiotensyna lIl, eikozanoidy, natriuretyczny peppydedsionkowy, somatostatyna czy tlenek
wegla. W aktywnych HSCs wzrasta synteza kurczliwyitdinfentow. Zaburzenia rownowagi
pomigdzy syntez i degradag macierzy pozakomdérkowej oraz synteza nieprawidjowe
macierzy, prowadgdo kumulacji macierzy bliznowatej. Wywiera onakaezystny wptyw na
czynnd¢ komorek watroby i stanowi podstagvdo inwazji nowotworowej i desmoplaZj®*
Gtébwng role w przebudowie macierzy pozakomoérkowej pginzalene od wapnia
metaloproteinazy, matriksyny, rozktageg kolagen i niekolagenowe sktadniki macierzy. HSCs
sa gldwnymzrodiem metaloproteinaz MMP-13 nadeej do kolagenaz mtszowych, MMP-2 i
MMP-9 naleiacej do grupyzelatynaz. Aktywné&¢ metaloproteinaz regulowana jest przez

tkankowe inhibitory metaloproteinaz (angissue Inhibitor of Metalloproteinase, TINIPW
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HSCs syntetyzowana jest TIMP-1 i TIMP-2, co przy iewickszonej proliferacji maze
prowadz¢é do obnkenia degradacji macierzy, a tym samym do jej kugjuldIMP-1 hamugc
apoptoz komoérek gwiadzistych zwgksza ich aktywa pule. W przypadku ugpienia
czynnikow uszkadzagych dochodzi do ob#enia liczby HSCs w wyniku apoptozy lub ich
powrot do fenotypu spoczynkowego. Induktorami apepts ligandy FasLICD95L, TRAIL
(ang. TNF related apoptosis inducig ligand czynnik wzrostu nerwow (andNerve Growth
Factor, NGH. Komorki NK pobudzaj apoptoz HSCs w mechanizmie zaleym od TRAIL a
mniejsza ich aktywnid w starszym wieku me ttumaczy nasilenie wtoknienia u starszych
ludzi oraz u poddanych skojarzonemu leczeniu immaupcesyjnemu cyklosporynze
sterydoterapi. Oprocz HSCs we widknieniu atvoby bior takze udziat fibroblasty uktadu
wrotnego, komorki mesni gtadkich zlokalizowane cianie naczy, miofibroblasty znajdugce
sic w okolicy zyty centralnej’. W aktywacji i transformacji komoérek gwidzistych

uczestniczy rownieszlak Wnt (opisany w dalszejgzi Wskpu).

8. Rola biatek HCV w wtrobowej onkogenezie

Patomechanizm zakania HCV w rozwoju pierwotnego rakatmoby (HCC) nie jest jeszcze w
petni wyjaniony. HCV jest wirusem RNA i jego genom nie ulegaudowaniu do DNA
komoérek gospodarza. Przewlekly proces zapalny wampotwirusami hepatotropowymi jak
HBV i HCV wraz z towarzysgym im wioknieniem wtroby, jest najcgstsa przyczym
rozwoju pierwotnego raka atroby. Jedynie w 29% HCC nie stwierdzono w baddniac
serologicznych i molekularnych obedoowirusow HCV lub HBV, a antygen powierzchniowy
HBV oraz przeciwciata anty-HCV stwierdzane byly odpednio w 19% i 40% pacjentow z
rozpoznanym HCE. Dodatkowymi czynnikami sprzyjgymi karcynogenezieasniektore
leki, narkotyki, alkohol, aflatoksyny, sterydy amdibzne czy toksyny sinicowe
(mikrocystyny). Onkogenezie sprzyaj choroby metaboliczne jak hemochromatoza
dziedziczna, niedobor alfa-1 antytrypsyny, sttusnie, niealkoholowe stluszczenieatvoby
czy cukrzyca. Przemiana Zlwa hepatocytOw zwizana jest z przyspieszpnodnows
komorek, indukowasich przewleklym uszkodzeniem i regenesag wywotana przewleklym
stanem zapalnym i oksydacyjnym uszkodzeniem DNAKi€larodowisko utatwiajce

pojawienie si genetycznych i epigenetycznych zaburzeysipuje w regeneracyjnych
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guzkach marskiej wiroby. 70-90% HCC rozwija sibowiem w marskiej atrobie, a tylko 10%
obserwowane byto w atrobie bez cech marska. Dysplastyczne regeneracyjne guzkizma
nazw@ stanem przednowotworowyfh Karcynogeneza atrobowa jest wieloetapowym,
wieloletnim procesem prowaglzym do akumulacji zaburaegenetycznych i epigenetycznych i
ostatecznie do przemiany ghwej. Co najmniej czterysciezki sygnatowe, reguluge
proliferacg lub smier¢ komoérki mog by¢ zwiagzane z nowotworzeniem watvobie. § to drogi

z wykorzystaniem biatka p53, pRb-fosforetinoblasgpmTGF$ oraz B-kateniny’>®
Jakkolwiek rozw6j HCC zwizany jest z nasileniem regeneracji i proliferagmorek oraz
rozwojem marskeri, wydaje st, ze biatka wirusa HCV a szczegolnie biatko rdzeniatido C,
kapsydowe), biatko otoczki E2, niestrukturalne kaaiNS3, NS4B i NS5A s w sposob

bezpdgredni powizane z transformagjnowotworovy>

. Biatko C wptywa na aktywnid
transkrypcyjma, sygnalizagj komorkows, apoptoz i metabolizm lipidéw. faczy sk z wieloma
biatkami hepatocytéw, m.in. z biatkami harpymi rozwoj nowotworow, kontrolagymi cykl
komérkowy: p53°°% p73? pRB® z biatkiem p21/Waf 1 - efektorem p53, regubym
aktywnai¢ kompleksu cykliny i cyklino-zalmej kinazy (ang.cyclin/fCDK complex
Niedojrzata posta biatka C wirusa zawiergga 1-191 aa zwksza ilag¢ p21/Wafl przez
aktywacg p53, natomiast forma dojrzata zmniejszasdlotego biatka w mechanizmie
niezalenym od p58*. Biatko rdzeniowe HCV wplywa na ekspresjenéw przez interakcje z
czynnikami transkrypcyjnymi jak LZIP, naigcym do rodziny bZip (and3asic Leucine Zipper
Domain bZIP domaip zawieragcych tzw. zamek leucynowy, ktéry pozwalaaga si¢ z nicia
DNA. Utrata funkcji endogennego LZIP koreluje z priawidtows proliferach komorkova®.
Biatko C wihze sk z heterogennjadrowa rybonukleoproteia K (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K, hnRNP), biatkiem biecym udziat w przemianach i transporcie
premRNA a take zwhzanym z regulagjcyku komérkowego (zatrzymanie podziatu komorki
w mechanizmie zalmym od biatka p53f°”. Wplywa na translagj RNA przez reakej z
helikazz DEAD box protein (DBX3)®®. Biatko C mae wplywa na cykl komérkowy,
réznicowanie i apoptaz komérek take poprzezdczenie z izoform epsilon biatka 14-3%3.
Wptyw biatka C HCV na apoptgezco mae by rowniez wynikiem jego interakcji z LR
(ang. Lymphotoxing Receptoy czy z receptorem TNF (TNFR1), ktérego cytoplazmaba
czeé¢ zawiera tzw. domenémierci (ang.cell death domaid® Ucieczka z mechanizmu

apoptozy przy udziale biatka rdzeniowego HCV zmdake odbywa& sic przez hamowanie
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Fas-zalenej $mierci komorki, na drodze blokowania uwalniania itochondrow cytochromu c
i hamowania aktywri@i kaspaz 9 i 3/7. Biatko rdzenia mze wywiera takie wplyw
immunosupresyjny, przez reakd receptorem komplementu C1gR limfocytéw T, cotkige
przewlekaniem sizakaenid?

Biatko rdzeniowe HCV wydaje siwywiera® dziatanie pérednie na regula¢jtranskrypciji
genow przez integragjz cytoplazmatycznymi molekutami licznych szlakéygsatowych. |
tak, opisano aktywagjkinaz aktywowanych mitogenami MAPK (angiitogen-activated
protein kinases — INK (ang.C-Jun N terminal kinas¢s ERK (ang.extracellular-signal
regulated kinasg aktywacg izoformy p38, szlaku Raf/MAPK, promag proliferacg
komérkowa >’ Obserwowano wptyw biatka C na czynnik transknjpgyNF«B, ktéry bierze
udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej ndekcje, a zaburzenia w jego regulaciji
powiazane § z chorobami nowotworowymi, autoimmunologicznynigwtasciwym rozwojem
uktadu immunologicznego, przy czym w niektérych drsidch stwierdzono jego aktywat) a
w innych hamowanie aktywi§oi’®.

Co ciekawe dla zal@n obecnej pracy, obserwowano zakaktywac} szlaku WntB-katenina
przez biatko C HCV, z indukgj proliferacji komoérkowej, syntezy DNA, progresji kdy
komdrkowego z aktywagjtranskrypcyjia gendéw. Wgksza¢ z nich powazana jest z regulagj
wzrostu komoérek, metabolizmu lipidow, ze zmniejseen aktywndci genéw zwazanych z
odpowiedzi zapalm i odporndcia immunologiczia. Stwierdzono zwikszory aktywnaé Wnt-

1 oraz aktywowanego przez niego genu WISP-2 (&Ngt-1-inducible-signaling pathway
protein 2",

U wigkszaici pacjentow z zakaeeniem HCV wystpuje take podwyszone sizenie TGFB, co
koreluje ze stopniem zwitoknieniaatoby, a jego wptyw na HSCs i macierz pozakomaorkow
wskazuje na rzeczywistaktywacgp TGF$ u zakaonych HCV® Wykazano,ze aktywnd¢
szlaku TGFB rowniez jest zwhzana z dziataniem biatka C, ktére poprzez intergkdpiatkiem
Smad-3 (przekaik w szlaku TGR3), hamuje aktywn& tej sciezki sygnalowej. Wykazano
przy tym, i tylko biatko rdzenia izolowane z komorek guza wiywato takie zjawisko. Moe
to sugerowd, ze w przebiegu wieloletniego zatenia dochodzi, w wyniku diej zmienndci
genetycznej, do selekcji klonéw wirusa potgafich blokowa szlak o dziataniu hamagym
rozwéj nowotworéw. TGH wplywa na zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1

prawdopodobnie przez zgkiszenie aktywngri inhibitoréw CDK, takich jak m.in. p21, p27,
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pl5 oraz stymuluje apopt@zBiatko rdzenia HCV wizac sk z blonami komdrkowymi,
kroplami lipidow, apolipoprotein I, zmniejszagc aktywnd¢ mikrosomalnych biatek
transportujcych tréjglicerydy - MTP, prowadzi do zabufz& gromadzeniu i wydzielaniu
lipoprotein o bardzo matejgtaici oraz rozwoju stluszczeriia

Wptyw biatka otoczki E2 na onkogergjest mniej bezpoedni. Przez hamowanie aktywioo
kinazy zalénej od RNA, moduluje efektywrsé dziatania interferorfll. Jego rozpuszczalna
forma hczy sk z wystpujaca na powierzchni komoérek ggteczlk CD81 zmniejszagc
aktywacg, limfocytéw, DCs czy NK. Podobnie jak z biatkiem 8B*® taczy sk z receptorem
LDL na powierzchni komorek, aktywag sciezke sygnatowws MAPK/ERK, co prowadzi do
obnienia aktywnéci czynnika transkrypcyjnego ATF-2 (andctivating transcription factor
2) i promociji proliferacji komérek oraz ich pragia®®

Biatko NS3 mae doprowadzi samodzielnie do transformacji komérek ssakdow, gakiek
dokladny mechanizm i powzanie tego biatka z rozwojem HCC nie jest jeszczeehni
wyjasniony. Pohczenie z C kacem biatka p53 powoduje zmniejszenie transkryp2ji/v/afl,
ktéry jest gldownym czynnikiem reguhgym biatka p5%. NS3 zawiera miejsce wiace
histony, podlegace modyfikacjom potranslacyjnym niezimnym do replikacji DNA lub
transkrypcji, wize sk z histonami H2A i H¥. Hamuje aktywng kinazy biatkowej A (PKA),
jej translokacj do jpdra i katalizowanie fosforylacji biatek w odpowiedaa stymulagj.
Ponadto hamuje aktywso® kinazy biatkowej C (PKC), poniewamoze by przez nm
fosforylowane, a wic jako substrat stanowi konkure@ckompetycyjm z normalnymi jej
substratani. Hamuije take syntez Interferonu typu | mediowarprzez IRF 3(angnterferon
regulatory factor 3, co mae wplywa: na przetrwanie infekcji wirusowj

Biatko NS5A wptywa na wiele egorodnych i wanych funkcji komorki takich jak: apoptoza,
sciezki sygnatowe, aktywnd transkrypcyjna czy transformacja komérkowa. Jebthitorem
kinazy biatkowej R (PKR), ddacej jednym z czynnikbw obrony przeciwwirusowej
aktywowanej przez dsRNA bigrej udziat w aktywacji IRF %. Indukowana przez NS5A
synteza IL-8 prowadzi do hamowania przeciwwirusowefgktu dziatania interferofili NS5A
taczy sk z receptorem SNAP, ktory jest przezbtonowym bedkiodpowiedzialnym za fugj
migdzy pecherzykami i btonami komorkowymi, biggym udziat m.in. w regulacji egzocytozy
czy transportu komérkowego i fredniczy w podczeniach ze strukturami btonowytfiNS5A

taczy sk takze kroplami lipidowymi i lipoproteia I, co mae wskazywé na jej zwazek ze
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stluszczeniem komorK. Interakcja z biatkienkaryophering-3 bioracym udziat w transporcie
pomigdzy cytoplazm a pdrem komoérkowym, mee sugerowa udziat biatka NS5A w tym
procesi&”. taczy sk z niereceptorow biatkows kinaz tyrozynowy SYK i zmniejsza jej
aktywnai¢. SYK jest zwiyzana rozwojem i dojrzewaniem limfocytéw B, komorekznych,
agregacj ptytek krwi, ale take jest biatkiem supresorowym guzow w raku sutkani&jszona
jego aktywné¢ moze wplywa na rozwéj HCE'. Biatko NS5A oprécz wplywu
modyfikujacego nasciezki sygnatowe komorki, wywiera tak wptyw na proces transkrypcji
genow. Paiczenie kaca NH biatka NS5A z domepnwiazaca DNA (ang. DNA binding
domain, DBD) i pochodzcego od dredzy czynnika transkrypcyjnego Gal4, nasilato
aktywndi¢ transkrypcyja®%. NS5A w swojej niezmienionej postaci wystije w pokczeniach
ze strukturami blonowymi w cytoplazmie komorki. dal w wyniku dziatania kaspaz
dochodzi do cicia tego biatka na mniejsze fragmenty, ktdrych oloéc mozna stwierdzai w
jadrze komorkowym, a fragment N-kcowy pohczony z Gal4, w obeckoi PKA wykazuje
aktywndi¢ transkrypcyjn®. Pocite fragmenty NS5A posiadajakze whasciwosci modulujce
transkrypcg, map zdolng¢ tworzenia komplekséw z biatkiem aacym TATA Box (ang.
TATA Box binding proteinTBP) oraz biatkiem p53. Biatko NS5A hamuje grd#enie st
zarowno p53, jak i TBP z odpowiednim miejscenaz@nia w ob¢bie DNA oraz tworzenie
komplekséw p53 z TBP. Hamuje aktywsdotranskrypcyjm p53, zmniejsza aktywsé
regulowanego przez p53, biatka p21/WAF1. Aktywihdranskrypcyjna p53 pod wptywem
NS5A zmniejsza 8i 3-5 razy. Zaburza tak tworzenie kompleksow p53 z biatkiem ERCC3
(ang. excision repair cross complementing factgr Btore przez syntezbiatka TFIIH (ang.
transcription factor IIH bierze udzial w regulacji transkrypcji i naprawszkodzonego
DNA®. NS5A whze sk takze z bioncym udziat w regulacji transkrypcji, biatkiem hTABB2
(ang.human TATA binding protein associated fagt®omponentem TFIID - podstawowym
koaktywatorem p53 i uniembwia jego dziatanie. Istotnym nie take by fakt podobnej
okotojadrowej kolokalizacji biatek p53, NS5A i hTAF(I1)32V rezultacie interakcji poradzy
NS5 i biatkiem p53 oraz elementami kioymi udziat w regulacji jego dziatania, dochodzi do
hamowania zalaej od niego apoptozy, co by kluczowym elementem karcynogengzy
NS5A moduluje wiele szlakdéw sygnatowych regabyjch wzrost komorki i jej rinicowanie,
poprzez 4czenie z adaptorowym biatkiem aghcym receptor czynnika wzrostu G2b2, ktory

bierze udziat w regulacji wielgciezek sygnatowych. Stanowi p@izenie ponydzy receptorem
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czynnika wzrostu na powierzchni komorki,seiezka sygnatows Ras, ktGg hamuje. NS5A
posiada odcinek bogaty w sekwencje zawiEaPRO, ktorymaczy sk z grupami SH2 i SH3
biatka G2b3°. NS5A wpltywa na hamowane wzrostu i zaburzenie wgdmoérkowego przez
wptyw na zalena od cykliny kinaz CDK1/2, skraca faz S a wydtia fazz G2/M cyklu
komoérkowegd’. Biatko to hczy sk i aktywuje take kinaz 3 fosfoinozytolu (PI3K), przez
taczenie z domenSH3 podjednostki regulatorowej p58, a npate aktywacgj podjednostki
katalitycznej p110, co skutkuje aktywacpKT/PKB i hamowaniem aktywacji GSK3 (ang.
Glycogen synthase kinase), 3 prowadac do hamowania apoptozy i kumulacji
cytoplazmatycznejp-kateniny, aktywacji czynnikow transkrypcyjnych LEF TCF oraz
aktywacji wielu genéw biarcych udziat w onkogeneZie Stabilizacja i kumulacjg-kateniny z
jej nastpstwami transkrypcyjnymi odbywaesiakze w drodze niezakmej od GSK3 i AKT, ale
w wyniku innych efektoréw PI3K (angPhosphatidylinositide 3-kinake. Onkogeneza
wywotywana przez HCV me wynika takze z indukowania przez wirus streseticulum
endoplazmatycznego, mechanizmu homeostazy w odgeiwna zaburzenia biosyntezy biatek.
tagodny stres ER wptywa na syn¢dzialek, hamowanie wzrostu komérki, podczas gdyysil
lub diugotrwaty stres wywotuje apoptozorzez aktywaeg zwiazane] z ER, kaspazy 12.
Dtugotrwaty stres zwizany z zakzeniem HCV mae prowadzai do kumulowania zewjtrz- i
wewrgtrzkomoérkowych czynnikow uszkadaaych DNA i mutagenezy. U pacjentéw HCV-
dodatnich stwierdza @iznacznie podwiszone markery stresu oksydacyjnego. Rcrajyva
ekspresja NS5A powoduje zmiany westmmkomoérkowego stzenia wapnia, indukuje stres

oksydacyjny, aktywuje szlaki sygnatowe, takie jakrmMAPK, STAT-3 i NKB %
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9. Szlak sygnatowy Wnt/Frizzlefi/katenina

Szlak sygnatowy Wnt bierze udziat w regulacji wielwarunkuacych prawidtowy rozwoj
organizmu proceséw, zarowno u begowcow jak i u kegowcow. Jego prawidiowa
aktywnai¢ jest niezkdna w procesach embriogenezy, proliferacji, migracprzylegania
komorek, a take regulacji aktywnéci komérek macierzystych. Zaburzenia genetyczne lub
czynniki zewrtrzne (wirusy, toksyny) powodage jego dysfunkcjeasprzyczym wielu choréb.
Naleza do nich m.in. réne typy nowotworOw, zaburzenia neurodegeneracypgieorfba
Alzheimera), neuropsychiatryczne (schizofreniataioliczné® 102103104

Pierwszy ligand z rodziny Wnt u ssakOw zostat ziggkowany w obebie genu nazwanego
int-1 (w adenocarcinomautka), poniewaulegat aktywacji poprzez integradragmentu LTR
mysiego wirusa raka sutka (angnouse mammary tumor vitusMMTV)'®% Wkrétce
zademonstrowano jego wkiwosci onkogenn&®. Drugi czton nazwy Wnt pochodzi od nazwy
homologicznego genu Drosophila odpowiedzialnego za brak skrzydetek (amgngless)u
muszki owocowKi®. Zwiazanie liganda Wnt z receptorem prowadzi do aktyivécigzki
kanonicznej (klasycznej) zadeej odp-kateniny lub jednej z dwdckciezek niekanonicznych.
Sciezki nieklasyczne dziataj niezalgnie od B-kateniny. Naley do nich sciezka polarna -
kontrolujaca rearamaci cytoszkieletu oraz migracheuronow poprzez wptyw na biatko RhoA
i kinaz Jun oraziciezka zalena od jonéw wapnia, dziatgja poprzez kinaz zalezna od
kalmoduliny - kalcyneury@i czynnik transkrypcyjny NF-AT (angqwuclear factor of activated
T cellg®’,

Aktywacja konkretnegciezki zalezy od rodzaju liganda, receptora oraz warunkéw pgrych

w komdérce. W obecnej pracy uwggoswigcono gtéwniesciezce kanonicznej.

9.1. Kanoniczndciezka Wnt/Fzgs-katenina
Kluczowa role w kanonicznejsciezce Wnt peini biatkop-katenina, kodowane przez gen
CTNNB1 zlokalizowany na chromosomie 3p21-p22, ohgjey region zbudowany z 23 kb
DNA i 16 egzondéw (pierwszy jest niekoday). Po transkrypcji powstaje mRNA ziany z
3362 nukleotydéw, z czego 2343 bp tworzy region RFEDNA dla B-kateniny zostato
sklonowane po raz pierwszy z bibliotekenopu$®®. 15 kodujcych egzonéw tworzy wysoko
konserwatywne biatko zbudowane z 781 aa, zaliceaae z plakoglobia i ich homologiem u

10

Drosophila do rodziny biatelarmadillo'*’. p-katenina sktada siz N-kaica zawierajcego 149
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aa i z domeny centralnej zbudowanej z 515aa, pajsE dwanécie tzw. ramion powtérze
aminokwasowych homologicznych z biatkaarimadillo u Drosophila Strukturalnie g one
zbudowane z trzech spirali alfa twaecych razem superspicali biora udziat w
konkurencyjnym dczeniu wielu biatek - do cytoplazmatycznej domenkafheryny, biatka
APC (angAdenomatous polyposis colgksyny (angAxin) i kompleksu transkrypcyjnego LEF
(ang. lymphoid enhancer factyCF (ang.T cell facto). Domereg C-koncowa B-kateniny
buduje 108 &4 p-katenina degradowana jest przy udziale aksynyszwej rusztowanie
biatkowego kompleksu degradacyjnego, odpowiednioagarzujac wraz z biatkiem APC,
kinaza kazeiny 1 i GSK3. W sytuacji braku liganda Wntnazy fosforylup N-koniec B-
kateniny, co umdiwia jej rozpoznanie przez podjednost-Trcp ligazy ubiquitynowej E3 i
degradagj w proteasomactRycina 3A).

W przypadku aktywacjisciezki kanonicznej przez wranie Wnt z receptorem Frizzled i
koreceptorami LRP-5 i -6 (angow Density Lipoprotein-Receptor Related Protgisischodzi
do rekrutacji biatka Dvl (angdishevelledi fosforylacji koreceptorow LRP, a naghie
rekrutacji do nich kompleksu aksyny. Zmiany te paola do zahamowania mediowanej przez
aksyre fosforylacji i degradacijp-kateniny. Stabilizacja i akumuladfakateniny w cytoplazmie
komorki utatwia jej transport doagra komoérkowego i poprzez tworzenie kompleksu z

TCF/LEF, nasila eksprespktywowanych przez Wnt, zdych genow Rycina 3B).

A WYLACZONY B aAkTywNy

LRP5/6 [ LRP5/6
'| 'Frizzled
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{__P-katenina )
— — — —
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Wnt zalezne geny A

Rycina 3. Skiadniki drogi sygnatowej Wpitkatenina; wyiczona (A) i aktywowana (B)

Sciezka kanoniczna drogi sygnatowej Wnt (na podstaftiemodyfikowany; opis w tekie).
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Poszczegdlne ligandy Wnt (19 bogatych w cystejlikoprotein) zakwalifikowano do dwoch
grup. Grupa pierwsza zawiera glikoproteiny transigpce o widciwosci onkogennych
zZwigzane zesciezka kanoniczm, m.in. Wnt-1, -3A, -8 i 8B. Drug gruge stanowi
glikoproteiny nietransformage, aktywujce sciezke niekanonicza, o0 dziataniu
przeciwstawnym do ligandéw grupy pierwszej. Nalelo niej Wnt-4, -5A i 112 Przed
sekrecy do przestrzeni pozakomorkowej biatka Wnt przechditzne modyfikacje w aparacie
Golgiego (m.in. glikozylacja, palmitylacja N-koa) z udziatem biatek transbtonowyth'
Receptor szlaku Wnt nate do jednego z dziegiiu bialek z rodziny receptorow Frizzled
(Fzd). Jest transbtonowym biatkiem z siedmioma dwnd, zbudowanym z 565 aa,
identycznym w 56% z Fzd Drosophila. Kodowany jest na 17 chromosomie - 17q2121.
Glikoproteiny Wnt dla aktywacjsciezki oprécz wiazania s¢ z receptorem Fzd, wymagaj
wspoétdziatania dwoch koreceptoréw, wspomnianychhjiatek LRP-5 i LRPE® Interakcje
biatek Wnt z receptorem Fzd mp@y¢ modulowane przez antagonistow receptora. Pierwsz
grupe antagonistow stanowi rodzina bialek sSFRP (aegreted frizzled-related protgjrbiatko
WIF-1 (ang.Wnt inhibitory factor-} i biatko Cerberus Wiaza si¢ one z Wnt, co unienitiwia
im aktywacg receptora Fzd i hamugeiezke kanonicza i niekanonicza. Drug grup; stanowi
rodzina biatekDickkopf-Dkk oraz Wise/SOSTktore przyhczap sic do LRP-5 i LRP-6 i
uniemaliwiaja tworzenie kompleksu ralzy receptorami Fzd i koreceptorami, haou;
sciezke kanoniczm''® Biatko Dkk przez interakcje z przezbtonowymi biatkadiremeni
(Krm1) i Kremen 2(Krm 2) oraz z receptorem LRP-6 motworzy potrojny kompleks,
promujcy endocytoz receptora LPR-6 i w ten sposéb ograniciggo dostpnasét®. Biatko
Shizahamuje szlak Wnt w innym mechanizmie, blakujransport receptora Fzd w gbie ER.
Hamupcy wpltyw na szlak Wnt wykazuje taé kilka wielozadaniowych biatek, m.in. biatko
Nodal biatko BMP (angbone morphogenetic protgioraz IGFBP 4 (angnsulin like-growth
factor binding protein 4)Biatka Nodal i BMP 4cza sie z Wnt i w ten sposéb unierdowiaja
jego interakcje z Fzd, natomiast IGFBR&zc sk z Fzd i LRP, blokujc mazliwos¢ ich
intereakcji z Wnt.

Agonistami szlaku Wntasbiatka Norrin i R-spondin(Rspq. Biatko Norrin jest specyficznym
ligandem dla Fzd 4°, Rspodziata synergistycznie z Wnt na receptory Fzd R ale

szczegO6towy mechanizm nie jest jeszcze catkowigi@dmiony.
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Indukowana przez Wnt fosforylacja LRP jest kluczowymomentem aktywacjgciezki
kanonicznej. LPR-5 i -6 posiadapig¢ motywow zawieragjcych powtorzenia PPPSPxS (P-
prolina, S-seryna lub treonina) i to one $mie zostaj fosforylowane przez GSK3 i CK (ang.
casein kinasg stanowiac miejsce dczenia z kompleksem aksyny. Ciekawy jest dualizm
czynnaciowy wyzej wymienionych kinaz, ktore przy braku aktywadjopuja degradag -
kateniny, natomiast po stymulacji Wnt prowadz koncowym efekcie do jej akumulacji w
cytoplazmie. Fosforylowane PPPSP aktywkpmpleks aksyny. Dochodzi do fosforylacji
kolejnych PPPSP, co stanowi mechanizm ,wzmacniagdezki Wnt'*,

Wzbudzenigciezki kanonicznej indukowanej przez Wnt odbywe, $ak wspomniano poprzez
receptor Fzd, ktory tworzy kompleks Fzd-LRP-6. Fpizez domeg PDZ werbuje
cytoplazmatyczne biatkdvl. Biatko to przez swaj domer DIX oraz prawdopodobnie
multimeryzacg, werbuje kompleks biatka aksyny 1 aktywuje GSK3 dosforylacji
znajdupcych s¢ wewmtrzkomérkowo motywow PPPSP koreceptora LRP. Prowsmzlo
hamowania fosforylacjp-kateniny, jej eliminacji i kumulacji w cytoplaznifé. Biatko Dvl
posiada trzy konserwatywne domeny nazywane DIX, PIEP. taczy sk z nim okoto 18
biatek DAPs (angDvl-associated proteinsNaleza do nich biatka Nkd, Idax, Frodo, Dapper,
GBP/Frat, Stbm, Daam1, Pricle, ktére madctywowa lub hamowa sygnalizacje Wnt?®
Cytoplazmatyczny pozionf-kateniny kontrolowany jest przez wielobiatkowy kpleks,
ktorego rusztowaniem jest biatko aksyna lub jegoblog - konduktyna (angconductir).
Aksyna arapuje kompleks biatek biacych udziat w fosforylacji i piniejszej degradacijs-
kateniny. Oproc$-kateniny posiada domeny ahce biatko APC, GSK3, CKdle, biatkoDvl i
fosfataz 2A (PP2A). Gtown funkcja kompleksu jest promowanie fosforylacji N+#aa [3-
kateniny, co umdiwia jej rozpoznanie prze-TrCP - sktadnik ligazy ubikwitynowej E, a
nastpnie degradagj w proteasomach. Fosforylacjgkateniny przebiega dwuetapowo. W
pierwszym etapie nagiuje fosforylacja seryny w pozycji 45 (SER przez CKi/e, a
nastpnie SER®, SER’ i THR* przez GSK3. Dla skutecznej degrad#ckateniny wszystkie
cztery miejsca muszulec fosforylacjt*. W regulacji fosforylacjip-kateniny bierze udziat
takze biatko Diversin. Posiada ono osiem powtofzéragmentuankyrin na swoim N-kacu.
Podczas gdy Ckd wiaze sk bezpdrednio z aksym CKle wigze sk z fragmentemankyrin
biatka Diversin formujac kompleks degradacyjny. Aksynaaie st z Diversin w tym samym

miejscu co z GSK3, jednak nie konkuraje soh, lecz tworza wspdolny kompleks zwkszapcy

36



ich aktywndé. Diversin utatwiapc fosforylacg B-kateniny, hamujéciezke kanonicza Wnt'2>,
Cytoplazmatyczny pozionf-kateniny kontroluje rownie biatko WTX (ang. Wilms tumor
gend*?®. Kodujacy go gen znajduje sina chromosomie X, a jego brak wystje u dzieci z
guzem Wilmsa. WTX wize sk z aksyn, APC, B-kateniry i B-TrCP utatwiajc degradagj p-
kateniny. Aksyna poprzez wdanie z CK1 utatwia tale fosforylacg biatka APC, co zwiksza
jego aktywné¢. Natomiast GSK3 jako wielozadaniowy enzym, odpalaiaza fosforylag)
wielu biatek, m.in. APC i aksyny, zwekszapc ich aktywné¢. Hamowanie GSK3 ne
zachodz poprzez biatko wizace GSK3 — GBP (angGSK binding proteip Mutacje czy
zmiany ekspresji gendw GSK3 nieg sz¢stym zjawiskiem znajdowanym w guzach
nowotworowych?’. Fosforylacjap-kateniny przez GSK3 jest znacznie bardziej wydajna
obecndci aksyny, a nadekspresja konduktyny zmaozzwkksza degradagj p-kateniny.
Aksyna i konduktyna w 45% zbudowang & tych samych aminokwasow, wykazujdzna
ekspresj w rozwoju embrionalnym, z wszechobecaksyra i scisle okrelona lokalizacph
konduktyny w niektérych tylko tkankach. Ekspresfm#@uktyny w przeciwigstwie do aksyny
jest czsto podwyszona w guzach odinicy, watroby czy jajnika. Promotor genu konduktyny
zawiera funkcjonalnie miejsce awania TCF. Konduktyna stanowi element ujemnego
Ssprzzenia zwrotnego zwranego z cytoplazmatyczrakumulacy B-kateniny. Zwgkszona
ekspresja konduktyny nie by uzytecznym wczesnym markerem diagnostycznym niektoryc
nowotworéw indukowanych szlakiem Wpikatenind®,

Kolejnym biatkiem biogcym udziat w tworzeniu kompleksu destrukcyjnegixateniny jest
biatlko APC. Mutacja genu APC zostala zidentyfikowanv rodzinnej polipowatei
gruczolakowatej (ang.familial adenomatous polyposis, FAP wrodzonej chorobie
charakteryzujcej sk rozwojem tysicy polipéw jelita grubego, prowaglzej do rozwoju raka
okreznicy. Gen APC zawiera 21 egzondw kaghyich 2843 aa. W centralnej gzi APC
zawiera trzy 15-aa i siedem 20-aa powtarZgtanows one miejsca vazaniap-kateniny. Trzy
powtdrzenia aminokwasowe zawigygg@ w swoim rdzeniu tzw. motyw SAMP (SER-ALA-
MET-PRO), 8 odpowiedzialne za interakcje z domeksyny. Posiadajznacaca homologe
do rodziny regulatoréw sygnalizacji biatka G (RE3)Mutacja APC w FAP znajdowatagsi
najczsciej w poblizu koaca 5’ sekwencji kodagej pierwsze powtdrzenie SAMP, powoglj
wypadngcie potowy C-kaca APC, gdzie znajdyj sii miejsca aczenia z aksyn czy
konduktyra prowadac do stabilizacji poziom@-kateniny. Utrata tej eZci biatka, powoduje
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takze utrat kilku sekwencji NES (angNuclear Export Signalistotnych w dystrybuciji APC
pomigdzy jadrem komorki a cytoplazan Moze to mi€ podstawowe znaczenie dla dziatania
APC, ktére zwiksza eksporf-kateniny z gdra komorki i hamuje tym samym jej wptyw na
transkrypcg gendw’. Sugeruje s ze APC mae take ochrania B-katenire przed
defosforylacy katalizowam przez PP2A. Mge tez utatwia® usuwanie fosforylowanep-
kateniny z paiczen z aksyna i w ten sposéb utatwiajej degradagj i tworzenie miejsca dla
nowego cyklu fosforylacjp-kateniny.

W funkcjonowaniu kanonicznejsciezki szlaku Wnt podstawowe znaczenie ma
cytoplazmatyczna stabilizacja i akumula@j&ateniny, jej transport dagra komdrkowego,
pofaczenieB-kateniny z czynnikiem transkrypcyjnym TCF/LEF ityakacja transkrypcji gesw
zwiHzanych ze1cieQKH Wnt. JHdrowa lokalizacjg-kateniny jest niezginym regulacyjnym
sktadnikiem kanonicznej drogi Wnt, jednak doktadmgchanizm transportfi-kateniny do
jadra nie jest w petni wyfgmiony. Wczéniejsze badania sugegujidziat w tym procesie NLS
(ang. Nuclear Localisation Signgl niezalenie od udziatu biatkamportin, lecz w wyniku
bezpdredniej interakcji z biatkami poréw blonydrowe]**. p-katenina ulega przemieszczeniu
takze w odwrotnym kierunku zaglra komérki do cytoplazmy. Eksport ten odbywa i
polaczeniu z biatkami APC, aksyf® i RanBP3 (ang.Ran binding protein 8%
Przemieszczenig-kateniny z gdra komérkowego do cytoplazmy uniesiwia aktywacg
transkrypcji genéw zaimych od Wnt i prowadzi do jej degradacji. Badariazowezywych
komorek dowodz, ze aksyna i APC zwkszap cytoplazmatyczspy a TCF4 i BCL9/Pygopus -
jadrowa ekspresj p-kateniny, lecz jest to raczej efektem gromadzgejaw odpowiednim
kompartmencie @i zwickszenia transportd’. Nowe badania wskazujna konieczng:
aktywacji matych GTPaz — Rac-1 (afps-related C3 botulinum toxin substratead procesie
jadrowej kumulacjip-kateniny. Tworz one razem z JNK2 (andgun N terminal kinase)2 -
kateniry potréjny cytoplazmatyczny kompleks powogtujfosforylaci SER i SER® w
czasteczce B-kateniny, ulatwiaic jej w ten sposéb transport dadia komorkt® . Po
przemieszczeniu doadra komorki, B-katenina wize sk z czynnikami transkrypcyjnymi
TCF/LEF naleacymi do biatek HMGbox (ang.High Mobility Group bok Biatka te poprzez
swojp domer wiaza Sig z DNA i biora udziat w kontroli transkrypciji, replikacji, naprgw
tancuchéw DNA oraz w procesach zwanych ze skcaniem i rozwijaniem nici DNA. U

bezkegowcdw stwierdzono jedynie jeden gen kagyj TCF, natomiast u ssakow wystija
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cztery (TCF1, LEF1, TCF3 i TCF4). Wia sic one z sekwencjami DNA nazywanymi WRE
(ang.Wnt responsive elem@r@/T-C-T-T-T-G-A/T-A/T. W przypadku braku stymulaavnt i
nieobecnéci B-kateniny w jdrze komoérki, TCF/LEF hamuje transkrypcjVnt-zaleinych
genow. Jest wC jej inhibitorem, natomiast po pakeniu z B-katenira promuje ich
transkrypcg stapc sk jej aktywatorem. TCF/LEF posiada cztery domenykdideowa wiazaca
B-katenirg, domer centralm, domer HMG wiazaca DNA, ktora zawiera tate sekwencje
sygnatows NLS oraz diugi odcinek C-Kmowy**®. Drugim elementem wspétdziadaym z
TCF w hamowaniu transkrypcji Wnt-zateych biatek, s biatka Groucho (Grg-1-2-3-4-5) u
Drosophilg i homologiczne biatka u ssakéw, tj. TLE-1-2-3-4ng. For transducin-like
enhancer spljti hAES (angFor amine terminated enhancer splitzw. ,dtugi” Groucho-1-2-
3-4 zawierajcy pig¢ domen jest represorem transkrypcji, natomiast thtéGrg-5 i hAES
ktore zawieraj jedynie dwie domeny, nie wykaauptasciwosci korepresyjnych a wcz
przeciwnie, promuj szlak Wnt. Mechanizm hanmugy transkrypagj poprzezGrouchdTLE jest
powiazany z histonow deacetylaz RPD3 z wgkszej grupy HDAC-1 (ang histone
deacetylasgp Pohkczenie deacetylazy z promotorem genu powoduje zmismuktury
chromatyny, przez uswuie grupy acylowej z lizyny znajdagej sk na N-kaicu taacucha
rdzenia histonu, co skutkuje powstaniem bardzidgjieglstruktury chromatyny i represj
transkrypcjt®”. Przyhczeniep-kateniny do TCF odwraca represjpromuje transkrypej
Odkryto wiele koaktywatoréw kompleksu T@Ftatenina, 4czacych s¢ z obydwoma kacami
B-kateniny. Do kéca NH: p-kateniny hcza sie biatka Legless/BCL9 (Lgs) i Pygopiis
Natomiast do kaca COOH B-kateniny przydczap sic biatka zwhzane z remodelingiem
chromatyny jak - p300/ CBP (andCREB binding prote)t*° Brg-1}*° TRRAP (ang.
transformation/transcription domain-associated @ioy i MLL1/MLL2 (ang. mixed lineage
leukemia™** oraz biatka uczestnigge w inicjacji transkrypcji jak parafibromin/hyrax
komponenty kopmleksBafl (ang.polymerase-associated faciti¥, TBP (ang.TATA binding
protein)**® czy helikazyPontin52i Reptin52**

Biatkami hamujcymi i wytaczapcymi transkrypgi Wnt-zaleenych gendw s biatka APC i
CtBP (angC-terminal binding protein Mechanizm ich dziatania me by dwojaki. Pierwszy
zZwigzany jest z palczeniem APC i CtBP $-kateniry oraz odwréceniem jej patzenia z

TCF*. Drugi, w ktérym CtBP wize si z bezpérednio z TCF, hamuaf ekspresj
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odpowiednich gen6W®. Ponowne wylczenie genéw zwrane jest ze stabilnym pokeniem z
biatkamiGrouchoi HDAC-1.

Kompleks TCHj-katenina aktywuje ponad 130 gendw reqadygch wiele podstawowych
funkcji komorki, m.in. proliferag, réznicowanie i aktywné komorek macierzystych.
Interesugcym jest fakt,ze wsrdd nich g takze geny sktadnikow szlaku Wnt jak Fzd, LRP-6,
konduktyna(aksyna-2), TCF/LEF, antagonidiwl — biatkoNaked biatkaDKK1 i Rspo W ten
sposob za pomacsprzzzenia zwrotnego dochodzi do regulacji dziatania lazlaindukcja
konduktyny,DKK1 i Nakedoraz supresja Fzd i LRP-6 tworzy ujemne gpenie zwrotne, zZa
indukcja Respo i TCF/LEF dodatnie, wzmacaqiaj Wnt, opisane m.in. w kancerogenezie jelita
grubegd®’.

Do najbardziej znanych onkogendéw kontrolowanycteprizompleks Wnf-katenina naley C-
myc i cyklina D1, ktérych promotory posiadamiejsce wizana TCE®'*® Zwickszona
aktywnas¢ C-myc prowadzi do hamowania biatka p21, inhibitGraazy zalenej od cyklin
(ang. cyclin-dependent kinase, CpKco stymuluje progresjcyklu komérkowego w fazie
G1/S™°. Cyklina D1 kczac sk z CDK4, aktywuje bezpoednio faz G, cyklu komérkowego.
Na modelu mysim obserwowano wzrost frakcji cytom@pi jadrowej -kateniny, ktory byt
zZwigzany z nasilogp proliferach komérek nabtonka jelita grubego. Prowadzito to do
subkomérkowych przesugi lokalizacji tego biatka i nasilonej ekspresiji Cariycykliny D17,
Zaburzenie regulacji Wnt me prowadzat do kumulacji nieprawidtowych, posiadaych
defekty genomu komorek ta& na skutek zahamowania apoptozy. Biatko surwiwerag.
Survivin jest antyapoptotycznym biatkiem, ktérego promagposiada trzy miejsce wiania
TCF-TBE (ang.TCF binding elemen)s Kompleks TCHjs-katenina zwiksza ekspresjgenu
surwiwiny 6 do 12 razy w rakach jelita grubego, eohrania komorki przed apoptpz
indukowan, ultrafioletent®> Wnt mae utatwid proliferack komérkows przez wzrost
ekspresji czynnikow wzrostu i ich receptoréw. Waelk okeznicy i odbytnicy obserwowano
podwyzszony poziom FGF-18 i aktywacjpromotora jego genu przez kompleks TEF/
katenind>®, Natomiast wzrost poziomu C-MET (arldesenchymal epithelial transition facjor
opisano u pacjentoéw z zespotem polipoweta@odzinnej, a jego obaenie w komdrkach raka
jelita grubego po eksperymentalnym zablokowaniu T®#naza tyrozyny C-MET jest
receptorem HGF (andiepatocyte growth factipr ktory promuje proliferagj komorek, ich

ruchliwos¢ i inwazyjnas¢™. Stymulacg angiogenezy, niezbnej dla wzrostu i tworzenia
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przerzutow guza, powodowat ggodwyszony poziom VEGF w rakach kolorektalnych,
spowodowany tate dziataniem kompleksu TQFkatenina™. Geny kodujce kilka proteaz
zwiazanych rozktadem macierzy zestrzkomorkowej, jak metaloproteinazy, tj.
matrylisilMMP7 i MMP26 g zwiazane zesciezka kanoniczm. Utatwiaja one naciekanie i
wzrost guzow, a co ciekawe nagksza gdrowa kumulacj@-kateniny razem z MMP-7 obecna
jest w miejscu tzw. frontu inwazyjnego rakéw jelifaibegd®.

Zdolnas¢ do przemieszczania i tworzenia przerzutow przenddi nowotworowe jest tade
zwigzana ze stymulagjekspresji biatek adhezyjnych i macierzy pozakoroamy w sposob
TCF-zaleny. Biatko CD44 biogce udziat w tworzeniu przerzutow przez jego intejakz
proteoglikanami, wykazuje znacznie zkszory ekspresj w skupieniach nieprawidtowych
dysplastycznych komorek krypt jelitowych, jak i éak jelita a jego synteza regulowana jest
przez ukiad biatek TC¥'.

B-katenina i jej analog plakoglobina indukupkze ekspresj biatka NrCAM (ang.neural cell
adhesion molecujewn rakach jelita grubego i czerniaka. Jakastzczka adhezyjna naleono
do nadrodziny immunoglobulin i wygiuje take poza uktadem nerwowym. Bierze udziat w
komunikacji medzykomoérkowej. Jest elementem regabym migracg komorek poprzez
sygnalizagi pomkdzy wewntrzkomérkovs domem a aktynm cytoszkielettr® Takze
promotor genu f&cuchay2 lamininy-5 (Ln5y2) zawiera miejsce wrania TCF i jego ekspresja
zwigzana jest ze szlakiem kanonicznym Wnt. Lamininaf i y tworzy heterodimerowy
kompleks, ktory jest podstawavglikoproteiry przestrzeni midzykomorkowej - blaszki jasnej
w blonie podstawnej. Syntetyzowana przez komorkitorakowe, bierze udziat w regulacji
roznicowania, podziatébw i migracji komoérek oraz sygratji miedzykomorkowej. Lacuchy
wykrywany jest cgsto w zigliwych guzach, a jego ekspresja jest traktowanao jaky
prognostyk ztéliwosci®®.

9.2.Szlak Wnp-katenina a hepatokancerogeneza
Udziat kanonicznej i niekanonicznggiezki sygnatowej Wnt/Fzd w hepatokancerogenezie jest
opisywany przez tnych badaczy®'}162163.164.165166.167.168 joqnym 7z  najegciej
opisywanych mechanizmow aktywacji kanoniczémgzki sygnatowej w HCC jest aktywacja

B-kateniny poprzez mutacje genu CTNNB1. Towarzysayu nadekspresja/represja innych
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gendéw zaangamwanych w przekazywanie sygnatow dgdra komoérkowego, co skutkuje
zwigkszory komaorkow proliferacp, migrach i inwazja komorek.

Cechy charakterystycznna poziomie molekularnym, opisywaw HCC i hepatoblastomgu
dzieci) jest gdrowa lub cytoplazmatyczna akumula@fkateniny, obserwowana przynajmniej
w czesci tych rakow®h104103189 wykazywano zwizek takiej lokalizacji biatka z bardziej
nasilory aktywndicia proliferacyjm hepatocytéw oraz krétszym czasem pyzia pacjentow®
lub wrecz przeciwnie - mniejszinwazyjngcia HCC i diuzszym 5-letnim czasem pragia®®
Dosy wczenie zasugerowano iamole endogennejwild-typd p-kateniny w porownaniu z jej
forma zmutowam. Zmutowana forma tego biatka miatabyc¢bgbecna w podtypach HCC o
lepszej prognozi&®. Jadrowa lokalizacjg-kateniny mae by¢ indukowanaiciezka sygnatovq
TGF-3, odpowiadajc za transdyferencjagjneoplastycznych hepatocytow do niedojrzatych
komoérek progenitorowych atroby*®’. Obserwowano przy tym korelacjmiedzy jadrowa
ekspresj p-kateniny a inwaz guza czy nawrotami HCC po przeszczepigtraby®’. W
przypadku HCC opisywano ta& dwy odsetek chorych (62%) z merowa akumulacy B-
kateniny (cytoplazma/btony komérkowe), wskaupa heterogenne mechanizmy prowaez
do nadekspresji tego biatka w HE¢

Czestas¢ mutacji gentB-kateniny w HCC waha siod 8-30%°41%® cha: podawanesi wyzsze
odsetki — powyej 40% HCC®. Taniguchi i wsp. mutacje genu CTNNB1 wykryt w 1896C

i w 70% hepatoblastoma Byly to gidbwnie mutacje punktowe, a ponad potowa
hepatoblastomamiata delecje. Okoto potowa HCC z mutacjami aksyhyi konduktyny
wykazywata akumulagj B-kateniny w jdrze komorkowym, cytoplazmie lub na btonach
komérkowych .

Wickszas¢ obserwacji wskazuje na faktz imutacje w olbgbie CTNNB1 wyskpuja w
pézniejszym okresie rozwoju rakaawoby, a adrowa akumulacg B-kateniny wykrywano we
wczesnych stadiach HCC, sugawjnne, poza mutacjami mechanizmy stabilizacji tbgdka
162171172 Na modelu myszy transgenicznych wykazagrgwa lokalizacy p-kateniny tylko w
postaciach histologicznyctadenoma oraz wysoko zréinicowanych rakach o fenotypie
eozynofilowym, co réwniz wskazywato na fakt, zi aktywacja szlaku Wrfitkatenina z
translokacj biatka do jdra komérkowego jest wczesnym etapem kancerogéffezy

Z biegiem lat i wykonywanych bafdawyrézniono dwa podtypy HCC, w zaleosci od

molekularnych zmian dotyazych szlaku Wnf-katenina. Pierwszy - z mutacCTNNB1
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charakteryzuje siwzmazona ekspresj watrobowo-specyficznych ,celéw” (angargef). HCC
tej podgrupy s dobrze zrénicowanymi guzami, o niskim stopniu glevosci histologicznej, ze
stabilngcia chromosomow i dolar prognoz. W drugim podtypie HCC, gdzie rowrigest
aktywowana sciezka Wntfp-katenina, nie stwierdza ¢si mutacji B-kateniny. Guzy te
charakteryzy sig dwa dysregulag funkcji klasycznych biatek szlaku Wnt, znacznym
stopniem niestabilri@i chromosomoéw, agresywnym fenotypem i zz@ine g preferencyjnie z
zakaeniem HBV'2174

Co ciekawe - ch® udziat 3-kateniny jest kluczowy w rozwoju embrionalnymatvoby i w
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procesach regeneracji naglzr >, aktywacja samedp-kateniny nie wystarcza do zainicjowania

per se procesu hepatokancerogenezy, co wykazano na nobdefavierzcych®®*%
Obserwowano jedynie przejowa hyperplazg hepatocytbw, bez rozwoju ognisk
nowotworzenia’®,

Aktywowana B-katenina mge natomiast wspotpracowaz innymi sciezkami onkogenezy,
takimi jak insulina/IGF-1/IRS-1/MAPK, H-RAS, MET, KT czy ze zwiazkami chemicznymi,
ktére inicjup kancerogenez jak to obserwowano na modelu mysifit’’ Eksperymentalnie
wykazano rownig, iz zmutowana form@-kateniny nie wystarcza do zapatkowania procesu
tworzenia HCC, chgo promuje w inny sposob (zytiszanie niestabilrf@i chromosomow,
wzmachianie dziatania innych onkogendW®)Co zdumiewajce, wykazano nawet zjawisko 7-
krotnego wzrostu formowania guzOwatnoby u myszy pozbawionych gerfitkateniny (z
nokautemCTNNB2J w poréwnaniu z kontrat’® Paradoksalnym wydajeesfakt, ze zaré6wno
obecné¢ zmutowanej formyB-kateniny, jak i brak3-kateniny (ild type nasila indukowaam
poprzez DEN (ang.diethylnitrosaming hepatokancerogengzu myszy®® Mechanizmy
tworzenia HCC u myszy z nokautem gdghkateniny g nieznane.

Ostatnie badania wskaaujowniez na udziat szlaku Wrfifkatenina w procesie samoodnowy
(ang.self-renewdl i ekspansji wtrobowych komorek macierzystych inicgoych rozwéj HCC
(tzw. liver cancer stem cells, CSIC&aburzenia ekspredj-kateniny mog wigc prowadzt do
rozwoju HCC przez jej regulagy wptyw na komorki macierzyste i powstanie spezfie
watrobowych CSCs. Istnigj dowody eksperymentalne na preferengypktywacg szlaku
Wnt/B-katenina take w obebie puli komérek macierzystych dojrzatejatnoby, zwanych
komdérkami owalnymi (angoval cellg lub progenitorowymi komorkami atroby (ang.hepatic

progenitor cells HPCs) w regeneragej watrobie'’®. Podobniesciezki sygnatowe TGHB,
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Notch i Hedgehogaselementami kontroli rnicowania, dojrzewania i proliferacji komérek
macierzystych, ktére bigrudziat w procesach regenerddi Jako komérki progenitorowe
posiadaj zdolng¢ do niepohamowanego podziatu, co czyni je podobndmi komérek
rakowych i sugerujeze zaburzenidcistego nadzoru nad ich podziatami zadoy¢ przyczyrm
rozwoju HCC. Fakt ten potwierdzono badaniami na efmch zwierzcych®. Choroby
watroby prowadzce do rozwoju raka ¢sto take prowadz do aktywacji HPCs, co nie
sugerowa, ze ta widnie grupa komoérek jest punktem gig do rozwoju rak&? W znacznym
odsetku HCC stwierdza ¢sijeden lub wcej markerow HPCs, ktoreasnieobecne w
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normalnych dojrzatych hepatocytd€ W stymulowanych do proliferacji komérkach
owalnych stwierdzono wzrost indukowanej przez WrmteBosforylowanep-kateniny w jdrze
komorkowym i zwekszory aktywna¢ transkrypcyjm szlaku WNTB-katenina/TCF oraz
aktywacg cyklu komérkoweg8>. W innym badaniu, w ktérym indukowano aktywaci
komorek owalnych u gryzoni, stwierdzono zWszory ilos¢ catkowitej i aktywnej
(defosforylowanej) formyp-kateniny, zlokalizowanej w cytoplazmie ddrze komorkowym,
chat w otaczajcych hepatocytach dominowata lokalizacja btonowaigkszonej ekspresj-
kateniny towarzyszyto zwkszenie Wnt-1 w gsiadupcych hepatocytach oraz zakiszona
ekspresja receptora Fz-2 w komdrkach owalnychrigedénie zmniejszenie WIF-1, inhibitora
Wnt. Dodatkowym dowodem na udziat szlaku \Prkatenina w proliferacji komérek
owalnych byto zaobserwowanie dramatycznego zmregjszliczby tych komérek w atrobie
gryzoni pozbawionych gerfitkateniny w komérkach HepCTNMB18®

Sygnaly szlaku Wnt-katenina mog takze wptywa na mikrgrodowisko HCC i w ten spos6b
odgrywa: role w przezyciu i wzrdicie komérek neoplastycznyt

B-katenina i E-kadheryna jako skiadniki drogi sygmeaj Wnt, znalazty sirowniez na liscie
surowiczych markeréw hepatokancerogeri&zyObserwowano znageo wyzsze sizenia 4
biatek, w tym B-kateniny i E-kadheryny w surowicy krwi pacjentowHCC (zwhzanym
etiologicznie z zakseniem genotypem 4 HCV) i z marski watroby w poroéwnaniu z
chorymi z przewleklym zaka&niem HCV i kontrad*®’. Skzenie samep-kateniny byto istotnie
wyzsze w HCC w poréwnaniu z marskm watroby i pozostatymi grupami badanych chorych.
Uznano je w tych badaniach za bardziej specyfidzegulszy marker w rinicowaniu HCC i
marskadci watroby ntz rozpuszczalp forme czsteczki ICAM-1 (ang.ntercellular Adhesion

Molecule-).
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Reasumujc najnowsze dane na temat rétiezki Wnt/B-katenina w hepatokancerogenezie,
mozna uznd, ze obie drogi Wnt - kanoniczna i niekanoniczrakemplementarne w tym
procesie, przy czyrfi-katenina wydaje giby¢ wazna w inicjowaniu vgtrobowej onkogenezy, a
w dalszych etapach uruchamiana jest niekanoniézirzka tego szlakt®

9.2.1. Szlak Wnp-katenina w hepatokancerogenezie na tle zakia HCV
Badania na udzialem HCV w kancerogenezigtrebowe] poprzez modulowanie drogi
sygnatowej Wnf3-katenina g prowadzone od lat 90-tych XX wieku. Patkowo wykazywano
obecndé¢ jadrowe] akumulacjip-kateniny w HCC na tle zakania HCV w powizaniu z
mutacjami genuB-kateniny, ktére obserwowano w zmiennym odsetkijgpagw z HCC®
Dopiero badania w modelm vitro pozwolity na wyj&nienie interakcji biatek HCV i drogi
sygnatowej Wnfi-katenina. | tak, na liniach hodowanych komérek HEE&pG2) wykazano,
ze zardbwno samo biatko NS5A, jak i cata poliproteif@V odpowiada za wzrost pozionfid
kateniny (akumulacja i stabilizacja biatka, zmraeysa degradacja w proteasomach) w
komorkach z eksprestych produktow genomu HCV. Napbwato to w mechanizmie redukcji
aktywnaici czynnika transkrypcyjnego FKHR (arfgorkhead Transcription Factn wzrostu
fosforylacji GSK-3$ (zahamowania aktywsoi enzymu§®. Podwy:szony poziong-kateniny w
komérce wynikat wic z aktywacji sciezki PI3K/Akt. Prowadzito to do zwkszonej
transkrypcji gendw zaimych odp-kateniny i miatoby utatwi& nowotworows transformagj
HCV-zakaonych hepatocytow. Udziat biatka NS5A w aktywacjpgi sygnatowej Wnf-
kateniny potwierdzono w géiejszych badaniacff, gdzie wykazano bezpedni aktywacg
endogennej niefosforylowaneyild-type pB-kateniny przez biatko NS5A i kolokalizacjobu
biatek w cytoplazmie komérek HepG2. Zostat potwienay mechanizm akumuladjikateniny
na poziomie biatka, tj. rowniepoprzez inaktywaej GSK-3B. Dodatkowo badacze ci dowiedli,
ze biatko NS5A mee bezpérednio wspotdziaka z B-katenim poprzez swéj koniec aminowy i
region ARM 1-6B-kateniny®®. Autorom udato si réwniez wykaza, ze koniec aminowy NS5A
dziata na TCF-4-zalma aktywna¢ transkrypcyjm. Aktywackg sciezki Wnt/B-katenina w
liniach komdrkowych hepatoma wykazano niedawno réwnie oddzielnie dla biatka
rdzeniowego (biatko C) HCY®. Podobnie jak w przypadku biatka NS5A, réwnieiatko
rdzeniowe HCV zwikszato TCF-zalena aktywnad¢ transkrypcyjm, nasilalo ekspresj i
stabilizowatop-katenirg na poziomie biatka w komérkach Huh7 poprzez inaldgie GSK-33.
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Bylo odpowiedzialne za zwkszenie proliferacji komorkowej i promeoyvzrostu guza atroby
wskutek dodania do hodowanych komérek jednegoantigw szlaku Wnt, biatka Wnt-3%.
HCV wptywa réwnie dwojako na ekspresje-kadheryny, p&rednio przez modulagjsciezki
Wnt/B-katenina, a udziat bezgedni zaleny jest od biatka rdzeniowego HCV. Biatko C
zmniejsza ekspresjE-kadheryny na poziomie transkrypcyjnym poprzepemgnetylags wysp
CpG w promotorze genu CDH1 i hamowanie w ten spgsjatyntezy®*%

Niedawne badania dowoglz udzialu HCV réwnie w przemianie nabtonkowo-
mezenchymatycznep(g. epithelial-mesenchymal transitideMT), opisanej w dalszej ei
Wstepu. W hodowli komérek pierwotnego rakaatwoby zakaonych genotypem 1b lub 2a
HCV wykazano wzrost ekspresji licznych markeréw EMT.in. wimentyny, biatek: snail, slug
I twist oraz spadek ekspresji E-kadheryny. Hepdio@akaone HCV zmienialy fenotyp,
cechowaly si wyzsz ekspresgj biatka specyficznego dla fibroblastow 1 (ardproblast-
specific protein 1 FSP-1) i mialy wysze poziomy fosforylowanej (a gd aktywnej) B-
kateniny (Setf?)'®2

10.Rola kompleksu E-kadheryrfiakatenina w fizjologii i patologii

10.1. Kompleks kadheryna/katenina jako nabtonkowa bariera
B-katenina petni w komorce podwa@jmrole. Oprécz opisanej wcgriej kanonicznejsciezki
szlaku Wnt, gdzie reguluje transkrypcjvielu gendw biogcych udziat w proliferacji i
roznicowaniu komorek, peini tak rok w kontroli przylegania i migracji komérek, jako
element buducy pohczenia midzykomérkowe w kompleksie z E-kadhesyt. Pohkczenia
migdzykomorkowe determingjich polarndé, sa niezlzdnym elementem pozwalgym na
integralnd¢ tkanek, ich rozwdj i dojrzewanie. Urdaviaja interakcje i przekazywanie
sygnatow pomgdzy sisiadupcymi komérkami oraz medzy nimi a macierg pozakomorkow.
Ostabienie przylegania komérkowego #imo prowadzi do zaburzenia kontroli cyklu
komorkowego, do oddzielenia pojedynczych komoérekogaiska pierwotnego, co stwarza
warunki do powstawania przerzutow nowotworowychasieczki adhezyjne w komérkach
nowotworowych umgliwiaja przyleganie i przechodzenie przeziare naczynia oraz
stymuluj angiogeneg utatwiajc tworzenie ogniska przerzutowéedb
Za adhezj komorkows odpowiedzialne @ komorkowe casteczki adhezyjne (angeell

adhesion molecules, CAMZnanych jest okoto sto zdych castek CAMs, ktére na podstawie
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roznic w budowie molekularnej zaklasyfikowano doegdii rodzin: kadheryn, integryn,
selektyn, czsteczek z nadrodziny immunoglobulin I-CAM, oraz y@@nu rgnicowania
komérkowego, CD4#*1%

Kadheryny nie s jednorodi grup biatek. Zostaty po raz pierwszy zidentyfikowaneiok30
lat temu. Molekularna analiza pozwolita zidentyfka cak rodzire kadheryn posiadagych

w swojej zewatrzkomorkowej czsci powtdrzenia (angcadherin-repeat&£C1-EC5), swoist
domer tzw. motyw. Zawiera on ujemnie natadowane sekweBdRE, DXNDNAPXF, DXD,
odpowiadajc za wizanie jondw wapnia. Wzrost poziomu ‘€@owoduje wzrost sztywroi
czasteczki, a nagpnie wihzanie do homologicznej kadherymysmdupcej komorki, wap jest
wigc niezlgdny dla odpowiedniego funkcjonowania kadheryn. @laematyczna domena
klasycznych kadheryn jest wysoce konserwatywna.j9dee whzania katenin (angcatenin-
binding sit§¢ zostato zmapowane na 72-aa Gwé@® casteczki E-kadheryny. Cytoplazmatyczny
,ogon” E-kadheryny, nie tylko uczestniczy w intecgch z biatkami cytoplazmatycznymi, ale
réwniez reguluje funkcje kadheryft %

Nadrodzina kadheryn obejmuje $&g@odrodzin. Nalea do nich kadheryny klasyczne (typu I),
atypowe (typu Il), wysipujace w desmosomach - desmokolina i desmogleina, kadteryny i
kadherynaFlaminga Dodatkowo kilka kadheryn zajmuje @tine niesklasyfikowane miejsce
w superodzinie kadheryn. Natetu kadheryna 13, -15, -16, -17, Dachsous, RET, MHGF-

1 oraz wikszai¢ kadheryn bezlkgowcow .

Nabtonkowa E-kadheryna byta piersiszadentyfikowarn kadherya i liczne badania pozwolity
wyjasni¢ wiele mechanizméw reguhgych jej aktywnéé. Wyskpuje w pohczeniach
przylegajcych (ang adherens junctionskomorek nabtonkowych. Natg ona do klasycznych
kadheryn obok N-kadheryny, wysglujacej w tkance nerwowej, P wgsku i R w siatkowce.
Kadheryny g, jak wspomniano glikoproteinami skladeymi sk z czsci
wewrgtrzkomoérkowej, przezbtonowej i zewtnzkomérkowej. Biog udziat w zalenej od
jonéw wapnia regulacji adhezji komorkowej, ale zakv regulaciji tkankowej morfogenezy,
rozpoznaniu i grupowaniu odpowiednich komodrek izynywaniu spojnéci tkanek oraz
koordynacji przemieszczania komét¥k p-katenina wize cytoplazmatyczn domer

kadheryny typu | i przez pstzenie zu-katenim taczy ja z aktyry cytoszkieletuRycina 4).
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cze$¢ zewnatrzkomorkowa czes¢ wewnatrzkomérkowa

B-katenina

5 &

a-katenina

Filamenty aktynowe

Rycina 4. Schemat agteczki E-kadheryny (SP-pro-EC1-EC5) i komplekskaBheryngs-
katenina (na podstawté® zmodyfikowany:; opis w tekie).

Do btonowej domeny kadheryny aze st nastpne biatko posiadage w swojej budowie
powtdérzeniaarmadillo (biatko p120). Jest ono niegine dla stabilizacji E-kadheryny oraz
petni funkcje reguluyjce pohkczenia kadheryny z cytoszkieletem przez interakcjmatymi
GTP-azami z rodziny Rho. Biatko p120 jest czynmkieegulupcym cykl kadheryn. W jego
obecndci kompleks kadheryny jest stabilny, natomiast bgak?0 powoduje usugtie
kadheryny z powierzchni komorki przez internalizaca nasipnie degradag¢j w drodze
endocytozy lub recykling z powrotem na powierzeh@morki®.

Polkczenie kadheryny B-katenira oraz pomiedzyp-katenira a o-kateniry jest regulowane
przez kinazy i fosfatazy. Kinazy GSK33 CK-2 fosforylup koniec NH B-kateniny, co
umazliwia jej degradag w cytozolu. Te same kinazy fosforydujw trzech miejscach
wewnatrzkomorkowy cze$é kadheryny w ohgbie SER® SER®, SER®, zwickszajc jej
powinowactwo dof-kateniny i stabilizujc jednostk E-kadherynowo-kateninaw(ang. E-
Cadherin-Catenin UnjtECCU). W ten sposéb zmniejsza tkze ilos¢ kateniny w cytozolu.
Natomiast fosforylacja TYR? B-kateniny przez cytoplazmatyczkinaz; Fer powoduje rozpad
wiazania pomidzy B i o katenir, a TYR® i TYR®* przez kinaz c-Src i kinaz receptora
EGF - rozpad wizaniaB-kateniny z kadheryn Aktywacja kinaz tyrozynowych powoduje &gi
utrak polaczen migdzykomaorkowych mediowanych przez kadhergmaz zwekszenie ildci p-

kateniny w cytozolu. Fosforylacja tyrozyny w asteczcef-kateniny i rozpad ECCU jest
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rownowaony przez dziatanie fosfataz TYR agicych sgé do B-kateniny i kadheryny.
Niereceptorowa fosfataza PTPB1 (apgptein tyrosine phosphatgseptywa na ECCU
poprzez wizanie do cytoplazmatycznej domeny kadheryny i defgkacje p-kateniny w
miejscu  TYR® co powoduje stabilizagj kompleksu kadheryny i patzen
miedzykomérkowych. Aktywn& PTPB1 jest uzaimiona od fosforylacji TYR? biatka
PTPB1 przez kinaztyrozyny Fer, ktéra odbywaesiz udziatem biatka p120. Feickzy sk z
biatkiem p120, fosforyluje TYR? PTPB1 umeliwiajac jej lczenie z kadheryn i
utrzymywanieB-kateniny w stanie defosforylatjf.

Degradacja kadheryny jest zwwana z biatkiem Hakai, ktore jest ligambikwitynowa E3.
Proces degradacji rozpoczyna sd fosforylacji TYR w czsteczce E-kadheryny, rozpoznania i
pofaczenia z biatkiemHakai i ubikwitynacji. Ekspresja biatkaHakai w komorkach
nabtonkowych prowadzi do rozerwania geEen miedzykomdrkowych, zwikszenia

endocytozy kadheryny i wzrostu mobikebkomork?®.

10.2. Typy paiczei miedzykomorkowych watrobie

Boczne powierzchnie hepatocytéwg segularne i oddzielone ok. 10 nm przestrzeni
migdzykomorkows. Nie kontaktuy sic z naczyniem zatokowym czy kanalikiemitciowym.
Pozbawione @& mikrokosmkéw i posiadaj liczne poiczenia midzykomorkowe typu
desmosomu, obwodki przyleganeofiula adherens obwodki zamykajcej (zonula occludens
ang tight junctior) oraz podcze typunexus(ang.gap junction®®’. Trzy ostatnie typy patze
tworza kompleksy paiczen migdzykomérkowych. Pakzenia typu obwddki zamykgiej leza

w poblizu kanalikdw zétciowych witosowatych i izolaj kanalikowy kompartment od
przestrzeni midzykomaorkowej i zatok wtrobowych.

B-katenina wraz z pozostatymi kateninanmai { y) bierze udziat wraz z E-kadhegyrw
formowaniu obwodek (ptytek) przylegania. Biatko ltakalizuje s¢ gtdwnie po wewntrznej
stronie btony komorkowej i zapewnia potenie E-kadheryny z cytoszkieletem komorki. W
rozwoju watroby komorkows ekspresj B-kateniny oprocz bton komérkowych, obserwowano w
cytoplazmie i gdrach komorkowych hepatocytéw. W dojrzatejtmbie B-katenina wykazuje

wytacznie btonowy ekspresi'’™.
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10.3. Kompleks kadheryna/katenina i przemiana nédtwevo-mezenchymalna (EMT)
Kompleks kadheryna/katenina aktywnie uczestniczy pvzemianach: nabtonkowo-
mezenchymalnej (EMT) oraz mezenchymalno-nablonkowWB|ET), ktére odgryway
szczegdla role w rozwoju embrionalnym, wiéknieniu tkankowym i gresji nowotworéw™,
Proces EMT charakteryzujegsprzechodzeniem zzdicowanych komérek nabtonkowych w
fibroblasty lub miofibroblasty, produkage skiadniki macierzy pozakomorkowej. Komorki
nabtonka trag swoje markerowe biatka takie jak E-kadheryna, KnmaZO-1 (ang.zonula
occludens-1i cytokeratyny, uzyskagr fenotypowe markery komérek mezenchymalnych, takie
jak m.in. wimentyna, aktyna komorek ¢ggmiowych gtadkicha (ang.a-smooth muscle acti;
SMA czy specyficzne dla fibroblastéw biatko-1 (arfproblast-specific protein-1, FSP1
Ponadto komorki o zmienionym fenotypie zaczyn@rodukow& komponenty macierzy
pozakomérkowej, gtéwnie kolagen typu | i fibroneh}®. Konsekwencje EMT sstatwe do
wyobrazenia i polegaj przede wszystkim na szybkiej utracie qoalen komorka-komorka.
Utrata E-kadheryny prowadzi do ,uwolnienif*kateniny i utatwia EMT, a pojawieniecsi
ekspresja E-kadheryny przywraca zmieniony fenotymdrki. Poprzez dynamiczny recykling
kadheryny, wspomniane wczee] biatko Hakai moze modulowa adhez komorkows i brat
udziat w EMT istotnej w powstawaniu przerzutéw naworowyct®’. Pohczenia
migdzykomorkowe mediowane przez kadheryny takze punktem uchwytu dla
metaloproteinazy ADAM (ang.a disintegrin and metalloproteingse ktéra tnie
zewngtrzkomorkowa domer kadheryny ta przy jej czsci przezblonowej, jednoczeie
uwalnia p-katenire i zwigksza jej aktywng&¢ transkrypcyjm, ekspresj genu cykliny D1 i
proliferacg komoérkows”®® Takze wewntrzkomérkowa domena kadheryny meobyé celem
proteolitycznego ecia przez biatkdPresenilin powodujc utrat adhezji komoérkowej i wzrost
ilosci wolnej B i a-kateniny®. Regulacja transkrypcji genéw kadheryny jest azana z
metylach genu promotorowego. Hypermetylacja genu promotegmvprowaddi moze do
zmniejszenia  ekspresji  kadheryny, progresji choroby tworzenia przerzutéw
nowotworowycR®. Biatka regulatorowe zawietgje struktury palcéw cynkowych kodowane
przez rodzin genow Snail i Slug oraz biatko SIP1 (angSmad Interacting Proteink
ujemnymi regulatorami E-kadheryny, poprzez hamowananskrypcji jej genu. Aktywacja
genuSlug jest powazana z aktywagj kanonicznejsciezki p-kateniny, gdy podlega kontroli
TCF/LEF®.
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B-katenina odgrywa rownierole w procesie EMT zalaiym od TGFB i kompleksow palczen
miedzykomérkowycR’”. W nieobecnéci TGF, zaréwno E-kadheryna, jakp-katenina s
degradowane, co wie sk z utrat kontaktow komorka-komaorka. Jednoézie zwigkszona jest
cytoplazmatyczna ,dogpnas¢” B-kateniny i maliwy jej transport dogdra komérkowegd®

10.4. Kompleks kadheryna/katenina a wioknienjgaby

W mechanizmie wioknienia nai@dw, jako kaicowej fazy w wielu przewlektych schorzeniach
cztowieka, a take jako odzwierciedlenia EMT wygiuja zaburzenia ekspresji kompleksu
kadheryna/katenif&. Widknienie nargdowe (w watrobie, ptucach, nerkackisle wiaze sk z
obnizeniem ekspresji E-kadheryny, nadekspreg}-kateniny z jej cytoplazmatyczn
translokacj, co skutkuje utrat polkczen miedzykomérkowych® Zmiany takie opisano
rowniez w komorkach nabtonkadiciowego u pacjentdw z pierwatnmarskdcia zoétciowa
(ang.primary biliary cirrhosig, pierwotnym stwardniagym zapalenim drégotciowych (ang.
primary sclerosing cholangitjs alkoholowym zapaleniu groby?*°.

Szlak WntB-katenina uczestniczy w mechanizmach wioknienidrotby poprzez wptyw na
komorki gwiadziste watroby (HSCs). W badaniach na kulturach aktywowany¢8Cs,
pochodzacych od gryzoni stwierdzono 3 do 12-krotne gwizenie iléci mMRNA gendw
kanonicznej (Wnt-3A i10B) i niekanonicznej (Wnt-%a) sciezki Wnt, receptorow Fzd-1 i 2
oraz koreceptorow LRP-6 i Ryk w poréwnaniu z nomyati spoczynkowymi HSCs, oraz
znacznie zwikszory jadrowa ekspresj p-kateniny. Aktywnd¢ promotora genéw zataych od
TCF byta stymulowana przez WNT-1 i hamowana przdzibitory szlaku Wnt- Chibby
(blokujacego interakcj@-kateniny z TCF) i Dkk-1 (blokagego interakcje Wnt z LRP). Dkk-1
zwigksza aktywn&¢ promotora genow receptora aktywowanego przez fpratory
peroksysomow y (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamm&PARy),
kluczowego proadipogenicznego elementu transkrylegyg. Obecnol Dkk-1 zmniejsza3a
stymulowafH przez agonist aktywacik HSCs, a wysoki poziom Dkk-1 zwksza® apoptazw
aktywowanych hodowlach komorek guitzistych. Take w komaorkach gryzoni otrzymanych
z watroby z eksperymentalniavywotanym przez cholestazwidknieniem, stwierdzano
zwickszory ekspresj gendbw Wnt i Fzd, oraz tagogtzy wptyw Dkk na indukowane
wioknienié*t. W innej pracy stwierdzono aktywagjroliferacji HSC oraz hamowanie TRAIL-

indukowanej apoptozy pod wptywem Wnt-3A. Stwierdadakze odwrota zaleznos¢, czyli
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hamowanie aktywrigi i wzrost apoptozy w HSCs pod wplywem inhibita@ezki Wnt, tj.
biatka SFRP 1 (angSecreted frizzled-related proteir) v HSCs pochodgych z ludzkiej
watroby?*2

10.5. Zaburzenia ekspresji kompleksu kadherynafksdea kancerogeneza

Proces EMT jest waym mechanizmem w rozwoju raka, a #akpocatkowych etapow
przerzutowanid®> Rozerwanie paktzenia E-kadheryng/katenina i nieprawidiowa
komorkowa lokalizacja biatek tego kompleksu ucziegin w zmianach morfogenetycznych
guza. Zaburzenie ekspresji E-kadheryny w komorkaokvotworowych powizane jest z
wyzszym stopniem zidiwosci, nizszym stopniem zedicowania, obecritia przerzutow
odleglych a take skroceniem czasu pezeia chorych'® Zmiany w ekspresji E-kadheryny
mog by¢ zwiazane z mutagjlub delecy genu CDH1 zlokalizowanego na ramieniu diugim
chromosomu 16 (16g22.1). Utgdteterozygotyczniei (ang.loss of heterozygosityOH) genu
CDH1 stwierdzano esto w rakachzotadka, prostaty, HCC, przetyku i szczegélniesta w
raku piersi. Hypermetylagjgenu promotorowego E-kadheryny obserwowano w 498 Ha
hypermetylagi genu APC w 53% HCC, przy czym metylagyRC dotyczyta czsciej HCC na
tle zakaenia HCV ni pacjentéw niezakmnych HCV/HBV*'®. Za hypermetylagj genu
paromotorowego E-kadheryny weo by¢ odpowiedzialna zwkszona aktywn& supresoréow
transkrypcji E-kadheryny, jaBlug(rak jajnika i sutka)Snail (rak sutka i rozsiany rakotadka),
Twist (rak sutka) oraz bialelSIP1/ZEB2 (rak zotadka o typie jelitowym). Wzmiona
endocytoza i procesy proteolityczne magwniez prowadzt do zmniejszenia aktywloi tego
biatka. Zwkkszona aktywn& kinaz (c-Met, Src) czy EGF-R (angpidermal growth factor
recepto) poprzez fosforylagj TYR, powoduje uwolnienie E-kadheryny z kompleksD@J i
jej degradag. Wzmazona aktywnagé metaloproteinazy ADAM-15 poprzez c¢cie
zewngtrzkomorkowej cegsci E-kadheryny, opisano w raku piersi i prostatyzpuszczalne
odckte domeny zewgtrzne E-kadheryny zaburzagtruktuge polaczen migdzykomaorkowych i
stabilizup heterodimeryzag¢jHER-2 @ng. human epidermal growth factor receptprzZHER-
3, co prowadzi do aktywacji kinazy ERK i promocgrawno migracji, jak i proliferaciji
komorek*®,

Waznym zjawiskiem w morfogenezie i onkogenezie jestiama ekspresji kadheryn z

poszczegollnych podtypow, tzw. przetanie kadheryn (angadherin switchinyy Najbardziej
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znanym jest zmniejszenie ekspresji E-kadheryny mstzN-kadheryny i zmiana wdawosci
komorki z adhezyjnych na migracyjne. Zmiana ta jemécia programu EMT. W rozwoju
zarodkowym ma ona miejsce podczas gastrulacji eeyrzieniu grzebieni nerwowych z
neuroektodermy, co unmiliwia uwolnienie komérek ze zwartych struktur naikowych i ich
migracg. Jest to niezfiny mechanizm bez ktérego mezenchymalne komorkiynigy nie
powstah?*’. Mechanizm ten zostat opisany zakw onkogenezie raka sutkd i jelita
grubegé™. Proces ten prowadzit do zkszenia inwazyjnéi, ruchliwasci komérek oraz
tworzenia przerzutéw odlegtych. Inwazyjidoi zdolnag¢ do przemieszczania ¢sikomérek
podlegagcych przemianie EMT, zwrana jest bardziej z obecomm nienabtonkowej N-
kadheryny ni ze zmniejszeniem ekspresji E-kadheryny, cazenby¢ wynikiem kczenia N-
kadheryny z FGF-R i aktywacji szlaku MAPK/ERR?* Co wiecej uwaa sk, ze N-
kadheryna wptywa na aktywacjsciezki Akt/PKB, stabilizacg B-kateniny i inaktywagj
proapoptotycznego biatka Bad, co zostato opisapezypadku czerniaka’

W ostatnich latach bierzegspod uwag rowniez skzenie rozpuszczalnej formy E-kadheryny
(ang. soluble E-cadherin jako markera kancerogenezy w HE&E Pacjenci z wyjciowo
wyzszym sgzeniem tej formy biatka mieli wczaiejsze nawroty choroby. W niektérych
badaniach stenie rozpuszczalnej formy E-kadheryny nieni@ sig znamiennie pomdzy
pacjentami z HCC i marskoia watroby, sugeryjc, ze rozpuszczalna forma E-kadheryny nie
moze sheyé do wezesnego wykrywania HEE. Ta posta E-kadheryny uwzana jest bardziej
za czynnik prognostyczny:ndiagnostyczny w HC&2
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ZALO ZENIA | CELE PRACY

Zakaenie HCV w 60-80% prowadzi do rozwoju przewlektezgpalenia wtroby, w 40%

do zaawansowanej marskd watroby, w 60% przypadkéw do rozwoju pierwotnego raka

watroby. Mechanizmy kancerogenezytvobowej g wciaz niejasne.

W warunkach fizjologicznych 3-katenina odgrywa istoin role podczas rozwoju

embrionalnego wtroby oraz w regeneracji tego nadm. W blonie komodrkowej

hepatocytow (gtdwnie biegumbtciowy) B-katenina w kompleksie z E-kadhesytworzy

adhezyjne pakzenia mgdzykomaorkowe.

W patologii natomiasp-katenina jest centralnym biatkiem tz¥ciezki kanonicznej szlaku

Wnt/Fzdp-katenina i maee spetnid role onkogenu. Zwjzki pomkdzy zaburzeniami

ekspresji genowej tego biatka a nasilaniem praidgrkomorkowej dotycz gtéwnie HCC o

roznej etiologii oraz hepatoblastoma Nasilanie transkrypcyjnej aktywgm (-kateniny

wigze sk rowniez z mutacjami genu CTNNB1, ktore @ziej wystpuja w HCC na tle

przewlektego zakaenia HCV. Ostatnio podkéana jest rola biatek HCV (NS5A, biatko C)

w indukowaniu szlaku Wrttkatenina w hodowlach komorkowych. Nieliczng wyniki

bada na temat roli ekspresji genow@jkateniny i E-kadheryny w przewlektym zaiesmiu

HCV in vivo.

Celami pracy byty:

1. Ocena komoérkowej ekspresji biatek adhezyjnygtateniny i E-kadheryny w strobie
pacjentéw z przewlektym zakaniem HCV (pzw C) i raku wtrobowokomaorkowym
(HCC) w odniesieniu do wybranych markerow prolifgrakomorkowej, zmian

histologicznych i danych klinicznych.

2. Ocena komorkowej ekspresji N-kadheryny i wimentyako wybranych wskanikow
przemiany nabtonkowo-mezenchymatycznej (EMT) watrobie pacjentow z pzw C i
HCC.

3. Okreilenie roli tkankowej ekspresji B-kateniny, E- i N-kadheryny w progresji

przewlektego zapaleniaatroby typu C.
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MATERIAL | METODY

PACJENCI

Grupa badana

Grupe badam stanowito 63 pacjentéw z przewleklym zapaleniertraby (pzw C) i/lub
marskadcia tego narzdu na tle przewlekiego zakenia wirusem C zapalenia atkoby
diagnozowanych i leczonych w Klinice Chordb Zakgch Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu (ul. Szwajcarska 3, Po#he latach 2007-2010.

Podstawowe dane demograficzne, wyniki Wadaboratoryjnych i histopatologicznych
przedstawidl abela 2A (Aneks).

Dane z wywiadu dotyczyty prawdopodobnej drogi zakea wirusem HCV. Najegciej byty
to: transfuzje krwi, zabiegi operacyjne i pobytypisaine, drobne zabiegi z naruszeniem
ciagtosci skory lub btonsluzowych, krwiodawstwo, kolczykowanie adych okolic ciata oraz
wykonywanie tatuzy i pobieranie narkotykow dglnych. U wielu chorych czynnikow ryzyka
nabycia zakzenia HCV bylto kilka i trudno byto jednoznacznie edtr¢ czas trwania zakania
HCV w tych przypadkach. W badaniu podmiotowym zvarax take uwag na wspotistniejce
choroby lub zakzenia. Nie bylo pacjentow z przewlakhiewydolngcia nerek ani czynn
chorola nowotworowa. Wsrod pacjentowzaden nie chorowat na cukrzycNie bylo oséb
nadwywajacych spaycie alkoholu.Zaden z pacjentow wtzonych do badania nie byt
uprzednio leczony przeciwwirusowo zarowno monoterafnterferon alfa) jak i terapi
skojarzon (interferon/pegylowany interferon i rybawiryna).

U wszystkich pacjentow z grupy badanej, bigpsyatroby przeprowadzano w ramach

kwalifikacji do leczenia przeciwwirusowego.

Grupa z rakiem pierwotnym watroby (HCC)

Grupg z HCC (n=61) stanowity archiwalne bloczki parafwveo z zatopionym materiatlem
tkankowym guza wtroby z potwierdzonym klinicznie i badaniem histtgpagicznym
pierwotnym rakiem wtroby (HCC) (n=4, wiek 67-72 lata). Tylko u jednepgdych badanych
pacjentow potwierdzono zak@nie HCV. Bloczki parafinowe uzyskano z Wielkopaégjo
Centrum Onkologii w Poznaniu (u. Garbary 15, Pazna

Pozostat czs¢  kontroli stanowit komercyjnie doginy tkankowy panel z HCC

potwierdzonym immunocytochemicznie przez producefgatygen proliferacyjny PCNA)
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(Tissue Microarray Panel, Cybrdi Inc., Maryland, AJSn=57). W tych przypadkach status
serologiczny czy wirusologiczny dotygz/ zakaenia HCV byt nieznany.

Wiek i ptet oraz stopié ztosliwosci histologicznej Grade HCC pacjentow z grupy z HCC
przedstawiono wrabeli 2B (Aneks). Wieksza¢ pacjentow (68%) demonstrowata Il stapie
ztosliwosci histologicznej guza.

Grupa kontrolna (n=8)

Kontrole stanowit materiat tkankowy archiwalny pochady z watrob przeznaczonych do
przeszczepu nagdu (pobrany okotooperacyjnie, bez morfologicznyattt patologii) (n=1,
wiek 60 lat), z morfologicznie prawidtowejatvoby wokét wycinanej zmiany ogniskowej w
watrobie (n=4, wiek 20-72 lata), biopsjiatvoby u osoby HCV-negatywnej (diagnostyka
podwyzszonej aktywnéci aminotransferaz bez zdiagnozowanej przyczynyl (wiek 35 lat),
kontroli negatywnej obecnej w tkankowym panelu zGH(Tissue Microarray Panel, Cybrdi
Inc., Maryland, USA) (n=2, wiek 55 i 66 lat). Magrtkankowy archiwalny uzyskano z
Katedry i Kliniki Chirurgii Ogolnej, Chirurgii Onkiogii Gastroenterologicznej i Chirurgii
Plastycznej UM w Poznaniu (ul. PrzybyszewskiegoR&na).

Wiek i pte¢ pacjentdéw z kontroli negatywnej przedstawiond abeli 2C (Aneks).

Badania biochemiczne

Uzyskane do pracy wyniki baflabiochemicznych w grupie badanej (pzw C), takie: jak
aktywnag¢  aminotransferazy  alaninowej  (ALT) i  asparaginiaepw (AST),
gammaglutamylotranspeptydazy (GGTP)zshie catkowitego cholesterolu,¢stnie biatka
catkowitego z elektroforeaz wykonano przy gyciu analizatora MURA 200 firmy POINTE
SCIENTIFIC (taly) uzywajac odczynnikow i kalibratoréw tej firmy.

Stezenie alfafetoproteiny (AFP) w surowicy badano metochemiluminescencyjn na
analizatorze ARCHITECT i 2000 z zastosowaniem t&dCHITECT AFP (ABBOTT,Sligo,

Ireland).

Badania potwierdzajace zakaenie HCV

Kazdy pacjent miat zbadanobecné¢ przeciwciat anty-HCV, ktére wykrywano metpd
chemiluminescencyjnz zastosowaniem testu ARCHITECT Anti-HCV (ABBOTWjesbaden,
Germany) na analizatorze ARCHITECT i 2000 firmy ABBT. Potwierdzenia zakania HCV
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dokonywano oznaczg take tadunek wirusa, tj. obecfito HCV-RNA w surowicy z
zastosowaniem techniki PCR. Dla oznaczenia HCV-Rig8t GeneProof HEPATITIS C
VIRUS HCV (GeneProof a.s., Brno, Czech Republici@cia metody 50 1U/ml. U
wszystkich chorych oznaczono genotyp wirusa HCV REANT HCV GENOTYPE 2.0
ASSAY , LiPA). Badania molekularne zostaty wykonam&aktadzie Diagnostyki Medycznej

w Poznaniu (ul. Dobra 38, Pozna

MATERIAL TKANKOWY

Ocena histopatologiczna bioptatu wtroby w grupie z pzw C

Wszystkim chorym wykonano biogsjwatroby. Pobrany wycinek utroby do bada
histologicznych utrwalano w 10% roztworze zbuforoejaformaliny i przekazywano do
Zaktadu Patomorfologii Wielospecjalistycznego Salait Miejskiego im. J. Strusia. Oceny
materialu dokonywano ze skrawkéw 5um z bloczka fpewego. Preparaty barwiono
hematoksylin i eozyry oraz srebrzono wedtug standardowych metod.

W obrazach mikroskopowswietlnych wszystkie bioptaty byty reprezentatywngdy:
zawieraly co najmniej 6 przestrzeni braméigiowych.

Do oceny aktywnéci zapalnej i stopnia zaawansowania wiOknienigtar powszechnie
stosowanej skali punktowej wedtug METAVIR Skala ta oparta jest o literowy (G, S) i
cyfrowy (0-3) system punktowy. Oceniana jest aktgsérzapalnadrading, G jako: GO — brak
(nieobecné¢) widocznej aktywnéci zapalnej, G1 — tagodna aktywsdp G2 — umiarkowana
aktywnas¢, G3 — cizka aktywnd¢ zapalna. Drugim ocenianym parametrem jest wiokaien
(staging, $ jako: SO - brak wiodknienia, S1 - widknienie wmtnbez przegrod
tacznotkankowych, S2 — witoknienie wrotne z nieliczmyreegrodamidcznotkankowymi, S3
— liczne przegrodyatznotkankowe bez marsi@m, S4 — marsk& watroby*,

Do oceny stluszczenia awvoby brano pod uwag odsetek hepatocytow z widocznym
zwyrodnieniem tluszczowym (drobno- i/lub wielokrdgmvym). Badano co najmniej 5 pdl
widzenia z kadego bioptatu wtroby i wart@¢ koncowa stanowisrednia z tych 5 pél widzenia

pod powekszeniem obiektywu mikroskopu x20.
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Badania mikroskopowe

Materiat tkankowy (bioptaty wtroby z grupy badanej, fragmentytnoby z HCC i negatywna
kontrola tkankowa) zostat utrwalony w roztworze fdvawanej 10% formaliny, nagtnie
zatopiony w parafinie i skrojony na skrawki o grétio5um, umieszczone na szkietkach

podstawowych SuperFrost/Plus.

Panel tkankowy z fragmentami HCC od indywidualnpelejentow rownig zawierat utrwalone
w formalinie, zatopione w parafinie skrawki tkankeovwguzéw wgtroby i zdrowej witroby
(kontrola) o srednicy 1,5 mm, umieszczone na szkietku z przemraem do bada
immunocytochemicznych. Dysponowano rownidolaczonym do zestawu preparatem w

rutynowym barwnieniu hematoksyiin eozyn.

Technika immunocytochemiczna (immunohistochemiczr{#)C)

Badania immunocytochemiczne przeprowadzono w opaocinowy system detekcyjny w
immunohistochemii tzwnew polimer-based IHE®

Reakcg immunocytochemiczn poprzedzito odparafinowanie i nawodnienie prepavat
przeprowadzap je przez szereg roztworow alkoholu etylowego depaeym stzeniu, wedtug
nastpujacego protokotu:

ksylen (2x10 min)

100% alkohol etylowy (2x 10 min)
90% alkohol etylowy (5 min)

85% alkohol etylowy (5 min)

80% alkohol etylowy (5 min)

70% alkohol etylowy (5 min)

Nastpne etapy reakcji IHC byty nagtujace:
2. Plukanie w wodzie bigcej (10 min)
3. Blokowanie aktywnéci endogennej peroksydazy za pomaéo H,O, w wodzie
destylowanej (30 min)
4. Plukanie w wodzie biacej (10 min)
5. Plukanie w wodzie destylowanej (10 min)

6. Inkubacja w normalnej surowicy koziej (1:20, Dak8) min)
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7. Inkubacja ze swoistymi przeciwciatami — 18 godZ2Z4a nasfpnie przez jedm
godzirg w temp. pokojowej

8. Ptukanie w roztworze soli fizjologicznej zbuforoverfosforanami (PBS) (3x3
min)

9. Inkubacja w roztworze zawieegiym polimer (,Szkielet” dekstranowy)
skoniugowany z wieloma ggteczkami peroksydazy (anghorse radish
peroxidase,HRP) i wtorne przeciwciata kozie przeciwko immutadmlinom
kroliczym i mysim (Dako REALM EnVision/HRP, Rabbit/Mouse, Dako) (20
min)

10.Ptukanie w PBS-ie (3x3min)

11.Inkubacja z 3-3'diaminobenzydyr{DAB) (Dako REAL DAB, Dako) (5-7 min)

12.Ptukanie w wodzie biecej (10 min)

13.Ptukanie w wodzie destylowanej (10 min)

14.0dwodnienie w szeregu alkoholi o wzragtgim stzeniu (70%, 80%, 85%,
90%, 2x100%) i w ksylenie

15.Zamknkcie preparatow za pomac histofluidu (Marienfeld) i szkielek

nakrywkowych

W badaniach immunocytochemicznych wykorzystano stgoimonoklonalne przeciwciata
(Tabela 1).
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Tabela 1 Przeciwciata pierwszogdowe stosowane w badaniach immunohistochemicznych.

Przeciwciato

Wykrywany

antygen/immunogen

Typ przeciwciata,

rozcienczenie, producent

PochodnéE. coli,
rekombinowana ludzka beta-

Monoklonalne, mysie anty-

Anty-beta- katenina khbeta-Catenit aa 2-| ludzkie, 1:50, R@DSystems,
katenina 781 (catkowita forma biatk- UK; klon 196618
kateniny)
Monoklonalne, mysie anty-
Anty-E- E-kadherynayvomorulir) i ludzkie, 1:100,
kadheryna rekombinowane biatko GST | DakoCytomation; kloiNCH-38
Prokariotyczne rekombinowane Monoklonalne, mysie anty-
Anty-N- biatko odpowiadaijce 160 aa C- ludzkie, 1:50, Novocastiaabs
kadheryna | koncowego fragmentu asteczki| Ltd, Newcastle upon Tyne, UK}
ludzkiej N-kadheryny clone: IARO6
Ludzkie rekombinowane biatko MIB-1, 1:2, Dako Corporation,
Anty-Ki-67 odpowiadajce fragmentowi Carpinteria, CA, USA
1002 bp Ki-67 cDNA
Rekombinowana ludzka cyklina
D1 o petnej diuggci; _
_ ) Monoklonalne mysie anty-
Anty-cyklina rozpoznawany epitop _ )
) _ _ ludzkie, gotowe doycia, klon
D1 zlokalizowany jest pomtdzy aa )
_ _ DCS-6 DakoCytomation
151-165 w centralnej domenie
biatka
_ ) Monoklonalne mysie anty-
Anty- Wimentyna izolowana z ) _
) ludzkie, 1:200, kloVim 3B4
wimentyna bydlecych soczewek ocznych

Dako Glostrup, Denmark A/S
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Wiegkszas¢ preparatow podbarwiano hematoksyli(2 min), nasipnie ptukano w wodzie
biezacej i destylowanej (po 10 min), jako etap poprz¢gtzaaodwodnienie preparatow.
Wszystkie preparaty byly wykonywane technikHC w tych samych warunkach oraz z
zastosowaniem tych samych rozaieer przeciwcial, co umdiwito poréwnanie intensywriei
barwienia mgdzy poszczegblnymi pacjentami.

Przeprowadzano réwniavewretrzne kontrole negatywne, zagtijac specyficzne przeciwciata
przez surowice odpowiedniego gatunku w roztworzeSPB dodatkiem 0,1% albumin
bydlecych (BSA) i 15mM azydku sodu.

Wszystkie przeciwciala swoiste wymagaly dodatkowegmdstaniania determinant
antygenowych za pomecwysokiej temperatury. Procedura polegata na zestasiu po
etapach odparafinowania i nawodnienia dodatkowegpuegotowania preparatow w 10mM
buforze cytrynianowym w kuchence mikrofalowej o motOOW przez 15 minut. Naginie
preparaty ptukano w PBS-ie i od punktu 3 prowadzoeakci wediug powyej opisanej
standardowej procedury.

Technika ImmunoMax
W przypadku wykrywania ekspregikateniny zastosowano techaikmmunoMaxW tym celu
do amplifikacji barwnego produktu reakcji immunamgtiemicznej stosowano biotynylowsan
tyramire (PerkinElmer Life Sciences, Inc. MA, USReakag przeprowadzono wedtug etapéw
opisanej powyej techniki IHC do punktu 9, a naphie:

10. Ptukanie w roztworze PBS/Tween — 3x3 min.

11. Inkubacja z biotynylowartyramirg (1:50) — 10 min.

12. Inkubacja w roztworze Dako REAL EnVision/HRRMRit/Mouse — 20 min.

13.Plukanie w PBS-ie — 3x3min.

14.Inkubacja z 3-3'diaminobenzydy{DAB, Dako) — 5-7 min.

15.Plukanie w wodzie destylowanej — 5 min.

16.0dwodnienie w alkoholach o wzrasteym stzeniu (2x95%, 2x100%) i w ksylenie

(2x)
17.Zamknkcie preparatow za pomgaistofluidu i szkietek nakrywkowych
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Badania zastosowaniem techniki IHC oraz ImmunoMaxkdzdego antygenu przeprowadzono
dwukrotnie na preparatach pozyskanych od wszystkiabjentéw. Skrawki te nagnie

analizowano w mikroskopi@vietinym Olympus BH-2.

Technika hybrydyzacji in situ
Na podstawie danych z §pniennictwa®, do wykrywania mRNAB-kateniny wykorzystano
jednoniciowe sondy oligonukleotydowe (DNA) znakowana kacu 5° digoksygenia, o

nastpujacej sekwenciji:
1. 5 -Dig-ATG GAA CCA GAC AGA AAA G-3'
2. 5-Dig-TAC AGG ACT TGG GAG GTA TC-3

Sondy zostaty otrzymane na drodze syntezy chenjigziacowni Sekwencjonowania DNA i
Syntezy Oligonuleotydéw IBB PAN, ul. Pafgkiego 5a, 02-106 Warszawa.

Do techniki hybrydyzacji in situ wszystkie stosowaiwztwory przygotowano na bazie wody z
1% DEPC Diethyl pyrocarbonate Procedug wykonano wedtug nagtujacych etapow:

1. Odparafinowanie i nawodnienie preparatbw w ksylefdex 5 min), alkoholach o
malepcym stzeniu (2x100%, 2x95% po 5 min) i wodzie DEPC (5 min)
2. Ptukanie w roztworze 0,05M TRIS — 5 min

3. Blokowanie aktywnéci endogennej peroksydazy za pom@&o H,O, w wodzie DEPC
— 15 min

4. Trawienie proteinagK (200ug/ml, Dako) — 10 min/37TC

5. Ptukanie w PBS-ie — 5 min

6. Utrwalenie w 4% paraformaldehydzie w PBS-ie — 26/4iC

7. Ptukanie w wodzie DEPC — 5 min

8. Pre-hybrydyzacja: inkubacja w mieszaninie hybryaypaej: 2xSSC (Sigma-Aldrich) +

30% formamid + woda DEPC — 2hf&7

9. Inkubacja z song oligonukleotydow rozpuszczom w mieszaninie hybrydyzacyjnej —
16-18h/37C, w stzeniu 1:1000 ng/ml

10.Odptukanie nadmiaru niezgganych sond w roztworach: 4xSSC/30% formamid/woda
DEPC i 2xSSC/30% formamid/woda DEPC — cztery raz pnin/37C
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11.Ptukanie w roztworze 0,1% Triton X-100 w TBS — 1Bim

12.Inkubacja z przeciwciatem anty-digoksygeninowym kaveanym peroksydaz(Roche
Diagnostics) w rozcigzeniu 1:50 — 1h/temp. pokojowa

13.Pilukanie w PBS-ie — 3x3min

14.Inkubacja z 3-3'diaminobenzydyrfDAB, Dako) — 5-7 min

15.Plukanie w wodzie biacej — 5 min

16.Ptukanie w wodzie destylowanej — 5 min

17.0dwodnienie w alkoholach o wzrasteym stzeniu (2x95%, 2x100%) i w ksylenie
(2x)

18.Zamknkcie preparatow za pomgaistofluidu i szkietek nakrywkowych

Przeprowadzano réwnienegatywne reakcje kontrolne, inkubojpreparaty w mieszaninie
hybrydyzacyjnej bez dodatku sondy molekularnej.

Do badania ekspres;ji transkrypekateniny wybrano preparaty histologiczne z potdzers
wczesniej w metodzie immunocytochemicznej, obewi® lub znaczca ekspresj tego biatka
w grupie pzw C (n=13), HCC (n=4) oraz kontroli (n=Fastosowanie tej uzupetriagj
metody bada miato na celu przede wszystkim potwierdzenie lupkluczenie produkcji
transkryptu w komdrkach atroby z przewleklym zakaniem HCV, HCC i w kontroli.

Ekspresja mRNA-kateniny nie podlegata oceniedtiowe;.

Badania z zastosowaniem techniki hybrydyzagjisitu na wykrywanie mRNAB-kateniny
przeprowadzono dwukrotnie na preparatach pozyskaagicpacjentow zakwalifikowanych do
tych bada. Skrawki te nagpnie analizowano w mikroskopégvietinym Olympus BH-2.
Badania immuno- i hybrydocytochemiczne przeprowadze Katedrze i Zaktadzie Histologii

I Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Mar&wmwskiego w Poznaniu.

Potilosciowa ocena ekspresiji biatek
Dotyczyta badania ekspresji immunocytochemicznéyganu proliferacyjnego Ki-67, cykliny
D1 oraz wimentyny. Zastosowano 4-punkioskak potilosciowa wg Gatter i wsg2*, ktora
przedstawia ginastpujaco:

= 1: 0-10%komoérek z pozytyws reakcih

= 2:11-25% komorek z pozytywirreakcy
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= 3:26 do 50% komérek z pozytywmeakch
» 4:51-75% komorek z pozytywireakci
W przypadku ekspresji antygenu Ki-67 i cykliny Dlceoiano wyicznie liczlg

immunopozytywnych gder komoérkowych, a w przypadku ekspresji wimentyny
cytoplazmatycza i/lub jadrowa ekspresj biatka. Reakg IHC dla tych biatek oceniano w
dziestciu polach widzenia mikroskopuwietinego (Olympus BH-2) w powkszeniu
obiektywu 40x. Jako kecowy wynik brano pod uwagsrednia warta¢ ekspresji z 10 pol

widzenia.

Archiwizacja komputerowa obrazéw z immunocytochemiena ekspresp biatek

Preparaty mikroskopowe oceniano przy pomocy mikvpskoptycznego Olympus BH-2 z
zastosowaniem wbudowanej kamery cyfrowej i appbnej z komputerem. Najpierw
rejestrowano i archiwizowano kolorowe obrazy mika@sowe w powtkszeniu obiektywu 40x
(co najmniej 10 pol z kalego preparatu histologicznego danego pacjenta)iedkasci
2560x1920 pikseli przy ayciu programu komputerowego LUCIA Image 5.0, zapisye w
formacie jpg. na dysku twardym komputera.

Archiwizacja komputerowa obrazéw mikroskopowychydaita wszystkich badanych biatek
adhezyjnych tjB-kateniny, E-kadheryny i N-kadheryny oraz antygenaoliferacyjnego Ki-67,
cykliny D1 oraz wimentyny.

W przypadku negatywnej reakcji immunohistochemi¢zme dane biatko, nie wykonywano
dokumentacji fotograficznej, a w analizie statygtyg) ujmowano warkei zerowe w takich
przypadkach.

Badania immunocytochemiczne oraz archiwizamyrazow mikroskopowych przeprowadzono
w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii Umersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hated. Maciej Zabel).

Analiza ilosciowa reakcji immunocytochemicznej z zastosowaniem metody

morfometrycznej

Do analizy iléciowej z zastosowaniemrogramu Filtr HS\/? ostatecznie zakwalifikowano
ponad 2000 obrazéw z pozytywrreakcp immunocytochemiczn Wsrod tych obrazéw

mikroskopowych, ok. 1200 obejmowato obszagpiszu watroby z reakej IHC naf-katenire,

64



760 obrazow dotyczyto reakcji IHC na wykrywanie &dkeryny oraz 160 obrazéw z
pozytywry reakcp IHC na obecn& tkankowej ekspresji N-kadheryny w poszczegolnych

grupach pacjentow.

Analiza morfometryczna zostata wykonanac#lziwspotpracy z Zakladem Bioinformatyki i
Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klioznej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. medzhieta Kaczmarek)

Obrazy z pozytyws reakcyp IHC o wielkasci 2560x1920 pikseli wykonane oryginalnie w
programie LUCIA Image 5.0 pstzonym z mikroskopem Olympus BH-2, poddano analizie
morfometrycznej w programie Filtr HSV. Program p@tav na przeprowadzenie analizy
powierzchni reakcji, jak réwnie na zliczenie obiektéw, w olvie ktorych stwierdzono
wystepowanie okrélonej reakcji. Analiza mge zostéa dokonana w sposéb poétautomatyczny,
jak rowniez automatyczny, bez koniecZwd interakcji ze strony iytkownika. Tryb
poétautomatyczny i sig od trybu automatycznego tymze kady krok analizy
przeprowadzany jest pod kontgddadacza. Program ten korzysta z algorytmu opiezgp St
na segmentacji metadprogowania w przestrzeni barwnej HSV, w ktérej kaxdy kolor
opisywany jest za pomadrzech skiadowych: odaie(ang.Hue) — barwaswiatta, nasycenie
barwy (ang.Saturatior), jasnd¢ danej barwy (angvalug. Stosowany w programie algorytm
wyznacza dla kalego ocenianego obrazu =zakres wantosktadowych H, S, V
charakterystyczny dla dodatniej reakcji imunohibgroicznej. Nagpnym etapem jest
kwantyfikacja obszaréw dodatniej reakcji w opar@uwyznaczone wcZaiej kryteria i
zliczanie struktur, w olbie ktorych stwierdza site reakcg. Celem zapewnienia mibwie
dwzej uniwersalnéci, w programie zaimplementowano #ak uniwersalny algorytm
automatyczny, ktory mmma dostosowado innych typow barwie Na pocztkowym etapie
analizy, w celu usuncia artefaktéw zwizanych z jakécia zdjccia, zaimplementowano filtr
usredniapcy z mask o wielkasci 3x3 piksele. Nagpnie metod potautomatyczs obliczono
pole powierzchni reakcji badanych biatek adhezyinycprzeliczono na procent reakcji w

stosunku do catego obr&Zt(Rycina 5).
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Rycina 5. Okna robocze prograrfiltr HSV.
Objanienia:

A — obraz uzyskany w mikroskopdevietinym pohczonym z kamer cyfrowa. Brazowy odczyn
barwny nap-katenirg, podbarwieniegder komérkowych (kolor niebieski) hematoksylin
Technika ImmunoMax. Powkszenie obiektywu 40x.

B — obraz barwny H, uzyskany przed ,rzutem” immunociemicznej reakcji na ptaszczyzn

C — projekcja obrazu reakcji immunohistochemiczrepiaszczyzgjako ostateczny wynik do
pomiaru jego powierzchni oraz udziatu procentowegpolu widzenia (polu powierzchni)

miazszu watroby.

Wyniki uzyskane w analizie morfometrycznej ekspawdoo do formatu programu Microsoft
Excel, ktéry jest kompatybilny z programem StatistPL v. 9, w celu przeprowadzenia analizy
statystycznej.
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W rozdziale ,Wyniki® tej pracy przedstawiono wastd sredniej ekspresji
immunocytochemicznej danego biatka adhezyjnego #myra w % reakcji na pole powierzchni

MiazSzu watroby.

Metody statystyczne
Obliczenia statystyczne wykonano ¢kii wspoétpracy z Zakladem Bioinformatyki i Biologii
Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej Umérsytetu Medycznego w Poznaniu

(kierownik: prof. dr hab. med. Ebieta Kaczmarek).

W pierwszym etapie analizy statystycznej weryfikowazgodné¢ wszystkich uzyskanych
wynikow z rozkladem Gauss’a przy pomocy testu Sioapiilka. Nasgpnie obliczono
parametry statystyki opisowejrédnia arytmetyczn, odchylenie standardowe, mediaoraz
wartas¢ minimalra i maksymaln). Wyniki porownywano w olgbie trzech grup: badanej (pzw
C), z pierwotnym rakiem wiroby (HCC) i kontroli. Dane ekspresji tkankowej (%#akcji na
pole powierzchni mizszu watroby) poréwnywano z danymi uzyskanymi w HCC lukantrol
(zmienne niepowizane) z zastosowaniem testu Manna-Whitneya (tegtarametryczny dla
zmiennych niepowzanych dla dwodch grup). W przypadku zmiennych paamych
zastosowano test Wilcoxona. Zastosowano roawvitest Kruskala-Wallisa i gdy wygtowaty
roznice - dodatkowo test wielokrotnych porovinétest Dunn’a). Dla porOwnania ekspresji
antygenu Ki-67, cykliny D1 oraz wimentyny wymych w skali potiléciowej zastosowano
test Friedmana i kolejno test Dunn’a. Procentowyiatdkomorkowej lokalizacji (btonowa,
cytoplazmatyczna, mieszana) oceniono z zastosowaniestu ranic migdzy dwoma
wskaznikami struktury. Korelagj rang Spearmana zastosowano do skojarzenia dearto
zmiennych. Wyniki uznano za istotne statystyczragaziomie istotngi p<0,05.

Analiz¢ statystycza przeprowadzono przy pomocy programu Statistica.FA.
Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie batlauzyskano zgogl Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu (nr 182/12) z dnia 2 lutegb2fku.
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WYNIKI

1. Dane kliniczne grupy badanej (pzw C)

Grup; badan stanowito 63 pacjentow z przewleklym zapaleniegtraby typu C (pzw C).
Podstawowe dane kliniczne, wyniki badaiochemicznych i wirusologicznych tych pacjentow
przedstawidl abela 2A (Aneks).

Wiek pacjentow wahat siod 18 do 72 latstednia wieku 37,48+14,51 lat). dd chorych z
pzw C bylo 30 kobiet i 33 miczyzn. Srednia wieku kobiet (35,23+14,40) icitzyzn
(39,52+14,52) nie rinita sk istotnie (p>0,05) Tabela 3. Sredni czas trwania zakenia HCV
wynosit 2419 lat i rownig nie r&nit si¢ znamiennie w zat@aosci od pici pacjenta z pzw C.
Srednia warté¢ wskanika masy ciata (BMI) migita sk w granicach normy, cliow grupie
zarbwno mgzczyzn, jak i kobiet stwierdzano nadwag u 3 pacjentéw otysé (BMI>30).
Zanotowano istotn réznice w wartagci wskanika BMI ze wzgédu na pté (kobiety vs
mezczyzni, 22,73+3,36/s.25,72+3,80; p=0,004)l@abela 3.

W grupie badanej wykazano podigone aktywn&ci aminotransferazSrednia aktywnéé
ALT wynosita okoto 2-krotné¢ wartcsci referencyjnych, zadla AST zanotowano okoto 1,5-
krotny wzrost. Istota réznice w aktywndci aminotransferaz w zateosci do pici zanotowano
zarowno dla ALT (kobietyvs mezczyzni odpowiednio 59,22+39,80 i 101,03+68,51 U/l
p=0,003), jak i aktywn&i AST (kobiety vs nkzczyzni odpowiednio 48,90+37,29 i
66,72+38,64 U/l; p=0,02)Srednia warté¢ aktywndgci GGTP (52,69+35,97 U/l) w grupie
badanej byta rowniewyzsza nk obowiazujace normy. Znamiennie wgz aktywnagé GGTP
wykazano w grupie gzczyzn (63,12+39,65 U/l) w porownaniu z kobietamizakaeniem
HCV (39,77+26,34) (p=0,04). Natomiast liczba ptytelvi byta istotnie nisza u mzczyzn w
poroéwnaniu z kobietami (198,72+68,94.233,52+67,90 G/I; p=0,02Y abela 3.

Srednia wartéé stezenia AFP w surowicy w grupie badanej byta w gracicaormy i wynosita
5,971£9,54 ng/ml. Najwisz wartas¢ skzenia AFP w surowicy, tj. 67,04 ng/ml zanotowano u
jednego pacjenta, u ktérego dokonatmioces marskii watroby (pacjent nr 48)Tabela 2A —
Aneks). Nie byto ranic w stzeniu AFP w surowicy pomdzy kobietami i mzczyznami z pzw
C (p=0,550).

Wartcici skzenia HCV RNA w surowicy pacjentéw z pzw C wahaty el 9x16 do 2x10
IU/ml, z& $rednia tego stenia wynosita 10x1@3x1¢° 1U/ml. Podobnie jak w przypadku
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stezenia AFP w surowicy, nie notowanozroc ptciowych w fadunku wirusa u badanych
chorych (p=0,227).

Srednie sgzenia biatka catkowitego, albumin, oraz gamma-globokaz cholesterolu bylty w
granicach normy i nie notowanozrac ptciowych dla tych parametrow (p>0,05 we wskigst

przypadkach)Tabela 3.

Tabela 3 Dane kliniczne oraz wyniki badania histopatolagiego pacjentow z pzw C.
Oceniane zmienne |n |Zakres|Srednia | mediana|min  |maks. |[SD

norm
Wiek (lata) |K 30 35,23 30,00 18,00 63,00 14,40
M 33 39,52 37,00 19,00 72,00 14,52
Cata |63 37,48 32,00 18,00 72,00 14,51
grupa
Czas trwania K 18 23,61 24,50 7,00 44,00 9,77
zak&enia
(lata) M 15 24,00 22,00 14,00 44,00 8,83
Cata |33 23,79 22,00 7,00 | 44,00 9,21
grupa
K 25|18,5- |22,73 22,42 17,80 29,87 3,36
BMI (kg/m?) 24,99
M 26 25,72 25,36 19,74 37,61 3,80
Cata |51 24,25 24,22 17,80 37,61 3,86
grupa

ALT (U/) K 29/0-38,0 |59,22 | 51,00 18,00 193,60 39,80

M 32 101,03 | 85,75 27,60 292,00 68,51
Cata (61 81,15 | 63,00 18,00 292,00 60,07
grupa

AST (U/) K 29(0-35,0 |48,90 | 37,20 15,70 168,00 37,2P
M 32 66,72 | 56,15 24,00 182,00 38,64
Cata (61 58,25 | 42,00 15,70 182,00 38,74
grupa

GGTP (U/l) |K 21|8,0- 39,77 | 29,00 6,00 | 90,00 26,34

35,0

M 26 63,12 | 53,50 13,40 140,00 39,6b
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Cala 5269 | 4700 | 600 140,00 3507
grupa

AFP (ng/ml) |[K  |29]0-10,0 [5.41 | 2,95 | 1.30 | 3844 6,97
M |31 649 | 361 | 137 | 67.04| 1153
Cala |60 507 |361 | 130 | 67.04| 954
grupa

HCV RNA|K 29 389459 44000 941 2510000 695879

(1U/ml)
M 31 1525510 | 120000 1400 21500000149305
Cafa |60 976419 | 88300 | 941 | 21500008051531
grupa

Biatko Ko 12916285154, 1740 | 625| 868 | 062

catkowite

(g/d]) Mo 132 712 | 700 | 602 960 | 073
Cala |61 722 |721 | 602 960 | 068
grupa

Albuminy 1K 127134541393 1394 | 345 | 465 | 0,29

(g/dl)
Mo27 380 |377 |279]| 566 | 058
Cala |54 387 384 | 279 566 | 046
grupa

Gamma- K 129/0.7-1.41) \g 1154 | 088| 226 | 037

globuliny

(g/d]) Mo|32 139 | 145 | 084| 1,98 | 031
Cala |61 144 | 148 | 084| 226 | 034
grupa

Cholesterol \K126/0-200 | 14559 | 19000 | 99,00 27400 4127

(mg/dl)
M- |26 169,13 | 167,50 | 102,d@51,89 | 3572
Cala |52 177,21 | 178,65 | 99,00 27400 39,08
grupa

Grading  |K |30 173 200 | 1,00 | 300 | 074

(G)
M |33 182 1200 | 1.00| 300 | 077
Cala |4 178 |200 | 1,00 300 | 075
grupa
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Staging (S)* | K 30 173 | 1,00 000 | 400 | 111
M |33 167 | 1.00 0,00 | 400 | 105
Cala |¢q 170 | 100 | 000| 400 | 1,07
grupa

StluszczenieTK 30 9,47 1,00 0,00 50,00 14,70
M |33 11.91 | 5,00 0,00 | 70,00| 18,82
Cata |¢q 10,75 | 3,00 0,00 | 70,00 16,89
grupa

Objasnienia: K - kobiety; M - nazczy¢ni; SD - odchylenie standardowe;* - parametry oce@
w skalach potiléciowych (patrz Materiat i Metody)

2. Ocena nasilenia zmian zapalnych gfading), stopnia zaawansowania widknienia
(staging oraz sttuszczenia wtroby u pacjentow z pzw C

Szczego6low analiz zmian histopatologicznych w bioptatachitmby u pacjentéw z grupy
badanej przedstawiono Vabeli 4.

Ocena histopatologicznaatwoby u pacjentéw z pzw C u 51 z nich (81%) wykazainimalry

i tagodry aktywna¢ zapalm (gradingl i 2). Nasilola aktywna¢ zapalm stwierdzono tylko w
19% (12/63) badanych bioptatéwatnoby (Tabela 4. Nie notowano istotnych #dic w
aktywnaici zapalnej wtroby u chorych z pzw C w zateosci od pici pacjenta (p=0,697).
Stopieh zaawansowania wioknieni&taging, $w skali numerycznej najegciej oceniano jako
1. To minimalne widknienie (S1) dotyczyto 35/63 jeatow (55%). Lagodne widknienie (S2)
stwierdzono u 13/63 (21%) pacjentéw.

Zaawansowane widknienieatvoby (S3 i S4) obserwowano rownia 13/63 pacjentow (21%).
Liczba pacjentéw z marskaia watroby (Staging4) w przeprowadzonych badaniach wynosita
7, co stanowi 10% catej grupy badanej.

U dwoch pacjentéw z calej badanej grupy nie stwiend widocznych morfologicznie
wyktadnikow wioknienia w wtrobie (SO) (pacjent nr 11 i 57)dbela 2A - Aneks).
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Tabela 4 Liczba pacjentow z przewlektym zaieniem HCV demonstraga okrélony stopié
nasilenia zmian zapalnyclyrading), zaawansowania wioknieniatéging oraz sttuszczenia
watroby.

Grading
Y pacjentow 0 1 > 3
63 0 26 25 12
Staging
¥ pacjentow 0 1 > 3 4
63 2 35 13 6 7
Stluszczenie
¥ pacjentow 0 1 (<30% komérek) 2 (>30%
komérek)
63 29 24 10

Objasnienia: ¥ - suma pacjentdéw; grading (0-3 pkt), staging ((pKt) oraz sttuszczenie
wgqtroby (0-2 pkt) oceniono w potidoiowych skalach numerycznych (patrz Materiat i Mgjo

Nie notowano znamiennychzdic w stopniu zaawansowania wioknienia wtrobie pomedzy
kobietami i mzczyznami z pzw C (p=0,822).

Nasilone stluszczenie hepatocytow w biopsjactraby u pacjentow z pzw C zebranych w
obecnej pracy nie bylo egtym zjawiskiem. Ewidentne cechy stluszczenia kakor
watrobowych obserwowano tylko u okoto potowy chory€B4/63), przy czymsrednie
stluszczenie watroby byto w granicach 11+17% komorek, tj. paji30% hepatocytéwl@gbele
2A, Aneksi Tabela 4). Jedna osoba (pacjent nr 27) demonstrowat bardzidone stluszczenie
watroby (70% hepatocytow)abela 2A - Aneks). Nie odnotowano istotnychzric ptciowych

w stopniu sttuszczeniaatroby w badanej grupie (p=0,560).
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3. Immunocytochemiczna analiza ekspres;ji bialek adkzyjnych
3.1.p-katenina

Immunocytochemiczn ekspresj B-kateniny w watrobie pacjentow z zakaeniem HCV
oceniono morfometrycznie u 54 pacjentéw. Kontretanowito 8 fragmentéw atroby bez
zmian patologicznych. Grgpporéwnawcz stanowito 61 rakow wtrobowokomérkowych
(HCC).

U pacjentow z pzw C komorkawnekspresj pB-kateninywykazano u wszystkich, z watkiem
dwoch chorych (96% estas¢ wyskpowania) Rycina 5. Przewaat homogenny wzor
ekspresji tego biatka. Komoérkowa lokalizacjf-kateniny dotyczytla zaréwno bion
komorkowych (31% chorych), jak i cytoplazmy hepatdéev oraz cholangiocytow (44%
pacjentéw) Tablica 1A-H). Mieszam btonowo-cytoplazmatycznlokalizacg obserwowano w
13 bioptatach wtroby (25%) Rycina 6). Intensywné¢ reakcji oraz odsetek komorek
immunopozytywnych w mizszu watroby byly zr@nicowane w zalenosci od pacjenta z
zakaeniem HCV. Pozytywna reakcja dotyczyta rownleepatocytow z cechami stluszczenia
(Tablica 1G). Nie obserwowano reakcfdrowej na to biatko.

Rozktad odsetka pacjentow z pzw C w zal®ci od komorkowej lokalizacjp-kateniny w
analizie immunocytochemicznej w badanych grupaabryadhn (pzw C i HCC) oraz kontroli
przedstawiono schematycznie Rgcinie 6.

W materiale tkankowym HCC pozytywmeakcy IHC nap-katenirg wykazano u 56/61 (92%)
badanych guzéw atroby i nie byto istotnych rnic w czstasci wystepowania (wykrywania)
tego biatka ponedzy t grum pacjentow a pzw C i kontrl (p>0,05 we wszystkich
przypadkach)Rycina 5).
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Tablica 1.

Immunocytochemiczna lokalizacjap-kateniny w watrobie pacjentow

z przewlektym zapaleniem vgtroby typu C (pzw C).

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenekaginy new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksylinKontrast interferencyjny Nomarskiego.
Skala = 2Qum.

(A-H) Fragmenty bioptatow atroby pacjentow z grupy badanej (pzw C).

Btonowy wzér reakcji IHC ng-katenire w wigkszasci hepatocytéw fragmentu
miazszu watroby (A, B, C); btonowo-cytoplazmatyczna lokalizacja tego biatka
(D). Reakcg IHC na p-katenire obserwowano w bocznych i szczytowych
czesciach bton komérkowychasiadupcych hepatocytow. Ekspresfakateniny

W miazszu watroby dotyczyta réwnig wytacznie cytoplazmy komorek
watrobowych E, F), w tym komoérekz duzym zwyrodnieniem tluszczowynkj.
Pozytywry i intensywniejsz niz w hepatocytach reakcjIHC na p-katenirg
obserwowano w komorkach nabtonka przewodowzotciowych

migdzyzrazikowych w przestrzeniach bramatziowych @A, E, H, strzatki).

A — pacjent nr 50 z marskacig wqgtroby; B — pacjent nr 48 z marskcig wqtroby;
C - pacjent nr 39;D - pacjent nr 59;E — pacjentka nr 55F — pacjent nr 56;
G — pacjentka nr 62 z mars#@q wqgtroby; H — pacjent nr 49.
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Rycina 5. Poréwnanie ggtasci wysigpowania (wykrywalnéci) p-kateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny w bioptatachatroby pacjentow z badanych grup; * - p<0,05; **<(Q01.

Ekspresjg-kateninyw tej grupie choryctbyta wyjatkowo zr&nicowana pod wzghem liczby
komorek i intensywn&i reakcji immunocytochemicznej — od pojedynczyomkrek o stabym
nasileniu, do intensywnie zabarwionych neoplastyclain komorek wtroby. Dominowat
btonowy wzor reakcji IHC (64%), cldowidoczne byty rownig immunopozytywne komorki z
cytoplazmatycza (14%) i mieszasp btonowo-cytoplazmatycznlokalizach sygnatu (22%)
(Tablica 2A-C; Rycina 6). Obecné¢ jadrowe] ekspresjip-kateniny obserwowano w
nielicznych komorkach HCC i u pojedynczych chory€hblica 2H).

W grupie kontrolnej wykrywalni p-kateniny wynosita 100%. Fragmenty kontrolnejtreby
cechowalty si z regulty bardzo zedicowary pod wzgédem ilgciowym, pozytywn reakciy
IHC, od sladowej do bardzo intensywnej reakcji immunocytonleznej na p-katenirg,
obejmupcej wickszagsi¢ komérek watrobowych w zraziku naedu. Przewaata btonowa
lokalizacja biatka (75%) w hepatocytachaplica 3A-D). U dwdch pacjentow wykazano

wytacznie cytoplazmatyczireakcg na to biatko Rycina 6).
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Tablica 2.

Immunocytochemiczna lokalizacjap-kateniny w watrobie pacjentow
z pierwotnym rakiem watroby (HCC).

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenelasiny new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksylinKontrast interferencyjny Nomarskiego.
Skala = 2Qum.

(A-H) Fragmenty wtroby 2z panelu tkankowego tigsue microarray
oraz z archiwalnych kostek parafinowych od pacjeredHCC.

Silny btonowy wzér reakcji IHC ndg-katenire w wigkszasci neoplastycznych
komorek lub w ogniskowo ukmnych transformowanych komérkachatwoby
(A, B); zwraca uwag intensywniejsza reakcja w bocznych i szczytowych
czes$ciach bton gsiadupcych komérek nowotworowych.

Silna C) i stabsza D, E) blonowo-cytoplazmatyczna lokalizacja tego biatka.
Pozytywry i intensywniejsz, niz w sasiadupcych komorkach nowotworowych,
reakcg IHC na B-katenie obserwowano w komodrkach przypomigjch
cholangiocyty ). Cytoplazmatyczna ekspregjekateniny w transformowanych
komorkach wtrobowych G), a take w pojedynczychadrach komdérkowych

(H).

A — pacjent nr 44 (grade 2B — pacjent nr 59 (grade 1)C - pacjent nr 52
(grade 1);D - pacjent nr 44 (grade 2E — pacjent nr 21 (grade 2F — pacjent
nr 39 (grade 3)G, H — pacjent nr 61 (grade 2).






Tablica 3.

Immunocytochemiczna lokalizacjap-kateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny w watrobie kontrolne;.

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenelkasiny new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksyiifA-D, G, H). Kontrast interferencyjny
Nomarskiego. Skala = 20m.

Fragmenty bioptatébw stroby pacjentéw z grupy kontrolnej z pozytyavn
lokalizach B-kateniny @A-D), E-kadherynyE, F) oraz N-kadherynyG, H).

Obserwowano zaréwno btonowy wzor reakcji IHC frkatening w licznych
hepatocytach (gtéwnie na bocznych powierzchniagadujcych komorek) A,
C, D), nieco intensywniejsz reakcg w nabtonku przewodowzoétciowych
migdzyzrazikowych B), jak i blonowo-cytoplazmatycanlokalizacg tego biatka
(D).

Ekspresja E-kadheryny w miazszu kontrolnej wtroby dotyczyta rownig
w wigkszaci bton komorkowych i, F).

Immunocytochemiczna lokalizacj&l-kadheryny widoczna byta na btonach
komoérkowych wekszasci hepatocytow @), badz ogniskowo utaonych komorek
(H). Ekspresj obu kadheryn wykrywano w bocznych i szczytowyagfmentach
bton komaorkowych.

A, B — pacjent kontrolny nr 8C - pacjent kontrolny nr 7D - pacjentka kontrolna
nr 6; E - pacjent kontrolny nr 2fF — pacjentka kontrolna nr 1G — pacjent
kontrolny nr 2;H — pacjent kontrolny nr 5.






p-katenina
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Rycina 6. Udziat procentowy zrnicowanych postaci komorkowej lokalizagjikateniny u
pacjentow z grupy z przewlektym zalemiem HCV (pzw C), raku pierwotnymatvoby (HCC)
oraz kontroli.

Analiza ilosciowa wykazata najwisza ekspresgj p-kateniny w kontroli tkankowej
(25,37+26,97% reakciji), kolejno asza w grupie z pzw C (7,00+£7,41% reakcji) i najsea w
guzach wgtroby (HCC) (5,71+9,44% reakcjiRfcina 7, Tabele 5-§.

Ekspresjap-kateniny w grupie z pzw C nie mdita sk istotnie w poréwnaniu z kontrpl
(p=0,172). Znamiennie méz ekspresj obserwowano natomiast w komérkach HCC zaréwno
w poréwnaniu z kontral (p=0,02), jak i grup z pzw C (p=0,005)Rycina 7).
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Tabela 5 Poréwnanie tkankowej ekspresji badanych biafekateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny (% reakcji na pole mszu watroby) u chorych z przewleklym zakeniem HCV
(pzw C), w guzach wiroby (HCC) oraz w kontroli.

Biatko adhezyjne | Grupa badana | n | Srednia | Mediana | Min. | Maks. | SD
pzw C 54| 7,00 3,69 0,00 28,75 7,41
p-katenina HCC 61| 5,71 1,63 0,00 44,95 9,44
kontrola 8 | 25,37 19,80 0,48 69,64 26/97
pzw C 41| 1,78 0,42 0,00[ 8,61 2,67
E-kadheryna HCC 60| 1,95 0,01 0,00 78,80 10,49
kontrola 7 | 9,47 8,23 0,08 24,73 9,93
pzw C 28| 0,19 0,00 0,00 3,92 0,78
N-kadheryna HCC 59| 0,55 0,00 0,00 14,35 2,14
kontrola 8 | 1,22 0,69 0,00 4,04/ 1,54

Objasnienia: min. - wartgd¢ minimalna; maks. - warké maksymalna; SD - odchylenie
standardowe; HCC — rak gtrobowokomaorkowy

Tabela 6. Porownanie tkankowej ekspresji badanych biafgkateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny (% reakcji na pole mszu watroby) u chorych z przewleklym zakeniem HCV
(pzw C) i kontroli §redniazSD).

Biatko adhezyjne pzw C Kontrola p

p-katenina 7,00+7,41 25,37+26,97 0,172
E-kadheryna 1,78+2,67 9,47+9,93 0,045
N-kadheryna 0,19+0,78 1,22+1,54 0,064

Objasnienia: p — poziom istotni
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Tabela 7. Poréwnanie tkankowej ekspresji badanych biafgkateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny (% reakcji na pole miszu watroby) u chorych z przewleklym zakeniem HCV i

HCC (SredniatSD).

Biatko adhezyjne pzw C HCC p
p-katenina 7,00+7,41 5,71+9,44 0,005
E-kadheryna 1,78+2,67 1,95+10,49 <0,001
N-kadheryna 0,19+0,78 0,55+2,16 0,484

Objasnienia: p — poziom istotni

Tabela 8 Porownanie tkankowej ekspresji badanych biafekateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny (% reakcji na pole mszu watroby) u chorych z HCC i kontrgl($redniatSD).

Biatko adhezyjne HCC Kontrola p
p-katenina 5,7149,44 25,37+26,97 0,02
E-kadheryna 1,95+10,49 9,47+9,93 <0,001
N-kadheryna 0,55%2,16 1,22+1,54 0,103

Objasnienia: p — poziom istotni

60

% reakcji

pzw C

HCC

K

Rycina 7. Poréwnanie ekspresjp-kateniny w watrobie pacjentow z grupy badanej
(pzw C), z pierwotnym rakiem atroby (HCC) i w kontroli. * - p<0,05; ** - p<0,01.
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W obrebie badanych grup nie stwierdzonamic w nasileniu ekspregji-kateniny w zalenosci
od pici (Tabela 9.

Tabela 9 Ekspresja tkankowp-kateniny, E-kadheryny i N-kadherynyyrazona w % reakciji
na pole mizszu watroby @rednia £SD) u chorych (kobietys. mezczyzni) z przewleklym
zakaeniem HCV (pzw C), rakiem atrobowokomaorkowym (HCC) i w kontroli.

Kobiety M ezczyzni
Grupa p

B-katenina pzw C 27 6,75+7,61 27 7,24+7,34 0,959

HCC 13 6,67+12,07 46 5,45+8,73 0,59%

Kontrola 2 20,12+19,29 6| 27,13+30,48 *-

pzw C 23 1,51+2,72 18 2,12+2,63 0,068

E-kadheryna HCC 13 6,29+21,80 47 0,74+3,22 0,958

Kontrola 2 12,43+17,40 5 8,28+8,13 *-

pzw C 15 0,09+0,35 13 0,30+1,09 0,964

N-kadheryna HCC 12 0,35+0,83 47 0,60+2,39 0,64¢

Kontrola 2 2,02+2.86 6 0,95+1,14 *.

Objasnienia: n — liczba oséb w grupie; SD — odchylenie staddare; * - za mata liczebro
jednej z poréwnywanych grup do wnioskowania statysiego

3.2. E-kadheryna
U pacjentow z przewlektym zakaniem HCV, ekspresjE-kadheryny wykazano u 34/41

pacjentéw (83%). Obeckd tego biatka adhezyjnego w HCC wykazano u 35/6(epaaw
(58%) i we wszystkich wirobach z grupy kontrolnej (100%). Znamiennie negna
wykrywalnags¢ tego biatka w wtrobie dotyczyta pacjentow z HCC i to zaréwno w iedireniu
do kontroli, jak i pzw C (p<0,05 w obu przypadka@Rycina 5).
U pacjentow z pzw C komérkowa lokalizacja E-kadimgrglotyczyta rownig w przewadze
bton komérkowych (56% przypadkow), ale rownigytoplazmy hepatocytow i cholangiocytéw
(18% pacjentow) Tablica 4 A-G). Mieszana btonowo-cytoplazmatyczna reakcja IHC
wystepowata u 9 pacjentow z grupy badanej (26¥@hlica 4 D; Rycina 8.
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Tablica 4.

Immunocytochemiczna lokalizacja E-kadheryny w vgtrobie

pacjentow z przewlektym zapaleniem wtroby typu C (pzw C).

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenekaginy new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksydinKontrast interferencyjny Nomarskiego.
Skala = 2Qum.

(A-H) Fragmenty bioptatow atroby pacjentow z grupy badanej (pzw C).

Wyrazny btonowy wzoér reakcji IHC na E-kadhekymv miazszu watroby (A);
stabszy sygnat na to biatko w licznych blonach koskéwatrobowych B);
btonowo-cytoplazmatyczna lokalizacja E-kadheryngréznicowanym nasileniu
reakcji C, D). Intensywniejsza ui zlokalizowana wewstrzzrazikowo, reakcja
IHC na E-kadheryew hepatocytach blaszki granicznej i w cholangiacit O,

E, G); dominupca cytoplazmatyczna reakcja na E-kadherym komérkach
watrobowych £, G); jadrowo-cytoplazmatyczna reakcja na E-kadheryn
u jednego z pacjentow z grupy badars).

A — pacjent nr 30B — pacjentka nr 21€C - pacjentka nr 16D - pacjentka nr 18
z marskecig wgtroby; E - pacjentka nr 22;F - pacjent nr 19;
G — pacjent nr 25H — pacjent nr 34.






Intensywnd¢ reakcji oraz odsetek komoérek immunopozytywnych wigzsru watroby,
podobnie jak w przypadkrkateniny, byty zrénicowane indywidualnie.

W komoérkach HCC ekspresja E-kadheryny dotyczytanbio cytoplazmy zmienionych
nowotworowo komoérek miszu watroby (Tablica 5 A-H). Btonowa reakcja na to biatko
wystepowata w wekszasci zmienionych nowotworowo nagddéw (77%), cytoplazmatyczna w
14% HCC i w 3 przypadkach (9%) tego guza wykazamespana btonowo-cytoplazmatycan
lokalizacg E-kadherynyRycina 8).

We fragmentach wiroby kontrolnej ekspresja E-kadheryny widocznaalghownie na btonach
komérkowych hepatocytéw i cholangiocytéWaplica 3 E i F). Przewaata reakcja btonowa
(86% przypadkow) Rycina 8). W jednej vatrobie wystpowata reakcja mieszana (btonowo-
cytoplazmatyczna). Reakcja IHC na to biatko bytavigkszaici rozsiana, zrinicowana pod

wzgledem intensywngi i liczby immunopozytywnych komérek w zalesci od pacjenta.

100%
90% -
80% -
70%
60%
50% -
40%
30% -
20%
109 -
0%

pzw C HCC K

Eblonowa B cytoplazmatyczna mieszana (blonowo-cytoplazmatyczna)

Rycina 8 Udziat procentowy zrhicowanych wzoréw komorkowej lokalizadii-kadheryny
u pacjentéw z grupy badanej z przewleklym zakéem HCV (pzw C), raku pierwotnym
watroby (HCC) oraz w kontroli.

llosciowa analiza komorkowej ekspresji E-kadheryny wegta znamiennie n$z Sredni
wartas¢ ekspresji w grupie badanej zaréwno w stosunkuaturkli, jak i HCC (p<0,05 w obu
przypadkach) Tabele 6 i 3. Ekspresja E-kadheryny w HCC byta rowniistotnie nksza w
poréwnaniu z kontral (p<0,001) Tabela 8.
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Tablica 5.

Immunocytochemiczna lokalizacja E-kadheryny w vgtrobie

pacjentow z pierwotnym rakiem watroby (HCC).

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenekaginy new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksylinKontrast interferencyjny Nomarskiego.
Skala = 2Qum.

(A-H) Fragmenty wtroby 2z panelu tkankowego tigsue microarray

oraz z archiwalnych kostek parafinowych od pacjereéHCC.

Btonowy wzo6r reakcji IHC na E-kadherynw licznych @, B) lub
w pojedynczych transformowanych komorkachitraby (C); zwraca uwag
intensywniejsza reakcja w bocznych i szczytowycks@ach bton gsiadupcych
komoérek nowotworowych; Btonowo-cytoplazmatyczna dlikacja tego biatka
(D). Pozytywna cytoplazmatyczna reakcja IHC na E-kagte w licznych €)
lub staba reakcja IHC w pojedynczych komérkach tesigcznych ). Ekspresja
E-kadheryny w mizszu watroby dotyczyla réwnie pojedynczych gder
komorkowych lub okolicy otoczkiagdrowej u pojedynczych chorycks]; sladowa

reakcja na E-kadhergrw komérkach HCCH).

A — pacjentka nr 15 (grade 2B — pacjent nr 26 (grade 2)C - pacjent nr 28
(grade 2);D - pacjent nr 52 (grade 1E — pacjent nr 61 (grade 2F — pacjent
nr 44 (grade 2)G, H — pacjentka nr 24 (grade 2).






Nie stwierdzono natomiast istotnychznic w zalenoéci od pici ani w grupie badanej, ani w
HCC (Tabela 9.
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Rycina 9. Tkankowa ekspresjg-kadheryny u chorych z przewlektym zakeniem HCV, w
pierwotnym raku wtroby (HCC) oraz w kontroli.

3.3. Wskanik E-kadherynap-katenina

W watrobie pacjentow z pzw C, HCC oraz kontroli oblinpo rownie wskanik E-
kadheryng-katenina(Tabela 10. Najnizszy indeks wykazano u pacjentow z HCCzRioe
Znamienne zanotowano w tej grupie w porownaniuupge pzw C oraz kontral (p<0,05 w
obu przypadkach). Nie byto istotnejzrocy w wartgci wskaznika pomegdzy grup pzw C a
kontrola (p=0,17) Tabela 1Q Rycina 10.
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Tabela 1Q Wartdgci
przewlektym zakaeniem HCV, HCC i kontroli.

wskanika E-kadheryna/p-katenina w watrobie

pacjentow z

Grupa n Srednia | Mediana| Min. Maks. SD
pzw C 37 036+ | 213 | 000 3,91 0,71
HCC 55 0,31 001 | 100 6,95 1,12

kontrola ; 123+ | 930 | 002 4,63 1,77

Objasnienia: n — liczba oséb, SD — odchylenie standardowep¥0,001 pomi¢dzy grup HCC
i pzw C; ** — p<0,01 pomidzy HCC i kontraj.
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pzw C HCC K

Rycina 10 Porownanie wartei watrobowego wskanika E-kadheryna/p-katenina u chorych
z przewleklym zakaeniem HCV, HCC i wtrobie kontrolnej; ** - p <0,01

U pacjentéw z HCC analizowanych w pracy nie obs&rarm znamiennych #ic w wartaci

wskanika E-kadheryn@fkatenina ani w zalmosci od wieku (r=0,120; p>0,05) ani od
ztosliwosci histologicznej guzaGRADB (r=-0,157; p>0,05).

3.4. N-kadheryna
We fragmentach wiroby analizowanych immunocytochemicznie, biatkavigkryto u zaledwie
dwoch na 28 przebadanych pod tymtekn pacjentéw zakanych HCV (7%), u 10/59
pacjentéw z HCC (17%) oraz w 4/8 fragmentacitraby kontrolnej (50%). W przypadku tego

biatka adhezyjnego, istotne atice w czstosci wyskpowania obserwowano pogalizy
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kontroly (wigcej pozytywnych przypadkéw) hipzw C oraz rakami giroby (p<0,05 w obu
przypadkach)Rycina 5).

Biorac pod uwag lokalizacg komérkows tego biatka, ekspresja tazrita si pomidzy
grupami. W witrobie z pzw C u jedynie dwoch chorych z pozytyweakcy IHC na to biatko,
ekspresj N-kadheryny obserwowano w cytoplazmie nieliczniielpatocytow.

W watrobie kontrolnej dominowata ekspresja w btonachmkoek watrobowych Tablica 3 G i
H).

W komodrkach HCC lokalizacja N-kadheryny dotyczyhmrb komérek nowotworowych (4
chorych), a w 6 guzachatvoby wystpowata mieszana btonowo-cytoplazmatyczna lokalaacj
tego biatka Tablica 6 A-F).

U pacjentow z grupy badanej i HCC nie stwierdzodénic w ekspresji N-kadheryny w
zaleznosci od pici (p=0,964; p=0,649, odpowiednio).

Analiza ilasciowa ekspresji N-kadheryny nie wykazata istotny@mic w ekspres;ji tego biatka
pomiedzy pacjentami zakanymi HCV, kontroy a guzami wtroby, co przedstawiono na

Rycinie 11.

(B
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% reakcji
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.

pzw C HCC K

Rycina 11 Poréwnanie tkankowej ekspreshl-kadheryny u chorych z przewleklym
zakaeniem HCV, w pierwotnym raku atroby (HCC) i w kontroli (K).
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Tablica 6.

Immunocytochemiczna lokalizacja N-kadheryny w wgtrobie

pacjentow z pierwotnym rakiem watroby (HCC).

Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenekaginy new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksydinKontrast interferencyjny Nomarskiego.
Skala = 2Qum.

(A-F) Fragmenty wtroby 2z panelu tkankowego tigsue microarray

oraz z archiwalnych kostek parafinowych od pacjeraegrupy HCC.

Btonowy wzo6r reakcji IHC na N-kadherynw licznych transformowanych
komorkach witroby (A, B); Btonowo-cytoplazmatyczna lokalizacja tego biatka

(C, D); Sladowa, gtéwnie btonowa lokalizacja N-kadheryny amorkach HCC
(E, F).

A — pacjent nr 55 (grade 3B — pacjent nr 14 (grade 2)¢C - pacjentka nr 15
(grade 2);D - pacjent nr 55 (grade 3E — pacjent nr 52 (grade 1F — pacjent
nr 37 (grade 2).






4. Hybrydocytochemiczna analiza ekspresg-kateniny

Ekspresi tkankowy biatek adhezyjnych na poziomie mRNA wykonano tyWa@rzypadkup-
kateniny i dotyczyta ona pacjentdow z HCC, pacjentowzw C oraz kontrolnych bioptatow
watroby. Obecné&¢ mRNA dlap-kateniny potwierdzono we wszystkich badanych fragtach
watroby.

Zaréwno w witrobie z zakaeniem HCV Tablica 7 A-D), jak i w przypadku wtroby
zmienionej nowotworowo wykazano gtownieadjowo-cytoplazmatyczn lokalizacg
transkryptup-kateniny Tablica 7 E i F).

W kontrolnej watrobie obserwowano gtéwniedrowa ekspresj mRNA B-kateniny obecs
zarowno w hepatocytach, jak i komodrkach nabtonkazewodow zotciowych
migdzyzrazikowych Tablica 7 G i H).

Nasilenie reakcji hybrydocytochemicznej nie podlegeorownawczej analizie ifgiowej.
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Tablica 7.

Hybrydocytochemiczna lokalizacjap-kateniny w watrobie

pacjentow z badanych grup.

Technika hybrydyzacji in situ. Podbarwienie hematoksydin Kontrast

interferencyjny Nomarskiego. Skala = @@.

Fragmenty bioptatéw xtroby pacjentow z grupy badanej (pzw CA-D);
fragmenty witroby pobranej okotooperacyjnie u pacjentow z nakie

watrobowokomérkowym (HCCJE-F) i watroba kontrolngG, H).

Jadrowo-cytoplazmatyczny wzor reakcji hybrydocytocheznej na mRNA-
kateniny w licznych hepatocytach,(C); jadrowa lokalizacja mRNAB-kateniny
w mniejszej liczbie komoérekB|) i licznych hepatocytach z pzw OY.
Hybrydocytochemiczna lokalizacja mRNp-kateniny w cytoplazmie iagrach
komorek zmienionych neoplastycznte, ).

W watrobie kontrolnejpozytywry i intensywr reakcg nha mRNA B-kateniny
obserwowano wadrach hepatocytowd) oraz cholangiocytowH).

A — pacjent nr 56 z pzw @ — pacjentka nr 61 z pzw C, - pacjent nr 48 z pzw C
I marskacig wgtroby; D - pacjent nr 39 z pzw (E, F — pacjent nr 55 z HCC
(grade 1);G, H — pacjent kontrolny nr 8.






5. Analiza poréwnawcza wykrywalndgci (czestosci wystgpowania) biatek adhezyjnych w
obrebie poszczegoélnych grup pacjentow

5.1. Grupa z pzw C

U chorych z pzw C wykrywano najgxiej p-katenirg (96%), kolejno E-kadheryn(83%) oraz
najrzadziej N-kadheryn(7% pozytywnych przypadkowRfcina 12) R&nice znamienne w
wykrywalngsci zanotowano pomdzy wystpowaniem &-kateniny i obu kadheryn: E-
kadheryny oraz N-kadheryny (p<0,05 w obu przypatlkag obu kadheryn réwnieczesciej
wykrywano E-kadheryg niz N-kadheryr w bioptatach wtroby tej grupy pacjentowRycina
12).
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Rycina 12 Poroéwnanie ggtasci wyskpowania (wykrywalnéé) p-kateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny w olgbie grupy pacjentow z pzw C; *- p<0,05; **- p<0,001

5.2. Grupa HCC

Podobnie jak w pzw C, tak w watrobie z rakiem wtroby najwiksza byta wykrywalng: p-
kateniny i to zarbwno w poréwnaniu ze¢skscia wyskepowania pozytywnego sygnatu na E-
kadheryr, jak i N-kadheryn w bioptatach wtroby (p<0,001 w obu przypadkach). Z obu
badanych kadheryn, rowrieznamiennie wicej pozytywnych przypadkow dotyczyto E-
kadheryny ni N-kadheryny (p<0,001)Rycina 13.
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Rycina 13 Poréwnanie egtasci wyskpowania (wykrywalnéc) p-kateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny w olggbie grupy pacjentow z HCC; *** - p<0,001.

5.3. Kontrola

W tej grupie wysipowanie pozytywnej reakcji IHC ngckatenirg i E-kadheryrn dotyczyto
wszystkich badanych fragmentoéw zdrowejitrgby (100%). Nie rénity sie wiec te dwa
parametry mgdzy sola. Natomiast wykrywaln& obu tych biatek {-katenina, E-kadheryna)
byta wigksza nk N-kadheryny (p<0,05 w obu przypadkacR)y¢€ina 14).
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80 —

60 -

40

WYKRYWALNOSC (%)

p-katenina E-kadheryna  N-kadheryna

Rycina 14 Poréwnanie egtasci wysktpowania (wykrywalnéc) B-kateniny, E-kadheryny i N-
kadheryny w kontroli; * - p<0,05.
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6. Analiza morfometryczna nasilenia ekspresji biale adhezyjnych w obrbie
poszczegolnych grup pacjentow

U chorych z pzw C poréwnag ekspresj tkankows (wyrazoma w % reakcji) wszystkich trzech
biatek adhezyjnych ptkatenina, E-kadheryna i N-kadheryna) wykazano tngto wicksz
ekspresj B-kateniny zarowno w porownaniu z ekspae§i-kadheryny, jak i N-kadheryny
(p<0,001 w obu przypadkach). Z obu kadheryn domatewekspresja E-kadheryny nad
ekspresj N-kadheryny (p<0,001)T@bela 11; Rycina 13.

16
* k%
14 T

ek

-

p-katenina E-kadheryna N-kadheryna

% reakcji
(=]

Rycina 15 Porownanie tkankowej ekspregjikateniny, E-kadheryny oraz N-kadheryny u
chorych z przewlektym zakaniem HCV (test Wilcoxona); *** - p<0,001.

W obrebie grupy HCC test Wilcoxona pozwolit na wykazamigmiennych rinic pomidzy
ekspresj B-kateniny zaréwno w poréwnaniu z ekspae§-kadheryny, jak i N-kadheryny
(p<0,001 w obu przypadkach). Porownanie eksprésjilkmdheryn wykazato wksz ekspres
E-kadheryny w poréwnaniu z ekspredj-kadheryny (p=0,05, na granicy istofnd (Tabela
11; Rycina 16).
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p-katenina E-kadheryna N-kadheryna

Rycina 16 Porownanie tkankowej ekspregjikateniny, E-kadheryny oraz N-kadheryny w
pierwotnym raku wtroby (HCC) (test Wilcoxona); * - p<0,05; *** - p<001.

W grupie kontrolnej wykazano rowrievigksz ekspresj p-kateniny ni E-kadheryny, ale nie
byly to r&nice statystycznie istotne. Natomiast istotniecksza okazata siekspresjap-
kateniny oraz E-kadheryny w porownaniu z eksprebi-kadheryny (p<0,05 w obu
przypadkach)Rycina 17, Tabela 1}

70

=)
=
e

tLh
(=1

=
o

% reakcji
W
=

[
=1

[-—
o

T

p-katenina E-kadheryna N-kadheryna

Rycina 17. Porownanie tkankowej ekspregjikateniny, E-kadheryny oraz N-kadheryny w
kontroli (test Wilcoxona); * - p<0,05.
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Tabela 11 Analiza poréwnawcza wzajemnej ekspr@skateniny, E-kadheryny i N-kadheryny
(Sredni % reakcjitSD) u chorych przewlekle zagaych HCV, w raku
watrobowokomorkowym oraz w kontroli (test Wilcoxona).

p3
p-katenina E-kadheryna pl N-kadheryna p2
Grupa
n n n
<0,001
pzw C |54| 7,00+7,41 | 39 1,78+2,67| <0,00128| 0,19+0,78| <0,001
0,05
HCC 61| 5,71+9,44 | 60 1,95+10,49 <0,001| 59| 0,55+2,16| <0,001
0,018
kontrola | 6 | 28,24+29,53 8 | 8,28+9,78| 0,129 6 1,62+1,590,013

Objasnienia: n — liczba os6b w grupie; SD — odchylenie staddare; pl — poziom istotsc
pomidzy ekspregj f-kateniny i E-kadheryny; p2 - poziom istofciopomidzy ekspresj j-
kateniny i N-kadheryny; p3- poziom istafoigpomidzy ekspregjE-kadheryny i N-kadheryny.

7. Analiza ekspresji biatek adhezyjnych w grupie pgentow z przewleklym zakaeniem
HCV w zaleznosci od nasilenia zmian zapalnych drading) oraz zaawansowania
widknienia (staging

W grupie badanej nie wykazano znamiennychini®d w ekspresji bialek w tdie
zaawansowanych zmianach histopatologicznygtading i staging (p>0,05 we wszystkich
przypadkach, test Kruskala-Wallisa i Manna-Whitrygfiabela 12).
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Tabela 12 Poréwnanie tkankowej ekspresji tkankoWe§ateniny, E-kadheryny i N-kadheryny
(Sredni % reakcjitSD) w zalmosci od nasilenia zmian zapalnyclgréding i stopnia
zaawansowania wioknieniatéging u chorych z przewlektym zakaniem HCV.

n p-katenina N E-kadheryna n N-kadheryna
Grading | 1| %?| 699665 | 18 1,73+2,97 14 0,10£0,36
G |2|21| 6,45:6,67 18 1,55+2,04 12 0,33+1,13
3| 11| 8,05+10,34 5 2,77+3,83 2 *
0l 2 ny 1 . 1 "
1]28|  7,83+7,39 23 2,08+2,98 17 0,08+0,33
Staging
Sy |2 13| 534+4,14 10 1,01+1,16 7 0,56+1,48
3| 6| 385452 5 1,28+2,15 2 *
4] 5| 12,90+13,78 2 * 1 *

Objasnienia: * - parametry ocenione w potifaiowej skali numerycznej (p. Materiat i Metody),
n — liczba badanych oséb; *- zbyt mata liczefahgrupy do wnioskowania statystycznego;
p=0,940 dla ekspresji N-kadheryny dqiizy G1 i G2 (test Manna-Whitneya); p=0,842 dla
ekspresjps-kateniny i p=0,702 dla ekspresji E-kadheryny painy G1, G2 i G3 (test Kruskala-
Walllisa).

W przypadku ekspresfikateniny w zalnasci od staging 1 (S1), S2, S3, S4 — p=0,473; dla
ekspresji E-kadheryny w zatmsci od S1, S2 i S3 — p=0,795 (test Kruskala-Waljiga
ekspresji N-kadheryny w S1i S2 — p=0,756 (testriMaWhitneya).

8. Porownanie ekspresji biatek adhezyjnych u pacjetw z marskdcia i bez marskaci
watroby

Statystyczna analiza poréwnawcza nasilenia ekspvedgk adhezyjnych u pacjentow zzju
rozwinigta marskdcia watroby i bez niej, byta mdiwa jedynie w odniesieniu dp-kateniny.

Nie obserwowano istotnychadic w porownywanych grupach chorychapela 13.
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Tabela 13 Poroéwnanie ekspresji biatek adhezyjnyfikétenina, E-kadheryna, N-kadheryna)
u chorych z przewlektym zakaniem HCV i marskéria watroby oraz bez cech marsko

watroby.
B|a+kq Marskosé n | Srednia Mediana Min. | Maks. | SD P
adhezyjne | watroby
B-katenina TAK 5 12.90 7,35 050 | 28.75| 1378 0,542
NIE- 49| 639 | 34 | 000/ 2496 6,38

E- TAK 4,22 my

2| 422 0,00 | 844 | 597
kadheryna NIE 30| 165 0,42 0,00| 861| 250

N- TAK 11| 000 | 99 to00| 000| - | ©
kadheryna NIE 27| 020 0,00 000| 392| 0,79

Objasnienia: n — liczba badanych osob; SD — odchylenie standaed@ — poziom istotoi
(test Manna-Whitneya); *- za mata liczelagednej z porownywanych grup do wnioskowania
statystycznego.

Podobnie jak u pacjentow z pzw C, rownig grupie HCC nie wykazano istotnychzmc w
ekspresji badanych biatek adhezyjnych w zabéci od stopnia zigdiwosci histologicznej
badanych nowotworéw pierwotnychatkoby (GRADB (p>0,05 we wszystkich przypadkach)
(Tabela 19.

Tabela 14 Poréwnanie tkankowej ekspresji tkankowej a-katgnkE-kadheryny i N-kadheryny
(Sredni % reakcji+SD) w zalmosci od zidgliwosci histologicznej HCCGRADB).

n p-katenina N E-kadheryna n N-kadheryna

GRADE | 1| 8| 5,63856 7 0,60+1,23 7 0,28+0,54
G | 2|41 6,04+1006 | 41 0,78+3,43 41 0,39+1,36
3/ 11| 4,04+8,48 11 0,16+0,48 11 1,30+4,33

Objasnienia: * - parametry ocenione w potifoiowej skali numerycznej (p. Materiat i Metody),
n — liczba badanych oso6b; p=0,570 dla ekspregjkateniny midzy G1, G2 i G3; p=0,324 dla
ekspresji E-kadheryny; p=0,664 dla ekspresji N-laghy (test Kruskala-Wallisa).
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Nie odnotowano rinic w ekspresji badanych bialek adhezyjnych w HCCGakeznosci od

wieku i ptci chorych (p>0,05 we wszystkich przypadk, test Manna-Whitneya).

9. Korelacje miedzy wzajemm ekspresh biatek adhezyjnych w badanych grupach
W pzw C wykazano stabpozytywry korelacg Spearmana poruzy ekspregjp-kateniny i E-
kadheryny (r=0,400; p=0,01R¢cina 18. Pomigdzy ekspregj pozostatych biatek adhezyjnych

nie obserwowano znamiennych zalesci (p>0,05 we wszystkich przypadkachippela 15.
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Rycina 18 Pozytywna korelacja pagdku rang Spearmana pagdzy wzajemn ekspresj B-
kateniny i E-kadheryny w ytrobie pacjentow z przewleklym zateniem HCV (p<0,05).

W grupie HCC odnotowano pozytywne korelacje Speaampomédzy wzajemn ekspresj

wszystkich biatek adhezyjnych, tf-kateniny i E kadheryny (r=0,514; p<0,001) oraz N-

kadheryny (r=0,350; p=0,01Rgcina 19 oraz wzajem# ekspregj obu kadheryn (r=0,410
p=0,001) Tabela 195.
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Rycina 19 Pozytywne korelacje pagdku rang Spearmana pagdzy wzajemn ekspresj B-
kateniny i obu kadheryn (E- i N-kadheryna) watmbie pacjentow z pierwotnym rakiem

watroby (p<0,05).

W grupie kontrolnej (zdrowa atroba) rownie obserwowano zakmosci pomkdzy ekspresj -
kateniny i N-kadheryny oraz obu kadheryn, natomkaselacja pomidzy ekspregj p-kateniny
i E-kadheryny pomimo wysokiej wadc wspotczynnika korelacji Spearmana (r=0,743), nie

osiagrefa istotndci statystycznej (p=0,07Yabela 15.
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Tabela 15.Wspotczynniki korelacji porglku rang Spearmana pogdzy wzajema watrobowa
ekspresj p-kateniny, E-kadheryny i N-kadheryny (% reakcji pale mazszu watroby) w
badanych grupach.

pzw C n r p
B-katenina i E-kadheryna 39 0,400 0,012
B-katenina i N-kadheryna 25 -0,065 0,756

E-kadheryna i N-kadheryna 27 0,229 0,251

HCC n r p
B-katenina i E-kadheryna 60 0,514 <0,001
B-katenina i N-kadheryna 59 0,35p 0,006

E-kadheryna i N-kadheryna 59 0,410 0,001
Kontrola n r p
B-katenina i E-kadheryna 7 0,743 0,071
B-katenina i N-kadheryna 8 0,761 0,028
E-kadheryna i N-kadheryna 7 0,867 0,012

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspoétczynnik korelagng Spearmana; p — poziom
istotngci.

10. Tkankowa ekspresja biatek adhezyjnych fkatenina, E-kadheryna,
N-kadheryna) w zaleinosci od komoérkowej lokalizacji

4.10.1 p-katenina

Ekspresja  p-kateniny zlokalizowana  w btonach komorkowych (e
btonowa/przewzajaco btonowa) (zakodowana numerem 1 w Tabeli 16) wigaov watrobie
kontrolnej 22,15+22,12% i byta wgza od ekspresji o charakterze btonowym w pozadtaty
badanych grupach pacjentow, tj. pzw C (6,81+8,08)GC (6,78+11,19) (test Kruskala-
Wallisa; p=0,06, na granicy istotfwm).

Ekspresi o lokalizacji cytoplazmatycznej (oklenej numerem 2 w Tabeli 16) udatog si

statystycznie poréwrajedynie pomidzy grup z pzw C oraz HCC. Wykazanae jest ona
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Znamiennie w¥sza u pacjentow z pzw C (6,43+5,44%) wi HCC (2,78+3,78%) (test Manna-
Whitneya; p=0,03).

Eksprest okreslona jako mieszam (zakodowam pod numerem 3) wykazano w
poréwnywalnym stopniu nasilenia w obu grupachpgw C (9,32+9,73%) oraz pierwotnym
raku watroby (6,85+7,22) (p=0,574)abela 16.

Ze wzgkdu na zbyt mat liczebna¢ jednej z porownywanych grup, nie udatge porownag
statystycznie cytoplazmatycznej (zakodowanej podherem 2) oraz mieszanej (btonowo-
cytoplazmatycznej; numer 3) eksprdsjateniny w badanych grupachabela 16.

Nie znaleziono istotnych #aic ilosciowych porownujc ekspresj kazdej z form komaorkowej
lokalizacji (1, 2 i 3) w olgbie maliwych do zanalizowania grup pacjentéw, tj. z pzwi C
rakiem watrobowokomorkowym (HCC) (p>0,05 w obu badanych galp.

Tabela 16 Porownanie tkankowej eksprepikateniny (% reakcji na pole miszu watroby) w
zaleznosci od komoérkowej lokalizacji badanych biatek adhjaggh.

Lokalizacja| n | Srednia | Mediana| Min. | Maks. SD p
1 15| 6,81 2,66 0,44 26,63 8,08
pzw C 2 24| 6,43 4,50 0,34 18,71 5,44 0,736
3 13| 9,32 4,96 0,95 28,73 9,73
1 36| 6,78 1,40 0,02 44,93 11,1p
HCC 2 8 2,78 1,38 0,04 11,33 3,78 0,440
3 12| 6,85 4,59 0,02 24,23 7,272
1 6 22,15 19,80 0,88 55,70 22,12
Kontrola 2 2| 35,04 35,04| 043 69,64 48,94 -*
3 0 - - - - -

Objasnienia: n —liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; poziom istotn@i (test
Kruskalla-Wallisa); * za mala liczebdé poréwnywanych grup do wnioskowania
statystycznego; 1 - lokalizacja btonowa Ilub w pgze btonowa; 2 - lokalizacja
cytoplazmatyczna; 3 - lokalizacja mieszana (btonowtoplazmatyczna); p=0,06 pogdizy
lokalizacy 1 we wszystkich grupach; p= 0,033 dla lokaliz&jpomgdzy grupami; p=0,574 dla
lokalizacji 3 pomgdzy grupami (test Manna Whitneya).

94



10.2. E-kadheryna
Z uwzyciem testu Kruskala-Wallisa wykazano istotne sityznie ranice w ekspresji E-

kadheryny o btonowej lokalizacji (zakodowanej nuemerl w Tabeli 17) poradzy badanymi
grupami pacjentéw (p<0,05)Tébela 17. Test wielokrotnych poréwiia szczegotowiej
wykazal, ¥ istotnie wiksza byta ekspresja E-kadheryny w kontroli (9,678600) w
porownaniu z ekspresw grupie HCC (1,32+4,21%), a tak ekspresja btonowa E-kadheryny
w watrobie z pzw C (1,50+2,21%) w porownaniu z ekspregjpierwotnym raku wtroby
(1,32+4,21%) (p<0,05 w obu przypadkach). Nie bydanic w zakresie cytoplazmatycznej
ekspresji biatka (zakodowanej numerem 2) polzy grupami (p<0,05). Ekspresja mieszana
(btonowo-cytoplazmatyczna) wygtowata w zbyt matej liczbie przypadkow, aby e byto
porownanie wynikéw Tabela 17. Nie znaleziono istotnych #dic ilosciowych poréwnujc
kazda z form komorkowej lokalizacji (1, 2 i 3) w odie badanych grup, tj. pzw C, HCC, jak i
kontroli (p>0,05 we wszystkich przypadkach).

Tabela 17 Porownanie tkankowej ekspredii-kadheryny (% reakcji na pole miszu
watroby) w zalenaosci od komorkowej lokalizacji badanych biatek adhjaygh.

Lokalizacja | n |Srednia | Mediana| Min. Maks. SD p
1 19| 1,50 0,35 0,01 7,20 2,21
pzw C 2 6| 1,79 0,80 0,18 7,20 2,68 0,136
3 9| 3,74 2,09 0,12 8,61 3,59
1 27| 1,32 0,09 0,00 21,74 4,21
HCC 2 5| 15,83 0,11 0,01 78,80 35,20 -*
3 3| 061 0,86 0,02 0,95 0,51
1 6| 9,67 6,29 0,03 24,73 10,86
Kontrola 2 0 - - - - B *
3 1| 8,23 8,23 8,23 8,23

Objasnienia: n —liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe;gnziom istotnéi (test Kruskala-
Wallisa); *- za mala liczebnid poréwnywanych grup do wnioskowania statystycznégejokalizacja
btonowa i w przewadze blonowa; 2 - lokalizacja pjd@amatyczna; 3 - lokalizacja mieszana (btonowo-
cytoplazmatyczna); p=0,007 dla lokalizacji 1 pedry grupami (test Kruskala-Wallisa); dodatkowo
p=0,03 medzy kontra i HCC oraz p=0,04 ngdzy pzw C i HCC (test wielokrotnych poréwha=0,13

dla lokalizacji 2 pomidzy grupami (test Manna Whitneya).
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10.3. N-kadheryna
W przypadku ekspresji tego biatka ze werly na mat liczbe przypadkéw chorych z

pozytywrs  reakcg immunocytochemiczn o  okr&lonej lokalizacji  (btonowa,
cytoplazmatyczna, mieszana) nieitiwe byto pordwnanie iléciowe tej cechy statystycznej
(Tabela 18.

Tabela 18 Porownanie tkankowej ekspresji N-kadheryny (%ecgana pole mizszu watroby)
w zaleznosci od komoérkowej lokalizacji badanych biatek adhjaggh.

Lokalizacja | n |Srednia | Mediana| Min. Maks. SD p
1 0 - - - - -
pzw C 2 2 2,64 2,64 1,36 3,92 181 *
3 0 - - - - -
1 4 3,00 1,68 0,55 8,11 3,56
HCC 2 0 - - - - - *
3 6 3,39 1,37 0,23 14,35 5,39
1 4 2,43 2,15 1,38 4,04 1,25
Kontrola 2 0 - - - - - -*
3 0 - - - - -

Objasnienia: n —liczba pacjentéw; SD — odchylenie standardowe; poziom istotndi (test
Kruskalla-Wallisa); * za mala liczebdé poréwnywanych grup do wnioskowania
statystycznego; 1 -— lokalizacja btonowa i w przereadblonowa; 2 - lokalizacja
cytoplazmatyczna; 3 - lokalizacja mieszana (btonaytoplazmatyczna).
11. Tkankowa ekspresja biatek adhezyjnychfi-katenina, E-kadheryna, N-kadheryna) a
dane kliniczne i wyniki badai laboratoryjnych
Nie obserwowano istotnych statystycznie za@8ci pomkdzy tkankows ekspresj badanych
biatek adhezyjnych a danymi Kklinicznymi pacjentéw pzw C. Wartéci watrobowego
wskaznika E-kadheryn@tkatenina rownig nie byty skorelowane z danymi klinicznymi w

grupie pacjentéw z pzw O ébela 19.
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Tabela 19 Wartaci wspotczynnika korelacji posglku rang Spearmana paogdzy ekspresg) -
kateniny, E-kadheryny, N-kadheryny (% reakcji ndepmiazszu watroby) oraz wskanika E-
kadheryngi-katenina, danymi kliniczno-laboratoryjnymi i higigicznymi u pacjentéw z pzw
C.

Cecha statystyczna p-Katenina E-kadheryna | N-kadheryna E-kE:tr;iri)r/]ga/ﬁ_
wiek (lata) 0,004 0,086 -0,162 0,026
Czas trwania zakenia 0,122 0,194 Hk_ 0.373

(lata)

BMI -0,055 0,210 -0,075 0,331
Grading* -0,080 0,096 -0,010 0,002
Staging* -0,004 -0,003 0,067 0,047

stluszczenie (%) -0,028 0,015 0,100 -0,038
ALT (UN) -0,015 0,246 0,210 0,033
AST (U/l) 0,004 0,257 0,176 0,098

AFP (ng/ml) 0,173 0,202 -0,034 0,122
HCV RNA (1U/ml) 0,037 0,134 -0,228 0,084
biatko catk. (g/dl) 0,067 -0,035 0,216 0,021
albuminy (g/dl) 0,052 -0,010 0,063 0,042
Gamma-globuliny (g/d)| ~ ~0-010 -0,015 0,166 -0,113
Phytki krwi (G/l) 0,218 0,050 -0,065 0,041
Cholesterol (mg/dl) 0,014 0,003 0,015 -0,043
GGTP (U/l) 0,007 0,273 0,123 0,067

Objasnienia: * - parametry ocenione w skali potidoiowej (p. Materiat i Metody); **- za mata
liczebnd¢ poréwnywanych grup do wnioskowania statystycznego
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Tablica 8.

Immunocytochemiczna lokalizacja markeréw proliferagi
komorkowej (antygen Ki-67 i cyklina D1) w watrobie pacjentow z

badanych grup.
Technika immunocytochemiczna w oparciu o systenekaginy new polimer-
based IHC Podbarwienie hematoksylinKontrast interferencyjny Nomarskiego.

Skala = 2Qum.

Fragmenty wtroby pacjentow z grupy HCQ\( E), z grupy z pzw CR, C, F, §
i kontroli (D, H).

Obserwowano wyicznie pdrowy wzér reakcji IHC nantygen Ki-67 w licznych

neoplastycznie zmienionych komorkachitmeby (A); silna pozytywna reakcja
IHC na Ki-67 w pdrach hepatocytow u pacjentow z pzw C i maéskowatroby
(B, C); obecné¢ pojedynczych Ki-67-immunopozytywnychder komaérkowych
w watrobie kontrolnej D).

Ekspresjacykliny D1 w licznych pleomorficznychafrach transformowanych
komorek HCC E); Liczne immunopozytywnea@lra komorkowe z lokalizag]
cykliny D1 u pacjentow z grupy pzw &,G); ekspresja cykliny D1 w girobie
kontrolnej ().

A — pacjent z HCC nr 61 (grade 2B - pacjent z pzw C i marsf@q wgtroby
nr 50; C — pacjent z pzw C i marsiaq wgtroby nr 44;D — pacjent kontrolny
nr 8; E - pacjent z HCC nr 61 (grade 2, — pacjentka z grupy z pzw C nr 1;
G — pacjentka z grupy z pzw C nr ;- pacjent kontrolny nr 8.






komoérek naciekéw zapalnych (gtownie limfocyty) obgch w przestrzeniach bramno-
zOtciowych lub wewntrzzrazikowo Tablica 8 B i C). Obecné¢ pojedynczych gder z
pozytywm rekacy na antygen Ki-67 obserwowano takw kontrolnej witrobie (Tablica 8 D).
Ki-67-pozytywne jdra komoérkowe w wtrobie wykazano u 100% pacjentow z HCC, 74%
chorych z pzw C i w 62% nadow kontrolnych.

Srednie nasilenie ekspres;ji (skala pd&iimwa) Ki-67 w pzw C wynosito 1,02+0,84 (mediana
1,00), a w kontroli 0,63+0,52 (mediana 1,00) i bydy to r&znice statystycznie istotne (p>0,05)
(Tabela 2J).

Tabela 21 Ekspresja antygenu proliferacyjnego Ki-67 wtnobie pacjentéw z przewlekltym

zakaeniem HCV i w wtrobie kontrolne;.
n Srednia | Mediana| Min. Maks. SD
pzw C 54 1,02 1,00 0,00 3,00 0,84
Kontrola 8 0,63 1,00 0,00 1,00 0,52

Objasnienia: n — liczba os6b w grupie; SD — odchylenie staddare; * - p=0,276 pongdzy
grupg pzw C i kontral.

U pacjentow z przewleklym zakeniem HCV wykazano do stalm negatywn korelacg
pomicdzy ekspresj E-kadheryny i ekspresj antygenu Ki-67 (r=-0,360; p<0,05). Nie
obserwowano zadnych istotnych zal|aosci pomidzy ekspresj pozostatych biatek
adhezyjnych z ekspraesantygenu proliferacyjnego w grupie z pzwTabela 29.

W grupie kontrolnej nie wykazano istotnych korelggmigdzy ekspregj biatek adhezyjnych i
ekspresj antygenu Ki-67 Tabela 22.
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Tabela 22 Wspotczynniki korelacji poeglku rang Spearmana pagdzy ekspregj B-kateniny,
E-kadheryny i N-kadheryny (% reakcji na poleamsizu watroby) i ekspreg antygenu
proliferacyjnego Ki-67 w badanych grupach.

pzw C n r p
B-katenina i Ki-67 47 | -0,204 | 0,169
E-kadheryna i Ki-67 34 -0,360 0,040
N-kadheryna i Ki-67 28 -0,277 0,158
Kontrola n r p
B-katenina i Ki-67 8 0,620, 0,101
E-kadheryna i Ki-67 7 0,632 0,127
N-kadheryna i Ki-67 8 0,300 0,470

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspotczynnik korelagihg Spearmana; p — poziom
istotngici.

13. Korelacja ekspresji antygenu proliferacyjnego K67 z danymi klinicznymi i wynikami
badan laboratoryjnych pacjentow z pzw C

W grupie badanej wykazano stabe pozytywne korelacjaviekiem pacjenta z pzw C,
aktywnaicia zapalm w watrobie @rading) oraz stopniem wioknienisstaging)i sttuszczenia
naradu. Stabe negatywne korelacje obserwowanedmyi ekspregj tkankows tego antygenu
proliferacyjnego a diugaia zakaenia HCV oraz liczh pitytek krwi u pacjentow z
przewlektym zakaeniem HCV. Nie wykazano zaleosci pomkdzy ekspreg antygenu
proliferacyjnego Ki-67 a gkeniem AFP w surowicy krwi, aktywioia aminotransferaz (ALT,

AST), fadunkiem wirusa czy pozostatymi wynikami b&agracownianychTabela 23.
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Tabela 23 Wspoditczynniki korelacji poredku rang Spearmana pagdey tkankows ekspresj
antygenu proliferacyjnego Ki-67 a danymi klinicznyimistopatologicznymi i wynikami bada

laboratoryjnych pacjentow z przewlektym zapalenigatroby typu C.

pzw C n r p
Ki-67 i wiek (lata) 54 0,387 0,004
Ki-67 i czas trwania zak&nia (lata) 29 -0,410 0,027
Ki-67 i BMI 42 0,188 0,234
Ki-67 i grading 54 0,329 0,015
Ki-67 i staging 54 0,351 0,009
Ki-67 i sttuszczenie % 54 0,388 0,004
Ki-67 i ALT (U/l) 52 0,006 0,968
Ki-67 i AST (U/l) 52 0,067 0,635
Ki-67 i AFP (ng/ml) 51 0,208 0,144
Ki-67 i HCV RNA (1U/ml) 51 0,158 0,268
Ki-67 i biatko catkowite (g/dl) 52 -0,142 0,316
Ki-67 i albuminy (g/dl) 45 0,033 0,830
Ki-67 i gamma-globuliny (g/dl) 52 -0,080 0,571
Ki-67 i ptytki krwi (G/1) 52 -0,330 0,017
Ki-67 i cholesterol (mg/dl) 45 -0,212 0,161
Ki-67 1 GGTP (U/l) 41 0,233 0,142

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspoétczynnik korelagng Spearmana; p — poziom

istotnoici.

14. Ekspresja biatek adhezyjnych fi-katenina, E-kadheryna, N-kadheryna) a ekspresja

cykliny D1 w watrobie

Ekspresg cykliny D1 oceniono w grupie z HCC (n=4), pzw Gabw wgtrobie kontrolnej. U

pacjentbw z HCC anakzekspresji cykliny D1 wykonano, podobnie jak Ki-&i7czterech

chorych, sid tez wyniki te nie podlegaty analizie $oiowej i statystycznej. Ekspresja biatka
obecna byta w licznych pleomorficznycidjach komérkowych neoplastycznie zmienionych
hepatocytéwTablica 8 E).

Komoérkowa lokalizacja cykliny D1 w grupie pzw C,dumbnie jak antygenu Ki-67 dotyczyta

jader komérek wtrobowych Tablica 8 F i G). Obecné¢ tego biatka wykazano w 32/51 (63%)

badanych bioptatéw atroby z przewlektym zakaniem HCV oraz w 4/8 badanych ngaw
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kontrolnych. Natomiasgrednie nasilenie ekspresji tego biatka (skala p&dibwa) w pzw C
wynosito 1,16+1,05 (mediana 1,00), a w kontroli530,53 (mediana 0,50) i nie xdito si¢
znamiennie porgdzy grupami (p>0,05)Tabela 29.

Tabela 24 Ekspresja cykliny D1 w wirobie pacjentéw z przewleklym zateniem HCV i w
watrobie kontrolnej.

n Srednia Mediana | Min. Maks. SD
pzw C 51 1,16 1,00 0,00 3,00 1,05
Kontrola |8 0,50 0,50 0,00 1,00 0,53

Objasnienia: n — liczba os6b w grupie; SD — odchylenie staddare; * - p=0,126 pongdzy
grupg pzw C i kontraj.

Ani u pacjentéw z pzw C, ani w kontroli nie obsemamo zadnych istotnych statystycznie

zaleznosci pomidzy ekspregj biatek adhezyjnych a eksprgsjykliny D1 (Tabela 25.

Tabela 25 Wspéitczynniki korelacji postlku rang Spearmana pagdzy ekspregj p-kateniny,
E-kadheryny i N-kadheryny (% reakcji na poleamsizu watroby) i ekspreg cykliny D1 w
badanych grupach.

pzw C n r p
B-katenina i cyklina D1 44 | -0,108 | 0,485

E-kadheryna i cyklina D1 32 -0,04p 0,792
N-kadheryna i cyklina D1 25 -0,242 0,245

Kontrola n r p
B-katenina i cyklina D1 8 0,436 0,280
E-kadheryna i cyklina D1 7 0,144 0,758
N-kadheryna i cyklina D1 8 -0,116 0,784

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspotczynnik korelagihng Spearmana; p — poziom
istotnaici.

102



15. Korelacja ekspresji cykliny D1 z danymi Kklinicaymi i wynikami badan
laboratoryjnych pacjentow z pzw C

W grupie badanej nie wykazano istotnych statystigckorelacji pomidzy ekspregj cykliny
D1 a danymi klinicznymi oraz wynikami batlpracownianychTabela 26.

Tabela 26 Wspotczynniki korelacji pordku rang Spearmana pagdey tkankow ekspresj
cykliny D1 a danymi klinicznymi, histopatologicznym wynikami bada pracownianych
pacjentow z przewlektym zapaleniemtwoby typu C.

pzw C n r p
Cyklina D1 i wiek (lata) 51 0,098 0,492
Cyklina D1 i czas trwania zakenia (lata) 29 0,158 0,414
Cyklina D1 i BMI 40 -0,219 0,175
Cyklina D1 igrading 51 0,070 0,625
Cyklina D1 istaging 51 0,119 0,406
Cyklina D1 i sttuszczenie % 51 -0,248 0,079
Cyklina D1 i ALT (U/l) 49 -0,058 0,670
Cyklina D11 AST (U/l) 49 0,047 0,748
Cyklina D1 i AFP (ng/ml) 48 0,106 0,475
Cyklina D1 i HCV RNA (1U/ml) 48 0,236 0,106
Cyklina D1 i biatko catkowite (g/dl) 49 -0,130 0,372
Cyklina D1 i albuminy (g/dl) 43 0,164 0,293
Cyklina D1 i gamma-globuliny (g/dl) 49 -0,132 0,366
Cyklina D1 i ptytki krwi (G/I) 49 0,108 0,459
Cyklina D1 i cholesterol (mg/dl) 42 0,169 0,285
Cyklina D1 i GGTP (U/l) 37 0,188 0,266

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspotczynnik korelagihng Spearmana; p — poziom
istotnaici.
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16. Ekspresja biatek adhezyjnych fi-katenina, E-kadheryna, N-kadheryna) a ekspresja
wimentyny w watrobie

Eksprest biatka wimentyny oceniono w atrobie 30 pacjentéw z pzw C oraz watwobie
kontrolnej (n=8) Tabela 27).

Biatko to zlokalizowano w cytoplazmie nielicznyclorkérek zatok wtrobowych (komorki
Browicza-Kupffera i srodbtonka naczy). Nie obserwowano ekspresji tego biatka w
hepatocytach. Wykrywalé tego biatka w bioptatach atroby z zakaeniem HCV wynosita
17/30 pozytywnych przypadkéw (57%), a w grupie kolmtej — 7/8 (88%).

Srednie nasilenie ekspresji tego biatka wtnabie z pzw C wynosito 0,63+0,61 (mediana 1,00),
a w kontroli 0,88+0,35 (mediana 1,00) i nie wykazamamiennych rnic pomedzy grupami
(p>0,05) Tabela 279.

Tabela 27 Ekspresja wimentyny w atrobie pacjentéw z przewleklym zateniem HCV i w
watrobie kontrolnej.

n Srednia | Mediana| Min. Maks. SD
pzw C 30 0,63 1,00 0,00 2,00 0,61
Kontrola 8 0,88 1,00 0,00 1,00 0,35

Objasnienia: n — liczba os6b w grupie; SD — odchylenie staddare; * - p=0,297 pongdzy
grupg pzw C i kontrat.

Ani u pacjentéw z pzw C, ani w kontroli nie obsemamo zadnych istotnych statystycznie

zaleznosci pomkdzy ekspregj biatek adhezyjnych a eksprgsyimentyny [Tabela 2§.
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Tabela 28 Wspotczynniki korelacji poeglku rang Spearmana pagdzy ekspresj f-kateniny,
E-kadheryny i N-kadheryny (% reakcji na polea#msizu watroby) i ekspreg wimentyny w
badanych grupach.

pzw C n r p
B-katenina i wimentyna 27 | -0,060 | 0,768

E-kadheryna i wimentyna 28 -0,100 0,612
N-kadheryna i wimentyna 25 -0,319 0,120

Kontrola n r p
B-katenina i wimentyna 8 -0,24Y  0,55b
E-kadheryna i wimentyna 7 -0,612 0,144
N-kadheryna i wimentyna 8 -0,615 0,105

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspotczynnik korelagihg Spearmana; p — poziom
istotngici.

17. Korelacja ekspresji wimentyny z danymi kliniczymi i wynikami badan
laboratoryjnych pacjentow z pzw C
W grupie badanej nie wykazano istotnych statystigczkorelacji pomgdzy ekspreg)

wimentyny a danymi klinicznymi oraz wynikami badaracownianychTabela 29.
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Tabela 29 Wspditczynniki korelacji poredku rang Spearmana pagdey tkankows ekspresj
wimentyny a danymi Klinicznymi, histopatologicznymiwynikami badéa pracownianych
pacjentoéw z przewleklym zapaleniemtvoby typu C.

pzw C n r p
Wimentyna i wiek (lata) 30 0,141 0,456
Wimentyna i czas trwania zatenia (lata) 17 -0,050 0,850
Wimentyna i BMI 30 0,119 0,531
Wimentyna igrading 30 0,206 0,274
Wimentyna istaging 30 -0,015 0,937
Wimentyna i stluszczenie % 30 -0,073 0,702
Wimentyna i ALT (U/l) 30 0,258 0,168
Wimentyna i AST (U/l) 30 0,030 0,877
Wimentyna i AFP (ng/ml) 30 -0,219 0,246
Wimentyna i HCV RNA (1U/ml) 30 -0,088 0,644
Wimentyna i biatko catkowite (g/dl) 30 -0,256 0,172
Wimentyna i alouminy (g/dl) 30 -0,195 0,301
Wimentyna i gamma-globuliny (g/dl) 30 -0,081 0,670
Wimentyna i ptytki krwi (G/l) 30 -0,129 0,498
Wimentyna i cholesterol (mg/dl) 23 -0,079 0,719
Wimentyna i GGTP (U/l) 18 0,182 0,469

Objasnienia: n — liczba pacjentow; r — wspoétczynnik korelagng Spearmana; p — poziom
istotngci.
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OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Ekspresjgp-kateniny

Sciezka sygnatowa Wnt/Fzfifkatenina odgrywa istotnrole w fizjologii i patologii watroby.
Wykazano jej udziat w rozwoju embrionalnymatwoby i morfogenezie drégotciowych. W
zyciu postnatalnym utrzymuje prawidiavhomeostaz komoérek wtrobowycH?®. Wptywa na
formowanie struktury i aktywrié metabolicza gronka watrobowego. Uméliwia wzrost i
regeneragl watroby. Chroni wgtrobe przed dziataniem czynnikbw toksycznych i
oksydacyjnym stresefft. Z drog sygnaloww Wnt wigzane § patomechanizmy
hepatokancerogenezy, dotyce zaréwnohepatoblastomajak i pierwotnego raka atroby
(HCCY?*??" Doktadne mechanizmy powstawania HCC z udziagekateniny nie s jednak
doktadnie poznarté®2%2%8

W obecnej pracy analizie poddano bioptatytraby oraz dane kliniczne pacjentéw z
diugotrwatym przewleklym zakaniem HCV. Zataenia pracy wynikaly z opisow w
pismiennictwie o istotnym udziale szlaku WgH{atenina w hepatokancerogenezie. Opisy
zaburzé tkankowej ekspresji kompleksu E-kadheryakétenina (ECCU) w pracach innych
badaczy dotycz giébwnie raka wtroby. Wraz z progresj choréb watroby obserwowano
obnizenie ekspresji E-kadheryny i nadekspgefikateniny z jej cytoplazmatyczni/lub
jadrowa translokaci'®®. Nieprawidtowdci funkcjonowania ECCU prowadzity do stopniowej
utraty pohczen migdzykomorkowych, progresji widknienia atvoby, rozwoju marski
watroby i raka watrobowokomoérkowegd®?%°. Jednym z mechanizméw widknieniatvoby
jest wplyw biatek szlaku Wrfttkatenina na komoérki gwiaziste wtroby (HSCs3'. Nasilanie
transkrypcyjnej aktywngei B-kateniny wizano natomiast gtdwnie z mutacjami gefiu
kateniny (CTNNB1). Najnowsze badania z zastosowanigeetody NGS (angiext generation
sequencing potwierdzity wczéniejsze obserwacje,zi gen CTNNB1 jest najestszym
zmutowanym onkogenem w HEE. Wysolq czestai¢é wyskpowania mutacjip-kateniny
wykazywano w HCC na tle zakenia HC\F°##%%:232pgnadto wicej mutacji genowych tego
biatka wykazywano w HCC zwianych z zakeeniem HCV ni HBV*%%3323¢ | pacjentéw z
potudniowych Wioch, mutacjeCTNNB1 zwigzane byty dodatkowo z miodszym wiekiem
pacjenta oraz mniej zzicowanym HCE*

Badania w ramach obecnej pracy dotyczyly 63 pagjere pzw C, u ktérychéredni czas

trwania zakaenia HCV wynosit 2449 lat. W grupie tej wykazano. @krotnie podwyszone
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aktywndici aminotransferaz oraz GGTfednia warté¢ skezenia AFP w surowicy krwi grupy
badanej byta natomiast w granicach normy. Ocentfasologiczna wtroby u wikszaci
pacjentébw (81%) wykazata minimalni fagodrny aktywna¢ zapalm (grading 1 i 2).
Umiarkowara aktywndé¢ zapalm stwierdzono tylko w 19% (12/63) badanych bioptatow
watroby. Stopié@ zaawansowania wiOknienia tédging w skali numerycznej najegciej
oceniano jako 1. To minimalne widknienie (S1) datgo 55% chorych. Natomiast liczba
pacjentdbw z marskaia watroby (Staging4) stanowita jedynie 10% catej grupy badanej.
Ewidentne cechy stluszczenia komoredtrabowych obserwowano u okoto potowy chorych.
Immunocytochemiczna analiza ekspre$jikateniny wykazata obectd tego biatka w
wiekszaici (96%) badanych bioptatéw atvoby pacjentow z pzw C. ObecitomRNA (-
kateniny potwierdzono z zastosowaniem hybrydyzacgitu Obserwowano zmigmormalnej

tj. btonowej lokalizacji komoérkowej biatka (wykazejnw kontroli), na cytoplazmatyczny
(44%) mdz mieszany (btonowo-cytoplazmatyczny) (25%) wzor peksji B-kateniny. Nie
obserwowano reakcjafirowej na to biatko tadnego z pacjentéw z pzw C, co jest zgodne z
danymi z pimiennictw&®. Inni autorzy obserwowali akumulacjs-kateniny zaréwno u
pacjentow z, jak i bez mutacETNNB1 ale byli to wyhcznie pacjenci z ju rozwinigtym
HCC?*. W obecnej pracy wykazano obeé@anRNA B-kateniny w podobnych, jak samo
biatko komoérkowych kompartmentach, tj.. zaréwno wtopyazmie, jak i na blonach
komérkowych. W pojedynczych przypadkach transkrypiateniny widoczne byly wagrach
komorkowych. Nie ména poréwné tych danych z wynikami innych autorow u pacjentdbw
pzw C, bo brakuje takich doniesiev pismiennictwie. W przypadku rakaatvoby niektorzy
autorzy wykazali nadekspresnRNA B-kateniny i TCF-4, ale nie GSKB3Obserwowano przy
tym mutacjef-kateniny (ale nie pozostatych biatek) u ok. 44%j@atow ®°. Mutacje egzonu 3
B-kateniny i nadekspresja tego biatka byty niezaie skorelowane z nadekspregenu c-Myc

w HCC'™. W niedawno opublikowanej pracy na populacji rekigj, odsetek mutacjp-
kateniny w HCC wynosit zaledwie 6,4% (dwdch paapev)t a aksyny 1 — 9,7% (trzech
chorych). U jednego pacjenta z HCC z mutaggnu CTNNB1 wykazano tto wirusowe HCC
(HCV i HBV)?*. W badaniach Herath i wsp. mutagenu B-kateniny wykazano tylko w
jednym HCC wiréd pacjentéw pochodeych z Australii i Potudniowej Afryki i to bez zmiaw

ekspresji samego bialk4.
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Czestas¢ wykrywania pozytywnej reakcji immunocytochemiczn@HC) na p-katenirg u
pacjentéw z pzw C ocenianych w tej pracy byla podolpk w HCC (96%vs. 92%). Co
zaskakujce w materiale z HCC dominowat btonowy wzor reakidiC (64%), ché widoczne
byly réwniez immunopozytywne komorki z cytoplazmatyazn(14%) i btonowo-
cytoplazmatycza lokalizach sygnatu (22%). Obecké jadrowej lokalizacji B-kateniny
wykazano w nielicznych komérkach HCC i u pojedyratzghorych badanych w tej pracy.
Badania na poziomie mRNA (hybrydyzadm situ) potwierdzity obecn& transkryptup-
kateniny w watrobie kontrolnej oraz w grupie z pzw C i HCC u hypacjentéw, ktérzy
wykazywali pozytywn reakcg IHC na biatko. Oprocz cytoplazmatycznej lokalizaoRNA
tego biatka, we wszystkich badanych grupach wykanovjednoczanie ekspresj w jadrach
komorkowych. Wynik ten jest tylko egciowo zgodny z pracami grupy Cui i wsp., ktorzy z
zastosowaniem hybrydyzacjn situ (egzon 3 genu), wykazali przede wszystkim silny
cytoplazmatyczny sygnat na mRNRkateniny w komorkach HCC. Nadekspresja transkryptu
B-kateniny byta ponadto skorelowana z wysokim pgwsam przerzutowania w badanych
rakach witroby?”*®?* Inna praca tego zespotu potwierdza nadekspreg§jNA p-kateniny w
HCC i jej korelac} z nadekspresjgenu c-Myc w rakach atroby'®®. Ponadto, jak wykazano,
nadekspresjap-kateniny towarzyszyta mutacjom genu (~44% chor¥¢h)Autorzy ci
potwierdzaj akumulacg samego biatk@-kateniny na terenie zaréwno cytoplazmy, jakder
komérkowych patologicznie zmienionych komérek HEE382%

Wyniki  cytoplazmatycznej lub mieszanej (blonowoaptazmatycznej) lokalizacji
komoérkowej biatka B-kateniny uzyskane w tej pracya shatomiast zgodne z opisami
uzyskanymi przez innych autoréw, zwlaszcza opisigh duy odsetek z niadrowa ekspresj
tego biatkda®*?*>?*! Biorac pod uwag lokalizaci komérkow i nasilenie tkankowej ekspresii
B-kateniny, w progresji nowotworow atroby kluczowe wydaje siwystkpowanie gdrowej
lokalizacii biatka, ladz niejadrowa lokalizacja, ale z nadekspeeBjkateniny®*?*2 Niejadrowy
wzoér ekspresjip-kateniny wraz z jej nadekspresyyskpowatl w guzach powej 5 cm
srednicy, zbudowanych z komérek stabiej zridowanych, u pacjentow z krotszym czasem
przezycia®®. Grupa Joo i wsp. natomiast wykazatazesy indeks mitotyczny w guzach
watroby z niepdrowa lokalizacph i nadekspresgj tego biatka w HCC, ale tagk w HCC z
jadrowa lokalizach p-kateniny. Przewat niepgdrowy wzor ekspresji (ok. 38%s. 21%
guzow). Nie udato si wykaza korelacji pom¢dzy ekspregj B-kateniny i cykliny D1, jak
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wykazaly to badania innych autort!t Badacze ci dysponowali materialem tkankowym
pochodzcym od pacjentéw HBsAg- oraz anty-HCV-seropozytyemyTien i wsp. wykazali
wytacznie blonow ekspresj p-kateniny w ponad 50% HCE. hdrowy wzér ekspresjp-
kateniny (22%) wyspowatl w guzach stabiej ztdicowanych, a biac pod uwag tto
wirusowe HCC, 4drowa lokalizacg badacze ci wykazali w 38% pacjentow z HBV i u jeidy
15% pacjentéw z zakaniem HCV*.

Poniewa w obecnej pracy nie dysponowano szczegotowymi eharkyinicznymi pacjentow z
HCC (poza wiekiem, pigipacjenta oragrading nowotworow wtroby), trudno doni& si¢ do
wszystkich danych z fainiennictwa. ddrowa akumulacg B-kateniny w HCC szereg badaczy
opisywato najcgsciej w powgizaniu z somatycznymi mutacjami tego
biatka!9316°169.170.233.240243 liniczne  znaczenie afirowej lokalizacji p-kateniny w guzach
watroby jest wcaz badane. Jedni autorzy dowadgtotnego zwizku takiej lokalizacji biatka z
bardziej nasiloa aktywndacia proliferacyjra hepatocytow oraz krotszym czasem pyzéa
pacjentow®>?*°, inni — z mniejsz inwazyjndcia HCC i diwzszym 5-letnim czasem pragia
163233 Grupa Mao i wsp. zasugerowatadmole wild-type-kateniny w poréwnaniu z jej foran
zmutowan. Zmutowana forma tego biatka miatabyc¢lawiazana z podtypami HCC o lepszej
prognozie®*?** Zgodnie z opisami z @rhiennictwa, mutacje w obibie CTNNB1wyskpuja w
pb&zniejszym okresie rozwoju rakaatwoby, a adrowa akumulacjg-kateniny jako wynik
aktywacji drogi WntB-katenina - we wczesnych stadiach HCC, co sugemje, poza
mutacjami mechanizmy stabilizacji tego bidfiéd’*%1732®> Ostatecznie wythiono dwa
podtypy HCC, w zalenosci od molekularnych zmian dotygzych szlaku Wnf-katenina, z
mutach CTNNB1(niski stopi@é ztosliwosci histologicznej i dobra prognoza) i bez mutdji
kateniny (agresywny fenotyp, zagiany z zakaeniem HBV) %7,

Na podstawie wynikéw dotyazych ekspresjp-kateniny w HCC badanych w ramach tej pracy
wydaje s§, ze u wkkszdci pacjentdw nie wygpowata mutacjap-kateniny, ktora
skutkowataby zwikszory akumulacy biatka w komorkach wtroby i jadrowym wzorem
reakcji immunohistochemicznej. Nie dma potwierdai opisywanej przez innych autoréw
nadekspresijp-kateniny w HCG**?** Nalezy jednak podkréi¢ duze rénice indywidualne w
nasileniu reakcji IHC ng-katenirg jakie obserwowano u pacjentow z pierwotnym rakiem
watroby. W badaniu grupy Mao i wsp. na 372 pacjentolWCC wykazano btonogvekspresj
B-kateniny w 272 guzach atroby, a pdrowa w 100 przypadkach. W tej pierwszej grupie
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guzow, w 148 HCC obserwowano obemie ekspresjp-kateniny (podobnie jak w obecnej
pracy). Ta redukcja ekspresji nie byta skorelowamawazj guza i prognaz®®. Nadekspresj
E-kadheryny i obu katenina(i B) w czsci guzéw oraz pozytywn korelacg pomidzy
ekspresj katenin a stopniem zzicowania HCC wykazat natomiast zespoél lhara i @/&p.
Analiza ilasciowa przeprowadzona w ramach obecnej pracy wykas#adtnie nisz ekspresj
B-kateniny w grupie z HCC zaroéwno w porownaniu ztkola, jak i z ekspregjw bioptatach
watroby pacjentow z pzw C.

Zgodnie z celem pracy postanowiono zhkiadkspresj p-kateniny przede wszystkim w
watrobie pacjentow z dtugotrwatym zatemiem HCV (ponad 20-letnim), jako czynnikiem
ryzyka marskéci watroby i HCC. Spodziewano gzmian w poziomie ekspredjprkateniny -
bialka pohczen miedzykomorkowych, a w razie aktywacji drogi Wnt - omka o
potencjalnym znaczeniu w kancerogenezietrebowej. Wyniki wskazy na due
indywidualne ranice w tkankowej ekspresji biatka — od pojedynczyamorek ze stab
reakcp IHC, do licznych immunopozytywnych hepatocytéw sianych po catym bioptacie
watroby. Analiza statystyczna nie wykazata istotnyoinic w sredniej wartéci ekspresjip-
kateniny w bioptatach atroby z pzw C w poréwnaniu z kontelNie byto wic spodziewanej
nadekspresji biatka. Nie obserwowangmrpwego wzoru reakcji IHC na to biatko. Précz
typowo btonowej reakcji ng-katenirg, obserwowano wyspowanie mieszanej lokalizacji
biatka (btonowo-cytoplazmatyczna), jak i wgknie cytoplazmatyczny wzor reakcji IHC w
hepatocytach, cholangiocytach i komoérkach naciekapalnych (44%). Uzyskane wyniki
bada nad lokalizacj p-kateniny w pzw C $ zgodne z innymi wynikami bada gdzie z
zastosowaniem metod immunocytochemicznych wykazsghernéc tego biatka na btonach
komdérkowych hepatocytéw i komérek nabtonka przewedétciowych medzyzrazikowych w
watrobie zakaonej HC\?*°. Autorzy cytowanej pracy stosowali skrawki meaiowe do swych
bada i to wylacznie marskiej wtroby, a take inne przeciwciata pierwsz@dowe ni w
obecnej pracy. Nie obserwowaddrowej lokalizacji biatka, a zwkszona ekspresjgkateniny
obserwowana byta gtéwnie w prolifesgych przewodachzétciowych, obecnych licznie w
przegrodach acznotkankowych marskiego nadz?*. Lokalizacja B-kateniny w watrobie
kontrolnej oraz z pzw C i HCC jest zgodnazalk obserwacjami lhara i wsp., ktérzy silnigjsz
reakcg IHC opisywali w komorkach nabtonka cholangiocyt@mwtaszcza proliferacych)

oraz hepatocytach z cechami regeneracji. Niemamdnié¢ sie do tych wynikow badg gdyz
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w obecnej pracy badano nasilenie reakcji IHC nae cpble mazszu watroby, bez
rozgraniczania reakcji w odsie hepatocytow i cholangiocytéw. lhara i wsp. \cjpatow z
HCC dowiedli zwiazku pomedzy ekspregj katenin a stopniem histologicznego zritowania
HCC** czego nie udato siwvykaza w grupie HCC badanych w tej pracy. Olerie ekspresji
B-kateniny, ktére wykazano w badanych w tej pracgtrebach z HCC, znalazio swe
odniesienie natomiast w pracy innych autof§w Zredukowan ekspresj tego biatka
obserwowano u 42 % pacjentéw, a catkowity brak egpu 13% chorych z HCC. Wykazano
rowniez korelacg pomidzy zredukowasm ekspresj p-kateniny i zaawansowaniem guza i jego
wielkoscia oraz tworzeniem wewitrzwatrobowych przerzutow. Ani ekspregpakateniny, ani
E-kadheryny nie byly jednak niezatg/mi czynnikami ztej prognozy w HCG. Obnizona
ekspresj p-kateniny wykazano rowniew HCC na tle zakeenia HBV (58% chorych) w
poréwnaniu z HCC bez tta wirusowego (19%4) Z kolei Guo i wsp. wykazali pozytywn
ekspresj p-kateniny u ok. 47% gxczyzn i 63% kobiet z HCC. Pozytywrekspresj nazywali
obecnd¢ sygnatu IHC o lokalizacji btonowej w powsgj 50% komoérek nowotworowych.
Nieprawidtowg ekspresj B-kateniny definiowali jako obecké ektopowej ekspresji tego biatka
(cytozol, pdra komérkowe) w co najmniej w 10% komorek nowotwwaych i/lub brak
pozytywnego sygnatu na to bia8 Nie da si doktadnie poréwnabadanych w ramach tej
pracy HCC (92% pozytywnych przypadkéw) z uzyskanyriez wspomnianego autét
Oceniajc wylacznie ektopow lokalizacg biatka (cytoplazmatyczny i mieszany wzor
ekspresji) w HCC tej pracy, obraz taki dotyczytizbhego odsetka pacjentow z HCC w
poréwnaniu z uzyskanym przez Guo i wsp. (36843%, odpowiednio). Natomiast nie ama
potwierdzt na podstawie obecnej pracy,zsiego odsetka ,nieprawidtowe]’ ekspres§ji
kateniny w kontroli w poréwnaniu z HCC, jak przemsili to autorzy wspomnianego
doniesieni&™® Na uzyskany w tej pracy wynik ma wptyw prawdopbdie niska liczebni
grupy kontrolnej (n=8) w poréwnaniu z kontgal cytowanej pracy (n=30).

Wsréd 7 innych biatek,p-katenina znalazta girowniez na licie surowiczych markerow
réznicujacych przewlekte zapalenieatvoby od HCG*. Istotnie wysze sgzenia tego biatka
uzyskali pacjenci z HCC (mediana 651 pg/ml) w parémniu z chorymi z przewlektym
zapaleniem wtroby (w tym na tle zakenia HCV) (mediana 575 pg/ifj. Co istotne, stenie
B-kateniny uznano za komplementarny zegzeshtiem AFP, marker HCC, vmy zwtaszcza u

pacjentéw z ,niediagnostycznym”egseniem AFB*. Grupa Zekri i wsp. w populacji 0séb z
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przewlektym zakaeniem HCV (n=28) potwierdzita wgze stzenie B-kateniny w surowicy
krwi tych pacjentow w odniesieniu do zdrowych nedidHCV i kontroli. Wyzszym s¢zeniem
od pacjentébw z zakeaniem HCV cechowali gichorzy z HCC. Autorzy ci potwierdzgj
wczesniejsze obserwacje na temat gzk#zonego surowiczego e¢senia B-kateniny jako
nieinwazyjnego diagnostycznego i prognostycznegckena HCC. Autorzy ci uznali warké
cut-off dla poziomu biatka>997,3 pg/ml w ranicowaniu pacjentdbw z HCC i przewlektym
zapaleniem wtroby. Wykazali ponadto wAgzy czutcs¢ i specyficznéé stezenia p-kateniny w
poréwnaniu ze gkeniem sICAM-1%".

W ostatnich latach podikdla sk natomiast inne ciekawe zatesci HCV-B-katenina.
Dowiedziono eksperymentalnie roli biatek niestrultoych (gtébwnie NS5A) oraz biatka
rdzeniowego (biatko C, core) HCV w indukowaniu &daVntf-katenind” 8188189 Wykazano
jednak, ¥ w samej przemianie nabtonkowo-mezenchymalnej (EM&jliowanej przez NS5A,
droga sygnatowa z udziatefrkateniny nie jest wymagaftd

Poznano mechanizmy dziatania biatek HCV na wzreaikizacji i akumulacjif-kateniny®.
Podwyzszony poziom p-kateniny w komoérce wynika ma gtéwnie z aktywacjisciezki
PI3K/Akt, cha: wykazano zjawisko stabilizacji tego biatka niezaie od Akt i GSK-3%.
Zwigkszona ekspresjg-kateniny w komoérce zakanej HCV prowadzi rowniedo aktywacji
promotorac-Myc ze wzrostem ekspresji tego onkogenu i konsekwendjazrost reaktywnych
form tlenu, zaburzenia funkcji mitochondriow, zWézone uszkodzenie DNA i zaburzenia
cyklu komérkowegaf®®! Bezpdredni aktywacg sciezki Wnt/p-katenina wykazano w
modeluin vitro rowniez w przypadku biatka rdzeniowego HCV, ktore zkgzato poziom
aktywnej formyp-kateniny z §drowa akumulacy tego biatka i powodowato wzrost genowej
ekspresii licznych ligandéw WHt?>2

W badaniach obecnej pracy nie obserwowano istaadejnosci pomidzy tkankow ekspresj
B-kateniny a aktywnixia proliferacyjra hepatocytéw (ekspresja antygenu Ki-67, cykliny D1)
pacjentéw z pzw C. W analizie takiej, i to nawegbacjentéw z HCC przeprowadzonych przez
grup Prange i wsp. réwnienie udato si wykaza zaleznosci pomiedzy jadrowa ekspresj B-
kateniny i cykliny D¥°> W obecnej pracy nie udatogsiichwyct znamiennych rinic w
ekspresji tego biatka w zateosci od nasilenia zmian zapalnychréding), zaawansowania
widknienia gtaging oraz sttuszczenia atroby. Nie wykazano istotnych korelacji z wynikami
bada pracownianych, w tym testéw funkcjiatvoby czy s¢zeniem HCV RNA. Na wyniki te
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wplyw mogt mie niski odsetek chorych z bardziej zaawansowanymiazami w vatrobie
(marskad¢ watroby u zaledwie 3 chorych, przewaga matej akty$eha@apalnej w bioptatach
watroby, cechy stluszczenia u potowy chorych). Niesarlwowano réwnie znamiennych
roznic w ekspresji biatek cyklu komorkowego (Ki-67,ktiiya D1) midzy grup z pzw C i
kontrola, cha u pacjentow z pzw C obserwowano pozytywny aaek midzy tkankovy
ekspresj antygenu proliferacyjnego Ki-67 (ale nie cykliny1D i nasileniem zmian
histologicznych wtroby (aktywnd¢ zapalna, wioknienie, sttuszczenigtwoby).

Podsumowujc t¢ czes¢ bada nalery podkreli¢ uderzagce zmiany w lokalizacji komorkowej
B-kateniny w diugotrwatym przewlekltym zateniu HCV w poréwnaniu z kontrgl co mae
skutkowa& zaburzeniami funkcji tego biatka w zaawansowangtadiach pzw C. Ocena
znaczenia klinicznego nasilenia ekspresji tegokhigftedukcja) wymaga jednak kontynuacji
bada, z uwzgkdnieniem np. tkankowe] ekspresji biatek wirusowyeltV u chorych z
przewlektym zakzeniem HCV. Interesagym bytoby badanie innych sktadnikow kompleksu
ubikwitynujacego p-kateniny, tj. APC, aksyny i kinaz np. GSK-8zy Akt, ktdre decydujo
dostpndici ,wolnej” kateniny i jej akumulacji w cytoplazmiezy przemieszczaniugsdo pdra
komérkowegd®®. Dla lepszej metaanalizy danych, zakw HCC - nalgatoby ujednolict
systemy oceny ekspresji tego biatka, zwtaszczaypyguie zdefiniowa pojecie prawidtowe;j i
nieprawidtowej tkankowej ekspres;ji tejasteczki adhezyjnej.

Ekspresja E-kadheryny

Nabtonkowa E-kadheryna (zwana takE CAM, angepidermal cell adhesion molecylealezy
do kadheryn typu | i wyspuje w pokczeniach przylegagych (ang adherens junctions
komorek nabtonkowych, odpowiadej za ich spojn&. B-katenina przycza s¢ do
cytoplazmatycznej domeny E-kadheryny i przeezénie zo-kateniry, faczy ja z aktyra
cytoszkieletu, tworg strukturalno-funkcjonaln E-kadherynowo-kateninaw jednostl
(ECCU) o silnych wiaciwosciach adhezyjnyctl’. E-kadheryna jest produktem genu CDH1
(chromosom 16), ktéry zachowuje: §ak klasyczny gen supresorowy dla guzdtvMutacje
CDH1 z utrat ekspresji tkankowej E-kadheryny opisano w stoswakonielicznych
nowotworach u czlowieka, m.in. raku piersizotadka >®*%*?%> W |udzkim HCC wysipuja
gtdwnie zmiany epigenetyczne E-kadheryny (we¢kszaci hypermetylacje promotora
CDH1)?%>?15%* 7mjany te opisano u pacjentéw z Australii i tor@@no w watrobie ze
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zmianami zigliwymi, jak i nieziagsliwymi, ale tylko w jednym przypadku wykazano
réwnoczesne obménie tkankowej ekspresji E-kadheryiy Badaniami z #yciem technik
immunocytochemicznych u pacjentow z HCC wykazywadaniez obnizenie btonowej
ekspresji E-kadheryny, szczegdlniezduw bardziej zi@liwych histologicznie postaciach
HCC***?%3 Wykazano take, iz obnizenie ekspresjio- i y-kateniny (ale niep-kateniny)
wyprzedzato obrenie ekspresji E-kadheryny w HES

Spadek ekspresji E-kadheryny lub utrata prawidtolakeglizacji biatka w miejscu kontaktow
komorka-komorka obserwowany byt w miejscach EMT aasie progresji guza, cackzyto sk

z nadekspresjuwolnionej z patczer miedzykomérkowychB-kateniny®®. Wykazano réwnie

iz E-kadheryna jest celem molekularnego biomarkgrabhiatka regulatorowego 14-33w
modulowaniu progresji HCE®.

Wykrywalncé¢ (czestos¢ wyskpowania) E-kadheryny w atrobie w badanych grupach
pacjentéw tej pracy byla istotniezsza w HCC (58%) i pzw C (83%) w porownaniu z kohtro
(100%). Jest to zgodne z wynikami innych autorow padaniem ekspres;ji tego biatka w HCC.
Zhai i wsp. wykazali prawidtowekspresj E-kadheryny w 40%, obimna w 41%, a nieobeen

u 16% chorych'®,

Analiza morfometryczna przeprowadzona w tej prag)kazata rOwnie¢ znamiennie sz
ekspresj E-kadheryny w grupie pacjentow z przewleklym zapsm watroby typu C i w
HCC w porownaniu z kontral Co ciekawe ekspresja E-kadheryny u pacjentéwwz @zyta
istotnie nksza rownie w poréwnaniu z HCC. W badanych w obecnej pracy HC& w pzw
C obserwowano wc, zgodnie z oczekiwaniami, olienie ekspresji E-kadheryny, jednak (jak
opisano wczéiej) nie towarzyszyta temu nadeksprefiateniny. W obu grupach chorych
wykazano wgcz pozytywne korelacje pordzy ekspreg E-kadheryny ip-kateniny, czyli
spadkowi ekspresji E-kadheryny towarzyszyt spadkgpeesiji f-kateniny u tych chorych.
Podobny wynik uzyskata grupa Zhai i wsp. w badanyaez siebie HCC. Wykazano rowhje
podobnie jak w obecnej pracy, pozytywikorelacg pomidzy ekspresj E-kadheryny i
wszystkich katenin, w tynfi-kateniny“°. Autorzy ci na blisko 100 HCC wykazali obenie
ekspresji E-kadheryny w 69% przypadkowp-&ateniny u 63% chorych. Natomiast lhara i
wsp. obserwowali obnenie E-kadheryny é-kateniny w bardziej rozsianycdhick trabecular-
type HCCs a wkkszs ekspresj p-kateniny obserwowali jedynie w regenewyjch

hepatocytach i proliferugych cholangiocytact®. W przeciwigistwie do wynikéw uzyskanych
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w obecnej pracy, lhara i wsp. obserwowali raczepgtsygnat IHC na badane biatka w
hepatocytach i cholangiocytach kontrolnejtneby?**

W obecnych badaniach nie wykazano istotnego wsp@isia ekspresji E-kadheryny z
typowymi zmianami histologicznymi atroby pacjentow z pzw C gtading staging
stluszczenie wtroby), a jedynie stapnegatywr korelacg pomkdzy ekspregj E-kadheryny i
antygenu proliferacyjnego Ki-67. Me to potwierdzé& tendengi do obnkania ekspresji E-
kadheryny wraz ze wzrostem aktywgopproliferacyjnej hepatocytow w przewlektym proees
zapalnym. Nie udato sijednak zaobserwowazadnych istotnych zak@osci pomidzy
ekspresj E-kadheryny a cykliny D1 u pacjentéw z pzw C. Niezna powot& sig na podobne
obserwacje w gmiennictwie. Natomiast w przypadku rakéwatvoby pozytywna gdrowa
lokalizacjap-kateniny, redukcja btonowej ekspresji E-kadheryawickszona ekspresja Ki-67
obserwowana byta w stopniach @hwosci histologicznej | i Il HCC®. Inni autorzy opisali
korelacje m¢gdzy obnieniem ekspresji E-kadheryny i kateniny a wiétke guza, wyszym
jadrowym indeksem czy krétszym pezeiem pacjenta. Ekspresja samej E-kadheryny byta
zalezna od wartéci indeksu mitotycznedd’. Podobnie jak w obecnej pracy, niektérzy badacze
wykazali due r&znice w immunocytochemicznej ekspresji E-kadherynyzaleznosci od
pacjenta z HCC, z obieniem ekspresji (w 35% przypadkéw HCC) i jej nage&sh (u 40%
chorychf>*. Spadek lub utrata ekspresji E-kadheryny wynikaly zmian genetycznych
(gtéwnie LOH) lub epigenetycznych E-kadheryny. Irygaguza poprzez naczynia krwigne
byta czstsza w tych HCC, ktére wykazywaty szczegolnie Ioasi ekspresj btonowg
kompleksu E-kadheryn@wkatenind>*. Zdaniem autoréw tej pracy, rola E-kadheryny w HCC
jest wic paradoksalna, bo nie obanej a zwgkszonej (i to btonowej) ekspres;ji tej molekuty

adhezyjnej towarzyszyt wzrost guza i jego szerzeiierogy krwi*>*

W badaniach Zhai i wsp.
obnizenie ekspresji E-kadheryny (obecnej tylko na btbne@morek nowotworowych) orgi
kateniny (bardziej urozmaicony wzor ekspresji, ¢tyllv 6/100 guzéw — reakcjadrowa)
towarzyszyto gorzej zudmicowanym typom raka w porownaniu z dobrze lub ukuevanie
zréznicowanym HCC. Wykazano rowriealeznosci miedzy obnkona ekspregj p-kateniny i
wielkoscia guz&*®. Podobnie Guo i wsp. wykazgj spadek ekspresiji E-kadheryny w HCC (z- i
bez przerzutbw) w pordéwnaniu z kongplobserwowali pozytywne korelacje ze stopniem
zlosliwosci histologicznej grade) guzow, zaawansowaniem TNM i tworzeniem miejscowych

przerzutbw do wztow chionnych. Autorzy ci nie znak korelacji miedzy wiekiem, pic,
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zakaeniem HBV, obecniia marskdci watroby, stzeniem AFP czyérednia, guz&*® Nie
dysponujc szczegOtowymi danymi u pacjentow z HCC, badanwiej pracy — nie mma
odnigs¢ sie do wynikow bada innych autoréw. W odtieniu od wspomnianych autoréw, nie
znaleziono korelacji miedzy ekspresiE-kadheryny agrade HCC, ale podobnie jak inni
badacze — nie obserwowano korelacji pgimny ekspres E-kadehryny a wiekiem i pigi
pacjenta.

U pacjentow z pzw C oraz fragmentach pierwotnyckowa watroby (HCC) badanych w
ramach tej pracy, komoérkowa lokalizacja E-kadherglogyczyta (podobnie jalg-kateniny)
rowniez w przewadze bton komoérkowych hepatocytow i choieoggdw (56% i 77%,
odpowiednio). U ponad 1/4 pacjentow z pzw C, aldyige w trzech przypadkach HCC,
obserwowano btonowo-cytoplazmatyczny wzor reakd{] Wyniki dotycace wzoru ekspresji
E-kadheryny w HCC g zasadniczo zgodne z opisami zsmpiennictwa, w ktorych
udokumentowano obecfio gidwnie btonowej reakcji IHC na E-kadheryna btonowej,
cytoplazmatycznej kjrowej nap-katenir®*®.

Nalezy przypomni€, iz nie dysponowano danymi na temat etiologii wirusjpwadanych
fragmentow witroby z HCC (poza 1 chorym z zaiemiem HCV).

Z danych z pimiennictwa wiadomo, zi w stabo zranicowanych HCC wyspuje
cytoplazmatyczna redystrybucja E-kadheryny, a nasa#ktowita utrata ekspresji tego biatka,
co sugeruje zjawisko EMT. W dysocjacji btonowego kompleksu kadheryrkatenina z
jadrowa akumulacy B-kateniny bierze udziat TGE*®’. Sygnaly inicjowane przez ten czynnik
wzrostu § wigc potencjalnymi induktorami EMT. W jednej z praosatnich lat wykazanage
profil ekspresji ze zmniejszonym poziomem E-kadhgrya zwigkszonym wimentyny,
korelowat z gorszym zeémicowaniem histologicznym (bardziej #zlwym) HCC, inwazj
naczyniow i pozawatrobowymi nawrotami choroby po leczeniu operacyjnyiizsza
ekspresja E-kadheryny obecna byla rownie pacjentow z krotszym okresenycia bez
objawéw HCC w poréwnaniu z pacjentami z wysekspresj tego biatkd>®

Ocena tkankowego wskaika ekspresji E-kadheryrfakatenina w obecnej pracy wykazata, i
indeks ten byt istotnie #szy u pacjentow z HCC w poréwnaniu z pacjentamize [ i
kontrol. Wskanik ten oddaje lepiej ob#enie ekspresji obu biatek w komorkach
nowotworowych HCC, sugeng utrat polaczer miedzykomdrkowych typuadherens

junctionsw tym typie patologii wtroby. Ze wzgtdu na brak istotnych korelacji ze giavoscia
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histologicza HCC badanych w obecnej pracy, znaczenie klinidege wskanika jest jednak
niepewne. Nie uzyskano znamiennejzmg@y w wartgci tego indeksu w wirobie z
przewlektym zakaeniem HCV i kontral. Nie byto, podobnie jak w przypadku samych biatek
(B-katenina, E-kadheryna), istotnych korelacji peoay wart@cia wskaznika E-kadherynf¢
katenina a parametrami histologicznymi i wynikaradl pracownianych u pacjentéw z pzw
C. Trudno skomentowaen wynik w odniesieniu do danych Zmiennictwa. Pajcie ekspresji
kompleksu E-kadheryn@wkatenina dywane jest w gmiennictwie nie tyle dla oznaczenia
wzajemnej proporcji obu biatek, ile dla wspotwysdwania obu komponent w kompleksie,
budupcym konkretny typ pakzenia midzykomérkowegh*24©237 W procesie tworzenia
pofaczen miedzykomérkowych typuadherens junctionskadheryny podlegajkonstytutywnej
endocytozie i recyklingowi na powierzcknbtony komérkowej. Wykazanoz ipo dysocjacji
adherens junctionsf-katenina podlega internalizacji razem z E-kadhgerynoba biatka
akumulup sie w tzw. okotopdrowym kompartmencie recyklinowym (argndocytic recycling
compartment ERC). Obecn& prawidtowego kompleksu E-kadheryfddatenina warunkuje
integralné¢ komérek nabtonkowych oraz nadzoruje sygnalizatint/p-katenina®. Istnieje
scisty zwiazek medzy obnrona ekspresj kompleksu E-kadheryn@katenina a rozwojem i
progresj HCC**®.

U pacjentow z HCC wykazano istotnie zmienione iptmwyzszone surowicze gtenia E-
kadheryny w poréwnaniu z kontegljednak nie byty one skorelowane z tkankogkspresj
tego biatkd®% Szczegdlnie wysokie tenia E-kadheryny byly zwkane z wczesnym
nawrotem choroby po operacji oraz obemippozavatrobowych przerzutéf?

Produkty genomu HCV wplywaj dwojako na ekspresj E-kadheryny, p@ednio przez
modulacg $ciezki Wnt/B-katenina, a udziat bezgedni zalény jest od interakcji biatka
rdzeniowego (biatka C) HCV i E-kadheryny. Biatko Zthniejsza ekspresjE-kadheryny na
poziomie transkrypcyjnym poprzez hypermetyasiysp CpG w promotorze genu CDH1*
Redukcja ekspresji E-kadheryny w wyniku dziatanitda C utatwia oddzielanie i
sasiadujicych komorek i migragj komoérek daleko od pierwotnego miejsca duZ#/obec
dwukrotnie zwékszonego ryzyka HC@ vivo wywotanego przez genotyp 1b HEY, wazne
wydaje s¢ poznanie mechanizmow obania ekspresji E-kadheryny poprzez dziatanie
wirusowego biatka C wimie o genotypie 1b HC\. Wyniki tych autoréw dowodg iz biatko

C zwicksza ekspresgjjednej z histonowej deacetylazy, biatkatuin 1, kodowanego przez
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SIRT1 Wiazac sk z promotoremCDH1 indukowato ono histonogvdeacetylag i metylacg
polaczory z transkrypcyja represy gend®’. Nalery jednoczénie dodd, iz te badania nie
wykazaly wptywu biatka C na ekspresp-kateniny i jedynie stab aktywacg fosforylaciji
kinazy GSK-3'**

Jw wcze&niejsze badania dowoglz udzialu HCV w przemianie nabtonkowo-
mezenchymatycznej (EMT). Biatko rdzeniowe HCV powdredukeog ekspresji antagonistow
Wnt z rodziny SFRP (angecreted frizzled-related protginv mechanizmie hypermetylacji
promotoraSFRP-1 Skutkuje to aktywagj drogi sygnatowej Wnt i poprzez indukCEMT,
nasila agresywrié HCC*®°. W hodowli komérek pierwotnego rakaatioby zakaonych
genotypem 1b lub 2a HCV wykazano wzrost eksprasinych markerow EMT, m.in.
wimentyny, biatek: snail, slug i twist, ktéremu tamyszyt spadek ekspresji E-kadheryny.
Hepatocyty zaksone HCV zmieniaty fenotyp (wgza ekspresja biatka fibroblastow FSP-1) i
demonstrowaly znageo zwikszony poziom fosforylacji na poziomie SER ktéra w
odr&nieniu od fosforylacji SER i THR*, miataby odpowiadaza pdrows translokagj p-
kateniny i aktywagj tranksrypcji geaw'®% Zdaniem autoréw tej pracy, zalemie tymi
genotypami HCV hepatocytbw modulowalo fosforybacp-kateniny, zwe¢kszapc jej
transkrypcyjm aktywna¢ potrzebrm w procesie EMT. Inni badacze w liniach komorkowych
hepatomazakaonych HCV oraz na bioptatachatkoby pacjentow z zakaniem HCV,
wykazali znacacy wzrost ekspresji biatek cytoszkieletu komoérkowegfilaminy A i
wimentyny) w poréwnaniu z kontrpl Wzrost ekspres;ji filaminy w zakaniu HCV byt zaleny

od ekspresji zarbwno jego biatek niestrukturalngists3 i NS5A), jak i biatka rdzeniowego
(biatko C). Biatko C wptywato dodatkowo na wzrodtspresji wimentyny. Nadekspresja obu
biatek cytoszkieletu zdaniem autoréw pracy jestckawym adaptive responsdudzkich
hepatocytéw na zakanie HC\®'. Bezpdrednie interakcje mizy biatkami HCV i filamin,
miatyby odpowiadé za formowanie kompleksu replikacyjnego HCV i zableamorkows
dystrybucg HCV w zakaonej komérc€’. Niedawno doniesionoziw warunkachin vitro
hepatocyty zakaone HCV cechuj sie zredukowan ekspresj E-kadheryny oraz indukgj
produkcji mezenchymalnego markera, tj. N-kadhef$ny

Aby chat czgsciowo odpowiedzié na zagadnienie udziatu przewleklego zakaa HCV w
EMT, postanowiono zbadaekspresj wybranych biatek tego procesu, tj.. N-kadheryny i

wimentyny.
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Ekspresja N-kadheryny

N-kadheryna zwana rownieN-CAM (ang. neural cell adhesion molecyldub czsteczlg
CD56 naley rowniez do rodziny zalenych od wapnia CAMs, podrodziny klasycznych
kadheryn. W wtrobie pojawia s juz zyciu embrionalnym, a po urodzeniu rgstje
stopniowe rozmieszczenie E-kadheryny w okolicachot@mkrotnych, a N-kadheryny w
obszarach okolgylnych tego narau?®®. Nieprawidtows, ekspresj (gtéwnie nadekspresj N-
kadheryny wykazywano w niektérych nowotworach patzemia nabtonkowego i w liniach
nowotworow zigliwych, takze tych z jednoczegnekspresi E-kadheryny. N-kadheryna
promuje ruchliwéé komérek, inwazj i przerzutowanie, nawet w obedebE-kadheryngf* 2>
Nazwa N-kadheryny pochodzi od wgsbwania tego biatka przede wszystkim w komaorkach
nerwowych, w ktorych odpowiedzialna jest za ich widhowa mielinizacg. Komorki
nabtonkowe posiadaj typowa ekspresj E-kadheryny, za komorki pochodzenia
mezenchymatycznego mpgksprymowa liczne kadheryny, w tym N-kadheryi’.

W obecnej pracy wybrano do bad#en typ kadheryny w zwkku z obserwacjami tzw.
przehczania kadheryn H- to N-cadherin switching) w kancerogenezie (w tym
hepatokancerogenezie). Pozytywekspresj N-kadheryny zaakceptowano jako diagnostyczne
i prognostyczne kryterium transformacji nowotwor@t¥&?®® Redukcja ekspresji E-kadheryny
na korzy¢ ekspresji N-kadheryny i wimentyny determiufakze zjawisko przemiany
nabtonkowo-mezenchymatycznej (EMT), ktére zmdaczy¢ sie ze zmian fenotypu komorek
na bardziej ruchliwe i inwazyji®. Zjawisko EMT opisuje sitakze w przypadku niediych
zmian w ekspresji E-kadheryny, ale z pojawieniem edispresji N-kadheryny lub nawet w
sytuacjach, w ktérych obserwuje stoekspresj E-kadheryny z innymi typami kadheryn (R-,
T-, -P, i kadheryny-11) w obbie tych samych komoré®?®” Dowiedziono udzialu N-
kadheryny w przerzutowaniu w HEE. Badania Zhan i wsp. wykazaty obenie ekspresji N-
kadheryny w 53% guzéw. Redukcja ekspresji tej kagthebyta skorelowana z histologicznie
gorzej zr@nicowanym HCC, wiksz inwazp naczyniow oraz znaczym skroceniem czasu
remisji (disease-freepo operacyjnym usugtiu guz&®. Inne badania wykazaly; za zmiag
funkcji komorki, tj. promogi w kierunku EMT i zwgkszanie ruchliwéci komorek odpowiada
69-aminokwasowy zewatrzkomérkowy fragment (EC-4) N-kadheryi% Udziat N-kadheryny
w progresji ludzkiego raka atrobowokomoérkowego polega réwiiena wywieraniu

aktywnaici anty-apoptotycznej na komérki g¢%a
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Stosunkowo niedawno potwierdzonaz w fizjologicznych warunkach prawidtowa jest
koegzystencja obu kadheryn (E- i N-) zarowno w kapdach, cholangiocytach, komaorkach
nabtonka przewodéw trzustkowych ¢gherzykazotciowego, jak i w komérkach zmienionych
nowotworowG®®. Wykazano bowiem istnienie nie tylko, jak pierwietn sidzono,
homotypowych oddziatywamigedzykomdrkowych, ale obecibheterodimerow zbudowanych
z obu kadheryn wadherens junctions Wykazanie tych heterodimerow w komérkach
nowotworowych mee stzy¢ jako diagnostyczny, komorkowo-specyficzny marketaszcza
w przypadku wysipowania odlegtych przerzutéw nowotworow wywadych s¢ z watroby,
drégzétciowych i przewodéw trzustkowyeHr.

W ramach tej pracy, ekspredyj-kadheryny wykryto w wtrobie u zaledwie dwoéch pacjentéw z
zakaeniem HCV oraz u 17% pacjentow z HCC i byly to ziemie nisze odsetki
wykrywalnasci tego biatka i w kontroli (50%). Jest to zaskakup niska wykrywalnéc
pozytywnej reakcji IHC na N-kadheryrw poréwnaniu z danymi z §niennictwa, gdzie
obecndé tego biatka wykazano we wszystkich badanych HG&Z @r watrobie kontrolnej™.

W obecnej pracy ekspredN-kadheryny w pzw C obserwowano w cytoplazmie bepdow, a
tylko w kontrolnym nargdzie dominowata ekspresja btonowa. W komérkach Hak@lizacja
N-kadheryny dotyczyta zarowno bton komdérek nowotwaeych, jak i cytoplazmy. Badania
innych autoréw potwierdzaj obecné¢ pozytywnej reakcji IHC gtdwnie w miejscach
kontaktéw komérka-komorka®. Jest to réwnie zgodne z najnowszymi obserwacjami o
wystepowaniu E-N-kadherynowych heterodimerow wagakniach midzykomorkowych typu
adherens junctionsw normalnych i zmienionych nowotworowo tkankachgamizmu
cztowiek&®. W HCC badanych przez gragho i wsp. ekspresjN-kadheryny okréono jako
dot-like discontinuous wykazano w 55% guzéw atroby. Spadek ekspresji N-kadheryny i
"nieciagty” wzor ekspresji biatka (obok redukcji E-kadheyy korelowat z bardziej
zaawansowanym stadium HCC i zjawiska te uznanozyaniki wysokiego ryzyka nawrotu
choroby po chirurgicznym leczerfd Niska ekspresj N-kadheryny (w pojedynczych
hepatocytach) obserwowano w embrionalnym rozwejtroby u myszy. W miay dojrzewania
watroby i w zyciu postnatalnym ilg biatka stopniowo wzrastata, co amato st ze zmian
rozmieszczenia N-kadheryny wamszu watroby*®®

Analiza ilosciowa ekspresji N-kadheryny u pacjentéw tej prasiykazata istotnie sz

ekspresj biatka jedynie w wtrobie pacjentow z zakaniem HCV w poréwnaniu z kontep(p
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na granicy istotnéei). Ani w przypadku przewleklego zapaleniatmby na tle zakszenia
HCV, ani w HCC nie obserwowano ewidentnego ,gastvania” ekspresji E-kadheryny N-
kadheryn, ktore to zjawisko mogtob§wiadczy o zmianie fenotypu komoérek i przemawiza
EMT. Obserwowano wspétwygiowanie obu kadheryn w atvobie tych samych chorych.
llosciowa ekspresja N-kadheryny byla bardzo niska wni@egym materiale tkankowym. W
grupie z pzw C nawet istotnie zredukowana w pordwna watroba kontrolm. Cha nie
wykazano istotnych statystycznieznmic w nasileniu ekspresji N-kadheryny peoiy grupg
HCC i kontroh, w grupie HCC odnotowano pozytywne (¢haos¢ stabe) korelacje poralzy
wzajemrmn, ekspresj wszystkich biatek adhezyjnych, f-kateniny i E kadheryny oraz N-
kadheryny oraz porgilzy wzajemn ekspresj obu kadheryn. Nie udatogswwykaz& istotnych
zaleznosci pomidzy ekspreg) N-kadheryny a zaawansowaniem zmian histologiczryez
wynikami bada pracownianych w badanych grupach chorychz&ito wynik& rowniez (jak
w przypadku ekspresji pozostatych biatek w badamyreipach) ze zbyt stabo zdicowanych
zmian histologicznych wiroby u pacjentow z pzw C. A w przypadku HCC baddnw tej
pracy, u a ~70% pacjentow z HCC wykazywano réwhielas¢ jednorodny stopnie
ztosliwosci histologicznej HCCdrading 2.

Z niektérych danych z piniennictwa wynika,4 nieprawidtowa ekspresja kadheryn oraz efekt
przehczania kadheryn, nalg do p&nych wydarzé w kancerogenezie. Pokazano rownig
wpltyw nieprawidtowej kadheryny na fenotyp komorkaley do wielu czynnikow, m.in.
kooperacji z receptorami kinaz tyrozynowych, przesszystkim z FGE® Kadherynowy
switching maze prowadzi do zwkkszania interakcji pomadzy N-kadherya i receptorami
zwigkszapcymi wzrost i ruchliwé¢ komorek guza oraz obt@Enie negatywnej regulacji
wywieranej przez E-kadhery®

Podsumowujc t¢ czes¢ bada mozna wnioskowd, iz w przewlektym zapaleniu atroby z
diugotrwatym zakzeniem HCV (>20 lat), nie obserwuje ¢siewidentnych tkankowych

wyktadnikow kadherynowegswitchingui EMT.

Ekspresja wimentyny
Biatko wimentyrg wybrano dla celéw obecnej pracy, gdgst ona uznanym markerem EMT,
zwlaszcza kiedy nadekspresji tego biatka towarzyspadek ekspresji E-kadheryffy

Wimentyna jest biatkiem budagym filamenty pérednie i wys¢puje gtownie w komdrkach
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tkanek pochodzenia mezenchymatycznego (m.in. flastyy makrofagi, komorkéndothelium
naczyi), a take w komérkach hodowanych, w tym transformowarf{tH? Jest biatkiem
zapewniajcym integralné¢ komoérki, zwlaszcza w warunkach mechanicznego stres
Badanie ekspresji wimentyny wykonano tylko w grupiezw C (w ktorej obserwowanozsiia
niz w kontroli i HCC, ekspresj E-kadheryny) w odniesieniu do kontrolnejatvoby.
Dysponuac grum chorych z przewleklym zapaleniematwoby, r&nie zaawansowanym
widknieniem narzdu mana byto przypuszczaiz ekspresja tego biatkedizie zwekszona w
porownaniu z wtroba kontrolma. Udziat wimentyny podkrda sk bowiem juz w typie 2 EMT,
ktéry zwiazany jest z regeneracjtkanek i nargdowym widknienieri”>. U pacjentéw z
diugotrwatym zakaeniem HCV (ponad 20 lat), zebranych w tej pracykmywalnasé (czestasc
wystepowania) tego biatka w bioptatachatwoby byta jednak risza (57%) i w kontroli
(88%). Biatko to lokalizowano w cytoplazmie jedymielicznych komorek zatok atrobowych
(komorki Browicza-Kupffera isrodbtonka naczy) i miejsce wysipowania tego biatka jest
zgodne z opisami w @iniennictwié®?"*%"? Nie byto rénic w ilosciowym nasileniu ekspres;ji
tego biatka w wtrobie z pzw C i w kontroli. Ekspresja wimentyneriyta istotnie zalea od
ekspresji pozostatych biatek adhezyjny@hkétenina, E-kadheryna, N-kadheryna) wtnobie
u pacjentow grupy badanej. Nie udal@ siykaz& réwniez zadnych zalenosci pomiedzy
ekspresy wimentyny a zmianami histologicznymi atwvoby czy wynikami bada
pracownianych. W innych badaniach, ale w odniesigio zmian nowotworowych atroby
(HCC i adenocarcinomg immunocytochemiczn ekspresj wiemntyny wykazano w 55%
HCCs oraz 41%adenocarcinomasugeruic iz wimentyna jako marker w #dicowej
diagnostyce nie ma wielkiego znaczéfia Bose i wsp. stosaf model pierwotnych
hepatocytéw zakanych HCV oraz wykorzysta¢ bioptaty z zakaeniem HCV, potwierdzili
zwigkszory ekspresj markerow EMT na poziomie mRNA i biatka, w tym wintgny.
Indukcja EMT via zakaenie HCV miataby zachodzipoprzez aktywagjsciezki sygnatowe;j
Akt/B-katenind®. Autorzy ci dowodz, iz zakaenie HCV moduluje fosforylaejp-kateniny
(indukcja fosforylacji SER?, obnizanie fosforylacji SER/THR, aktywacja Akt) zwikszajc
aktywnas¢ transkrypcyjia biatka, niezkdna w EMT. Nadmierna ekspresja markeréw
mezenchymatycznych (w tym wimentyny) miataby odgsywole w represji ekspresji E-
kadheryny i innych bialek strukturalnych poten komodrka-komoérka, promag

mezenchymatyczny fenoty. Biorac pod uwag wplyw bialek HCV na proces EMT
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(szczegolnie biatka rdzeniowego), wykazaangamo biatko C nie indukuje EMT sugeityj iz
inne biatka HCV s zaangaowane w indukej EMT'% Juz wezeniejsze badania Ghosh i wsp.
nad interakcjami biatek HCV i biatek cytoszkielekomorkowego (filamina, wimentyna)
rowniez wykazaty wzrost ekspresji obu biatek i to zarowmdepatocytach zakanych HCV,
jak réwniez w modeluin vivo (bioptaty watroby pacjentow z pzw C) w poréwnaniu z
kontrok®®. Dodatkowo autorzy ci obserwowali kolokalizacjfilaminy z biatkami
niestrukturalnymi (NS3 i NS5A), a obu biatek: filam i wimentyny czsciowo réwnie z
biatkiem rdzeniowym HCY¥PY. Tak wicc juz te badania pokazaly jedyniecgziowe interakcje
wimentyny z biatkiem rdzeniowym HCV, zadnych interakcji tego biatka z niestrukturalnymi
biatkami HCV (NS3 i NS5A). Zdaniem autorow tej pyacadekspresja biatek cytoszkieletu
komorkowego gospodarza w komorkachatnwbowych zakaonych HCV, odzwierciedla
mechanizmy adaptacyjne komorki na zad@e. BY maze oba biatka cytoszkieletu pomagaj
réwniez w tworzeniu kompleksu replikacyjnego HEY/ Nie mazna w petni odni& wynikéw
uzyskanych w tej pracy do cytowanych badeespotu Ghosh i wsp. ze wedl na inne
zalazenia pracy (interakcje biatkami HCV z biatkami cytéieletu komorkowego). Ponadto nie
wiadomo, jakim doktadnie materiatem tkankowym dyspwali autorzy bada
(zaawansowanie zmian histologicznych watnabie). Ekspresjfilaminy i wimentyny badano z
zastosowaniem innej metodyki (western blot, immiuarescencja, iliciowy RT-PCR) ni w
obecnej pracy.

Poziom wimentyny rozweano réwnie¢ jako surowiczy marker do wykrywania HCC o
wielkosci <2 cm. Potwierdzonozistzenia tego biatkassistotnie wysze nawet w guzach o tak
matejsrednicy w poréwnaniu z kontrgl™®. Czutdi¢ testu wynosita jednak ok. 41%, przy 87,5%
specyficznéci. Zwigkszenie czuléci | specyficznéci wimentyny uzyskano badg
jednoczénie stzenie AFP u tych choryéf. P&niejsze badania potwierdzityzytecznaé
badania szenia wimentyny wraz z lamirB do wczesnego wykrywania HEE,

Reasumujc te czs$¢ uzyskanych wynikow bada kontynuacji wymaga badanie ekspresiji
tkankowej bialek HCV w kontgkie zmian ekspresji markerow EMT u pacjentow z
diugotrwatym zakzeniem HCV. Badania powinny By kontynuowane na materiale
tkankowym, szczegdlnie u chorych z bardziej zaasamasymi zmianami

histopatologicznymi.
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WNIOSKI

1. Nieprawidiowa lokalizacja p-kateniny i E-kadheryny w #trobie pacjentéw
z przewleklym zakzeniem HCV i rakiem wtrobowokomorkowym (HCC), wskazuje na
zmiany strukturalne petzen migdzykomérkowych w patologicznie zmienionym
narzdzie.

2. Dominacja niggdrowej lokalizacji badanych biatek adhezyjnych3-kateniny,
E- i N-kadheryny) przy braku nadekspreBikateniny w witrobie z dtugotrwatym
przewlektym zapaleniem atroby typu C i HCC, sugeruje obedonieaktywnej
transkrypcyjnie formyB-kateniny w badanym materiale tkankowym.

3. Z obu biatek adhezyjnych kompleksu E-kadher@#atenina, obriona ekspresja
E-kadheryny mge by uzytecznym wskanikiem zwikszonej proliferacji komorek
watrobowych i progresji przewlektego zapalenigtnoby typu C.

4. Istotnie zmniejszona ekspresja E-kadheryny wtrobie pacjentow z przewleklym
zakaeniem HCV i HCC w poréwnaniu z konteglmaze stanowd wskanik przemiany
nabtonkowo-mezenchymatycznej (EMT), nawet bez sigadmych zmian w ekspresji

N-kadheryny i wimentyny.
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STRESZCZENIE

Rola komodrkowej ekspresji B-kateniny i E-kadheryny jako markeréw progresji zmian w
przewlektym zapaleniu watroby typu C

Zakaenie wirusem C zapalenia atwoby (HCV) w 60-80% prowadzi do rozwoju
przewlektego zapalenia atvoby, w 40% do zaawansowanej marskowatroby, w 60%
przypadkébw do rozwoju pierwotnego rakaatmby. Mechanizmy kancerogenezy
watrobowej g wciaz niejasne. W warunkach fizjologiczny@ikatenina odgrywa isto#n
rolg podczas rozwoju embrionalnegaitvoby oraz w regeneracji tego nadzn. W bionie
komoérkowej hepatocytow (gtdwnie bieguidiciowy) B-katenina w kompleksie z E-
kadherym tworzy adhezyjne petzenia mgdzykomoérkowe. W patologii natomiafi-
katenina jest centralnym biatkiem tzéciezki kanonicznej szlaku Wnt/FZgélkatenina i
moze spetnia role onkogenu. Zwizki pomigdzy zaburzeniami ekspresji genowej tego
biatka a nasilaniem proliferacji komérkowej dotyagtéwnie HCC o rénej etiologii oraz
hepatoblastoma Ekspresj komorkows [(-kateniny oceniano edymi  metodami
ilosciowymi, co nie zawsze pozwala na doktadne porovenavynikbw bada. Ostatnio
podkr&lana jest rola biatek HCV (NS5A, biatko C) w indwkaniu szlaku Wnfl-katenina
w hodowlach komdrkowych. Nieliczne svyniki bada na temat roli ekspresji genow®j
kateniny i E-kadheryny w przewlektym zaiemiu HCVin vivo.

Celami pracy byty: (1) Ocena komorkowej ekspresiitdk adhezyjnychp-kateniny i E-
kadheryny w wtrobie pacjentow z przewleklym zatemiem HCV (pzw C) i raku
watrobowokomorkowym (HCC) w odniesieniu do wybranycharkeréw proliferacji
komorkowej, zmian histologicznych i danych klinigeh; (2) Ocena komorkowej ekspresji
N-kadheryny i wimentyny jako wybranych wskékow przemiany nabtonkowo-
mezenchymatycznej (EMT) w atrobie pacjentow z pzw C i HCC; (3) Okkenie roli
tkankowej ekspresjB-kateniny, E- i N-kadheryny w progresji przewlekbegapalenia
watroby typu C.

Grup; badan stanowili pacjenci z pzw C z udokumentowanym dingatym zakaeniem
HCV (>20 lat) (n=63). Wszyscy pacjenci wykazywali pozyhavanty-HCV (HCV version
3.0 AXYM System, Abbott) oraz HCV RNA w surowicyw (AMPLICOR HCV™ test,
version 2.0 (ROCHE, Mannheim, Germany; czattestu 600 1U/ml) i nie byli zakeni
innymi wirusami hepatotropowymi (HBV, HCMV, EBV, Mt1l). Wykluczono inne
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przyczyny pzw (niedobdm;-antytrypsyny, choroba Wilsona, choroba alkoholovizppsije
watroby zostaty wykonane w latach 2005-2010 w ramdiggnostyki histopatologicznej
przed leczeniem przeciwwirusowym. Fragmentytreby z HCC pochodzity z panelu
tkankowego (Cybrdi Inc.; Maryland, USA, n=57) oraarchiwalnych bloczkéw
parafinowych z HCC (n=4). Materiat kontrolny (n=8pnowity fragmenty watroby HCV-
negatywnej. Materiat tkankowy oceniono w rutynowparwieniu hematoksylini eozyn,
metody srebrow i metod, trojbarwry Mallory’ego. Oceniono stopie nasilenia zmian
zapalnych ¢rading oraz zaawansowania wiOknieniatgging w skali punktowej wg
METAVIR. Z zastosowaniem technik immunocytochemigzm (system detekcyjnpew
polimer-based IHC technika ImmnoMax) oraz hybrydyzagp situ (sondy znakowane
digoksygenin) zbadano ekspresp-kateniny na poziomie biatka i mMRNA. TechaikHC
zastosowano take do wykrywania E- i N-kadheryny, biatek prolifefiakomorkowej (Ki-
67, cyklina D1) i wimentyny w wtrobie. Ocena pdliliciowa dotyczyta ekspresji antygenu
Ki-67, cykliny D1 oraz wimentyny. Do analizy morfatnycznej biatek adhezyjnych
zastosowano Program Filtr HSV. Zanalizowano pon@@d02obrazéw mikroskopowych z
pozytywry reakcp IHC. Wyniki uzyskane w analizie morfometrycznejspkrtowano do
formatu programu Microsoft Excel. Jako wynik przaggono wartéci sredniej ekspresji
IHC danego biatka adhezyjnego wimae w % reakcji na pole powierzchni argzu
watroby. Analiz; statystycza przeprowadzono przy pomocy programu StatisticavPR
oraz odpowiednich testow. Wyniki uznano za statyatie istotne na poziomie istotud
p<0,05.

U pacjentow z pzw C ekspresjp-kateniny wykazano w 96% bioptatow atroby.
Komorkowa lokalizacja dotyczyta zarowno bton kormmskch (31% chorych), jak i
cytoplazmy hepatocytéw oraz cholangiocytow (44% jgraéw). Mieszaa btonowo-
cytoplazmatycza lokalizacy obserwowano w 25%. Nie obserwowano reakgrgwej na
to biatko. Analiza iléciowa wykazata najwisz ekspresj B-kateninyw kontroli, kolejno w
grupie z pzw C i najusza w HCC. Ekspresj#-kateniny w grupie z pzw C nie 16ita sk
jednak istotnie w poréwnaniu z kontgol(p>0,05). Znamiennie 7z ekspresj
obserwowano natomiast w komorkach HCC zarowno e\ygoaniu z kontral, jak i grup z
pzw C (p<0,05 w obu przypadkach). Ekspgdsikadheryny wykazano u 83% pacjentow z
pzw C, 58% HCC i we wszystkich atvobach kontrolnych. Znamiennie najsia
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wykrywalnasé tego biatka w wtrobie dotyczyta grupy z HCC i to zarbwno w odnégsil
do kontroli, jak i pzw C. U pacjentow z pzw C korkdwa lokalizacja E-kadheryny
dotyczyta w 56% biton komérkowych, w 18% cytoplazmg, mieszan lokalizacg
obserwowano w 26%. légiowa analiza ekspresji E-kadheryny wykazata znameniszy
poziom ekspresji w grupie pzw C zarowno w stosudiukontroli, jak i HCC (p<0,05).
Najnizszy indeks E-kadheryrfizkatenina wykazano u pacjentow z HCC. Ruce
Znamienne zanotowano w tej grupie w porownaniwpage pzw C oraz kontral(p<0,05 w
obu przypadkach). Ekspredj-kadheryny wykryto w cytoplazmie hepatocytéw Uetsvie
2/28 pacjentéw z pzw C, u 10/59 pacjentow z HCOr(pt +cytoplazma) oraz w 4/8
fragmentach wtroby kontrolnej (gtéwnie btony komoérkowe). Analizéosciowa nie
wykazata istotnych rmnic w ekspresji N-kadheryny poggizy grupami. Poréwnuag
ekspresj 3 biatek adhezyjnych w pzw C i HCC wykrywano nafczej i pod wzgédem
ilosciowym najwkcej B-kateniny, kolejno E-kadheryny i N-kadheryny. W geiz pzw C
nie wykazano istotnych #@ic w ekspresji bialek w tdie zaawansowanych zmianach
histopatologicznych. W pzw C wykazano stgmzytywry korelac§ pomiedzy ekspresj -
kateniny i E-kadheryny. Nie obserwowano istotnychtystycznie zalenosci pomidzy
tkankowy ekspregj badanych biatek adhezyjnych czy wahkikiem E-kadheryn@tkatenina
a danymi klinicznymi pacjentéw z pzw C. U pacjentawprzewleklym zakseniem HCV
wykazano dé¢ stalm negatywrn korelacg pomidzy ekspresj E-kadheryny i ekspresj
antygenu Ki-67. Ponadto w tej grupie obserwowanbesipozytywne korelacje ekspres;ji Ki-
67 z wiekiem pacjentgrading, stagingi sttuszczeniem nagdu. Ani u pacjentéw z pzw C,
ani w kontroli nie obserwowanaadnych istotnych statystycznie zalesci pomidzy
ekspreg biatek adhezyjnych a eksprgscykliny D1. Ekspresj biatka wimentyny
zlokalizowano w cytoplazmie nielicznych komoérek aatwatrobowych. Wykrywalnéé
tego biatka w bioptatach atroby z zakaeniem HCV wynosita 57%. Nasilenie ekspresji
tego biatka w wtrobie z pzw C (0,63+0,61) nie ndito sic od obserwowanego w kontroli
(0,88+0,35). Nie obserwowano istotnych zalaci pomkdzy ekspregjbiatek adhezyjnych
a ekspregjwimentyny czy ekspreswimentyny a danymi klinicznymi pacjentéw z pzw C.
Na podstawie wynikéw badasformutowano nagpujace wnioski: (1) Nieprawidiowa
lokalizacja B-kateniny i E-kadheryny w gtrobie pacjentow z przewleklym zateniem
HCV i rakiem watrobowokomorkowym (HCC), wskazuje na zmiany strukhioe pohczen
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migdzykomorkowych w patologicznie zmienionym radzie; (2) Dominacja niefdrowej
lokalizacji badanych biatlek adhezyjnyclfi-Kateniny, E- i N-kadheryny) przy braku
nadekspresijp-kateniny w witrobie z diugotrwatym przewlektym zapaleniemtmwby typu
C i HCC, sugeruje obecko nieaktywnej transkrypcyjnie formg-kateniny w badanym
materiale tkankowym; (3) Z obu biatek adhezyjnyadmipleksu E-kadheryn@katenina,
obnizona ekspresja E-kadheryny meo by uzytecznym wskanikiem zwikszonej
proliferacji komoérek wtrobowych i progresji przewlektego zapaleniatnby typu C; (4)
Istotnie zmniejszona ekspresja E-kadheryny witrobie pacjentow z przewlektym
zakaeniem HCV i HCC w porownaniu z konteplmaze stanowd wskanik przemiany
nabtonkowo-mezenchymatycznej (EMT), nawet bez sipadmych zmian w ekspresji N-

kadheryny i wimentyny.
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SUMMARY

Role of cellular p-catenin and E-cadherin expression as markers of pgression in lesions of
chronic hepatitis C

HCV infection leads in 60-80% to development ofasfic hepatitis, in 40% to advanced
liver cirrhosis, in 60% cases to development ofmary hepatic carcinoma. Mechanisms of
primary hepatic carcinogenesis till now remain eacl

In physiological condition§-catenin plays a significant role in embryonal depeent of
liver and in regeneration of the organ. In cell rbeame of hepatocytes (mainly in its bilar
pole) B-catenin in a complex with E-cadherin forms adhesntercellular junctions.

On the other hand, in patholo@ycatenin represents the central protein of the wiaab
Wnt/Fzdp-catenin pathway and it may play role of an oncog&ssociations between
disturbed genetic expression of the protein anehsity of cell proliferation involve mainly
HCC of variable etiology andepatoblastoma Cellular expression of-catenin was
evaluated using various quantitative techniqueschvto not always allow for an accurate
comparison of the obtained results. Recently, thie of HCV proteins used to be
accentuated (NS5A, protein C) in induction of VBatatenin pathway in cell cultures. Until
now, few results are available on the rolefetatenin and E-cadherin gene expression in
chronic HCV infectiorin vivo.

The study aimed at: (1) Evaluation of cellular eegzion manifested by adhesion proteins,
B-catenin and E-cadherin in livers of patients vakinonic HCV infection (CH-C) and with
hepatocellular carcinoma (HCC), as related to s$edeanarkers of cell proliferation,
histological lesions and clinical data; (2) Evaloatof cellular expression manifested by N-
cadherin and vimentin as selected indicators ahepal-mesenchymal transition (EMT) in
livers of patients with chronic C or HCC; (3) Detenation of the role played by tissue
expression op-catenin, E- and N-cadherin in progression of clrtype C hepatitis.

The investigated group included patients with CHmMEZh documented long-term HCV
infection &20 years) (n=63). All the patients manifested pasitHCV-specific antibodies
(HCV version 3.0 AXYM System, Abbott) and presenoé HCV RNA in serum
(AMPLICOR HCV™ test, version 2.0 (ROCHE, Mannheim, Germany; sestsitivity of
600 1U/ml) and they were not infected with othepatropic viruses (HBV, HCMV, EBV,

HIV-1). Other causes of chronic hepatitis were eded (deficiency ofui-antitrypsin,
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Wilson’s disease, alcoholic disease). Liver biopsiere performed in years of 2005-2010
within histopathological diagnosis before antivit@atment. Fragments of livers with HCC
originated from a tissue panel (Cybrdi Inc.; Mangda USA, n=57) and from archival
paraffin blocks with HCC (n=4). The control matéii@a=8) involved fragments of a HCV-
negative liver. The tissue material was evaluatetlowing routine staining with
hematoxylin and eosin, silver impregnation and gigime trichromic Mallory’s technique.
Intensity of inflammatory lesions (grading) and adeement of fibrosis (staging) were
evaluated using the scoring scale according to MARA Using the immunocytochemical
techniques (the detection systemsetfv polymer-based IHGmmunoMax technique) and
in situ hybridization (digoxygenin-labelled probes) exgien of 3-catenin was examined at
the level of protein and mRNA. IHC technique wasoalised for detection of E- and N-
cadherin, cell proliferation proteins (Ki-67, cytlD1) and of vimentin in liver. The semi-
quantitative evaluation pertained expression of6Kiantigen, cyclin D1 and vimentin.
Morphometric analysis of adhesion proteins tookaatiage of Filtr HSV software. Over two
thousand microscopic images with positive IHC rieactvere analysed. Results obtained in
the morphometric analysis were exported to the d&ioft Excell software format. The
results were presented as mean IHC expressiomgioka adhesion protein, expressed in the
share (%) manifested by the reaction per areapdticeparenchyma. The statistical analysis
was conducted using the Statistica PL v. 9 softvaaick appropriate tests. The results were
accepted as significant at the threshold<f.p5.

In patients with CH-C expression pfcatenin was demonstrated in 96% liver biopsies. It
cellular location involved cell membranes (31% gati$), cytoplasm of hepatocytes and
cholangiocytes (44% patients). A mixed membrangagftasmic localization was detected
in 25%. No nuclear reaction was detected in readio the protein. Quantitative analysis
demonstrated the highest expressiorg-chtenin in the control, followed by CH-C and it
was least pronounced in HCC. However, expressiopradtenin in the group with CH-C
manifested no significant difference in comparisath the control (p>0.05). On the other
hand, a significantly lower expression was deteatellCC cells, both as compared to the
control and as compared to CH-C (p<0.05 in eitteel. Expression of E-cadherin was
demonstrated in 83% patients with CH-C, 58% patievith HCC and in all control livers.

The least pronounced detectability of the livertpiro was documented in the group with
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HCC, both as related to the control and to patievith CH-C. In patients with CH-C
cellular localization of E-cadherin comprised in%&ell membranes, in 18% cytoplasm
while a mixed localization was detected in 26% I tases. Quantitative analysis of E-
cadherin expression demonstrated its significaltlyer level in the group of CH-C as
related to the control and as compared to HCC (i0.The lowest E-cadherfitatenin
index was demonstrated in patients with HCC. In dheup significant differences were
detected as compared to the group with CH-C ancbagpared to the control (p<0.05 in
either case). Expression of N-cadherin was deteictdtepatocyte cytoplasm in just 2/28
patients with CH-C, in 10/59 patients with HCC (aceembranes + cytoplasm) and in 4/8
fragments of control liver (mainly in cell membraheQuantitative analysis demonstrated
no significant differences between the groups ipression of N-cadherin. Comparison of
expressions manifested by three adhesion protei@$iC and HCC showed th@icatenin
was detected most frequently and in the highesnhtigies, followed by E-cadherin and,
then, by N-cadherin. In the group of CH-C no sigaift differences were detected in
expression of the proteins between histologicalbles manifesting various advancement
stages. In CH-C a weakly pronounced positive catie was shown between expressions
of B-catenin and E-cadherin. No significant relatiopshcould be detected between tissue
expression of studied adhesion proteins or E-cafBecatenin index and clinical data of
the patients with CH-C. In patients with chronic VW @fection a relatively weak negative
correlation was detected between expression ofdBeran and expression of Ki-67 antigen.
Moreover, in the group weakly pronounced positieereations were detected between
expression of Ki-67 on one hand and patient’s ggaging, staging and fatty degeneration
of the organ on the other. Neither in patients WitH-C nor in the control significant
relationships could be demonstrated between exprest adhesion proteins and expression
of cyclin D1. Expression of vimentin protein wasdted in cytoplasm of few cells of liver
sinuses. In biopsies of HCV-infected livers thetpmo was detected in 57% cases. Intensity
of the protein expression in livers with chronic(@63+0.61) did not differ from that
observed in the control (0.88+£0.35). No significaalationships were detected between
expression of adhesion proteins and expressioniroéntin or between expression of

vimentin and clinical data in CH-C patients.
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The results permitted to formulate the followinghclusions: (1) Abnormal localization of
B-catenin and E-cadherin in livers of patients vgttmonic HCV infection or hepatocellular
carcinoma (HCC) points to structural lesions ireioellular junctions in the pathologically
altered organ; (2) Prevalence of non-nuclear laaibn manifested by the studied adhesion
proteins p-catenin, E- and N-cadherin) accompanied by lackvefrexpression dgi-catenin

in livers with long-term chronic hepatitis C and BGuggests presence of transcriptionally
inactive form ofB-catenin in the studied tissue material; (3) Amdhg two adhesion
proteins of E-cadherififcatenin complex, the lowered expression of E-cadhenay
provide a useful index of an increased hepatocyaéfg@ration and progression of chronic
hepatitis C; (4) a significantly decreased expassif E-cadherin in livers of patients with
chronic HCV infection and HCC, as compared to thetol, may represent an index of the
epithelial-mesenchymal transition (EMT), even ire tabsence of expected changes in

expression of N-cadherin and vimentin.
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Tabela 2A Dane kliniczne pacjentow z przewleklym zag@iem HCV (grupa badana).

Nr Wiek | pte | Czas Genoty | BMI ALT AST | GGT | AFP HCV Biatko | Alb. v- Plytk | Cholest | G | S | Stt*
pacjent | (lata) | ¢ trwania | P (kg/m?) | (UN) un P (ng/ml) | RNA calk. (g/dl) | glob. |i e- * *
a zakazen | HCV (un (/) (g/dl) g/dl) | krwi | rol
ia (lata) (G/) | (mg/dl)

1 56 m | 44 lat+lh 23,9 97 72 51 7,22 177000 6,63 2|9B66 | 222 | 179 2] 2| 5
2 30 m | 25 1b 25,48 | 67 55 29 1,46 796000 6,12 3/3507 1 236 | 134 2] 1] 0
3 23 k 20 1b 18,38| 100| 72 1,53 4400( 7.4 4,27 1,504 21 1] 0
4 30 k 30 1b 21,27 | 18 21 14 1,3 91400 7.4 4,02 1,219 21 1] 0
5 1b 123000

43 m | 37.61 75 29 62 3,61 0 7.4 3,7 148|171 | 134 1 |1]30
6 41 m | 41 1b 25 59 373 97 5,3 1400 6,02 3,1 1200 | 222 1] 1] 0
7 51 m | 19 1b 25,89| 675 553 29 2,47 225000 6,97343, 16 | 262 | 251,89 1| 1 5
8 30 k 7 1b 19,09 | 59 39 2,08 1890 7,42 3,63 1|551 2 213 1] 1] 0
9 32 m 1b 23,79 | 292 182 122 2,93 13300 6,82 3/7523 1 207 | 135 2] 2] 0
10 55 k 30 1b 27,93| 84,8 62 70,1 11,54 10700 6,66,533 1,19 | 245 | 19351 2| 24 5
11 19 k 1b 24,69 | 40 32 11,9 2,94 1160( 6,25 356 1327 | 186 1] 0] O
12 1b 134000

23 m 26.63 43,6 | 31,9 13.4 2,51 o 741 | 3,7 1.85| 167 224,91 1|10
13 28 | k alacia 2449 | 515 | 37.2 |54 |424 8880 775 | 403 159375 | 19217|1 |1 |0
14 52 k 1b 2152 | 80,2 544 69,3 4,96 10100 7,82 993/ 203| 161 | 20508 2/ 24 0O
15 36 m 1b 26,46 | 129 68,9 128 3,16 4530 7,4 318541 | 133 | 224,41 2| 2| 10
16 1b 251000

49 k 2249 37,55| 62,1 | o4 3844 | 8,68 | 4,08 | 2.26| 500 | 54g 3 132
17 26 k 1b 24,22 | 34,98 324 2,62 36300 6,39 345,15 | 184 | 190 2| 2| 0
18 63 k 1b 29,78 | 1936 168 67 6,73 524000 7,88 43[91,97 | 229 | 12855| 3| 4 50
19 19 m 1b 2448 | 5190 455% 31,9 232 4700 77526 4] 1,15 | 432 | 180,21 1] 1 O
20 1b 251,3

55 m 2363 |5 137,6 805 9,98 177000 | 7,06 | 3,6 148 120 | q5g 3 13]|5
21 18 k 1b 19,38 | 69,68 414 14 2,95 37500 8,04 4/11,93 | 287 | 152,34 1| 1] o0
22 51 k 22 1b 24,73| 2498 238 422 3,85 427000 7 7,03,96 | 0,99| 316| 20567 1 1 O
23 50 m 1b 23,38| 553 535 21 3,01 298000 6,5 3/68,84 | 211 2] 1] 0
24 1b 183000

23 m 10.74 124,9| 94,8 1112 |4 613 | 3,06 | 1.23] ,,, 144.1 2 1110
25 30 m 1b 25,24 | 86,5 64,5 2,35 5790 6,99 377611, 192 21 1] 0
26 30 k la 18,07 | 51,8] 29,3 1,71 4590( 7,37 368551 269 | 178,3 1] 1] 2
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27 30 | m 2 o654 | 165.1] 73,9 372 | 47000 | 7,01 | 35| 1615 2 |1 |70
28 9 [k 1b | 22,49 | 33,6] 318 2,68 960000 7,21 4523 | 208 | 23,4 | 1| 1| O
29 1 248000

30 |k | g 2311 | 372 | 254 172 |8 795 | 405 | 207| o0 | 1g76 |2 [2 |0
30 32 | m |2 b | 2865 445 308 521 120000 7,74 3 4[31,24 | 178 2] 3] 0
31 62 |k | 25 b | 21,71 57 | 40, 475 678000 6,46  3,62,23 | 115 2| 2] 30
32 22 | m la | 2157| 191fp 1195 193] 8430 801 4[1668 | 202 2] 2] 5
33 47 | m | 20 b | 26,73 278 243 515 629000 7,58 9 4]01,29 | 283 1] 1] 3
34 1b 215000

a7 |m |, 117 | 933 | 502 |00 [663 |G 692 | 426 | 095 1o | 1919 [2 [1 [0
35 31 |k | 25 b | 17,8 | 788[ 494 2,2 1220] 7,5 465 314,271 | 2179 | 1] 1| 0
36 25 |k | 25 b | 21,81 196 157 141 7,34 10500  7,08,47 | 088 282 | 157,1| 1| 1 0
37 23 |k 2l 2242 | 39 | 28 |3, [222 | 39000 | 6,35| 407 0941g9 | 164 |1 |2 |5
38 57 |k | 12 b | 2987 75 | 128] 84| 11,4| 448000 6,97 3[8B8L | 139 | 194 | 3| 4| 50
39 20 | m | 19 1b 37 | 29 | 25 | 261| 33400 639 383 1185 2154 | 1] 1| O
40 72 | m 3] 3 20
41 1b 505000

48 | 'm 102 | 104 | 56 | 331 |0 7,7 198 77 | 140 | 3] 2 10
42 27|k 3] 4] 20
43 24 | m 38 | 24 | 18 7.1 086 186 153 T
44 60 | m | 14 b | 28 100| 57| 63| 602| 44200 76 3p 16D4 | 183 | 3| 4| 10
45 55 | m | 19 b | 27,19] 85 | 105 126 513] 4090 65 34462 1 139 | 102 | 3| 1| 10
46 3a 914000

3 |m 134 | 74 | 47 | 137 |0 6,6 147| 176 196 | 1| 1 70
47 54 | m | 30 b | 3205 150| 83| 74| 755 5000p 79 379421 180 | 190 | 1| 3| 10
48 65 | m | 14 4c/ad] 2137] 79 | 123 140 67,04 89700 62 792 1,61 124 | 151 | 2| 4 0
49 1b 120000

37 |m 26 261 | 114 | 41 | 361 |0 6,8 094| 110| 113 | 3] 2 20
50 53 | m 1b 120 | 62 | 137 9,98 | 13500 6,9 4,28 0963 11167 | 3 | 4| 50
51 27 | m | 27 la | 2429 36 | 28| 37| 163] 2910p0 9,6  5/6663 1222 | 170 | 1| 1| 0
52 19 [k |19 1b 22 | 18| 6 391 | 272000 7.7 392 1462 23233 | 1 | 1| 10
53 1b 175000

29 |k |9 2011 | 44 | 24 | 29 | 206 |0 77 | 4 154 300| 222 | 2| 1 30
54 25 |k 3a 67 | 41 | 22 | 1,76 | 941 8,1 1,78 208 190 |2 |20
55 59 |k | 25 b | 2683 43 | 32| 59| 419| 4960] 7,1  3p2 914822 | 274 | 2| 1| 30
56 1b 281000

28 | m 2417 |31 | 25 | 22 | 612 |0 75 | 435| 15| 270 177 1 10
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57 41 m 3a 99 42 61 4,53 86900 6,7 1p1 192 1682 | 0 | 30
58 25 k 25 1b 20,61 29 22 27 2,69 105000 6,8 367,431 232 | 150 1] 1] 10
59 19 m 17 1b 19,8 38 39 51 2,34 6190( 7,8 4,9 7 1,828 | 154 1) 1] O
60 40 k 21 1b 43 34 24 6,14 11400 6,6 3,89 1]123 21139 1710
61 24 k 24 1b 51 42 17 2,39 2030 8,3 1p 228 99 2 |10
62 44 k 44 1b 20,9 169 145 68 10,13 438000 7.5 3/8265 | 102 | 122 2| 4 10
63 44 k 44 1b 24,5 63 67 50,6 6,51 334000 7,5 3/82,57 | 134 | 144 3| 3] O

Objasnienia: BMI (body mass index) — indeks masy ciadEP - (alpha-fetoprotein) — alfa-fetoproteinalb. — albuminy; ALT (alanine
aminotransferase) - aminotransferaza alaninoWw&T (aspartate aminotransferase) - aminotransferazeaegipianowa; GGTP (gamma-glutamyl
transpeptidase) - gamma-glutamylo-transpeptyd&zgGrading) — aktywne&é zapalna;HCV — hepatitis C virusS (Staging)— zaawansowanie
widknienia; Stt. — stluszczenie atroby srednim wyraone odsetkiem komorek z cechami zwyrodnienia #as&go;* - parametry ocenione w
skalach pétilgciowych (p. Materiat i Metody).
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Tabela 2B Dane kliniczne pacjentow z rakiematnobowokomoérkowym (HCC).

Nr Wiek (lata) | pte¢ | GRADE
pacjenta

1 43 m Il
2 39 m 11l
3 55 k I
4 32 k I
5 63 m Il
6 37 k I
7 38 m Il
8 52 k 1
9 48 m Il
10 49 m |
11 43 m 1
12 36 m |
13 45 m Il
14 71 m Il
15 43 k Il
16 52 m 1l
17 49 m Il
18 63 m Il
19 63 k |
20 46 m Il
21 48 m Il
22 49 m Il
23 48 m Il
24 43 k Il
25 67 m Il
26 63 m Il
27 60 m Il
28 56 m Il
29 43 m Il
30 58 m Il
31 50 m Il
32 35 m Il
33 61 m Il
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34 50 m 1l
35 62 k I
36 39 m Il
37 67 m Il
38 37 k I
39 62 m 1l
40 50 m I
41 41 m Il
42 47 k Il
43 35 m Il
44 47 m Il
45 56 m Il
46 46 m I
47 77 m Il
48 64 m 1l
49 35 m 1l
50 98 k I
51 69 k I
52 58 m I
53 62 m Il
54 53 m Il
55 47 m 1l
56 55 m Il
57 57 m Il
58 31 m Il
59 75 m I
60 31 k

61 20 m Il

Objasnienia: k- kobieta, m —giczyzna
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Tabela 2C Dane kliniczne pacjentow z grupy kontrolne;.

Nr pacjenta | Wiek (lata) | pte¢
1 71 k

2 72 m

3 35 m

4 31 m

5 20 m

0 66 k

! 55 m

8 60 m

Objasnienia: k- kobieta, m —grczyzna

139



PISMIENNICTWO

! Choo QL, Kuo G, Welner AJ, Overby LR, et al. Isiwa of a cDNA clone derived from a
blood-borne non-A, non-B viral hepatitis genomae8ce 1989;244(4902):359-62.

2 Boroa-Kaczmarska A, Cianciara J, Gtadysz A, GonciarziZysp. Stanowisko grupy
ekspertow w dziedzinie chorob zakgch dotyczce leczenia wirusowego zapalenigtigby
typu C. Med Sci Mon 2003;9(6):1-2.

¥ European Association for the study of the liveASE Clinical Practise Guidelines:
Management of hepatitis C virus infection. J Hep26d.1;55:245-64.

* Bush MP, Kimberly A, Shafer P. Acute—phase hejsa€it virus infection: implications for
research, diagnosis and treatment. Clin Infect2D35;40(7):959-61.

® Juszczyk J. Hepatitis C: patogeneza i terapian@dia, Pozna2009:14.

® Czerpiel J, Biesiada G, Mach T. Wirusowe zapalewijgoby typu C. Pol Arch Med Wewn
2008;118(12):734-40.

" Jablaiska J, Abek J, Madatiski K, Godzik P. Pozagtrobowe objawy zakania wirusem
zapalenia wtroby typu C. Reumatologia 2009;47(6):364-67.

8 Wakita T, Pietschman T, Kato T, Date T, et al.deion of infectious hepatitis C virus in
tissue culture from a cloned viral genome. Nat M66@5;11(7):791-6.

° Dzialo J, Deptuta W. Systematyka wiruséwedowcoéw - aktualne dane. Kosmos
2010;59(288-289):435-49.

10 Ashfag UA, Javed T, Rehman S, Nawaz Z, RiazuddiArSoverview of HCV molecular
biology, replication and immune responses. ViraD11;8:160.

1 Clarke B. Molecular virology of hepatitis C virusGen Virol1997;78(Pt10):2397-410.

12 Nitkiewicz J. Epidemiologia molekularna wirusa @ntektego zapalenia atroby typu C
(HCV). Przegl Epidemiol 2004;58(3):413-21.

13 Bartenschlager R, LohmanV. Replication of hemafitivirus. J Gen Virol 2000;81(7):1631-
48

4 Griffin SD, Harvey R, Clarke DS, Barclay WS, et Alconserved basic loop in hepatitis C
virus p7 protein is required for amantadine-sewsiton channel activity in mammalian cells
but is dispensable for localization to mitochonddi&en Virol 2004;85:451-61.

15 Breiman A, Grandvaux N, Lin R, Ottone C, et ahibition of RIG-1-dependent signaling to
the interferon pathway during hepatitis C virus reggion and restoration of signaling by
IKKepsilon. J Virol 2005;79(7):3969-78.

16 Schinkel J, Spaan WJM, Kroes ACM. Meta-analysismoftations in the NS5A gene and
hepatitis C virus resistance to interferon therapyting discordant conclusions. Antivir Ther
2004;9(2);275-86.

7 Simonds P, Holmes EC, Cha TA, Chan SW, et al.gfflaation of hepatitis C virus into six
major genotypes and a series of subtypes by phy&igeanalysis of the NS-5 region. J Gen
Virol 1993;74:2391-9.

18 Juszczyk J. Hepatitis C: patogeneza i terapian@dia, Pozna2009:6

19 Kamifiska A, Bednarska A, Radkowski M. Pozgmebowa replikacja wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV). Przegl Epidemiol 2003;57:317-20

20 Dabrowska MM, Panasiuk A, Flisiak R. Mechanizm $e& wirusa HCV jako nowy cel
leczenia przewlektych zapalevatroby typu C. Pol Merk Lek 2009;27:140-143.

2l Kakumu S, Okumura A, Ishikawa T, Yamauchi T, et Rble of Toll-Like receptors in
hepatitis C virus infected chronic liver diseasepBitology 2006;44(Suppl.1):300A, Abstr. 296

140



2 Chang SS, Szabo G. TLR2 co-receptors, TLR1 and6TIsRlectively participate in TLR2
innate immune activation by HCV core and NS3 prateHepatology 2006;44(Suppl.1):293A,
Abstr. 278.

23 Blach-Olszewska Z. Mechanizmy odpascio wrodzonej. Pospy Hig Med Daw
2005;59:250-58.

4 Crotta S, Stilla A, Wack A, B\ndrea A, et al. Inhibition of natural killer celkrough
engagement of CD81 by the major hepatitis C viruwekpe protein. J Exp Med
2002;195(1):35-41.

%> Yoon JC, Shiina M, Ahlenstiel G, Rehermann B. Maitkiller cell function is intact after
direct exposure to infectious hepatitis C viriodspatology 2009;49(1):12-21.

6 Kawamara T, Takeda K, Mendiratta KS, Kawamura t-gleCritical role of NK1 T Cells in
IL-12 induced immune responses in vivo. J Immurg@88;160(1):16-19.

2’ Tseng CTK, Miskovsky E, Houghton M, Klimpel GR. &hcterization of liver T cell
receptoryd T cells obtained from individuals chronically isfed with hepatitis C virus (HCV):
evidence for these T cells playing a role in therdipathology associated with HCV infections.
Hepatology 2001;33(5):1312-20.

28 Kope:-Szkzak J. Biologia komérek dendrytycznych. Onkol P@0@;11(3):106-10.

2 Thomson AW, Drakes ML, Zahorchak AF, O'Connell Rf,al. Hepatic dendritic cells:
immunobiology and role in liver transplantatiori.elikoc Biol 1999;66(2):322-30.

30 Zeromski J, Samara H, Mozer-Lisewska |. Komérki dgtdtzne: czy wszystko o nich
wiemy? Post Biol Kom. 2007;34(3):541-56.

31 Albert ML, Decalf J, Pol S. Plasmacytoid dendritills move down on the list of suspects:
in search of the immune pathogenesis of chroniatitepC. J Hepatol 2008;49(6):1069-78.

%2 Lin W, Choe WH, Hiasa Y, KamegayaY, et al. Hep®tf virus expression suppresses
interferon signaling by degrading STAT1. Gastroesitegy 2005;128(4):1034-41.

33 Gale MJr, Foy EM. Evasion of intracellular hostfatee by hepatitis C virus. Nature
2005;436(7053):939-45.

3 Meylan E, Curran J, Hofmann K, Moradpour D, etGardif is an adaptor protein in the RIG-
1 antiviral pathway and is targeted by hepatitigr@s. Nature 2005;437(7062):1167-72.

% Urbani S, Amadei B, Fisicaro P, Tola D, et al. @ue of acute hepatitis C is related to
virus-specific CD4 function and maturation of aimal memory CD8 responses. Hepatology
2006;44(1):126-39.

% Juszczyk J. Hepatitis C: patogeneza i terapian@dia, Pozna2009:29.

37 Aberle JH, Formann E, Steindl-Munda P, Wesesliedtn et al. Prospective study of viral
clearance and CD4(+) T-cell response in acute isp@t primary infection and reinfection. J
Clin Virol 2006;36(1):24-31.

3 Wedemeyer H, He XS, Nascimbeni M, Davis AR, et laipaired effector function of
hepatitis C virus-specific CD8+ T cells in chrorhepatitis C virus infection. J Immunol
2002;169(6):3447-58.

% Billerbeck E, Béttler T, Thimme R. Regulatory Tllsein viral hepatitis. World J
Gastroenterol 2007;13(36):4858-64.

0 pestka JM, Zeisel MB, Blaser E, Schiirmann P, .eRapid Induction of virus-neutralizing
antibodies and viral clearence in a single-soungbreak of hepatitis C. Proc Natl Acad Sci
USA 2007;104(14):6025-30.

“! Farci P, Shimoda A, Coiana A, Diaz G, et al. Thecome of acute hepatitis C predicted by
the evolution of the viral quasispecies. Sciend@02288(5464):339-44.

141



2 Nitkiewicz J. Przewlekte zalkanie wirusem zapalenia watroby typu C - mechanizmy
“ucieczki immunologicznej” wirusa. Przegl Epiden2604;58(3):423-33.

3 sansonno D, Lotesoriere C, Cornacchiulo V, FarMlliet al. Hepatitis C virus infection
involves CD34(+) hematopoietic progenitor cellshigpatitis C virus chronic carriers. Blood
1998;92(9):3328-37.

4 Cielecka-Kuszyk J, Pawtowska J. Badanie histopgtokne w przewleklym wirusowym
zapaleniu wtroby: klasyfikacja, okrdenie stopnia aktywriei, zmian zapalnych i wioknienia.
Hepatol Pol 1997;4(1):37-41.

> Cianciara J, Jabtska J, Horban A, Walewska-Zielecka B. Ognisko gstrevirusowego
zapalenia wtroby typu C-przebieg kliniczny obraz histopatolmyy i skuteczn& terapii.
Przegl Epidemiol 2005;59(2):385-94.

% Kasprzak A, Biczysko W, Adamek A, Zabel M. Morpbgical lesions detected by light and
electron microscopies in chronic type C hepatRisl. J Pathol 2003;54(2):129-42.

4" Knodell RG, Ishak KG, Black WC, Chen TS, et al.rfRolation and application of a
numerical scoring system for assessing histologacdivity in asymptomatic chronic active
hepatitis. Hepatology 1981;1(5):431-5.

“8 Bedossa P, Poynard T. An algorithm for the gradifigctivity in chronic hepatitis C. The
METAVIR Cooperative Study Group. Hepatology 1996289-93.

49 Walewska-Zielecka B. Wspélczesne zasady klasyjiikazewleklych zapale watroby i
elementy diagnostyki etiopatologicznej w badaniawrfologicznych. Post N Med 2000;1:18-
26.

*0 Stolarczyk J. Wartg ilosciowej biopsji vatroby w PZW (przewlekte zapalenieatkoby) B i

C. Warsztaty Hepatologiczne. Bielsko-Biata 2001.

>L Gabriel A, Mitkiewski J, Stolarczyk J, Szczeki W, et al. Zalecane zasady pobierania i
oceny hstopatologicznej bioptatowatnoby (Standardy Polskiego Towarzystwa Patologow).
Warsztaty Hepatologiczne. Bielsko-Biata 2001.

*2 Friedman SL. Mechanisms of hepatic fibrogenesast®enterology 2008;134(6):1655-69.

*3 Friedmann SL. Hepatic fibrosis-Overview. Toxicoldp08;254(3):120-9.

>4 Kasztelan-Szczemska B, Stomka M, Daniluk J, Céki K, et al. Komorki gwiadziste
jako gtéwny regulator sygnalizacji gudzykomdrkowej w procesie wioknienia watroby. Post N
Med 2010;23(1):69-74.

> Bréchot C, Jaffredo F, Lagorce D, Gerken G, etrapact of HBV, HCV and GBV-C/HGV
on hepatocellular carcinomas in Europe:result dEwaopean concerted action. J Hepatol
1998;29(2):173-83.

*® Terada T, Ueda K, Nakanuma Y. Histopathological arorphometric analysis of atypical
adenomatous hyperplasia of human cirrhotic livéiechows Arch A Pathol Anat Histopathol
1993;422(5):381-8.

° Ozturk M. Genetic aspects of hepatocellular camgémesis. Semin Liver Dis
1999;19(3):235-42.

°8 Edamoto Y, Hara A, Biernat W, Terracciano L, et Alterations of RB1, p53 and Wnt
pathways in hepatocellular carcinomas associatéld kepatitis C, hepatitis B and alcoholic
liver cirrhosis. Int J Cancer 2003;106(3):334-41.

% Kasprzak A, Adamek A. Role of hepatitis C viruteins (C, NS3, NS5A) in hepatic
oncogenesis. Hepatol Res 2008;38(1):1-26.

0 Lu W, Lo SY, Chen M, Wu KJ, et al. Activation 05® tumor suppressor by hepatitis C virus
core protein. Virology 1999;264(1):134-41.

142



®l Ray RB, Steele R, Meyer K, Ray R. Transcriptiareglression of p53 promoter by hepatitis
C virus core protein. J Biol Chem 1997;272(17):188

%2 Alisi A, Giambartolomei S, Cupelli F, Merlo P, at. Physical and functional interaction
between HCV core protein and the different p73asok. Oncogene 2003;22(17):2573-80.

%3 Cho JW, Baek WK, Yang SH, Chang J, et al. HCV qomatein modulates Rb pathway
through pRb down-regulation and E2F1 up-regulatBiochim Biophys Acta-Mol Cell Res
2001;1538(1):59-66.

® Wang F, Yoshida I, Takamatsu M, Ishido S, et amPlex formation between hepatitis C
virus core protein and p2l1Waf 1/Cip 1/Sdi 1. BiaoheBiophys Res Commun
2000;273(2):479-84.

® Jin DY, Wang HL, Zhou Y, Chun ACS, et al. Hepati€ virus core protein-induced loss of
LZIP function correlates with cellular transfornmati EMBO J 2000;19(4):729-40.

% Hsieh TY, Matsumoto M, Chou HC, Schneider R, etHepatitis C virus core protein
interacts with heterogeneous nuclear ribonucleeprd{. J Biol Chem 1998;273(28):17651-9.
" Lee SW, Lee MH, Park JH, Kang SH, et al. SUMOwlatof hnRNP-K is required for p53-
mediated cell-cycle arrest in response to DNA dam&)/BO J 2012;31(23):4441-52.

® Mamiya N, Worman HJ. Hepatitis C virus core proteinds to a DEAD box RNA helicase.
J Biol Chem 1999;274(22):15751-56.

% Aoki H, Hayashi J, Moriyama M, Arakawa Y, Hino ®lepatitis C virus core protein
interacts with 14-3-3 protein and activates the&eRaf-1. J Virol 2000;74(4):1736-41.

0 Zhu N, Khoshnan A, Schneider R, Matsumoto M, etHalpatitis C virus core protein binds
to the cytoplasmic domain of tumor necrosis fadfbNF) receptor 1 and enhances TNF-
induced apoptosis. J Virol 1998;72(5):3691-7.

" Machida K, Tsukiyama-Kohara K, Seike E, Toné Sletnhibition of cytochrome C release
in Fas mediated signal pathway in transgenic mideged to express hepatitis C viral proteins.
J Biol Chem 2001;276(15):12140-6.

2 Kittlesen DJ, Chianese-Bullock KA, Yao ZQ, BrideiaJ, Hahn YS. Interaction between
complement receptor gC1gR and hepatitis C viruse cprotein inhibits T lymphocyte
proliferation. J Clin Invest 2000;106(10):1239-49.

3 Giambartolomei S, Covone F, Levrero M, Balsano $listained activation of the
Raf/MEK/Erk pathway in response to EGF in stabld tiees expressing the hepatitis C
virus(HCV) core protein. Oncogene 2001;20(20):2606-

™ Erhardt A, Hassan M, Heintges T, Haussinger D.atitip C virus core protein induces cell
proliferation and activates ERK, JNK, and p38 MARdses together with the MAP kinase
phosphatase MKP-1 in HepG2 Tet off cell line. Vargy 2002;292(2):272-84.

> Tai DI, Tsai SL, Chen YM, Chuang YL, et al. Actlian of nuclear factor kappa B in
hepatitis C virus infection: implications for patgenesis and hepatocarcinogenesis. Hepatology
2000;31(3):656-64.

® Joo M, Hahn Y, Kwon M, Sadikot RT, et al. Hepati@ virus core protein suppresses #ff-
activation and cyclooxygenase 2 expression by dirgeraction with kB kinasef. J Virol
2005;79:7648-57.

" Fukutomi T, Zhou Y, Kawai S, Eguchi H, et al. Hegis C virus core protein stimulates
hepatocyte growth: correlation with upregulation @¥nt-1 expression. Hepatology
2005;41(5):1096-105.

143



8 pavio N, Battaglia S, Boucreux D, Arnulf B, et Hlepatitis C virus core variants isolated
from liver tumor but not from adjacent non—tumastie interact with Smad3 and inhibit the
TGF B pathway. Oncogene 2005;24(40):6119-32.

9 Perlemuter G, Sabile A, Letteron P, Vona G, etHapatitis C virus core protein inhibits
microsomal triglyceride transfer protein activitydavery low density lipoprotein secretion: a
model of viral related steatosis. FASEB J 2002;1685-94.

8 Taylor DR, Shi ST, Romano PR, Barber GN, Lai Mihibition of the interferon-inducible
protein kinase PKR by HCV E2 protein. Science 1985(5424):107-10.

8 Tsenq CT, Klimpel GR. Binding of the hepatitis Gus envelope protein E2 to CD 81
inhibits natural killer cell functions. J Exp Me@@2;195(1):43-50.

82 Zhao LJ, Wang L, Ren H, Cao J, et al. HepatitiwifDs E2 protein promotes human
hepatoma cell proliferation through the MAPK/ERKrsaling pathway via cellular receptors.
Exp Cell Res 2005;305(1):23-32.

8 |shido S, Hotta H. Complex formation of the nonstural protein 3 of hepatitis C virus with
the p53 tumor suppressor. FEBS Lett 1999;438(3)}6258

8 Borowski P, Kihl R, Laufs R, Schulze zur WieschHeiland M. Identification and
characterization of a histone binding site of tlo@-structural protein 3 of hepatitis C virus. J
Clin Virol 1999;13(1-2):61-9.

% Foy E, Li K, Wang C, Sumpter JIR, et al. Regulataf interferon regulatory factor-3 by
hepatitis C virus serine protease. Science 20085822):1145-8.

8 Pflugheber J, Fredericksen B, Sumpter JrR, Wangt@J. Regulation of PKR and IRF-1
during hepatitis C virus RNA replication. Proc Natdad Sci 2002;99(7):4650-5.

87 Polyak SJ, Khabar KSA, Paschal DM, Ezelle HJ,leHapatitis C virus nonstructural 5A
protein induces interleukin-8, leading to partiahibition of the interferon-induced antiviral
response. J Virol 2001;75(13):6095-106.

8 Tu H, Gao L, Shi ST, Taylor DR, Yang T, MircheffkA et al. Hepatitis C virus RNA
golimerase and NS5A complex with SNARE-like protéfirology 1999;263(1):30-41.

° Shi ST, Polyak SJ, Tu H, Taylor DR, et al. Hepsi@ virus NS5A colocalizes with the core

rotein on lipid droplets and interacts with apoppoteins. Virology 2002;292(2):198-210.

% Chung KM, Lee J, Kim JE, Song OK, et al. Nonstnuat protein 5A of hepatitis C virus
inhibits the function of karyopherin beta3. J Vi&il00;74(11):5233-41.

L lnubushi S, Nagano—Fuijii M, Kitayama K, Tanakae¥lal. Hepatitis C virus NS5 A protein

interacts with and negatively regulates the noepear protein tyrosine kinase Syk. J Gen Virol

2008;89(5):1231-42.

%2 Tanimoto A, Ide Y, Arima N, Sasaguri Y, Padmanabfa The amino terminal deletion

mutant of hepatitis C virus nonstructural protei8® function as transcriptional activators in

yeast. Biochem Bophis Res Commun 1997;236(2):3@0-36

%3 satoh S, Hirota M, Noguchi T, Hijikata M, et alle@vage of hepatitis C virus nonstructural
rotein 5A by caspase-like protease(s) in mammaidis. Virology 2000;270(2 ):476-87.

* Qadri I, lwahashi M, Simon F. Hepatitis C virus $¥Sprotein binds TBP and P53, inhibiting
their DNA binding and p53 interaction with TBP aBRCC3. Biochem Biophys Acta Mol Cell
Res 2002;1599 (2):193-204.

% Lan KH, Sheu ML, Hwang SJ, Yen SH, et al. HCV NSHteracts with p53 and inhibits
E53-mediatet apoptosis. Oncogene 2002;21(31):4801-1

® Tan SL, Nakao H, He Y, Vijaysri S, et al. NS5An@nstructural protein of hepatitis C virus,

binds growth factor receptor-bound protein 2 adappootein in a Src homology 3

144



domain/ligand-dependent manner and perturbs mitogggnaling. Proc Natl Acad Sci USA
1999;96(10):5533-8.

% Arima N, Kao CY, Licht T, Padmanabhan R, et al.ddlation of cell growth by the hepatitis
C virus nonstructural protein NS5A. J Biol Chem 2@76(16):12675-84.

% Street A, Macdonald A, Crowder K, Harris M. Thephgitis C virus NS5A protein activates a
phosphoinositide  3-kinase-dependet survival siggali cascade. J Biol Chem
2004;279(13):12232-41.

% Milward A, Mankouri J, Harris M. Hepatitis C VirudS5A protein interacts witf-catenin
and stimulates its transcriptional activity in aopphoinositide-3 kinase dependent fashion. J
Gen Virol 2010;91(Pt2):373-81.

1% Gong G, Waris G, Tanveer R, Siddiqui A. Human hiépaC virus NS5A protein alters
intracellular calcium levels, induces oxidativees and activates STAT3 and - Proc Nat
Acad Sci USA 2001;98(17):9599-604.

191 Inestrosa NC, Montecinos-Oliva C, Fuenzalida M.t\8ignaling: role in Alzheimer disease
and schizophrenia. J Neuroimmune Pharmacol 2012788-804.

192 Canalis E. Wnt signaling in osteoporosis mecharisoh novel therapeutic approaches. Nat
Rev Endocrinol 2013;9(4):575-88.

193 Kozinski K, Dobrzyh A. Szlak sygnatowy Wnt i jego rola w regulaciji miolizmu komorki.
Post Hig Med Dosw. 2013;67:1098-1108.

194 | amparska-Przybysz M, Wieczorek M, Majorek M, Guda P. Rola szlaku Wiitkatenina
w molekularnym mechanizmie proceséw nowotworowyspolcz Onkol 2006;10:497-501.
195 Nusse R, Brown A, Papkoff J, Scambler P, et ahefv nomenclature foint-1 related
genes: The Wnt gene family. Cell 1991;64(2):231R

198 Rijsewijk F, Schuermann M, Wagenaar E, Parrert l.&'he Drosophila homology of the
mouse mammary oncogene int-1 is identical to segnpetarity gene wingless. Cell
1987;50(4):649-57.

197 Veeman MT, Axelrod JD, Moon RT. A second canorcfions and mechanisms @f
catenin independent Wnt signaling. Dev Cell 2003;367-77.

198 Nollet F, Berx G, Molemans F, van Roy F. Genomigamization of the humag-catenin
gene (CTNNB1). Genomics 1996;32:413-24.

199 McCrea PD, Turc CW, Gumbiner B. A homolog of aritiadprotein in Drosophila
(plakoglobin) associated with E-cadherin. Scien2@11254(5036):1359-61.

110 peifer M, Berg S, Reynolds AB. A repeating amirmdamotif shared by proteins with
diverse cellular roles. Cell 1994;76(5):789-91.

1 Huber AH, Weis WI. The structure of tRecatenin/E-cadherin complex and molecular basis
of diverse ligand recognition f¢catenin. Cell 2001;105(3):391-402.

112 Dy SJ, Purcell MS, Christian JL, McGrew LL, MoofT Rdentification of distinct classes
and functional domains of Wnts through expressibrwiole-type and chimeric proteins in
Xenopus embryos. Mol Cell Biol 1995;15(5):2625-34.

113 Komekado H, Yamamoto H, Chiba T, Kikuchi A. Glygtzion and palmitoylation of Wnt-
3a are coupled to produce an active form of Wnte3zn Cells 2007;12(4):521-34.

14 Hausmann G, Béanziger C, Basler K. Helping Winglede flight: how Wnt proteins are
secreted. Nat Rev Mol Cell Biol 2007;8(4):331-6.

115 Zhao Z, Lee CC, Baldini A, Caskey CT. A human htogae of Drosophila polarity gene
frizzled has been identified and mapped to 17q.2&ehomics 1995;27(2) 370-3.

145



1% Tamai K, Semenov M, Kato Y, Spokony R, et al. LBdceptor related proteins in Wnt
signaling transduction. Nature 2000;407(6803):530-5

17 Wehrli M, Dougan ST, Caldwell K, O’'Keefe L, et a@rrow encodes an LDL-receptor-
related protein essential for Wingless signalliigture 2000;407(6803):527-30.

118 Seménow M, Tamai K, He X. SOST is a ligand for BRIRP6 and Wnt signal inhibitor. J
Biol Chem 2005;280(29):26770-5.

119 Kawano Y, Kypta R. Secreted antagonists of the \Aighalling pathway. J Cell Sci
2003;116(Pt13):2627-34.

120 ¥u Q, Wang Y, Dabdoub A, Smallwood PM, et al. dac development in the retina and
inner ear: control by Norrin and Frizzled-4, a higfffinity ligand-receptor pair. Cell
2004;116(6):883-95.

121 MacDonald BT, Yokota C, Tamai K, Zeng X, He X. Wsignal amplification via activity
cooperativity and regulation of multiple intracéiu PPPSP motifs in the Wnt co-receptors
LRP6. J Biol Chem 2008;283(23):16115-23.

122 7eng X, Huang H, Tamai K, Zhang X, et al. Initiatiof Wnt signaling: control of Wnt
coreceptor LRP 6 phosphorylation/activation viaz#ted, disheveled and axin function.
Development 2008;135:367-75.

123 Keith A, Wharton Jr. Runnin with the Dvl: proteins that associate with Dsh/Bwd their
significance to Wnt signal transduction. Dev Bi603;253(1):1-17.

123 iu C, Li Y, Semenov M, Han C, et al. Controlptatenin phosphorylation/degradation by
a dual-kinase mechanism. Cell 2002;108(6):837-47.

125 schwarz-Romond T, Asbrand C, Bakkers J, Kiihl MalketThe ankyrin repeat protein
Diversin recruits casein kinase lepsilon to freatenin degradation complex and acts in both
canonical Wnt and Wnt/JNK signaling Genes Dev 206;6):2073-84.

126 Major MB, Camp ND, Berndt JD, Yi X, et al. Wilmsrhor suppressor WTX negatively
regulates WNT/beta-catenin signaling. Science ZI6{5827):1043-6.

127 Sparks AB, Morin PJ, Vogelstein B, Kinzler KW. Mtibnal analysis of the AP/
catenin/Tcf pathway in colorectal cancer. Cances Fi98;58:1130-4.

128 | usting B, Jerchow B, Sachs M, Weiler S, et algateve feedback loop of Wnt signaling
through upregulation of conductin/Axin 2 in colai@cand liver tumors. Mol Cell Biol
2002;22(4):1184-93.

129 gpink KE, Polakis P, Weis WI. Structural basisttté Axin — adenomatous polyposis coli
interaction. EMBO J 2000;19(10):2270-9.

130 Rosin-Arbesfeld R, Cliffe A, Brabletz T, Bienz Mluclear export of the APC tumor
suppressor controfscatenin function in transcription EMBO J 2003;22{301-13.

131 Henderson BR, Fagotto F. The ins and outs of AR@Becatenin nuclear transport. EMBO
Reports 2002;3(9):834-9.

132 Cong F, Varmus H. Nuclear-cytoplasmic shuttlingAafn regulates subcellular localization
of B-catenin. Proc Natl Acad Sci USA 2004;101(9):2882-7

133 Hendriksen J, Fagotto F, van der Velde H, van &thj et al. RanBP3 enhances nuclear
export of active (beta) - catenin independentiZ&M1. J Cell Biol 2005;171(5):785-97.

134 Krieghoff E, Behrens J, Mayr B. Nucleo-cytoplasntstribution of beta-catenin is
regulated by retention. J Cell Sci 2006;119(Pt53L83.

135\Wu X, Tu X, Joeng KS, Hilton MJ, et al. Racl aation controls nuclear localization of
beta—catenin during canonical Wnt signaling. Cé0& 133(2):340-53.

146



136 Hoppler S, Kavanagh CL. Wnt signalling varietytie core. J Cell Sci 2007;120(Pt3):385-
93.

137 Bronties H, Roose J, van De Watering M, Clever&\HTcf HMG box transcription factors
interact with Groucho-related co-repressors. Nugté Res 2001;29(7):1410-9.

138 Kramps T, Peter O, Brunner E, Nellen D, et al. Wimgless signaling requires
BCL9/legless-mediated recruitment of pygopus torthelear beta-catenin-TCF complex. Cell
2002;109(1):47-60.

139 Hecht A, Vleminckx K, Stemmler MP, van Roy F, KemlR. The p300/CBP
acetyltransferases function as transcriptional theators of beta catenin in vertebrates. Embo J
2000;19(8):1839-50.

140 Barker N, Hurlstone A, Musisi H, Miles A, et alh@ chromatin remodelling factor Brg-1
interacts with beta-catenin to promote target gastevation. EMBO J 2001;20(17):4935-43.

141 Sjerra J, Yoshida T, Joazeiro CA, Jones KA. Th&€ABmor suppressor counteracts beta-
catenin activation and H3K4 methylation at Wnt Trgenes. Genes Dev 2006;20(5):586-600.
142 Mosimann C, Hausmann G, Basler K. Parafibrominétyactivates Wnt/Wg target gene
transcription by direct association with beta-cat&rmadillo. Cell 2006;125(2):327-41.

143 Hecht A, Litterst CM, Huber O, Kemler R. Functibneharacterization of multiple
transactivating elements in beta-catenin, someha¢twinteract with the TATA-binding protein
in vitro. J Biol Chem 1999;274(25):18017-25.

144 Bauer A, Chauvet S, Huber O, Usseglio F, et ahtiR62 and reptin 52 function as
antagonistic regulators of beta —catenin signaliiatyvity. EMBO J 2000;19(22):6121-30.

145 Hamada F, Bienz M, The APC tumor suppressor btnd€-terminal binding protein to
divert nuclear beta-catenin from TCF. Dev Cell 2008):677-85.

146 yalenta T, Lukas J, Korinek V. HMG box transcriptifactor TCF-4's interaction with
CtBP1 controls the expression of the Wnt targemKConductin in human embryonic kidney
cells. Nucleic Acids Res 2003;31(9)2369-80.

147 | ogan CY, Nusse R. The Wnt signaling pathway imellgpment and disease. Annu Rev
Cell Dev Biol 2004;20:781-810.

148 He TC, Sparks AB, Rago C, Hermeking H, et al. tifieation of c-MYC as a target of the
APC pathway. Science 1998;281(5382):1509-12.

149 Tetsu O, McCormick Fp-catenin regulates expression of cyclin D1 in cobamcinoma
cells. Nature. 1999;398(6726):422-26.

150 yan de Wetering M, Sancho E, Verweij C, de Lauétval. Thep-catenin/TCF-4 complex
imposes a crypt progenitor phenotype on coloreater cells. Cell 2002;111(2):241-50.

151 Sellin JH, Umar S, Xiao J, Morris AP. Increaspetatenin expression and nuclear
translocation accompany cellular hyperproliferaiionivo. Cancer Res 2001;61(7):2899-906.
152 Kim PJ, Plescia J, Clevers H, Fearon ER, Altie@l. Burvivin and molecular pathogenesis
of colorectal cancer. Lancet 2003;362(9379):205-9.

153 Shimokawa T, Furukawa Y, Sakai M, Li M, et al. éthvement of the FGF18 gene in
colorectal carcinogenesis as a novel downstreagettaf thep-catenin/T-cell factor complex.
Cancer Res 2003;63(19):6116-20.

154Boon EM, van der Neut R, van der Wetering M, Cieu¢, Pals ST. Wnt signaling regulates
expression of the receptor tyrosine kinase met wolorectal cancer. Cancer Res
2002;62(18):5126-28.

155 Zhang X, Gaspard JP, Chung DC. Regulaton of vas@ndothelial growth factor by the
Wnt and K-ras pathways in colonic neoplasia. CaReey 2001;61(16):6050-4.

147



156 Qugolkov AV, Yamashita K, Mai M, Minamoto T. Onaamjc beta—catenin and MMP-7
(matrilysin) cosegregate in late-stage clinicalocotancer. Gastroenterology 2002;122(1):60-
71.

157 Wielenga VJ, Smits R, Korinek V, Smit L, et al.fE&ssion of CD44 in Apc and Tcf mutant
mice implies regulation by the WNT pathway. Am Jh@h1999;154(2):515-23.

158 Conacci-Sorrell ME, Ben-Yedidia T, Shtutman M, i&ein E, et al. Nr-CAM is a target
gene of thep-catenin/LEF-1 pathway in melanoma and colon cararad its expression
enhances motility and confers tumorigenesis. GBm®s2002;16(16):2058-72.

159 Hlubek F, Spaderna S, Jung A, Kirchner T, BrabletB-catenin activates a coordinated
expression of the proinvasive factors lamini25chain and MT1-MMP in colorectal
carcinomas. Int J Cancer 2004;108(2):321-6.

180 Miyoshi Y, Iwao K, Nagasawa Y, Aihara T, et al. tAmtion of thep-catenin gene in
primary hepatocellular carcinomas by somatic dli@na involving exon 3. Cancer Res
1998;58(12):2524-7.

161 Blaker H, Hoffmann WJ, Rieker RJ, Penzel R, et Be#ta-catenin accumulation and
mutation of the CTNNB1 gene in hepatoblastoma. Ger@hromosomes Cancer
1999;25(4):399-402.

%2 Huang H, Fujii H, Sankila A, Mahler-Araujo BM, at. B-catenin mutations are frequent in
human hepatocellular carcinomas associated withathespC virus infecton. Am J Pathol
1999;155(6):1795-801.

163 Mao TL, Chu JS, Jeng MY, Lai PL, Hsu HC. Expressif mutant nucleaf-catenin
correlates with non invasive hepatocellular canciapabsence of portal vein spread and good
prognosis. J Pathol 2001;193(1):95-101.

64 Wong CM, Fan ST, Ng IO. Beta-catenin mutation @averexpression in hepatocellular
carcinoma: clinicopathological and prognostic digance. Cancer 2001;92(1):136-45.

%5 |nagawa S, Itabashi M, Adachi S, Kawamoto T, etEaipression and prognostic roles of
beta-catenin in hepatocellular carcinoma: corretatvith tumor progression and postoperative
survival. Clin Cancer Res 2002;8(2):450-6.

186 yeta T, Ikeguchi M, Hirooka Y, Kaibara N, Terada Beta-catenin and cyclin D1
expression in human hepatocellular carcinoma. ORepl 2002;9(6):1197-203.

187 Zulehner G, Mikula M, Schneller D, van Zijl F, at NuclearB-catenin induces as early
liver progenitor phenotype in hepatocellulare qavola and promotes tumor recurrence. Am J
Pathol 2010;176(1):472-81.

%8 pez F, Lopez A, Kim M, Wands JR, et al. Wnt sigrmpland hepatocarcinogenesis:
molecular targets for the development of innovatiemticancer drugs. J Hepatol
2013;59(5):1107-17.

189 Cui J, Zhou X, Liu Y Tang Z, Romeih M. Alteration$ beta-catenin and Tcf-4 instead of
GSK-3 beta contribute to activation of Wnt pathwayhepatocellular carcinoma. Chin Med J
2003;116(12):1885-92.

170 Taniguchi K, Roberts LR, Aderca IN, Dong X, et llutational spectrum of beta-catenin,
AXIN1, and AXIN2 in hepatocellular carcinomas andephtoblastomas. Oncogene
2002;21(31):4863-71.

11 park JY, Park WS, Nam SW, Kim SY, et al. Mutatiafideta-catenin and AXIN 1 genes
are a late event in human hepatocellular carcinegjenLiver Int 2005;25(1):70-6.

148



172 syzuki T, Yano H, Nakashima Y, Nakashima O, Kojio Beta—catenin expression in
hepatocellular carcinoma: a possible participatadnbeta catenin in the dedifferentiation
process. J Gastroenterol Hepatol 2002;17(9):994-100

173 calvisi DF, Factor VM, Loi R, Thorgeirsson SS. ietion of beta-catenin during
hepatocarcinogenesis in transgenic mouse modddsioreship to phenotype and tumor grade.
Cancer Res 2001;61(5):2085-91.

17 Hoshida Y, Nijman SMB, Kobayashi M, Chan JA, etlategrative transcriptome analysis
reveals common molecular subclasses of human hapladar carcinoma. Cancer Res
2009;69(18):7385-92.

7> Micsenyi, A, Tan X, Sneddon T, Luo JH, et al. Besdenin is temporally regulated during
normal liver development. Gastroenterology 2004(4P6134-46.

178 Harada N, Miyoshi H, Murai N, Oshima H, et al. kaaf tumorigenesis in the mouse liver
after adenovirus-mediated expression of a domigtaitle mutant of beta-catenin. Cancer Res
2002;62(7):1971-7.

17 Stauffer JK, Scarzello AJ, Andersen JB, De KluyRér, et al. Coactivation of AKT anf-
catenin in mice rapidly induces formation of lipage liver tumors. Cancer Res
2011;71(7)2718-27.

178 Rignall B, Braeuning A, Buchmann A, Schwarz M. Tamformation in liver of conditional
beta-catenin-deficient mice expose to a diethydsamine/phenobarbital tumor promotion
regimen. Carcinogenesis 2011;32(1):52-7.

1 yang W, Yan HX, Chen L, Liu Q, et al. Wpttatenin signaling contributes to activation of
normal and tumorigenic liver progenitor cells. CanRes 2008;68(11):4287-95.

180 Bana A. Komorki macierzyste-perspektywy i zagemia. Prz Med Uniw Rzesz Inst Lekow
2010;2:117-127.

181 Dumble ML, Croager EJ, Yeoh GC, Quail EA. Generatnd characterization of p53 null
transformed progenitor cells: oval cells give risehepatocellular carcioma. Carcinogenesis
2002;23(3):435-45.

182 ibbrecht L, Desmet V, Van Damme B, Roskams T.Die¢ralobular extension of human
hepatic ‘progenitor cells’ correlates with parenciay inflammation in chronic viral hepatitis:
can ‘progenitor cells’ migrate? J Pathol 2000;19333-8.

83Wu PC, Fang JW, Lau VK, Lai CL, et al. Classificati of hepatocellular carcinoma
according to hepatocellular and biliary differetibta markers. Clinical and biological
implications. Am J Pathol 1996;149(4):1167-75.

184 ibbrecht L, Desmet V, Van Damme B, Roskams T. Fheunohistochemical phenotype
of dysplastic foci in human liver: correlation withutative progenitor cells. J Hepatol
2000;33(1):76-84.

185 Hu M, Kurobe M, Jeong YJ, Fuerer C, et al. \PrtAtenin signaling in murine hepatic
transit amplifying progenitor cells. Gastroentegyl@007;133(5):1579-91.

186 Apte U, Thompson MD, Cui S, Liu B, et al. Wnt/begtenin signaling mediates oval cell
response in rodents. Hepatology 2008;47(1):288-95.

187 zekri ARN, Bahnassy AA, EI-Din HMA, Morsy HM, el.a&Serum levels of-catenin as a
potential marker for genotype 4/hepatitis C assedidepatocellular carcinoma. Oncology Rep
2011;26(4):825-31.

188 park CY, Choi SH, Kang SM, Kang JI, et al. Nonstmal 5A protein activate-catenin
signaling cascades: implication of hepatitis C sdinduced liver pathogenesis. J Hepatol
2009;51(5):853-64.

149



189 |ju J, Ding X, Tang J, Cao Y, et al. Enhancemehntanonical Wn#-catenin signaling
activity by HCV core protein promotes cell growth leepatocellular carcinoma cells. PLOS
One 2011;6(11):e27496.

19 Arora P, Kim EO, Jung JK, Jang KL. Hepatitis méttapnsferase 1 and 3b. Cancer Lett
2008;261(2):244-52.

191 Ripoli M, Barbano R, Balsamo T, Piccoli C, et Hypermethylated levels of E-cadherin
promoter in Huh-7 cells expressing the HCV cordeiro Virus Res 2011;160(1-2);74-81.

192 Bose SK. Meyer K, Di Bisceglie AM, Ray RB, Ray IRepatitis C virus induces epithelial-
mesenchymal transition in primary human hepatocyt&4rol 2012;86(24):13621-8.

19 Tian X, Liu Z, Niu B, Zhang J, et al. E-cadhepivatenin complex and the epithelial
barrier. J Biomed Biotechnol 2011;2011:567305.

194 Kwiatkowski P, Godlewski Bliwinska-Jewsiewicka A, KmieZ. Czsteczki adhezyjne w
procesie nowotworzenia i przerzutowania, Pol An2009;16(1):128-37.

195 potter E, Bergwitz C, Brabant G. The cadherintuiatsystem: implications for growth and
differentiation of endocrine tissue. Endocr Rev3,29(2):207-39.

1% Nollet F, Kools P, Van Roy F. Phylogenetic analysf the cadherin superfamily allows
identification of six major subfamilies besides @l solitary members. J Mol Biol
2000;299(3):551-72.

197 Gumbiner BM. Regulation of cadherin-mediated aitiresn morphogenesis. Nat Rev Mol
Cell Biol 2005;6(8):622-34.

198 Wheelock MJ, Shintani Y, Maeda M, Fukumoto Y, Jadm KR. Cadherin switching. J Cell
Sci 2008;121(6):727-35.

199 Davis MA, Ireton RC, Reynolds AB. A core functitor P120-catenin in cadherin turnover.
J Cell Biol 2003;163(3):525-34.

200 Nelson WJ. Regulation of cell-cell adhesion by ¢hdherin-catenin complex. Biochem Soc
Tran 2008;36:149-55.

201 phillips MJ, Poucell S, Patterson J, Valencia e Tiver. An atlas and text of ultrastructural
Eathology. Raven Press, New York. 1987:2-3

92 FujitaY. Krause G, Scheffner M, Zechner D, etHdkai, a c-Cbl-like protein ubiquitinates
and induces endocytosis of the E-cadherin comek Cell Biol 2002;4(3):222-31.

203 Maretzky T, Reiss K, Ludwig A, Buchholz J, et AHam10 mediates E-cadherin shedding
and regulates epithelial cell-cell adhesion, migrgt andp-catenin translocation. Proc Natl
Acad Sci USA 2005;102(26):9182-87.

204 Marambaud P, Shioi J, Serban G, GeorgakopoulogtAgl. A presenilin-}-secretase
cleavage releases the E-cadherin intracellular domad regulates disassembly of adherens
junctions. EMBO J 2002;21(8):1948-56.

0> Strathdee G. Epigenetic versus genetic alteraiionie inactivation of E-cadherin. Semin
Cancer Biol 2002;15(25):373-9.

206 Conacci-Sorrell M, Simcha |, Ben-Yedidia T, BlecimJ, et al. Autoregulation of E-
cadherin expression by cadherin-cadherin interastibe roles oB-catenin signaling, Slug,
and MAPK. J Cell Biol 2003;163(4):847-57.

297 Masszi A, Fan L, Rosivall L, McCulloch CA, et #fitegrity of cell-cell contacts is a critical
regulator of the TGB1-induced epithelial-to-myofibroblast transitionie for 3-catenin. Am J
Pathol 2004,;165(6):1955-67.

%8 Tian YC, Fraser D, Attisano L, Phillips AO. TGH-mediated alterations of renal proximal
tubular epithelial cell phenotype. Am J Physiol Ridahysiol 2003;285(1):F130-42.

150



0% Guarino M, Tosoni A, Nebuloni M. Direct contriboti of epithelium to organ fibrosis:
epithelial-mesenchymal transition. Hum Pathol 280910):1365-76.

219 Rygiel KA, Robertson H, Marshall HL, Pekalski M,a. Epithelial-mesenchymal transition
contributes to portal tract fibrogenesis during laamchronic liver disease. Lab Invest
2008;88(2):112-23.

211 Cheng JH, She H, Han YP, Wang J, et al. Wnt amiago inhibits hepatic stellate cell
activation and liver fibrosis. Am J Physiol Gasirteist Liver Physiol 2008;294(1):G39-49.

212 Myung SJ, Yoon JH, Gwak GY, Kim W, et al. Wnt si§ing enhances the activation and
survival of human hepatic stellate cells. FEBS P&®7;581(16):2954-8.

23 \Wu Y, Zhou BP. New insights of epithelial-mesenuiay transition in cancer metastasis.
Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 2008;40(7):(4B-

214 Lazir D, Taban S, Ardeleanu C, Dema A, et al. The immunohistotical expression of E-
cadherin in gastric cancer; correlations with caopathological factors and patients’ survival.
Rom J Morphol Embryol 2008;49(4):459-67.

215 vang B, Guo M, Herman JG, Clark DP. Aberrant preenanethylation profiles of tumor
suppressor genes in hepatocellular carcinoma. Ratldol 2003;163(3):1101-7.

218 Berx G, van Roy F. Involvement of members of thdherin superfamily in cancer .Cold
Spring Harb Perspect Biol 2009;1(6):a003129.

27 Thiery JP, Sleeman JP. Complex networks orchesspithelial-mesenchymal transitions.
Nat Rev Mol Cell Biol 2006;7(2):131-42.

218 Nieman MT, Prudoff RS, Johnson KR, Wheelock MJcddherin promotes motility in
human breast cancer cells regardless of their Berad expression. J Cell Biol
1999;147(3):631-44.

219 Rosivatz E, Becker |, Bamba M, Schott C, et alo®eression of N-cadherin in E-cadherin
g)ositive colon cancers. Int J Cancer 2004;111(3)}91

20 Hulit J, Suyama K, Chung S, Keren R, et al. N-eaithsignaling potentiates mammary
tumor metastasis via enhanced extracellular sigggaated kinase activation. Cancer Res
2007;67(7):3106-16.

221 1j G, Satyamoorthy K, Herlyn M. N-cadherin-medigtmtercellular interactions promote
survival and migration of melanoma cells. Cances R@01;61(9):3819-25.

222 goyama A, Eguchi S, Takatsuki M, Kawashita Y, letSignificance of the serum level of
soluble E-cadherin in patients with HCC. Hepatogestterology 2008;55(85):1390-3.

223 gabattini E, Bisgaard K, Ascani S, Poggi S, et Tdle EnVision++ system: a new
immunohistochemical method for diagnostics and aes$e Critical comparison with the
APAAP, ChemMate, CSA, LABC, and SABC technique€lid Pathol 1998;51(7):506-11.

224 Gatter KC, Dunnill MS, Gerdes J, Stein H, Mason.Néw approach to assessing lung
tumours in man. J Clin Pathol 1986;39(6):590-3.

2% Helak-tapaj C. Metody analizy komputerowej eksjpre=akcji immunohistochemicznej i
histochemicznej oraz ocena struktur w badaniachraskopowych. Doktorat UM Poznha
2012.

226 Behari J. The Wnfi:catenin signaling pathway in liver biology andegdise. Expert Rev
Gastroenterol Hepatol 2010;4(6):745-56.

22" Monga SP. Role of Wrftfcatenin signaling in liver metabolism and cander.J Biochem
Cell Biol 2011;43(7):1021-9.

228 Cadoret A, Ovejero C, Terris B, Souil E, et alwNrgets of beta-catenin signaling in the
liver are involved in the glutamine metabolism. Ogene 2002;21(54):8293-301.

151



22 1i 5, Mao M. Next generation seguencing revealsetie landscape of hepatocellular

carcinomas. Cancer Lett 2013;340(2):247-53.

230 Guichard C, Amaddeo G, Imbeaud S, Ladeiro Y, etlrtegrated analysis of somatic
mutations and focal copy-number changes identikesgenes and pathways in hepatocellular
carcinoma. Nat Genet 2012;44(6):694-8.

231 Fyjimoto A, Totoki Y, Abe T, Boroevich KA, et alWhole genome sequencing of liver
cancer identifies etiological influences on mutatipatterns and recurrent mutations in
chromatin regulators.Nat Genet 2012;44(7):760-4.

232 i YS, Liu M, Nakata Y, Tang HBB-catenin accumulation in nuclei of hepatocellular
carcinoma cells up-regulates glutathione-s-traaster M3 mRNA.World J Gastroenterol
2011;17(13)1772-8.

233 Hsu HC, Jeng YM, Mao TL, Chu JS, et al. Beta-catenutations are associated with a
subset of low —stage hepatocellular carcinoma negédr hepatitis B virus and with favorable
prognosis. Am J Pathol 2000;157(3):763-70.

434 Tornesello ML, Buonaguro L, Tatangelo F, Bottigb al. Mutations in TP53, CTNNB1 and
PIK3CA genes in hepatocellular carcinoma associatiéld hepatitis B and hepatitis C virus
infections. Genomic 2013;102(2):74-83.

23> Kondo Y, Kanai Y, Sakamoto M, Genda T, et al. Begenin accumulation and mutation of
exon 3 of beta-catenin gene in hepatocellular narna.Jpn J Cancer Res 1999;90(12):1301-9.
238 Kalinina O, Marchio A, Urbanskii Al, Tarkova ABt al. Somatic changes in primary liver
cancer in Russia: a pilot study. Mutat Res 20132)590-9.

23" Herath NI, Walsh MD, Kew MC, Young J, et al. Cadh&atenin complex appears to be
intact in hepatocellular carcinomas from Austraiad South Africa. J Gastroenterol Hepatol
2004;19(6):676-82.

238 Cui J, Zhou XD, Liu YK, Tang ZY, Zile MH. Abnormdleta-catenin gene expression with
invasiveness of primary hepatocellular carcinoma @hina. World J Gastroenterol
2001;7(4):542-6.

3% Cui J, Zhou X, Liu Y, Tang Z. Mutation and overesgsion of beta-catenin gene may play
an important role in primary hepatocellular carar@among Chinese people. J Cancer Res
Clin Oncol 2001;127(9):577-81.

240 Nhieu JT, Renard CA, Wei Y, Chergui D, et al. Nasal accumulation of mutated beta-
catenin in hepatocellular carcinoma is associatill wcreased cell proliferation. Am J Pathol
1999;155(3):703-10.

241 Tien LT, Ito M, Nakao M, Niino D, et al. Expressimf beta-catenin in hepatocellular
carcinoma. World J Gastroenterol 2005;11(16):2398-4

242 Joo M, Lee HK, Kang YK. Expression of beta-cateinhepatocellular carcinoma in
relation to tumor cell proliferation and cyclin De&xpression. J Korean Med Sci
2003;18(2):211-7.

243 De La Coste A, Romagnolo B, Billuart P, Renard @Aal. Somatic mutations of beta-
catenin gene are frequent in mouse and human rogtlatar carcinomas. Proc Natl Acad Sci
USA 1998;95(15):8847-51.

244 |hara A, Koizumi H, Hashizume R, Uchikoshi T. Eagsion of epithelial cadherin and
alpha-and beta-catenins in nontumoral livers angatweellular carcinomas. Hapatology
1996;(23):1441-7.

152



245 Shackel NA, McGuinness PH, Abbott CA, Gorrell MBcCaughan GW. Insights into the
pathobiology of hepatitis C virus-associated cisiepanalysis of intrahepatic differential gene
expression. Am J Pathol 2002;160(2):641-54.

24¢ 7hai B, Yan HX, Liu SQ, Chen L, et al. Reduced resgion of E-cadherin/catenin complex
in hepatocellular carcinomas. World J Gastroent200i3;14(37):5665-73.

24" Chen L, Hu L, Li L, Liu Y, et al. Dysregulation gfcatenin by hepatitis B virus X protein in
HBV-infected human hepatocellular carcinomas. Fiad China 2010;4(4):399-411.

48 Guo C, Liu QG, Yang W, Zhang ZL, Yao YM. Relatiamong p130Cas, E-cadherin and
beta-catenin expression, clinicopathologic sigaifice and prognosis in human hepatocellular
carcinoma. Hepatobiliary Pancreat Dis Int 2008;/4&)-6.

2% 3un Y, Chua MS, Yang D, Tsalenko A, et al. Antipadrays identify potential diagnostic
markers of hepatocellular carcinoma. Biomark Ins008;3:1-18.

%0 Grégoire D, Akkari L, Carenco C, Hibner U. Reptay”Are Hedgehog and Wif/catenin
pathways involved in hepatitis C virus-mediated EXMTpersistent activation of Hedgehog or
Whnt/B-catenin pathways is not involved in EMT mediatgdHCV NS5A protein. J Hepatol
2013;58(3):637-8.

! Higgs MR, Lerat H, Pawlotsky JM. Hepatitis C viriisduced activation of-catenin
promotes c-Myc expression and a cascade of prorcgenetic events. Oncogene
2013;32(39):4683-93.

2 ju J, Wang Z, Tang J, Shan X, et al. HepatitigiQs core protein activates Wpitatenin
signaling through multiple regulation of upstreamlacules in the SMMC-7721 cell line. Arch
Virol 2011;156(6):1013-23.

23 prange W, Breuhahn K, Fischer F, Zilkens C, etBslta-catenin accumulation in the
progression of human hepatocarcinogenesis corselatgh loss of E-cadherin and
accumulation of p53, but not with expression ofvantional WNT-1 target genes. J Pathol
2003;201(2):250-9.

#4WVei Y, Van Nhieu JT, Prigent S, Srivatanakul PaktAltered expression of E-cadherin in
hepatocellular carcinoma :correlations with geneatiierations, beta-catenin expression, and
clinical features. Hepatology 2002;36(3):692-701.

5% Nuruki K, Toyoyama H, Ueno S, Hamanoue M, et alkcafherin but not N-cadherin
expression is correlated with the intracellulatribsition of catenins in human hepatocellular
carcinomas.Oncol rep 1998;5(5):1109-14.

2% Liu TA, Jan YJ, Ko BS, Liang SM, et al. 14-3-8verexpression contributes to epithelial-
mesenchymal transition of hepatocellular carcinoRi@S One 2013;8(3):e57968.

27 Garcia S, Martini F, De Micco C, Andrac L, et Bhmunoexpression of E-cadherin and
beta-catenin correlates to survival of patientshwiepatocellular carcinomas. Int J Oncol
1998;12(2):443-7.

28 Mima K, Hayashi H, Kuroki H, Nakagawa S, et al.itBglial-mesenchymal transition
expression profiles as a prognostic factor for akgefree survival in hepatocellular carcinoma:
Clinical significance of transforming growth fact®signaling. Oncol Lett 2013;5(1):149-154.
5% Raimondi S, Bruno S, Mondelli MU, Maisonneuve Repititis C virus genotype 1b as a
risk factor for hepatocellular carcinoma developtmem meta-analysis. J Hepatol
2009;50(6):1142-54.

60 Quan H, Zhou F, Nie D, Chen Q, et al. HepatitigifQs core protein epigenetically silences
SFRP1 and enhances HCC aggressiveness by indupitigel@l-mesenchymal transition.
Oncogene doi:10.1038/o0nc2013.225.

153



61 Ghosh S, Ahrens WA, Phatak SU, Hwang S, et alodiation of filamin A and vimentin
with hepatitis C virus proteins in infected humapatocytes. J Viral Hepat 2011;18(10):e568-
77.

%62 |gbal J McRae S, Mai T, Banaudha K, et al. Rolenepatitis C induced osteopontin in
epithelial to mesenchymal transition, migration anslasion of hepatocytes. PLOS ONE
2014;9(1):e87464.

263 Doj Y, Tamura S, Nammo T, Fukui K, et al. Develagrhof complementary expression
petterns of E-and N-cadherin in the mouse liveipatel Res 2007;37(3):230-7.

64 Hazan RB, Phillips GR, Qiao RF, Norton L, Aarons®A. Exogenous expression of N-
cadherin in brest cancer cells induces cell migmtinvasion and metastasis. J Cell Biol
2000;148(4):779-90.

6% 7han DQ, Wei S, Liu C, Liang BY, et al. Reduced&ttherin expression is associated with
metastatic potential and poor surgical outcomebepfatocellular carcinoma. J Gastroenterol
Hepatol 2012;27(1):173-80.

%6 Kim JB, Islam S, Kim YJ, Prudoff RS, et al. N-cadim extracellular repeat 4 mediates
epithelial to mesenchymal transition and increasetlity. J Cell Biol 2000;151(6):1193-206.
2°7 Riou P, Saffroy R, Chenailler C, Franc B, et atpiession of T-cadherin in tumor cells
influences invasive potential of human hepatocatlgiarcinoma. FASEB J 2006;20(13):2291-
301.

%8 Gwak GY, Yoon JH, Yu SJ, Park SC, et al. Anti-aptip N-cadherin signaling and its
prognostic implication in human hepatocellular camas. Oncol Rep 2006;15(5):1117-23.

289 Straub BK, Rickelt S, Zibelmann R, Grund C, ettaN-cadherin heterodimers define novel
adherens junctions connecting endoderm-derived.cHIB 2011;195(5):873-87.

20 Cho SB, Lee KH, Lee JH, Park SY, et al. ExpressafnE-and N-cadherin and
clinicopathology in hepatocellular carcinoma. Patht2008;58(10):635-42.

2! Goldman RD, Khuon S, Chou YH, Opal P, Steinert PMe function of intermediate
filaments in cell shape and cytoskeletal integritfell Biol 1996;134(4):971-83.

272 Sharifi S, Hayek J, Khettry U, Nasser I. Immunocytemical staining of Kupffer and
endothelial cells in fine needle aspiration cytglagf hepatocellular carcinoma. Acta Cytol
2000;44(1):7-12.

273 zeisberg M, Kalluri R. The role of epithelial-toesenchymal transition in renal fibrosis.
2004;82(3):175-181.

2% sun S, Poon RT, Lee NP, Yeung C, et al. Proteowfidsepatocellular carcinoma: serum
vimentin as a surrogate marker for small tumorg£2om). J Proteome Res 2010;9(4):1923-
30.

27> \Wong KF, Luk JM. Discovery of lamin B1 and vimenas circulating biomarkers for early
hepatocellular carcinoma. Methods Mol Biol 2012;29%-310.

154



UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 182/12

Na podstawie przepiséw Ustawy t dnia $ grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 1997, Nr 28, poz. 152); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spol 7K3
dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegélowych zasad powafywamal ia oraz trybu dzial komisji bioetycznych (D U. Nr 47, poz 130) Rogporqdzenia Ml'nurm Zdrowia ¢
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie szczegdlowych wymagar Dobrej Praktyki Klinicinej (Dz U. 2005, Nr 57, por. 500) U:Iaw; z dnia 6 wrus‘nla 2001r. Prawo ﬁmnanuo'cwr Dz Uz
2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.); Rogporzqdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowiqzkowego ubezpieczenia odpowiedzialnosci tymlnej isp
(Dz, U. 2004 nr 101, por 1014 z péin. ym.); Rozporqdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. zmlenlajqu romoru(dzznle w sprawie obowi bezpi

[powiedzialnosci cymlnzj i3 a (Dz. U. Nr 101, por 345) Rozporwqdzenia Mmmra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w :prawle spomlm pmwadunln badmi
klinig A h 2 ud: (D. U. 2004 Nr 104, poz 1108); R tdzenia Ministra Z z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie g 7 g0 citkicgo

dzial prmluklu iczeg (D; U. Nr 104, poz 1107); Rnwnrzqdunln Ministra Zdrowia z dnia 4 listopada 2008r. w sprawie iw dok
w :wiqzku z badaniem 1ym prmlulrlu iczego oraz w sprawlie wysokoscl i sposabu uiszczania oplat za rogpoczgcie badania klinicznego (D; U. Nr 201, poz lZl 7. Imruth :lg
[ F go Pr ia Badari K icznych = GCP - opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsiriskq.
. . . .
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 02 |lutego 2012'r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawita Pani:

prof. dr hab. Aldona Kasprzak

w sprawie prowadzenia badari w

Katedrze i Zakfadzie Histologii i Embriologii UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Karol Rogacki

Temat
badari: "Rola komoérkowej ekspresji 8- kateniny i E-kadheryny jako

markeréw progresji zmian w przewlekfym zapaleniu

- watroby typu C”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badan
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prof. dr hab. ROMAN SZULC

prof. dr hab. JANUSZ SZYMAS

prof. dr hab. WOJCIECH SEUZEWSKI

prof. dr hab, HENRYK WYSOCKI

dr hab. MACIE] KRAWCZYNSK] prof. UM

dr hab. ROBERT SPACZYNSKI prof. UM

dr med. PIOTR TOMCZAK

prof. dr hab. PAWEE, CHECINSKI

prof. dr hab. JANUSZ PALUSZAK

ks. prof. dr hab. JERZY TROSKA

dr hab. JERZY W. OCHMANSKI prof. UAM

dr farm. OLIMPIA KLIMASZEWSKA
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SKEAD OSOBOWY KOMISJI BIOETYCZNEJ

02.02.2012r.
zdnia ..o,
Lp -y . ; " ..
Imi¢ i Nazwisko Specjalnos¢ Miejsce Pracy
1 Pracymdicercy: Komisf Katedra Medycyny Sadowej UM
' f. dr hab. i x
prof. dr hab. Zygmunt Przybylski medycyna sadowa ul. $wiecickiego 6, Poznatt
Z- ca Przewodniczacego Komisji ) ) o
2. | prof. dr hab. Janusz Wisniewski filozof Wydzial Nauk Politycznych i Dziennikarstwa
) UAM, ul. Umultowska 89A, Poznan
3. | prof. dr hab. Roman Szulc ::::;;z;gjlzgla : I Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii
’ ' ’ S UM, ul. Dtuga 1/2, Poznan
otolaryngologia
: . Katedra Patomorfologii Klinicznej UM
4. | prof. dr hab. Janusz Szymas anatomia patologiczna ul. Przybyszewskiego 49, Poznaf
pediatria, Klinika Chordéb Zakaznych i Neurologii
5. | prof. dr hab. Wojciech Stuzewski neurologia dziecigca, | Dziecigcej UM
choroby zakazne ul. Szpitalna 27/33, Poznan
I S — Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej i
6. | prof. dr hab. Henryk Wysocki ooy W ¢ > | Choréb Wewngtrznych UM
kardiologia : .
ul. Przybyszewskiego 49, Poznan
S e genetyka kliniczna, Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej UM
% | dr kb, Mcie) Keaveaynuki pot, UM okulistyka ul. Grunwaldzka S5, Poznan
o ginekologia i Klinika Nieptodnosci i Endokrynologii
B | 9rfiak, RobutSpaczynskl prof LM 10005 convt Rozrodu UM, ul. Polna 33, 60-535 Poznar
9. | dr med. Piotr Tomczak onlsologla‘klmlczna, Klinika Onkologii UM,’
radioterapia ul. Lakowa 1/2, Poznan
chirurgia ogdlna, Klinika Chirurgii Ogolnej i Naczyniowej oraz
10. | prof. dr hab. Pawet Checinski naczyniowa i Angiologii UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,
angiologia Poznan
I'1. | prof. dr hab. Janusz Paluszak fizjologia kliniczna Katgdr.a I.Zaklad fizjaloghh WM,
ul. Swigcickiego 6
: Wydziat Teologiczny UAM,
12. | ks. prof. dr hab. Jerzy Troska teologia, etyka . Wintown 274, Pozmal
13 dr hab. Jerzy W. Ochmanski — Wydziat Prawa UAM, ul. Sw. Marcin 90,
" | prof. UAM P Poznan
14. | dr farm. Olimpia Klimaszewska farmaceuta Apteka ,,Kalifarm”
15. | Barbara Lipiak pielggniarka Z0OZ Grunwald
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