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W pracy omdowiono aspekty patogenetyczne oraz metodyke badari wy-
stepowania pozawaqtrobowej replikacji HCV. Wymieniono komdrki, tkan-
ki i narzqdy stanowiqce miejsce aktywnej replikacji wirusa, ze szczegol-
nym uwzglednieniem komdrek uktadu immunologicznego.
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ASPEKTY PATOGENETYCZNE I METODYCZNE

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest patogenem czgsto wystepujacym u czto-
wieka i wywolujacym powazne konsekwencje: przewlekle zapalenie watroby, marsko$é
watroby i pierwotnego raka watroby (1). HCV jest wirusem pierwotnie hepatotropo-
wym, jednak liczne doniesienia sugeruja, ze moze on takze replikowaé sie w licznych
komoérkach, tkankach i narzadach innych niz watroba i wywolywaé tam okreslone
zaburzenia.

W organizmie zakazonego pacjenta wirus replikujacy si¢ w tkance watrobowej jest
uwalniany z komérek i rozprzestrzenia si¢ wraz z krwia. Udowodnienie wystepowania
aktywnej replikacji HCV i odrdéznienie jej od biernego ,zanieczyszczenia" wirusem
w badanym materiale nastrecza zatem powazne trudno$ci. Zastosowanie rutynowych
metod RT-PCR do wykrywania HCV-RNA jest wigc niewystarczajace. Znaczna czgs¢
populacji wirusa moze by¢ bowiem optaszczona na powierzchni komérek lub znajdowad
si¢ w ich wnetrzu, np. w komérkach fagocytarnych. Oznaczenia ilo§ciowe, np. obser-
wacja, ze w przypadku tkanki, w ktdrej wirus replikuje si¢ jego stezenie jest wyzsze niz
W surowicy nie jest przekonujace (2).

Wskaznikiem replikacji HCV, podobnie jak innych Flaviwirusow, jest wykrycie
produktu posredniego - replikacji komplementarnej, tzw. negatywnej lub ,,minus” nici
RNA (3, 4). Jest ona obecna w komodrkach, w ktorych replikuje HCV w ilosci 10-100
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razy nizszej niz RNA genomu wirusa. Niestety, istnieja powazne trudnos$ci techniczne
swoistej amplifikacji nici minus HCV-RNA (5, 6).

Standardowe procedury odwrotnej transkrypcji RNA sa wysoce nieswoiste. Badanie
materiatu zawierajacego a priori pozytywna ni¢ genomu HCV, moze skutkowacé fatszy-
wie dodatnimi wynikami oznaczen nici minus. Rozwiazaniem tego problemu byta
zaproponowana przez nas modyfikacja metody RT-PCR z zastosowaniem termostabil-
nej polimerazy rTth (7), ktéra umozliwia stosunkowo czute (ok. 100 kopii), a przede
wszystkim bardzo swoiste wykrywanie nici minus HCV-RNA. Przeprowadzone przez
nas badania kontrolne na sztucznie zsyntetyzowanych niciach plus i minus HCV-RNA
wykazato, Zze reakcja traci swoistoéé dopiero przy obecnosci powyzej 10° kopii nici
,hiewtasciwej", a zatem w warunkach, z ktérymi w praktyce nie mamy do czynienia.

Drugim uznanym przez nas parametrem wskazujacym na mozliwos$¢ replikacji HCV
jest wystepowanie réznic w sekwencji wirusa w porédwnaniu z populacja wirusa po-
wstajaca w tkance watrobowej. Mozna zatozy¢, ze istnieje adaptacja wirusa do typu
zakazonej komérki i Ze ma ona miejsce na poziomie RNA. Dodatkowo w przypadku
HCV, ktéry cechuje si¢ znacznym stopniem zmiennosci i wystepuje w organizmie
W postaci mieszaniny réznych i spokrewnionych ze soba wariantéw (quasispecies) ana-
liza taka, chociaz obarczona pewnymi ograniczeniami, stwarza podstawe do analizy
aktywnej replikacji wirusa.

Réznorodnosé HCV dotyczy réznych regionéw genomu wirusa. Pomimo tego, ze
najwieksza zmienno$cia charakteryzuja sie regiony okreslane jako hypervariable, zmiany
sekwencji dotycza réwniez regionu 5'UTR i NS5B, ktére stanowia podstawe prowa-
dzonych przez nas badan (8). Szczegdlne znaczenie moze mieé zwlaszcza region 5'UTR,
poniewaz istnieja przestanki, ze determinuje on tropizm wirusa wzgledem komoérek
gospodarza (9, 10).

W poréwnaniach postugujemy si¢ metoda SSCP (single-strand conformation polymor-
phism) oraz sekwencjonowaniem, wspierajac si¢ w miare potrzeby klonowaniem pro-
duktéow PCR odpowiednich fragmentéw HCV.

REPLIKACJA HCV W TKANKACH I NARZADACH

Pierwsze przeprowadzone przez nas badania opieraty si¢ na poszukiwaniu cech
replikacji HCV w tkankach i narzadach pobranych ze zwlok. Wieksza cze$¢ materiatu
pochodzita od pacjentéw zmartych na AIDS. Kompleksowe analizy oznaczenia nici
minus HCV-RNA (potwierdzone metoda hybrydyzacji molekularnej produktéw PCR)
oraz poréwnania sekwencji wirusa wykazaty, ze rézne tkanki i narzady moga byé
miejscem replikacji HCV. Naleza do nich gruczoty wydzielania wewnetrznego: tarczyca,
trzustka, nadnercza, jak rowniez tkanki osrodkowego uktadu nerwowego (oun): sub-
stancja biata i szara pétkul mézgowych, mézdzek i rdzen przedtuzony (11, 12). Cechy
replikacji HCV wykryto w komérkach uzyskanych z ptynu mézgowo-rdzeniowego, co
moze wyja$nia¢ sposob zakazania oun wirusem (13). Replikacje HCV wykryto takze
w szpiku kostnym i sporadycznie w probkach §ledziony i skéry (11, 14).

Wydaje sie, ze wspotwystepowanie zakazenia HIV i wywotany tym zakazeniem stan
uposledzenia odporno$ci sprzyja wystepowaniu pozawatrobowej replikacji HCV, nie-
mniej jednak, podobne wyniki uzyskaliémy w badaniach tkanek pochodzacych od oséb
niezakazonych HIV.
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REPLIKACJA HCV W KOMORKACH UKYADU IMMUNOLOGICZNEGO

Szczegllne znaczenie ze wzgledu na czegsto$¢ wystepowania i mozliwe konsekwencije
kliniczne ma replikacja HCV w komoérkach uktadu immunologicznego. Badania weztéw
chtonnych pobranych ze zwtok dostarczyty przekonujacych dowodéw na ten temat (11).

Aby ocenié¢, ktére komoérki stanowia podstawowe miejsce replikacji HCV dokona-
lismy podziatu komérek jednojadrowych krwi obwodowej (PBMC) wyodrebniajac po-
pulacje limfocytow T CD4+, CD8+, limfocytow B CD19+ i monocytéw. Kazda z wy-
mienionych populacji komoérek moze byé miejscem replikacji wirusa, jednak najwaz-
niejsza role odgrywaja w niej monocyty i makrofagi (15).

Uzyskane wyniki stanowily punkt wyjscia dla dalszych eksperymentéw przeprowa-
dzonych in vitro. Polegaty one na eksponowaniu makrofagéw pochodzacych od zdro-
wych 0s6b na prébki surowic pobranych od oséb zakazonych HCV bez lub z jedno-
czesnym zakazeniem HIV. Komorki byty hodowane przez 1, 2 lub 3 tygodnie od
momentu ekspozycji na HCV, a nastegpnie oznaczano w nich wskazniki replikacji
wirusa. Zakazenie makrofagéw w takim modelu do$wiadczalnym jest czeste i wynosi
prawie 50%. Prawdopodobienistwo zakazenia wzrasta statystycznie znamiennie wraz
z poziomem HCV w surowicy, jak réwniez w przypadku wspdtistnienia zakazenia HIV.

PODSUMOWANIE

Udowodnienie replikacji HCV w komérkach i tkankach innych niz watroba poten-
cjalnie moze mieé¢ duze znaczenie kliniczne. Oprdcz patologii z dobrze udokumento-
wanym zwiazkiem z zakazeniam HCV (np. krioglobulinemia) (16), moze przyczynié sie
do wyjasnienia podtoza innych zaburzen o nieznanej etiopatogenezie.

Doktadniejsze okre$lenie mechanizméw oddziatywania HCV na czynno$¢ zakazo-
nych komorek stanowi obecnie cel prowadzonych badan.

A Kamiriska, A Bednarska, M Radkowski
EXTRAHEPATIC REPLICATION OF THE HEPATITIS C VIRUS (HCV)

SUMMARY

Pathogenetic aspects and experimental methods employed in the determination of extrahe-
patic replication of HCV are summarized in the paper. Cells, tissues and organs supporting the
active viral replication, particularly cells of the immune system, are presented.
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