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W pracy omówiono aspekty patogenetyczne oraz metodykę badań wy
stępowania pozawątrobowej replikacji HCV. Wymieniono komórki, tkan
ki i narządy stanowiące miejsce aktywnej replikacji wirusa, ze szczegól
nym uwzględnieniem komórek układu immunologicznego. 
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ASPEKTY PATOGENETYCZNE I METODYCZNE 

Wirus zapalenia wątroby typu C (HCV) jest patogenem często występującym u czło
wieka i wywołującym poważne konsekwencje: przewlekłe zapalenie wątroby, marskość 
wątroby i pierwotnego raka wątroby (1). HCV jest wirusem pierwotnie hepatotropo-
wym, jednak liczne doniesienia sugerują, że może on także replikować się w licznych 
komórkach, tkankach i narządach innych niż wątroba i wywoływać tam określone 
zaburzenia. 

W organizmie zakażonego pacjenta wirus replikujący się w tkance wątrobowej jest 
uwalniany z komórek i rozprzestrzenia się wraz z krwią. Udowodnienie występowania 
aktywnej replikacji HCV i odróżnienie jej od biernego „zanieczyszczenia" wirusem 
w badanym materiale nastręcza zatem poważne trudności. Zastosowanie rutynowych 
metod RT-PCR do wykrywania HCV-RNA jest więc niewystarczające. Znaczna część 
populacji wirusa może być bowiem opłaszczona na powierzchni komórek lub znajdować 
się w ich wnętrzu, np. w komórkach fagocytarnych. Oznaczenia ilościowe, np. obser
wacja, że w przypadku tkanki, w której wirus replikuje się jego stężenie jest wyższe niż 
w surowicy nie jest przekonujące (2). 

Wskaźnikiem replikacji HCV, podobnie jak innych Flaviwirusów, jest wykrycie 
produktu pośredniego - replikacji komplementarnej, tzw. negatywnej lub „minus" nici 
RNA (3, 4). Jest ona obecna w komórkach, w których replikuje HCV w ilości 10-100 
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razy niższej niż RNA genomu wirusa. Niestety, istnieją poważne trudności techniczne 
swoistej amplifikacji nici minus HCV-RNA (5, 6). 

Standardowe procedury odwrotnej transkrypcji RNA są wysoce nieswoiste. Badanie 
materiału zawierającego a priori pozytywną nić genomu HCV, może skutkować fałszy
wie dodatnimi wynikami oznaczeń nici minus. Rozwiązaniem tego problemu była 
zaproponowana przez nas modyfikacja metody RT-PCR z zastosowaniem termostabil-
nej polimerazy rTth (7), która umożliwia stosunkowo czułe (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 
wykazało, że reakcja traci swoistość dopiero przy obecności powyżej 108 kopii nici 
„niewłaściwej", a zatem w warunkach, z którymi w praktyce nie mamy do czynienia. 

Drugim uznanym przez nas parametrem wskazującym na możliwość replikacji HCV 
jest występowanie różnic w sekwencji wirusa w porównaniu z populacją wirusa po
wstającą w tkance wątrobowej. Można założyć, że istnieje adaptacja wirusa do typu 
zakażonej komórki i że ma ona miejsce na poziomie RNA. Dodatkowo w przypadku 
HCV, który cechuje się znacznym stopniem zmienności i występuje w organizmie 
w postaci mieszaniny różnych i spokrewnionych ze sobą wariantów (quasispecies) ana
liza taka, chociaż obarczona pewnymi ograniczeniami, stwarza podstawę do analizy 
aktywnej replikacji wirusa. 

Różnorodność HCV dotyczy różnych regionów genomu wirusa. Pomimo tego, że 
największą zmiennością charakteryzują się regiony określane jako hypervariable, zmiany 
sekwencji dotyczą również regionu 5'UTR i NS5B, które stanowią podstawę prowa
dzonych przez nas badań (8). Szczególne znaczenie może mieć zwłaszcza region 5'UTR, 
ponieważ istnieją przesłanki, że determinuje on tropizm wirusa względem komórek 
gospodarza (9, 10). 

W porównaniach posługujemy się metodą SSCP (single-strand conformation polymor-
phism) oraz sekwencjonowaniem, wspierając się w miarę potrzeby klonowaniem pro
duktów PCR odpowiednich fragmentów HCV. 

REPLIKACJA HCV W TKANKACH I NARZĄDACH 

Pierwsze przeprowadzone przez nas badania opierały się na poszukiwaniu cech 
replikacji HCV w tkankach i narządach pobranych ze zwłok. Większa część materiału 
pochodziła od pacjentów zmarłych na AIDS. Kompleksowe analizy oznaczenia nici 
minus HCV-RNA (potwierdzone metodą hybrydyzacji molekularnej produktów PCR) 
oraz porównania sekwencji wirusa wykazały, że różne tkanki i narządy mogą być 
miejscem replikacji HCV. Należą do nich gruczoły wydzielania wewnętrznego: tarczyca, 
trzustka, nadnercza, jak również tkanki ośrodkowego układu nerwowego (oun): sub
stancja biała i szara półkul mózgowych, móżdżek i rdzeń przedłużony (11, 12). Cechy 
replikacji HCV wykryto w komórkach uzyskanych z płynu mózgowo-rdzeniowego, co 
może wyjaśniać sposób zakażania oun wirusem (13). Replikację HCV wykryto także 
w szpiku kostnym i sporadycznie w próbkach śledziony i skóry (11, 14). 

Wydaje się, że współwystępowanie zakażenia HIV i wywołany tym zakażeniem stan 
upośledzenia odporności sprzyja występowaniu pozawątrobowej replikacji HCV, nie
mniej jednak, podobne wyniki uzyskaliśmy w badaniach tkanek pochodzących od osób 
niezakażonych HIV. 
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REPLIKACJA HCV W KOMÓRKACH UKŁADU IMMUNOLOGICZNEGO 

Szczególne znaczenie ze względu na częstość występowania i możliwe konsekwencje 
kliniczne ma replikacja HCV w komórkach układu immunologicznego. Badania węzłów 
chłonnych pobranych ze zwłok dostarczyły przekonujących dowodów na ten temat (11). 

Aby ocenić, które komórki stanowią podstawowe miejsce replikacji HCV dokona
liśmy podziału komórek jednojądrowych krwi obwodowej (PBMC) wyodrębniając po
pulacje limfocytów T CD4+, CD8+, limfocytów B CD19+ i monocytów. Każda z wy
mienionych populacji komórek może być miejscem replikacji wirusa, jednak najważ
niejszą rolę odgrywają w niej monocyty i makrofagi (15). 

Uzyskane wyniki stanowiły punkt wyjścia dla dalszych eksperymentów przeprowa
dzonych in vitro. Polegały one na eksponowaniu makrofagów pochodzących od zdro
wych osób na próbki surowic pobranych od osób zakażonych HCV bez lub z jedno
czesnym zakażeniem HIV. Komórki były hodowane przez 1, 2 lub 3 tygodnie od 
momentu ekspozycji na HCV, a następnie oznaczano w nich wskaźniki replikacji 
wirusa. Zakażenie makrofagów w takim modelu doświadczalnym jest częste i wynosi 
prawie 50%. Prawdopodobieństwo zakażenia wzrasta statystycznie znamiennie wraz 
z poziomem HCV w surowicy, jak również w przypadku współistnienia zakażenia HIV. 

PODSUMOWANIE 

Udowodnienie replikacji HCV w komórkach i tkankach innych niż wątroba poten
cjalnie może mieć duże znaczenie kliniczne. Oprócz patologii z dobrze udokumento
wanym związkiem z zakażeniam HCV (np. krioglobulinemia) (16), może przyczynić się 
do wyjaśnienia podłoża innych zaburzeń o nieznanej etiopatogenezie. 

Dokładniejsze określenie mechanizmów oddziaływania HCV na czynność zakażo
nych komórek stanowi obecnie cel prowadzonych badań. 

A Kamińska, 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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