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Wykonano badania immunohistochemiczne wykrywajqce bialka od-
grywajqce istotnq role w apoptozie komorek (p53 i bcl2) u chorych
z przewleklym wirusowym zapaleniem waqtroby typu C przed i po lecze-
niu interferonem alfa 2b z rybawirynq. Wykazano przydatnosé oceny eks-
presji bialek uczestniczqcych w apoptozie w prognozowaniu efektu
leczenia przeciwwirusowego.

Stowa kluczowe: zakazenia HCV, tkanka wqtrobowa, apoptoza
Key words: hepatitis C, hepatic tissnes, apoptosis

WSTEP

W patogenezie zakazenia HCV odgrywa istotna rol¢ wiele czynnikéw jak: genotyp
wirusa i jego mutacje, jako$¢ reakcji immunologicznych gospodarza oraz ekspresja wiru-
sowych bialek na powierzchni zakazonych komorek (1,2). Wigkszo$¢ zakazen HCV prze-
chodzi w posta¢ przewlekla, co wynika z trudnosci rozpoznawania i eliminowania tych
patogenow przez uklad immunologiczny (3). Reakcja immunologiczna skierowana prze-
ciwko zakazonym hepatocytom powoduje powolne, postgpujace procesy zapalne oraz wiok-
nienie watroby. Replikacja HCV w hepatocytach wplywa na zaburzenia czynno$ciowe ko-
morek i ich proliferacje. Istnicja dowody o znaczacej roli zakazenia HCV w hepatocarci-
nogenezie (4). Dlugotrwale zakazenia wirusem HCV powoduja zmiany w materiale gene-
tycznym komorki. Istnieje wiele danych o wplywie zakazenia wirusem HCV na aktywacje
procesow apoptozy w hepatocytach. W hepatitis C wystepuje apoptoza komorek paren-
chymalnych (hepatocytow) oraz komdrek nieparenchymalnych m.in. limfocytow wewnatrz-
watrobowych (1,5.,6,7).

Apoptoza jest waznym mechanizmem ograniczajacym replikacje wirusa w zakazo-
nych komorkach (8,9). Wicle wiruséw wytworzylo mechanizmy neutralizujace wydziela-
nie interferonu oraz blokujace geny uczestniczace w apoptozie (9,10). Hepatitis C wirus
posiada wlasciwosci zarowno pobudzania, jak i hamowania apoptozy hepatocytow (5).
Indukcja apoptozy podczas zakazenia HCV moze prowadzi¢ do zapalenia watroby, pod-
czas gdy konsekwencja zahamowania apoptozy moze by¢ przetrwala infekcja. Wydaje sig,
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ze apoptoza hepatocytow odgrywa kluczowa role w patogenezie hepatitis C, a antywiruso-
we dzialanie interferonu alfa moze by¢ efektem indukcji apoptozy.

Celem przeprowadzonych badan byla ocena ekspresji wewnatrzkomdrkowej biatek
p53 i bcl2 w tkance watrobowej przed i po leczeniu przeciwwirusowym u chorych z prze-
wleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C, wplywu skutecznosci leczenia na eks-
presje w/w bialek oraz korelacja nasilenia ekspresji biatek bcl2 i p53 watrobie z aktywno-
$cia zapalna (grading) i wldknieniem w watrobie (staging).

MATERIAL | METODY

Material. Badania przeprowadzono u 30 chorych (10 kobiet, 20 mezczyzn)
w wieku 36,3+11,6 lat. Wszyscy chorzy mieli zakazenie HCV utrzymujace si¢ od 6 miesig-
cy do 5 lat ($rednio 3,6+1,4 roku). Zakazenie zostalo potwierdzone obecnoscia przeciw-
cial anty HCV oraz HCV-RNA w surowicy krwi. W badaniach biochemicznych stwierdzo-
no cechy zapalenia watroby z podwyzszonymi aktywnosciami aminotransferaz alaninowej
1 asparaginianowej. Chorzy zostali zakwalifikowani do leczenia przeciwwirusowego wg
typowych kryteridw. Pacjenci byli leczeni: interferonem alfa2b (Intron A, Schering Plo-
ugh, USA) w dawce 3MU 3x/tydzien/48 tygodni oraz rybawiryna (Ribavirin, Schering
Plough, USA) w dawce 1-1,2 g/dobe/48 tygodni. Bezposrednio po leczeniu i w 6 miesigcy
po leczeniu wykonywano badania biochemiczne oraz HCV-RNA. Osoby, u ktérych po
zakonczeniu leczenia i po 6 miesiacach nie stwierdzono replikacji HCV (HCV-RNA ujem-
ne) oraz aktywnos$ci aminotransferaz pozostawaly w normie, byli uznawani za wyleczo-
nych (responders — R). Jako nicodpowiadajace na leczenie traktowano osoby, u ktérych po
zakonczeniu leczenia utrzymywato si¢ HCV-RNA w surowicy (non-responders — NR).
Biopsje watroby wykonano przed leczeniem oraz w 6-12 miesigcy po leczeniu IFNo.2b+RBV.
Ocena histopatologiczna uwzgledniala aktywnos$¢ zapalna (grading, skala 0-4) i stopien
wldknienia (staging, skala 0-4) zgodny z klasyfikacja przewleklych wirusowych zapalen
watroby wg Scheuera (11).

Metody. Badaniabyly przeprowadzone w materiale tkankowym z biopsji watro-
by utrwalonym w 4% zbuforowanej formalinie i nast¢pnie zatopionym w parafinie. Prepa-
raty biopsyjne o grubosci 4-5 pm barwiono rutynowo hematoksyling i eozyna, kwasem
pikrynowym (na tkanke¢ taczna) oraz stosowano barwienie immunohistochemiczne przy
uzyciu monoklonalnych przeciwcial p53 i bcl2 (Dako Cytomation, Denmark). Przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego oceniano odsetek hepatocytow (ilo$¢ hepatocytow z pozytywna
reakcja w stosunku do 100 komdrek) zawierajacych bialko p53 lub bcl2 w 5 polach widze-
nia (x 400) jednego preparatu.

Analiza statystyczna. Uzyskane wyniki badan przedstawiono jako $red-
nig liczb¢ hepatocytow p53 oraz bel-2 pozytywnych (+SD) i poréwnano uzyskane wartosci
u chorych przed i po leczeniu. Analiz¢ statystyczna dokonano testem t-Studenta dla par,
testem chi2, a korelacj¢ przeprowadzono parametrycznym testem Spearmana.

WYNIKI

Skuteczne leczenie IFNa2b+RBV obserwowano u 10 (33%) z 30 chorych. Po lecze-
niu przeciwwirusowym popraw¢ histologiczng stwierdzono u 7 z 10 R i u 6 z 20 NR.
W przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu C o duzej aktywnosci zapalnej stwier-
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dzali$my mniejszy odsetek hepatocytow zawierajacych biatko p53 w jadrach, nie byly to
jednak réznice istotne statystycznie (tabela I).

Tabela I. Odsetek hepatocytow z ekspresja p53 w przewlektym wirusowym zapaleniu watro-
by typu C przed i po leczeniu I[FNa2b + RBV

Table I. Percentage of p53 positive hepatocytes before and after [FNa2b+RBV tratment in
chronic hepatitis C

Przed leczeniem Po leczeniu test t-Studenta, p
P53, total, (%) 37428 49423 p<0,1
P53 u responders, (%) 43430 44422 p<0,5
P53 u non-responders, (%) 34429 51424 p<0,5

U chorych o malej aktywnosci zapalnej stwierdzono wigkszy odsetek hepatocytow
p53 dodatnich. Przed leczeniem, w watrobie w grupie chorych R notowano wigkszy odse-
tek komorek, p53 dodatnich niz u NR. Zastosowanie przez 48 tygodni [FNa2b+RBV
u chorych NR wplyn¢lo na znaczny wzrost liczby hepatocytow p53 dodatnich (z 34% do
51%) wobec R (odpowiednio 43% do 44%). Analizowano zalezno$¢ mig¢dzy odsetkiem
hepatocytow p53 dodatnich a dynamika zmian histologicznych w watrobie pod wplywem
terapii przeciwwirusowej. Wykazano, ze w watrobie, w ktorej dochodzi do zmniejszenia
si¢ aktywnosci zapalnej (okolowrotnej i srodzrazikowej) oraz wldknienia, znamiennie zwick-
sza si¢ odsetek hepatocytéw pS53 dodatnich pod wplywem leczenia przeciwwirusowego.
Nie zalezy to od eliminacji wirusa HCV (tabela II).

Tabela II. Zalezno$¢ ekspresji biatka p53 w hepatocytach od dynamiki zmian histologicz-
nych w tkance watrobowej po leczeniu IFNo2b + RBV

Table II. Changes of p53 protein expression in hepatocytes with histological activity of in-
flammation and fibrosis during [FNa2b+RBV treatment

Dynamika zmian histologicznych
spadek wzrost bez zmian
Aktywnosé zapalna, okolowrotna 64415 39426* 47821%
grading, (odsetek (p<0.05)
hepatocytow p33 . 61+15, 4307 40424
dodatnich, %) wewnatrzzrazikowa (p<0,04)
Widknienie, staging, (odsetek hepatocytow p53 70+14, 504£23%* 42+12%
dodatnich, %) (p<0,03)

* brak istotnosci statystycznej

Wzrost odsetka hepatocytow p53 dodatnich najbardziej zalezal od zmnigjszenia stop-
nia wloknienia, a w najmnicjszym stopniu od aktywnosci zapalnej §rodzrazikowej. U cho-
rych, u ktérych doszlo do nasilenia uszkodzenia tkanki watrobowej pomimo stosowanego
leczenia, odsetek komorek p53 dodatnich znacznie zmniejszal si¢ i zalezal glownie od
nasilenia aktywnosci zapalnej okolowrotnej, a w mniejszym stopniu od nasilenia wldknie-
nia. Najmniejszy odsetek komorek p53 dodatnich obserwowano u chorych po leczeniu,
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u ktorych nie stwierdzano istotnej dynamiki zmian histologicznych. Analizujac intensyw-
no$¢ gromadzenia biatka p53 stwierdzono, ze po leczeniu nastapil wzrost odsetka hepato-
cytow z ekspresja biatka p53, jednakze nie byly to réznice istotne statystycznie (test ch2,
p<0.2). Nie stwierdzono rowniez zaleznosci mi¢dzy intensywnoscia reakcji p53 a skutecz-
noscia leczenia [IFNa2b+RBYV (eliminacja HCV).

Przed leczeniem w chorych z wzw C bcl2 wystgpowalo w 92+12% hepatocytach
iw 37£26% limfocytach wewnatrzwatrobowych (tabela III).

Tabela III. Odsetek hepatocytow 1 limfocytow wewnatrzwatrobowych z ekspresja biatka bel2
przed 1 po leczeniu IFNa2b+RBV u chorych z przewleklym wirusowym zapale-
niem watroby typu C

Table III.  Percentage of bel2 positive hepatocytes and liver associated lymphocytes before
and after IFNa2b+RBV treatment in chronic hepatitis C

Przed leczeniem Po leczeniu P
Total, n=30
Hepatocyty (%) 92+12 87+11 P<0,05
Limfocyty (%) 37426 27421 NS
Responders, n=10
Hepatocyty (%) 87+£15 83120 NS
Limfocyty (%) 28+18 2610 NS
Non-responders, n=20
Hepatocyty (%) 94432 88121 P<0,05
Limfocyty (%) 39429 28+12 NS

NS — brak istotnosci statystyczne;j

U osdb, ktore wyeliminowaly HCV w wyniku leczenia (R) ekspresja biatka bcl2 przed
leczeniem byla nizsza i wynosita 87+15% i1 28+18% odpowiednio. W przeciwienstwie
u NR przed leczeniem stwierdzono wyzszy odsetek komorek zawierajacych biatko bel2
w 94432 hepatocytach i 39+29% limfocytach wewnatrzwatrobowych. Leczenie
IFNa2b+RBYV wplynglo na zmnigjszenie kumulacji biatka bcl2 w hepatocytach i limfocy-
tach wewnatrzwatrobowych (p<0,05). U chorych ze skutecznym leczeniem przeciwwiru-
sowym obserwowano najnizszy odsetek limfocytow i hepatocytow zawierajacych biatko
bel2 przed i po leczeniu. Nie stwierdzono jednak roznic istotnych statystycznie w ekspresji
bialtka bcl2 w watrobie miedzy R i NR zaréwno przed jak i po leczeniu. Nie stwierdzono
korelacji migdzy ekspresja bcl2 a dynamika zmian histologicznych w watrobie, zaré6wno
w grupie chorych ze wzrostem jak i zmnigjszeniem aktywnosci zapalnej oraz wloknienia.

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wskazuja, ze obecno$¢ biatka p53 w tkance watrobowej $wiad-
czy o potencjalnych mozliwosciach regeneracji komorek watrobowych. Wykazano, ze wick-
szy odsetek hepatocytow z ekspresja biatka p53 wystepuje w chorych, u ktérych uzyskano
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eliminacj¢ zakazenia HCV, niz u nicodpowiadajacych na leczenie. Analizujac dynamike
zmian morfologicznych pod wplywem leczenia przeciwwirusowego stwierdzono, ze w tkan-
kach wykazujacych cechy regeneracji (zmnigjszenie aktywnosci zapalnej i stopnia wlok-
nienia) liczba komorek zawierajacych biatko p53 byla wyzsza niz w tkankach z postgpuja-
cym uszkodzeniem. Sugeruje si¢, ze p53 odgrywa podwojna role: eliminacji komorek
w wyniku apoptozy, jak tez wplywa na proliferacj¢ komoérek (12). Zaklada sig¢, ze pS3
zwicksza proliferacj¢ hepatocytow poprzez wplyw na czynniki wzrostowe. Zwigkszenie
stezenia czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF) w hodowlach hepatocytow powoduje zwigk-
szenie bialka p53 (12). Udzial p53 w regeneracji hepatocytow potwierdza znaczny wzrost
tego bialka w kilka godzin po cz¢$ciowej hepatektomii u szczuréow. Koreluje to ze wzro-
stem st¢zenia HGF i TGFa (12). W innych naszych badaniach wplywu interferonoterapii
na stezenie czynnikdw wzrostowych (13) stwierdziliSmy, ze wzmozonej regeneracji tkanki
watrobowej towarzyszy wzrost stgzenia HGF. Zatem wzrost ekspresji bialka p53 moze by¢
markerem prognozujacym pozytywny efekt leczenia i eliminacj¢ wirusa HCV. Stwierdzili-
$my, ze po IFNo2b+RBYV terapii, w tkance watrobowej wzrost odsetka hepatocytéw p53
dodatnich najbardziej zalezal od zmnicjszenia stopnia wldknienia, a w najmniejszym stop-
niu od aktywnosci zapalnej srddzrazikowej. Zwigkszenie ekspresji biatka p53 w hepatocy-
tach dowodzi wzmozonych procesow regeneracji a w mniejszym stopniu uszkodzenia ge-
nomu komorek pod wplywem leczenia. Przeprowadzone badania wykazaly, ze rowniez
u nonresponders, u ktorych notowano poprawg histologiczna przy utrzymujacym si¢ zaka-
zeniu HCV, doszlo do znamiennie wyzszej ekspresji bialka p53. Wydaje si¢, ze moze to
by¢ efektem regulujacego dzialania IFN na procesy zapalne oraz pobudzajacym wplywem
na procesy regeneracji zakazonych komorek.

Zakazenie HCV istotnie zaburza cykl komérkowy hepatocytow. Skopelitou i wsp.
wykazali zwigkszong ekspresj¢ p53 w hepatocytach u chorych zakazonych HBV oraz HCV
w poréwnaniu do osob niezakazonych (4). Bialka rdzeniowe HCV odgrywajace istotna
rol¢ w patogenezie zakazenia HCV decydujq o losie zakazonych komorek, zaréwno o ich
replikacji jak i apoptozie (6,10,14,15). Biatka HCV wplywaja bezposrednio lub posrednio
na apoptoz¢ hepatocytow (16). Bardzo prawdopodobny jest mechanizm immunologicznej
indukcji apoptozy w przewleklych zakazeniach HCV (9). Stopien apoptozy komorek wa-
trobowych dodatnio koreluje ze stopniem aktywnosci zapalnej i liczba wewnatrzwatrobo-
wych komorek CD8 (17). Apoptoza jest regulowana przez produkty ekspresji réznych ge-
néw, w tym z rodziny bcl2, wsrdd ktorych znajduja si¢ inhibitory (bcl2, bel-xl,
mcl-10) i promotory apoptozy (Bax, Bak, Bok, Bad). Proto-onkogen bcl2 zlokalizowany
na wewngetrznej blonie mitochondriéw blokuje programowana $mier¢ komorki (18). Nade-
kspresja genu bcl2 prowadzi do hamowania apoptozy i umozliwia przezycie komérek m.
in. nowotworowych, zakazonych (19). Wrazliwo$¢ komorek na czynniki stymulujace apop-
toz¢ moze by¢ takze regulowana stosunkiem bialek pro- i antyapoptotycznych. Region
NS5A wirusa wydaje si¢ by¢ wrazliwy na wplyw interferonu. Interferon hamujac aktyw-
no$¢ kinazy RNA wirusa wplywa na jego replikacje (10). Biatko NS5A wplywa na aktyw-
no$¢ biatek bel2 i p53 (2,14). Efektem tego jest blokujacy wplyw na mechanizmy apoptozy
komorek zakazonych wirusem HCV. Apoptoza hepatocytow indukowana przez p53 jest
przerywana przez dodanie NS5A i koreluje ze stopniem laczenia tego antygenu z p53. Nie
stwierdza si¢ zaleznosci migdzy intensywnoscia apoptozy a poziomem aminotransferaz
jak tez wiremia i genotypem HCV (17).
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U wszystkich pacjentow poddanych leczeniu IFNo2b+RBV stwierdzano znaczne
zmniejszenie kumulacji bialka bel2 w hepatocytach i w mniejszym stopniu w limfocytach
wewnatrzwatrobowych. Dowodzi to, ze interferon alfa z rybaviryna wplywa na st¢zenie
bcl2 w watrobie, a tym samym wywiera efekt pobudzajacy apoptoze hepatocytow i limfo-
cytow wewnatrzwatrobowych. Przed leczeniem stwierdzalismy, ze apoptoza u NR jest bar-
dziej zahamowana niz u R. Pod wplywem IFNo2b+RBV w grupie chorych NR ekspresja
bialtka bcl2 ulega obnizeniu jednak w mniejszym stopniu niz u responders. U chorych,
ktérzy wyeliminowali zakazenie HCV po leczeniu zmniejszyl si¢ odsetek komorek z eks-
presja bialka bel2. W przeprowadzonych przez nas badaniach nie wykazano istotnosci
statystycznej migdzy ekspresja biatka bcl2 a histologiczng aktywnos$cia i wloknieniem
w watrobie.

WNIOSKI

Wydaje sig, ze apoptoza jest gldéwnym procesem prowadzacym do eliminacji zakaze-
nia HCV. Jednakze aktywacja apoptozy w tej chorobic nie jest jasna. Przeciwwirusowe
leczenie jest potencjalnym sygnalem do aktywacji apoptozy, jednakze potrzebne sa dalsze
badania nad tym zjawiskiem.

A Panasiuk, D Prokopowicz, J Dzieciol, M Adamski

THE APOPTOSIS IN HEPATIC TISSUES IN HEPATITIS C

SUMMARY

Objective: The purpose of the study was the evaluation of p53 and bcl2 protein expression on
intrahepatic hepatocytes in chronic hepatitis C before and after the treatment with interferon alpha
2b (IFNa2b) combined with rybavirin (RBV).

Methods: using immunohistochemical method, the percentage of cells with p53 and bel2 pro-
tein expression was assessed in hepatic tissues of 30 patients suffering from chronic hepatitis C. The
examinations were performed in hepatic bioptates before IFNa2b treatment (9IMU/week/48weeks)
combined with RBV (1-1.2g/24hrs/48weeks) and after the therapy. The parameters were analyzed
in the responders group (R) and non-responders (NR).

Results: The highest increase in p53 protein expression was observed in tissues in which inter-
feron alpha decreased inflammatory activity and fibrosis. The elimination of HCV infection did not
have any influence on p53 protein expression. The diminishment of p53 positive hepatocyte percen-
tage was revealed in tissues where inflammatory activity and fibrosis did not change before and
after the treatment or where histological damage was intensified. [FNa2b+RBV therapy diminished
bel2 positive cell percentage, specifically in patients with eliminated HCV.

Conclusions: Tissue p53 protien expression increase and bel-2 decrease can be a prognostic
marker as far as a positive effect of [FNa2b+RBV treatment and HCV elimination are concerned. It
can occur either due to the elevation of growth factors inducing regeneration or HC V-infected hepa-
tocyte apoptosis. It was shoen that [IFNa2b+RBV therapy decreases bel2 protein expression, which
can make hepatocyte apoptosis and HCV elimination possible.
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