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W pracy omowiono zjawisko przetrwania materialu genetycznego
wirusa zapalenia waqtroby typu C w komorkach jednojqdrzastych krwi
obwodowej u 8 dzieci, u ktorych po leczeniu przeciwwirusowym doszto
do trwalej eliminacji tego wirusa z surowicy krwi. Analizowano wplyw
tego zjawiska na zdolnos¢ syntezy i wydzielania cytokin: IL-18, IL-12
oraz IFN-y przez pobudzone limfocyty zawierajqce HCV.
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WSTEP

Jako$ciowe oznaczenie obecnosci materialu genetycznego wirusa zapalenia watroby
typu C (HCV-RNA) w surowicy krwi za pomoca reakcji lancuchowej polimerazy, poprze-
dzonej odwrdcong transkrypcja (RT-PCR) jest badaniem decydujacym o rozpoznaniu za-
kazenia tym wirusem. Uzyskanie ujemnego wyniku takiego badania bezposrednio po za-
konczeniu leczenia oraz 24 tygodnie p6zniej daje podstawy do zdiagnozowania remisji
choroby. Rutynowe schematy postgpowania nie przewiduja poszukiwania HCV-RNA
w innych niz surowica materialach biologicznych, pomimo, ze jest on obecny w trakcie
choroby takze np. wewnatrz hepatocytéw, komoérek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
(PBMC), komorek dendrytycznych. Tymczasem obecno$¢ HCV-RNA w tych komorkach
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moze wiazac si¢ z ryzykiem ponownego pojawienia si¢ wirusa w surowicy krwi i nawrotu
choroby (1).

Celem pracy byla prospektywna obserwacja zjawiska przetrwania HCV-RNA w PBMC
u dzieci, u ktorych po leczeniu przeciwwirusowym doszlo do trwalej negatywizacji HCV-
RNA z surowicy krwi. Celem bylo takze stwierdzenie, czy obecnos$¢ wirusa zapalenia wa-
troby typu C w PBMC wplywa na komoérkowa odpowiedz immunologiczna po pobudzeniu
ich fitohemaglutyning (PHA).

PACJENCI I METODY

Uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badania (RNN/33/03/KE).
Os$mioro dzieci (3 dziewczynki i 5 chlopcow), u ktérych w rok po skutecznym leczeniu
pzw C stwierdzono obecno$¢ HCV-RNA w PBMC, poddano obserwacji: co rok oznaczano
u nich HCV-RNA w surowicy krwi, co rok lub co 2 lata w PBMC. Dzieci przed podjgciem
leczenia diagnozowano i obserwowano w Klinice Chorob Zakaznych przez co najmniej
6 miesigcy; diagnostyka obejmowata m.in. biopsj¢ gruboiglowa watroby, oznaczenia HCV-
RNA w surowicy krwi, ktére przed leczeniem bylo u wszystkich dzieci stale dodatnie.
Szescioro dzieci leczono Interferonem alfa 2b w dawce 3 MIU, 3 x w tygodniu podskornie
oraz rybawiryna 15 mg/kg masy ciala doustnie codziennie; kuracja trwala 48 tygodni.
U dwojga dzieci stosowano monoterapi¢: Interferon alfa n-1 w dawce 3 MIU, 3 x w tygo-
dniu podskoérnie przez 48 tygodni. U wszystkich tych dzieci uzyskano normalizacj¢ amino-
transferazy alaninowej i asparaginianowej (ALT i AST) oraz negatywizacjc HCV-RNA
w surowicy krwi w badaniach po pierwszych szes$ciu miesiacach leczenia; parametry te
mialy w/w cechy po leczeniu i przez caly okres obserwacji u szesciorga dzieci, natomiast
u dwoéch chlopcow doszlo w jednorazowym oznaczeniu do ponownego pojawienia si¢ HCV-
RNA w surowicy krwi, przy prawidlowych aktywnosciach ALT i AST i obecnos$ci HCV-
RNA w PBMC. Rutynowe diagnostyczne badania HCV-RNA w surowicy krwi dzieci przed,
w trakcie i po leczeniu przeprowadzano za pomocq RT-PCR (Cobas Amplicor HCV v2.0;
Roche Molecular Systems). Dzieci objete obserwacja nic mialy, poza zapaleniem watroby
typu C, innych przewleklych schorzen.

Celem wykrycia HCV-RNA wewnatrz komorek, PBMC izolowano z 5 ml $wiezej,
pobrangj na cytrynian krwi poprzez wirowanie w gradiencie gesto$ci Histopaque 1077
(Sigma) w temperaturze pokojowej przy 400 g. Frakcj¢ komoérek odpowiadajaca PBMC
zbierano, a nastepnie izolowano z niej RNA za pomoca ekstrakcji tiocyjanian guanidyny-
fenol-chlorform opartej na metodzie Chomezyniskiego (2). RNA oznaczano jednoczasowo
w surowicy krwi i PBMC przeprowadzajac w jednej probowce odwrotng transkrypcje RNA
oraz PCR przy uzyciu starteréw swoistych dla nickodujacego regionu 5° genomu HCV,
z zastosowaniem metody opisanej przez Dulaka i in. (3). Produkt pierwszej reakcji podda-
wano gniazdowej PCR (UNO Biometra, Germany), uzyskujac w przypadkach HCV RNA-
pozytywnych jako koncowy produkt PCR, fragment DNA o dlugosci 278 pz.

Oznaczano wydzielanie cytokin: IL-18, IL-12 oraz IFN-y przez pobudzone PHA ko-
morki jednojadrzaste krwi obwodowej pobrane w réznym okresic po leczeniu. Wszystkie
dzieci w dniu pobrania prébek w przedmiotowym badaniu lekarskim nie wykazywaly cech
infekcji, a oznaczone u nich wartosci CRP byly w granicach norm laboratoryjnych. W celu
wykonania badania cytokin, oddzielna probke 5 ml krwi obwodowej pobierano na hepary-
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n¢ i wirowano w gradiencie gestosci Histopaque 1077 (Sigma). Komdrki umieszczono
w plynie hodowlanym RPMI 1640 (Sigma) z dodatkiem 10% FCS — surowicy plodowe;j
cielgcej (Sigma) i 5 pg PHA i hodowano przez 72 godziny w cieplarce z dodatkiem 5%
CO, w temperaturze 37°C, po czym je wirowano, a w zebranych supernatantach oznaczano
stezenia cytokin (IL-12, IL-18 IFN-y) metoda immunoenzymatyczna, przy uzyciu testow
ELISA (R&D Systems dla IL-12 i IFN-y oraz MBL dla IL-18).

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu programu Statgraphics plus 2.0 for
Windows, Warto$¢ p<0,05 uznano za statystycznie znamienna.

WYNIKI

Eliminacj¢ HCV-RNA z PBMC stwierdzono w szescioletnicj obserwaciji u wszystkich
osmiorga dzieci. Wyniki badania obecnosci HCV-RNA w PBMC w kolejnych oznacze-
niach przedstawiono w tabeli 1. U dwojga dzieci (5 i 6), juz po uznaniu u nich trwalej
eliminacji wirusa z krwi po leczeniu, HCV-RNA bylo jednorazowo wykrywalne jednocze-
$nie w PBMC i w surowicy krwi, lecz nie obserwowano u nich nawrotu zapalenia watroby.

Tabela I. Oznaczenia HCV-RNA w PBMC po zakonczonym leczeniu przeciwwirusowym
Table I. Assignment of HCV-RNA in PBMC after antiviral treatment
Zako_ﬁ- _ HCV-RNA HCV-RNA | Eliminacja HCV-RNA
Nr | Pleg | c7emie | Rodzaj | 0 ppn e godatni | WPBMC z PBMC (rok)
leczenia | terapii (rok) ujemny oraz hcz_ba lat od_
(rok) (rok) zakonczenia leczenia*
1 K 1997 IFN 1998, 2002 2003, 2004 2003/ 6
2 | K 1998 IFN 1999, 2001 2003, 2004 2002/ 4
3| M 1999 IFN+R | 1999,2000, 2003 2004 2004/ 5
4 | M 2000 IFN+R 2002 2004 2003/ 3
5 M 2000 IFN+R 2001, 2003 2004 2004/ 4
6 | M 2001 IFN+R 2003 2004 2004/ 3
71 K 2001 IFN+R 2003 2004 2004/ 3
8 M 2001 IFN+R 2003 2004 2004/ 3

*W przypadku oznaczenia HCV-RNA w PBMC co 2 lata, przyjeto, ze do jego eliminacji doszlo
w posrednim roku pomi¢dzy oznaczeniami

W tabeli I przedstawiono wyniki badan komdrkowej odpowiedzi immunologicznej
po stymulacji PHA w réznych okresach po leczeniu.

U trojga dzieci (4,6,7) udato si¢ uzyska¢ PMC do hodowli i oznaczenia ich aktywno$ci
wydzielniczej w okresie, gdy zawieraly one material genetyczny wirusa oraz po tym, jak
zostal on z nich wyeliminowany. Uzyskane od tych dzieci PBMC zakazone HCV syntety-
zowaly i wydzielaly od 40% do 56% wigcej IFN-y niz komdrki niezakazone wirusem.
Podobnie bylo w przypadku IL-12; jej synteza i wydzielanie przez limfocyty zakazone
HCV byla 0 20% do 49% wicksza niz przez komorki niezakazone. Poréwnanie $rednich
stezen IFN-y wydzielanych przez PBMC zawierajace i niezawierajace HCV-RNA wykaza-
lo statystycznie znamienne réznice, odpowiednio: 1221 + 458 pg/ml vs. 651 + 147 pg/ml;
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Tabela II. Stezenia cytokin wydzielanych przez pobudzone fitohemaglutyning (PHA) komor-
ki jednojadrzaste krwi obwodowej w zaleznosci od przetrwania w nich HCV-RNA
Table II. Concentrations of cytokines secreted by PHA-stimulated PBMC according to

HCV-RNA persistence
Numer IFN-y (pg/ml) IL-12 (pg/ml) IL-18 (pg/ml)
dziecka/ple¢ | OV (+) | HCV(-) HCV(+) | HCV(-) | HCV(+#) HCV ()

6/M 942 532 19,3 7.1 213 0
7/K 1837 731 27.1 54 15,5 21,0
4/M 1521 754 17,1 8.4 0 18,2
2/K nb.* 754 15,4 nb. .b. 0
5/M 638 nb 8.4 nb. 29.9 .b.
8/ M n.b. 405 n.b. 0 n.b. 0
3/M 1120 nb. 437 nb. 374 .b.
1/K .b. 735 .b. 73 .b. 12,3

* n.b. — nie badano

p=0,009. Podobna réznicg stwierdzono w odniesieniu do IL-12: §rednie stgzenie tej cyto-
kiny wydzielanej przez zakazone wirusem PBMC wynosito 21,8 + 12,3 pg/ml, a przez
komorki niezakazone 5,6 + 3,3 pg/ml; p=0,009. Natomiast wydzielanie IL-18 zar6wno
u tych dzieci, jak i u pozostalych jest zmienne, u niektérych nicoznaczalne, i nie mozna
znalez¢ wyraznej zalezno$ci pomi¢dzy obecnoscia wirusa w PBMC a $rednim st¢zeniem
wydzielanej przez nie tej cytokiny (p=0,12).

DYSKUSJA

Zjawisko przetrwania HCV-RNA w PBMC u 8 seronegatywnych dzieci, ktore omowi-
liSmy w niniejszej pracy zauwazono juz wiele lat temu: wigzano je z obecnoscia przeciw-
cial anty-HCV przy niewykrywalnym HCV-RNA w surowicy krwi (4). Sugerowano, ze jest
ono efektem zanieczyszczenia lub biernej absorpcji wirusa do komérek, u tych pacjentow,
u ktérych stezenic HCV-RNA w surowicy jest ponizej czulosci metody stosowanej do jego
wykrycia (5). Zastosowanie metody RT-PCR wykrywajacej ujemne nici wirusowego RNA
znacznie zwigkszylo czutos¢ wykrywania HCV w PBMC (6) oraz pozwolilo na potwier-
dzenie replikacji HCV (7,8), nawet jesli jest to replikacja na niewielkim poziomie (9).
W niniejszej pracy opisali$my przetrwanie HCV-RNA w PBMC, badane jedynie przy za-
stosowaniu metody wykrywajacej ni¢ dodatnia. Powtarzalno$¢ wynikdéw u tego samego
pacjenta, jednoczasowe oznaczanic HCV-RNA w surowicy i PBMC (RT-PCR Uno Biome-
tra), wielokrotne potwierdzenie niecobecnosci HCV-RNA w surowicy za pomoca bardzo
czulej metody (RT-PCR Cobas Amplicor HCV 2.0 Monitor), wykrywajacej zaledwie 50
IU wirusa, potwierdzaja zalozenic o wewnatrzkomérkowym przetrwaniu HCV.

O ile nam wiadomo, jest to pierwsze doniesienie na temat spontanicznej eliminacji
HCV-RNA z PBMC u dzieci z przewleklym zapaleniem watroby typu C. W kilkuosobo-
wych grupach dorostych wykazano podobne zjawisko w 2 do 4 lat po leczeniu (10). HCV-
RNA bylo takze obecne przez ponad rok w limfocytach hodowanych in vitro (11). Lecze-
nie pzwC doprowadza do zmniejszenia si¢ liczby czastek HCV nie tylko w surowicy, ale
takze w PBMC, przy czym leczenie skojarzone jest w obu wypadkach bardziej skuteczne
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niz monoterapia (12). U opisywanej przez nas dziewczynki (pacjent nr 1), u ktérej uzyska-
no remisj¢ po monoterapii [FN-o., potrzeba bylo az 6 lat dla uzyskania spontanicznej eli-
minacji HCV-RNA z PBMC. Wicloletni okres, w ktorym material genetyczny HCV jest
wykrywalny w PBMC a takze w innych materialach biologicznych jak makrofagi, skrawki
watroby czy tkanki mézgowej, przemawia za duza ostrozno$cia w rozpoznawaniu remisji
zapalenia watroby typu C tylko na podstawie jego nicobecnosci w surowicy (1,13). Krot-
kotrwaly nawroét obecnosci HCV-RNA w surowicy krwi obserwowany byl u dwoch na-
szych pacjentow, mozliwy jest tez nawrdt pelnoobjawowego zapalenia watroby (14).

W ninigjszej pracy wykazano zwigkszong sekrecj¢ IFN-y oraz IL-12 przez stymulowa-
ne PHA komorki zawierajace HCV-RNA w poréwnaniu z sekrecja tych cytokin przez ko-
moérki niezawierajace wirusa. Odpowiedz komorkowa (zarowno w zakresie limfocytow
CD4+ jak i CD8+) gra decydujaca rol¢ w eliminacji HCV (15). Stwierdzono, ze PBMC
pochodzace od pacjentéw niereagujacych na leczenie przeciwwirusowe wykazuja uposle-
dzona odpowiedz proliferacyjna oraz maja obnizong zdolnos¢ do wydzielania cytokin Th-1
po stymulacji PHA (16), a takze po stymulacji antygenami HCV — specyficznymi (17).
Dodanie IL-12 do hodowanych in vitro PBMC zakazonych HCV silnie stymulowalo ich
odpowiedz proliferacyjna (18). Wykazano, ze pacjenci, ktdrzy sa zdolni do eliminacji HCV
z surowicy krwi, wykazuja przed leczeniem wigksze st¢zenia IFN-y w surowicy krwi (19),
a takze pochodzace od nich PBMC wydzielaja po pobudzeniu wigcej IFN-y jak i IL-12 niz
PBMC pochodzace od pacjentéw nicodpowiadajacych na leczenie (20). Jednoczesnie po
skutecznym leczeniu dochodzi u nich do redukcji ekspresji IFN-y przez limfocyty T (21).
Zwigkszona zdolnos¢ do wydzielana IL-12 oraz IFN-y przez PBMC pochodzace od na-
szych pacjentow mogla per analogiam doprowadzi¢ do samoistnej eliminacji HCV z tych
komorek.

IL-18 nazywana jest czynnikiem indukujacym wytwarzanie IFN-y (25), tymczasem
w naszych obserwacjach zwigkszonemu wytwarzaniu IFN-y przez komoérki zakazone HCV,
nie towarzyszylo wzmozenie sekrecji tej cytokiny. Stymulacja wytwarzania IFN musi si¢
zatem odbywac na innej drodze.

WNIOSKI

Przetrwanie HCV-RNA w PBMC u pacjentow seronegatywnych jest zjawiskiem prze-
mijajacym, niemniej w przypadku jego stwierdzenia wskazana jest wieloletnia obserwacja
pacjenta po leczeniu, ze wzgledu na mozliwos¢ reserokonwersji. Obecnos¢ HCV-RNA
powoduje pobudzenic komdrkowej odpowiedzi immunologicznej limfocytéw, w zakresie
wzrostu zdolnosci wytwarzania IFN-g oraz IL-12, co prowadzi¢ moze do samoistnej elimi-
nacji materiatu genetycznego HCV z tych komorek.
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LATE SPONTANEOUS ELIMINATION OF HCV-RNA FROM MONONUCLEAR
CELLS DERIVED FROM PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS WITH
CHRONIC HEPATITIS C

SUMMARY

The aim: To follow persistence of HCV-RNA in PBMC in patients with chronic hepatitis C
(CHC). To estimate the influence of this phenomenon on the cellular immune response of peripheral
blood lymphocytes. Material and methods: 8 HCV-RNA in PBMC positive children, with undetec-
table serum HCV-RNA after antiviral treatment, have been examined every 2-3 years. The amount
of IFN-y, I1.-12 and I1.-18 secreted by PBMC obtained from the children after stimulation with
phytohemagglutinin (PHA) was measured. Results: Spontaneous elimination of HCV-RNA from
PBMC in 2 to 6 years after treatment was found in all children. In two children HCV-RNA detecta-
ble both in serum and in PBMC, without recurrence of hepatitis, was found in single examination.
PBMC containing HCV-RNA secreted more IFN-y than PBMC lacking it (1221 + 458 pg/ml
vs. 651 + 147 pg/ml; p=0.009, similar correlation was revealed with the regard of [1.-12:21.8 + 12.3
pg/ml vs. 5,6 + 3.3 pg/ml respectively; p=0.009. Production and release of IL-18 were not correla-
ted with HCV-RNA persistence (p=0.12).Conclusion: Patients with CHC and persistence of HCV-
RNA in PBMC require longitudinal follow-up in the respect of possible reseroconversion. PBMC
containing HCV-RNA reveal enhanced cellular immune response, which most probably effects in
spontaneous elimination of the virus.
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