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STRESZCZENIE

Celem pracy byto zbadanie replikacji HCV w ko-
morkach szpiku kostnego pacjentéw, z zaburzeniami
hematologicznymi.

Material badany stanowity probki surowicy krwi,
PBMC oraz szpiku kostnego pochodzacego od 27
pacjentéw ze stwierdzonym: chloniakiem, matoptyt-
kowoscia, niedokrwistoscia, hemofilia, pancytopenia
oraz AML.

Przy uzyciu metody RT - PCR, we wszystkich
badanych probach surowicy, stwierdzono wystegpo-
wanie HCV-RNA. Pozytywne wyniki analizy probek
PBMC oraz szpiku kostnego uzyskano odpowiednio
w 9 (33%) 1 17 (63%) przypadkach. Niezaleznie od
rodzaju zaburzen hematologicznych u 5 (18.5%) pa-
cjentdow wykazano obecno$¢ HCV-RNA w surowicy
i szpiku kostnym, przy jednoczesnym braku materiatu
genetycznego wirusa w komorkach krwi obwodowej,
co wskazuje na komorki szpiku jako istotne miejsce
replikacji HCV.

Analiza sekwencji regionu 5’UTR wirusa, metoda
SSCP wykazata w jednym przypadku istnienie rdznic
pomiedzy sekwencja HCV pochodzacego z komorek
szpiku a sekwencja HCV amplifikowang z surowicy
i PBMC. Wynik ten wskazuje na mozliwo$¢ zachodze-
nia mutacji wirusa podczas jego replikacji w szpiku
kostnym.

Badania immunohistochemiczne rozmazoéw szpiku
pod katem identyfikacji antygenow HCV w komorkach
szpiku kostnego wskazaty na ich zakazenie HCV.

Whniosek: Komorki szpiku kostnego pacjentow
z zaburzeniami hematologicznymi moga stanowi¢ istot-
ne miejsce pozawatrobowej replikacji HCV.

Stowa kluczowe: zakazenie HCV, szpik kostny, zaburze-
nia hematologiczne, roznice w sekwencji HCV
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the presence
of HCV replication in bone marrow cells derived from
patients displaying hematological disorders.

We analysed serum, peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) and bone marrow samples obtained from
27 patients displaying the following dysfunctions: lym-
phoma, trombocytopenia, haemophilia, pancytopenia
and acute myeloid leukemia (AML).

The presence of HCV-RNA in samples was detected
by RT-PCR. All the serum samples were HCV-RNA
positive as well as 9 out of 27 (33%) PBMC and 17 out
of 27 (63%) of bone marrow samples. Independently
to the disorder type, the co-presence of HCV-RNA in
serum and bone marrow with the simultaneous absence
of the viral genetic material in PBMC was detected in
5 (18,5%) of patients. This result suggests that bone
marrow is a site of active viral replication.

To check whether a viral replication generates any
mutations, an SSCP analysis of the 5’UTR viral region
was performed. The difference in the viral sequence
derived from serum, PBMC and bone marrow was
detected in one case. This result may indicate the oc-
currence of mutation process during the viral replication
in bone marrow.

An immunohistochemical analysis of bone mar-
row smears showed the presence of HCV antigens.
Conclusion: bone marrow cells of patients displaying
hematological disorders represent a putative site of
extrahepatic HCV replication.

Key words: HCV infection, bone marrow, haematologi-
cal disorders, differences in HCV sequences
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WSTEP

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest nie
tylko czynnikiem etiologicznym wirusowego zapa-
lenia watroby typu C (WZW C), ale takze jednym
z czynnikdw patogenetycznych, w istotnym stopniu
zmieniajacym rokowanie u pacjentow ze schorzeniami
o réznej etiologii (1-5). Niezwykle istotne dla pozna-
nia patogenezy zakazenia HCV byto odkrycie jego
pozawatrobowej replikacji. Dobrze udokumentowane
prace wykazaty obecno$¢ wirusa w mononuklearach
krwi obwodowej, limfocytach T i B oraz komorkach
szpiku kostnego (6-10). Dotychczas nie sa znane kli-
niczne konsekwencje zakazenia makrofagow, chociaz
wiadomo, ze defekt czynnos$ciowy i uposledzone doj-
rzewanie komorek dendrytycznych, wywodzacych sig
Z monocytow zwiazane sg z przewlektym zakazeniem
HCV (11). Wigkszy odsetek zakazenia HCV u chorych
na chtoniaki, czy schorzenia z autoagresji np. pierwotny
zespot Sjogrena, z udziatem zakazenia HCV, sugeruja
rolg wirusa w patogenezie tych chorob. Z kolei pacjenci
z przewlektym WZW C cechuja si¢ podwyzszonym
ryzykiem wystgpowania zaburzen hematologicznych,
jednak nie udato sig ustali¢, czy sa one konsekwencja
bezposredniego zakazenia komorek szpiku kostnego
HCV (1,12, 13).

Przeprowadzone badania stanowity probeg ustale-
nia zalezno$ci migdzy zakazeniem wirusem zapalenia
watroby typu C a zaburzeniami hematologicznymi u
pacjentow przewlekle zakazonych HCV.

Celem badania bylo stwierdzenie cech replikacji
wirusa w komorkach szpiku kostnego, pobranych od
pacjentéw zakazonych HCV, u ktorych wystapity za-
burzenia hematologiczne oraz charakterystyka wtasci-
wosci molekularnych szczepéw HCV, pochodzacych ze
szpiku kostnego i ich poréwnanie z wariantami wirusa
obecnymi w surowicy krwi i PBMC.

MATERIAL I METODY

Z grupy 125 pacjentéw z roznorodnymi zaburze-
niami hematologicznymi, wykonujac badanie przesie-
wowe na obecnos¢ przeciwcial anty-HCV w surowicy
krwi, wyselekcjonowano 27 zakazonych osob. U 0sob
tych stwierdzono nastepujace zespoty hematologiczne:
chloniak nieziarniczy (NHL - Non Hodgkin Lymphoma)
(11 os6b), matoptytkowos¢ o nieznanej etiologii (5
0s6b), hemofilia (4 osoby), pancytopenia (3 osoby),
niedokrwisto$¢ (2 osoby), ostra biataczka szpikowa
(2 osoby). Podstawowy materiat do dalszych badan
stanowity probki surowicy krwi, PBMC oraz szpiku
kostnego, pochodzace od tych pacjentow.

Analiza obecnosci przeciwciat anty-HCV. Obecno$¢
przeciwciat anty-HCV w surowicy badano metoda
ELISA z zastosowaniem testu Ortho ® HCV 3.0 firmy
Johnson &Johnson.

Wykrywanie HCV RNA regionu 5’'UTR (Untrans-
lated Region). Obecnos¢ HCV RNA regionu 5’UTR
okreslono niekomercyjna metoda RT-PCR (14).
Identyfikacja antygenow HCV w komorkach szpiku
kostnego

Do identyfikacji antygenow HCV w komorkach
szpiku kostnego zastosowano metode¢ immunohistoche-
miczna znakowania antygendw wirusa. Z uzyskanego,
podczas biopsji, szpiku kostnego wykonywano rozmazy
na szkietkach podstawowych, ktore nastepnie utrwalano
w 100% acetonie i w 100% chloroformie. Nastegpnie
preparaty inkubowano w roztworze pierwszorzedowego
przeciwciata anty-HCV-FITC - globuliny dawcy prze-
wlekle zakazonego HCV o wysokim mianie przeciwciat
reagujacych ze wszystkimi antygenami wirusa w tescie
RIBA HCV 3. SIA (sa to: ¢ 33¢, NS5, ¢ 100p i ¢ 22p)
— otrzymane dzigki uprzejmosci

Prof. dr hab. Adama Nowostawskiego 1 Dr hab.
Bozeny Walewskiej-Zieleckiej z Zaktadu Immunopa-
tologii PZH.

Po odptukaniu niezwiazanych przeciwciat przepro-
wadzono inkubacj¢ materiatu w roztworze przeciwciata
anty - IgG znakowanego peroksydaza (EN Vision,
DAKO). Wywotanie reakcji barwnej przeprowadzono
przy uzyciu EAC Substrate — Chromogen.

Detekcja niestrukturalnego biatka HCV NS3
w zakazonych komorkach szpiku kostnego. Utrwalone
w roztworze aceton/chloroform rozmazy szpiku inku-
bowano z pierwszorzgdowym przeciwcialem mono-
klonalnym anty-NS3 (Novocastra Laboratories). Po
przeptukaniu, preparaty inkubowano w 3% roztworze
H,0, , po czym inkubowano kolejno z drugorzgdowym
przeciwciatem (VECTASTAIN Elite ABC Kit—mouse
IgG, Vector Laboratories, Burlingame, CA), z ABC
solution (VECTASTAIN Elite ABC Kit — mouse IgG,
Vector Laboratories, Burlingame, CA), a nastgpnie
z odczynnikiem Vector VIP lub Vector DAB (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). W celu podbarwienia
jader komorkowych preparaty inkubowano w Vector
Hematoxylin QS counterstrain (Vector Laboratories,
Burlingame, CA).

Charakterystyka wlasciwosci molekularnych
HCV. Metoda SSCP (Single Strand Conformation Po-
lymorphism) przeprowadzono charakterystyke wtasci-
wosci molekularnych HCV pochodzacego z surowicy
krwi, PBMC oraz szpiku kostnego. Komplet prob bada-
nych uzyskano od 11 pacjentow. Porownano sekwencje
regionu 5’UTR HCV analizowanych wariantéw oraz
okreslono ich heterogenno$¢ (quasispecies) (14).
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Ryc.l.  RT-PCR — wystgpowanie HCV - RNA w surowicy, PBMC oraz szpiku kostnym pacjentow
Fig. 1. RT-PCR - occurrence HCV- RNA in serum, PBMC and bone marrow of patients

L — marker 1 kDa; pacjent 1: 1 — surowica krwi, 2 — PBMC, 3 — szpik kostny, 4 — wyizolowane komorki szpiku (proby
negatywne); pacjent 2: 6 — surowica krwi, 7 — PBMC, 8 — szpik kostny, 9 — wyizolowane komorki szpiku (proby pozytyw-
ne); pacjent 3: 10 — surowica krwi, 11 — PBMC, 12 — szpik kostny, 13 — wyizolowane komorki szpiku (proby pozytywne);

5- kontrola negatywna; 14 — kontrola pozytywna

WYNIKI

Metoda RT-PCR okre$lono wystgpowanie HCV-
RNA w surowicy krwi, w PBMC oraz w komorkach
szpiku kostnego. W przypadku os6b ze stwierdzonym
NHL u 3 (27%) pacjentéw obecnos¢ HCV-RNA wyka-
zano w surowicy, PBMC oraz szpiku, w 4 przypadkach
(36%) w surowicy i PBMC oraz u 5 (45%) pacjentow
tylko w surowicy i szpiku (ryc. 1.). W sumie, przynaj-
mniej w jednej z probek materiat wirusa wykrytou 9 z
11 (82%) pacjentow.

U os6b ze stwierdzona matoptytkowoscia wykryto
HCV-RNA we wszystkich 5 badanych probach surowi-
cy 1 szpiku kostnego oraz w 4 probkach PBMC.

U chorych na hemofili¢, HCV-RNA wykazano we
wszystkich probach, zarowno surowicy jak i szpiku
kostnego. U wszystkich pacjentow ze stwierdzona
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pancytopenia oraz ostra bialaczka szpikowa materiat
genetyczny wirusa wykryto w surowicy, PBMC oraz
szpiku kostnym.

Metoda SSCP przeprowadzono charakterystyke
wlasciwosci molekularnych wariantow HCV pocho-
dzacych z surowicy krwi, PBMC oraz szpiku kostnego
pacjentéw. Analiza sekwencji regionu 5’UTR wirusa
w jednym przypadku wykazata istnienie r6znic pomig-
dzy sekwencja wirusa amplifikowanego z surowicy
i PBMC a sekwencja HCV izolowanego z komoérek
szpiku kostnego (ryc.2.).

Analiza immunohistochemiczna 80 rozmazow
komorek szpiku kostnego pod katem identyfikacji an-
tygenow HCV, w tym biatka NS3, wykazata obecnos¢
w cytoplazmie tych komorek biatek HCV. Dotyczylto
to wszystkich przypadkoéw, w ktérych stwierdzono
obecnos¢ materiatu genetycznego HCV w szpiku kost-
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Ryc 2. SSCP — zmienno$¢ sekwencji HCV wyizolowanego z surowicy, PBMC i szpiku kostnego
Fig. 2. SSCP - variability of HCV sequences amplified from serum, PBMC and bone marrow

pacjent 1: 1- surowica krwi ; 2 — PBMC; 3 — szpik; 4 — izolowane komorki szpiku;
pacjent 2: 5 — surowica krwi; 6 — PBMC; 7 — szpik; 8 — izolowane komorki szpiku;
pacjent 3: 9 - surowica krwi; 10 — szpik; 11 — izolowane komorki szpiku;

pacjent 4: 12 — surowica krwi; 13 — PBMC; 14 — szpik; 15 — izolowane komorki szpiku;

* - r6znica sekwencji
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nym metoda RT-PCR. W przypadku wynikow RT-PCR
ujemnych, nie stwierdzono takze obecnos$ci bialek HCV
w rozmazach komorek szpiku.

DYSKUSJA

Sposrod zaburzen hematologicznych, towarzysza-
cych zakazeniu HCV, najczesciej wymienia si¢ zaburze-
nia proliferacji limfocytow, gammapati¢ monoklonalna,
trombocytopenig, krioglobulinemig (15-18). Cho¢ brak
na to bezposrednich dowodow, istnieje poglad, ze HCV
moze by¢ jednym z czynnikow etiopatogenetycznych
chtoniakow. Przemawia za tym wysoka czg¢stos¢ zaka-
zenia HCV w tej grupie chorych oraz przypadki remisji
chtoniaka po skutecznym leczeniu eradykacyjnym HCV
(11,12,19,20). Stwierdzono, ze wsrod chorych zakazo-
nych HCV, nie leczonych przeciwwirusowo, znamiennie
czesciej dochodzi do rozwoju chtoniaka w poréwnaniu
z grupa skutecznie leczong interferonem (21).

Czestym powiktaniem wzw typu C jest matoptyt-
kowos$¢, wystepujaca wg roznych doniesien u 10,2
— 71% chorych (9). Poza oczywistymi przyczynami
maloplytkowosci w przewlektym zapaleniu watroby
— jakimi moga by¢ hipersplenizm i nieprawidlowa
sekwestracja ptytek krwi w §ledzionie, obserwujemy
maloptytkowos¢ immunologiczna. Przeciwciala prze-
ciwplytkowe (PAlgQG) stwierdzane sa u chorych z wzw
C nawet z czgstoscia 64 -88,1% (9).

W badanych probkach pochodzacych od oséb ze
stwierdzona matoptytkowoscia, HCV-RNA wykazano
we wszystkich probkach szpiku kostnego, a w PBMC
tylko w 80%probek. Ponadto stwierdzono istnienie
ro6znic migdzy sekwencja regionu 5S’UTR wirusa am-
plifikowanego z surowicy krwi i PBMC a sekwencja
HCYV izolowanego z komorek szpiku kostnego (ryc. 2.).
Wskazuje to na komorki szpiku kostnego jako istotne
miejsce zakazenia i pozawatrobowej replikacji wirusa
zapalenia watroby typu C.

U o0s6b ze stwierdzonym NHL wykazano HCV-
RNA w 62,5 % prob szpiku kostnego oraz w 50%
PBMC. Ponadto w 25% przypadkow stwierdzono jed-
noczesne wystgpowanie HCV-RNA w surowicy krwi i
szpiku kostnym, przy braku wirusa w PBMC. Wyniki
te potwierdzaja zdolno$¢ replikacji HCV w komor-
kach szpiku kostnego, a zatem potencjalna zdolnos¢
dysregulacji uktadu krwiotworczego i indukcji procesu
nowotworowego (2).

W prébkach pochodzacych od 0sob z ostra biatacz-
ka szpikowa, material genetyczny wirusa wykrywano
w surowicy krwi 1 komorkach szpiku kostnego, nato-
miast u 0s6b z pancytopenia - HCV-RNA stwierdzo-
no zarowno w surowicy krwi, PBMC jak i w szpiku
kostnym.

U chorych na hemofili¢, HCV-RNA wykazano za-
réwno w surowicy krwi jak i szpiku kostnym, jednakze
wyniki te jedynie potwierdzajq iz chorzy ci, jako wielo-
krotni biorcy preparatow krwiopochodnych stanowia
powazng grupg ryzyka w parenteralnym zakazeniu
HCV (22).

Wyniki analiz immunohistochemicznych rozma-
zow szpiku, pozwalajace na identyfikacje biatka NS3
w cytoplazmie zakazonych komorek, wskazaty na ist-
nienie w tych komodrkach bialek HCV. Wykorzystana
w diagnostyce HCV metoda barwienia znalazta jak
dotychczas zastosowanie jedynie w diagnostyce wirusa
zakazajacego tkanke watrobowa. Wyniki prowadzo-
nych badan wskazuja na mozliwos¢ jej wykorzystania
do wykrywania niestrukturalnego biatka NS3 HCV
w komorkach szpiku kostnego. Obecnie prowadzone sa
prace dotyczace optymalizacji metody umozliwiajacej
analize wystepowania HCV na poziomie poszczegodl-
nych populacji komorek prekursorowych szpiku.

Uzyskane wyniki badan potwierdzity zdolnos¢
HCYV do zakazania komorek szpiku kostnego. Istnienie
réznic w materiale genetycznym tego wirusa, pocho-
dzacym z surowicy krwi i PBMC w poréwnaniu z wa-
riantami wystgpujacymi w szpiku kostnym, wskazuje na
istotna rol¢ tych komorek jako miejsca pozawatrobowe;j
replikacji HCV.

PODSUMOWANIE

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzo-
no obecnos¢ wirusa zapalenia watroby typu C w
komorkach szpiku kostnego. U chorych z NHL oraz
matoptytkowoscia czgstos¢ zakazenia HCV komo-
rek szpiku kostnego byta $rednio o0 20% wyzsza niz
PBMC.

2. Istnienie roznic sekwencji w materiale genetycznym
HCV pochodzacym z surowicy i PBMC w poréwna-
niu z wariantami wystgpujacymi w szpiku kostnym,
wskazuje na istotng rolg tych komorek jako miejsca
niezaleznej, pozawatrobowej replikacji HCV.
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