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STRESZCZENIE

Zbadano 104 chorych z pierwotnym zespotem
Sjogrena (p.z.Sj.), u ktdrych wystapilty typowe objawy
chorobowe wg kryteriow Europejskiej Grupy Ekspertow
ds. Zespotu Sjogrena; u chorych poszukiwano markerow
zakazenia wirusem zapalenia watroby C. Przeciwciata
anty-HCV znaleziono u 20 (19.2%); natomiast materiat
genetyczny wirusa — HCV RNA u 5 chorych (4.8%).
Wyniki badania obecnosci przeciwciat anty-HCV
u chorych z p.z.Sj. porownano z wynikami uzyskanymi
w niektorych krajach europejskich i w Japonii. Przeciw-
ciata te stwierdzono: u 2% pacjentéw szwedzkich, 6%
wegierskich, 12% japonskich, 17% francuskich, 19%
polskich i u 26% pacjentéw hiszpanskich. U badanych
przez nas chorych z przeciwcialami anty-HCV, u ktorych
udato si¢ wykona¢ badania transaminaz, zarowno ALT,
jak 1 AST byty tylko miernie podwyzszone.

Migdzynarodowe gremia specjalistow-reumatolo-
gdéw postulowaty wyodrebnienie podjednostki choro-
bowej: ‘p.z.Sj.-zalezny od HCV’. Mozna postawi¢ tezg,
ze p.z.Sj.-zalezny od HCV rozwija si¢ u specjalnej pod-
grupy oséb by¢ moze predysponowanych genetycznie
i jest wyrazem pozawatrobowych objawow zakazenia
HCV.

Stowa kluczowe: anty-HCV, HCV-RNA, pierwotny ze-
spol Sjogrena, przewlekle wirusowe zapalenie wqtroby

typu C

ABSTRACT

The subject of study were 104 patients with the pri-
mary Sjégren Syndrome (p. Sj. s.) in whom markers of
hepatitis C infection were investigated. All the patients
fulfilled the criteria of the European Expert Group of
the Sjogren Syndrome. Antibodies anti-HCV were
found in 20 patients (19.2%) and HCV-RNA found in 5
patients (4.8%). These data were compared with those
observed in several European countries and Japan. The
following percentages of anti-HCV were observed until
now in p.Sj.s. patients: Swedish - 2%, Hungarian - 6%,
Japanese -12%, French - 17%, Polish - 19% and Spanish
- 26%. Our patients in whom liver data were available,
showed only minor elevations of ALT and AST.

International team of experts postulated the delinea-
tion of the disease entity: ‘HCV-related primary Sjogren
syndrome’, separate from the p.Sj.s. itself. If this will
be substantiated, we can put forward the hypotesis that
‘HCV-related p.Sj.s.” may develop in a special subgroup
of persons, perhaps genetically predisposed, and is a
part of extrahepatic manifestations of HCV infection.

Key words: anti-HCV, chronic HCV infection, HCV-
RNA, primary Sjogren syndrome
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WSTEP

Poszukiwanie czynnikow zakaznych, ktére moga
mie¢ swodj udziat w patogenezie przewleklych choréb
autoimmunizacyjnych trwa od paru dziesigcioleci. Takie
patogeny jak wirus rozyczki, EBV, parvovirus B19,
retrowirusy; ponadto niektdre bakterie, jak Mycopla-
sma, Mycobacterium tuberculosis 1 Proteus mirabilis
sg traktowane jako jedno z ogniw tancucha patogene-
tycznego reumatoidalnego zapalenia stawdw (1, 2). Nie-
ktorzy autorzy sugeruja, ze tylko EBV i parwowirus sg
W sposob powtarzalny znajdowane w krazeniu chorych
z reumatoidalnym zapaleniem stawéw (3). Natomiast,
w pierwotnym zespole Sjogrena, (tj. wystgpujacym
bez skojarzonej choroby reumatycznej) jako mozliwe
czynniki etiologiczne wymienia si¢ zakazenia wirusowe
takie jak EBV, CMYV, herpesvirus-6, HIV oraz HTLV-1
(4). W latach 90. ubieglego wieku dodano do listy tych
czynnikéw wirusa zapalenia watroby C (HCV), gdy
znaleziono nacieki limfocytarne gruczoldéw slinowych
u 16 z 28 (57%) chorych z przewlektym wirusowym
zapaleniem watroby C (wzw C). Biopsja gruczotow
slinowych wykazata, ze nacieczenie gruczotéw byto
bardzo podobne do obserwowanego w p.z.Sj. (5). Udziat
zakazen HCV zaobserwowano réwniez w szeregu
chorob, takich jak btoniasto-rozplemowe kigbkowe za-
palenie nerek, zapalenie tarczycy, liszaj ptaski, porfiria
pozna skorna, podstawowa mieszana krioglobulinemia
i samoistna trombocytopenia (6). Kolejni autorzy badali
zwiazek zakazenia HCV z wystepowaniem pierwotnego
zespotu Sjogrena, otrzymujac rdézne odsetki (2%-33%)
wystgpowania anty-HCV (7 - przeglad i oryginalne
doniesienie; 8, 9). Wsrod tych prac jest nasze wstepne
opracowanie, w ktorym wykryto sposrdd chorych z
p.z.Sj. — 17.4% o0s6b z obecnoscig przeciwcial anty-
HCV (7). Nie ma dotad jasnego dowodu, ktory poglad
jest stuszny: czy HCV jest zakazeniem towarzyszacym;
czy tez wirus moze by¢ bezposrednia przyczyna procesu
zapalnego gruczotow slinowych (i fzowych) chorych
z p.z.Sj.

Celem badan byto poszukiwanie markerow zaka-
zenia HCV u 104 polskich pacjentéw z p.z.Sj. 1 wy-
ciagniecie wnioskéw co do wystepowania zaleznosci
migdzy p.z.Sj. a zakazeniem HCV.

MATERIAL | METODY

Material. Do badan witaczono probki surowicy od
104 pacjentow polskiego pochodzenia z p.z.Sj. z dwu
klinik reumatologicznych: Kliniki Choréb Tkanki Lacz-
nej Instytutu Reumatologicznego w Warszawie i Kliniki
Rehabilitacyjno-Reumatologicznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu. W badanej grupie byto 99 kobiet

(95%) 1 5 mezczyzn (5%); (srednia wieku pacjentow:
46.2 lata). Badani chorzy spelniali co najmniej cztery
punkty z nastgpujacych kryteridéw diagnostycznych
p-z.Sj.: 1. objawy suchosci oczu; 2. objawy suchosci
w ustach; 3. obecnos¢ suchosci rogéwek i spojowek; 4.
ogniskowe zapalenie gruczoldw slinowych po wyko-
naniu ‘matej’ biopsji gruczoldw §linowych; 5. dowod
instrumentalny na chorobowe wilaczenie gruczotéw
slinowych, 6. obecnos¢ autoprzeciwcial. Te kryteria
klasyfikacji zostaly zaproponowane przez Europejska
Grupe Ekspertow (10). Prébki surowic od chorych
zbadano na obecnos$¢ czynnika reumatoidalnego,
autoprzeciwcial przeciwjadrowych, autoprzeciwciat:
anty-SSA/Ro, anty-SSB/La oraz krioglobulin.

Probki surowic pacjentdéw po wstepnych testach
diagnostycznych zamrozono w malych porcjach
(~500pul) i odmrazano tylko raz do dalszych badan.
Probki sprawdzono na obecnosc¢ przeciwcial anty-HCV
za pomoca testu EIA 3 generacji Abbott, Chicago, USA.
Zewnetrzna kontrola jakosci obejmowata serologiczne
testy kontrolne Labquality, Helsinki, FIN.

Ekstrakcja RNA z surowicy. Do 250ul surowicy
dodawano 750l roztworu litycznego TRIZOL LS (Gib-
co BRL), mieszano i inkubowano w temp. pokojowe;j
przez 5 min. Nastgpnie dodawano 200ul chloroformu
(Merck), mieszano i inkubowano w temp. pokojowe;j
przez 10 min. Po zakonczeniu inkubacji probke wiro-
wano w temp. 4°C przy predkosci 12 000 obr./min przez
15 min. Fazg wodna przenoszono do nowej probowki
zawierajacej 500ul alkoholu izopropylowego, mieszano
i wytracano RNA w temp. pokojowej przez 10 min.
Nastepnie probke wirowano w temp. 4°C przy predkosci
12 000 obr/min przez 10 min., pelletk¢ RNA ptukano
Iml 70% alkoholu etylowego, wirowano w temp. 4°C
przy predkosci 8 000 obr/min przez 5 min. Suszono
w temp. 36°C przez 20 min., a nastgpnie zawieszano w
15ul wody pozbawionej RNaz i DNaz (Sigma).

Wykrywanie HCV RNA w surowicy. Wykrywanie
HCV-RNA w surowicy przeprowadzono metoda RT
nested-PCR. W zewngetrznej kontroli jakosci zastoso-
wano testy molekularne z Quality Control for Molecular
Diagnostics, HCV Programme, Glasgow, Anglia.

WYNIKI

Obecnos¢ przeciwciat przeciwjadrowych wykry-
to u 102 chorych (98%), czynnika reumatoidalnego
- u 100 chorych (96%), autoprzeciwcial anty-SSA/Ro
i anty-SSB/La: u 99 chorych (95%), krioglobulinu 19
chorych (18%); przeciwciata anty-HCV wykryto u 20
chorych (19.2%) —rycina 1. Natomiast materiat zakaz-
ny, HCV RNA znaleziono u 5 chorych (4.8%). Sposrod
20 chorych posiadajacych przeciwciata anty-HCV, dla
siedmiu z nich uzyskano dane co do wartosci enzymow
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watrobowych, ALT 1 AST (tab. I). Wartosci prawidlowe
tych enzymow wynosza <30 [U/L. Warto$¢ ALT prze-
kraczala t¢ granice u 3 chorych, a warto§¢ AST - u 1
chorej. Srednia wartos¢ ALT u 7 chorych byta powyzej
wartos$ci prawidlowych i wynosita 34.3 TU/L.

Tabela I. Wartosci ALT i AST u 7 chorych z przeciwciatami
anty-HCV

Table I. Values of ALT and AST in the group of 7 patients
with anti-HCV
Pacjent Pte¢ Wiek (I.) ALT AST
1 K 24 30 29
2 M 46 53 27
3 K 49 20 27
4 K 49 13 13
5 K 59 i 17
6 K 60 51 28
7 K 79 62 47
Srednia warto$¢ 34.29 26.86
DYSKUSJA

Od czasu oryginalnych badan Haddada i wsp.
ukazato si¢ kilka prac na temat asocjacji zakazenia
HCV ip.z.Sj. (5, 7-9). Opracowania roznity si¢ liczbg
badanych pacjentéw, ich charakterystyka i odsetkiem
chorych zakazonych HCV. W naszym badaniu, sposréd
104 chorych z p.z.Sj. wykazano obecnos¢ przeciwciat
anty-HCV u 20 chorych (19.2%). Czgstos¢ wystepo-
wania przeciwciat anty-HCV u pierwszorazowych kan-
dydatéw na dawcow krwi wynosi 0.86% (11); (p<0.05
w porownaniu z obecnoscia przeciwciatl u chorych z
p.z.Sj).

Sposrdéd 53 szwedzkich chorych na p.z.Sj., tylko
u jednej osoby (2%) wykryto obecnos¢ anty-HCV
oraz HCV-RNA. Czgstos¢ wystgpowania anty-HCV
w populacji szwedzkiej wynosita 0.082% (przeglad - 7).

Sjogren syndrome in examined countries and in
Poland

Jednak stan zapalny gruczotow slinowych i tzowych byt
czestym zjawiskiem w zakazeniu HCV; wystepowat
u 67% chorych z przewlektym zapaleniem watroby
typu C (7). Na Wegrzech przeprowadzono badanie, w
ktérych oceniono 213 chorych z rozpoznaniem p.z.S;j.
(w tym 95% kobiet). Przeciwciala anty-HCV wykryto
u 13 chorych, tj. 6.1%. Dla poréwnania, przeciwciata
anty-HCV w populacji wegierskiej sa wykrywane u
0.73% 0s6b (7). W grupie pacjentow japonskich liczace;j
98 chorych ($rednia wieku 57.8 lat) o proporcji kobiet
do mezczyzn jak 48:1 przeciwciata anty-HCV wyka-
zano u 12 (12.2%),a HCV RNAu 11 chorych (11.2%).
Nalezy doda¢, ze HCV RNA wykryto u 10 chorych z
anty-HCV (+) oraz u 1 chorego z anty-HCV (-). Grupa
referencyjna dla tych badan zostata $cisle dostosowana
pod wzgledem wieku chorych i wykazata obecnos¢
anty-HCV w 4.8% (7).

W pierwszym badaniu francuskim stwierdzono, ze
wsrod 20 chorych z p.z.Sj. przeciwciata anty-HCV byty
obecne u 2 (10%), podczas gdy w grupie odniesienia
—u 1.2% (przeglad - 7). W kolejnym opracowaniu z
Francji podano, ze sposrod 62 chorych z p.z.Sj. 12
(19%) posiadato przeciwciata anty-HCV. Obecnos¢
HCV RNA stwierdzono w prdobkach $liny u 83%
chorych z przeciwcialami anty-HCV (8). Ciekawa ob-
serwacja tych autordw bytlo, iz prawie nie wykrywano
charakterystycznych dla p.z.Sj. przeciwcial anty-SSA
(La) i anty-SSB (Ro) u chorych anty-HCV(+) z p.z.S;j.
Lacznie, w badaniach francuskich przeciwciala anty-
HCV wykryto u 14 (17%) chorych z p.z.Sj. sposrod 82
zbadanych. Czesto$¢ wystepowania anty-HCV wsrod
francuskich kandydatow na dawcéw krwi wynosita
0.63%; jednakze u pacjentow korzystajacych z porady
lekarzy (‘general practitioners’) w pld. Francji - 1.3%,
co bylo zblizone do odsetka w tej populacji w okresie
4 lat od pierwszego badania (12, 13).

Bardzo interesujace wyniki otrzymano w Hiszpa-
nii; poczatkowo zbadano 90 chorych z p.z.Sj. (Srednia
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wieku 62 lata, 92% kobiet). Z tej liczby u 13 chorych
(14%) stwierdzono obecno$¢ anty-HCV; u chorych
wykazano wzrost wskaznikéw zapalnych watroby
(przeglad - 7). W drugim badaniu, sposrdd 95 chorych
z p.z.Sj. u 35 (33%) wykazano obecnos¢ przeciwciat
anty-HCV; jest to najwyzsza liczba dotychczas wykryta
(9). W opracowaniu tym stwierdzono, ze u chorych
z anty-HCV (+) wystapity w wyzszym odsetku obja-
wy zapalne ze strony watroby i krioglobulinemia, ale
w nizszym odsetku zapalenie gruczotéw $linowych (9).
Cytowane dwa badania z Hiszpanii wykazaly rozrzut
wynikéw w obrebie jednego kraju: tacznie wsrod 185
chorych, obecnos¢ anty-HCV zaobserwowano u 48
(26%). Czgstos¢ wystepowania anty-HCV w populacji
wynosita 2.5% (14).

Podsumowujac te obserwacje z réznych grup etnicz-
nych wraz z wynikami naszego badania — 19% obec-
nosci anty-HCV wsrdd 104 chorych z p.z.Sj. - nalezy
stwierdzic, ze czesto$¢ wystepowania przeciwcial anty-
HCVuchorych z p.z.Sj. w badanych krajach wahata sie
w granicach od 2% do 26% (ryc. 2). Roznice te mogly
by¢ zwigzane, do pewnego stopnia, z warunkami klima-
tycznymi i higienicznymi panujacymi w tych krajach.
Np. pacjenci ze Szwecji, kraju o niewielkiej gestosci
zaludnienia, raczej zimnym klimacie i wysokim stan-
dardzie zycia i higieny, wykazujq niewielki kontakt z
HCYV, zaréwno w populacji ogdlnej, jak i wsrdd chorych
z p.z.Sj., zwlaszcza w zestawieniu z odpowiadajacymi
grupami ze strefy srédziemnomorskie;j.

Kolejnym zagadnieniem jest, jak duza powinna
by¢ probka chorych, aby wlasciwie okresli¢ czestosc
obecnosci przeciwcial anty-HCV, ktore swiadcza o kon-
takcie z wirusem. Zapewne prdoba przekraczajaca 200
chorych - badania z Wegier - wydaje si¢ by¢ odpowied-
nia (7), lecz takze proba liczaca okoto 100 0séb chorych
moze by¢ wystarczajaca. Na uwage zastuguje fakt, ze
tylko jedno opracowanie - z Japonii miato bardzo dobrze
dobrang grupe odniesienia, dopasowana pod wzgledem
wieku do chorych z p.z.Sj.. Badanie to wykazato ogdlna
wyzsza czgstos¢ wystgpowania przeciwceial anty-HCV
u 0s6b w starszym wieku, sugerujac iz nieodpowiednio
dobrana pod wzgledem wieku grupa odniesienia moze
zaburzy¢ poréwnanie czgstosci wystgpowania anty-
HCV u chorych z p.z.Sj. i u 0s6b zdrowych. Jednakze,
wyniki przedstawionych tutaj badan wskazuja na wie-
lokrotnie wyzszy odsetek zakazen HCV wsrdd osdb
z p.z.Sj. niz w ogolnej populacji; dlatego wiek grupy
odniesienia wydaje si¢ nie mie¢ zbyt duzego wptywu
na interpretacje wynikow.

Nalezy wspomnie¢ o ciekawym studium immunobhi-
stochemicznym z USA. Otrzymano materiat biopsyjny
z gruczotow slinowych od 19 chorych z przewlektym
zapaleniem $linianek, lub pelnym p.z.Sj. U o$miu z tych
pacjentow (42%) wykazano obecno$¢ przeciwciat anty-
HCYV, atakze HCV RNA i antygenu rdzeniowego HCV

w $linie 1 komdrkach nabtonkowych gruczotow §lino-
wych. Badania te wykazaty replikacje wirusa in situ w
gruczotach §linowych - dzieki znalezieniu nici ujemne;j
HCV RNA, jak i udoskonaleniu techniki immunohi-
stochemicznej wykrywania wirusa. Poniewaz jednak
komorki zakazone HCV nie wykazaty cech nasilenia
zmian w porownaniu z komdrkami niezakazonymi,
autorzy wnioskuja, ze zakazenie przez HCV gruczotow
slinowych nie jest wystarczajace do wywotania choroby
(15). Bardzo zblizone sa wyniki otrzymane przez grupg
francuska (16). Autorzy wykazali, iz oprécz chorych
z p.z.Sj. zakazonych HCV, u jednej osoby z grupy
odniesienia, bez objawdw p.z.Sj. stwierdzono obec-
no$¢ HCV RNA w surowicy, slinie i tkance gruczotu
slinowego. Wynika z tego, ze HCV moze namnazac si¢
w tkance gruczotu §linowego, niekoniecznie wywotu-
jac objawy zapalne i zmiany typu zespotu Sjogrena.
Migdzynarodowe gremia specjalistow-reumatologow
postulowaty wyodrebnienie podjednostki chorobowe;j:
‘p.z.Sj.-zalezny od HCV’. Mozna bylo zaobserwowac
pewne roznice tej podjednostki z ‘podstawowym’ pier-
wotnym zespotem Sjogrena - wg wstgpnych ustalen
polegaly one na: wystgpowaniu w wyzszym odsetku
odczynu zapalnego watroby, wyzszym odsetku krio-
globulinemii, natomiast nizszym udziale powigkszenia
gruczotow $linowych (7, 9)

Nastepne zagadnienie, na ktére chcemy zwrocic
uwagg, to fakt, iz HCV jest ‘skrytym zabdjca’, bowiem
wigkszos¢ jego zakazen w watrobie przebiega skapo-
lub bezobjawowo; natomiast powoduje szereg objawow
pozawatrobowych (17, 18, 19). W naszej grupie cho-
rych, u ktorych udato si¢ wykona¢ badania transaminaz,
zardwno ALT jak i AST byty zaledwie miernie podwyz-
szone. W innym polskim badaniu, z 80 chorych z pzw
B, pzw C; a takze pzw B+C - u 57 (71%) stwierdzono
przynajmniej 1 objaw reumatyczny (20). U tych chorych
zaobserwowano tylko nieznaczny wzrost transaminaz
(a takze wzrost OB i poziomu CRP), jednak ich wzrost
nie miat odzwierciedlenia w intensywnosci objawow za-
palnych. Nalezy takze rozwazy¢, z czego moze wynikac
zwiekszona ekspozycja chorych z p.z.Sj. na wirusa HCV
—z podwyzszonej genetycznej podatnosci na zakazenie;
niezdolnosci mobilizacji limfocytow cytotoksycznych
w pierwszym okresie ostrym, czy z gestosci receptorow
dla wirusa na komorkach jednojadrzastych (PBMC)
(21). Badania cytokin osi Th1/Th2 przeprowadzone
przez Ramosa-Casalsa i wsp. rzucity pewne $swiatto
na t¢ sprawe (22). W badaniach immunologicznych
chorzy z p.z.Sj.—zwigzanym z HCV, w pordéwnaniu
z odpowiednimi chorymi bez HCV, wykazali dominu-
jacy profil Th2 (" IL-6, 11 IL-10), ktéry jest markerem
braku eliminacji wirusa i przewlekania si¢ zakazenia
(22). Wiemy, ze HCV wykazuje szczeg6lny tropizm
do komoérek gruczotéw wydzielania zewnetrznego i do
pozawatrobowej replikacji; jego taczny kierunek ataku
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mozna przedstawi¢ jako hepatotropizm, limfotropizm,
sialotropizm i neurotropizm (23, 24). Wirus HCV ma
bowiem wyjatkowo réznorodny sposob rozprzestrze-
niania si¢ w organizmie cztowieka. Oprocz gruczotow
wydzielania wewnetrznego (tarczyca, trzustka, nadner-
cza), mozna wykry¢ jego replikacje w szpiku kostnym,
w tkankach osrodkowego uktadu nerwowego (substan-
cja biata i szara potkul, mézdzek i rdzen przedtuzony).
Wirus bywa wykrywany w probkach ze $ledziony i
skory; jego replikacja w szpiku kostnym wydaje si¢
udowodniona (17, 19). Wirus HCV moze powodowac
omawiane tu zapalenie $linianek i gruczotéw tzowych
(cho¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy nie zostat
udowodniony); ale takze owrzodzenie rogéwki, ostre
zapalenie nabtonka barwnikowego i naczyn siatkowki,
zapalenie btony naczyniowej oka i moze by¢ przyczyna
prostej retinopatii (18).

Podsumowujac, zespdt (Mikulicza-Gougerot)-Sjo-
grena - taka jest pelna nazwa choroby - jest jedng z
choréb pozawatrobowych, towarzyszacych zakazeniu
HCV u cztowieka. Nie jest jasne, czy wirus powoduje
chorobe ‘zblizona’ do p.z.Sj., czy tez HCV jest odpo-
wiedzialny za rozwoj p.z.Sj. u szczegodlnej subpopulacji
0s0b (24). Wysoka czgstos¢ powigkszenia slinianek
z suchoscia ust - obraz dominowany przez obecno$¢
czynnika reumatoidalnego (z/lub bez mieszanych
krioglobulin) - wg kolejnych badan prowadzi do
p.z.Sj.-HCV i chioniaka komorek B (25). Zdarza sie
triplet: zakazenie HCV, p.z.Sj. oraz chioniak gruczotow
slinowych; szczegdlnie u tych pacjentow, ktorzy maja
mieszana krioglobulinemie (w naszym studium odsetek
krioglobulin byt niewielki) (24).

Roéznica migedzy ‘p.z.Sj.-zaleznym od HCV’ a
prawdziwie pierwotnym zespolem Sjogrena polega
na réznicach w wystgpowaniu markerow immunolo-
gicznych (26). W tym pierwszym zespole przewazaja
takie znaczniki, jak mieszane krioglobuliny, czynnik
reumatoidalny oraz hipokomplementemia nad mar-
kerami typowymi dla zespolu Sjogrena (przeciwciata
anty-SSA/Ro i anty-SSB/La) (26, 27).

Podzigkowanie. Praca zostala czesciowo sfinansowa-
na z grantu PBZ-KBN 119/P05/2005 ‘Opracowanie,
doskonalenie i wdrozenie wysokospecjalistycznych
procedur diagnostycznych w chorobach o podiozu
immunologicznym’.
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