PRZEGL EPIDEMIOL 2010; 64: 485 - 489

Problemy zakazen
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AS THE CHANCE ON THE NEW THERAPEUTIC STRATEGY
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STRESZCZENIE

W procesach eliminacji wirusa HBV kluczowa
rolg odgrywa odpornos¢ typu komoérkowego, ktora
determinuje kontrole nad replikacjg wirusa. Pacjenci, u
ktorych rozwija si¢ przewlekte zakazenie charakteryzuje
obnizony poziom oraz ostabiona funkcja limfocytéw Th
i Tc, zarowno we krwi obwodowej, jak i w watrobie.
Najnowsze badania zwracajg uwage na role czasteczek
kostymulacji negatywnej w regulacji limfocytow Th,
Tc 1 Treg. W ostatnich latach podnosi si¢ role biatka
PD-1 (programmed death-1) [ CD279] i jego ligandu
PD-L1 [CD274] w przewlektych zapaleniach watroby
o etiologii HBV i HCV. Aktywacja szlaku PD-1/PD-L1
hamuje reakcj¢ immunologiczng, w ostrym wzw typu
B hamujac cytolize i aktywujac apoptoze zabezpiecza
chorego przed piorunujagcym uszkodzeniem watroby. W
okresie zdrowienia aktywacja szlaku PD-1/PD-L1 po-
winna dynamicznie wyciszac si¢, a jezeli to nie nastgpu-
je, podwyzszona ekspresja biatka PD-1 na limfocytach
CD4+1CD8+ HBYV specyficznych poprzez hamowanie
m.in. produkcji IFN prowadzi do stanu przewlekltego
zakazenia HBV. W artykule podjeto probe podsumowa-
nia najnowszych danych dotyczacych znaczenia biatka
PD-1 w immunopatogenezie zakazenia wirusem HBV
i szans, jakie stwarza blokowanie szlaku PD-1/PD-
L1 w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych
w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby.

Stowa Kkluczowe: zakazenie HBV; PD-1; PD-LI; blo-
kada, Limfocyty CD8+; odpornos¢ komorkowa

WSTEP

Zakazenie HBV moze przewlekac sie, a prawdopo-
dobienstwo tego stanu jest odwrotnie proporcjonalne
do wieku, w ktorym dochodzi do zakazenia i sigga
90% w przypadku zakazen wertykalnych i zakazen
nabytych w pierwszych miesigcach zycia. Wiele 0sob
zakazonych HBV pozostaje przewlektymi nosicielami,
apelna eradykacja wirusa nie jest mozliwa przy aktual-
nie dostgpnych metodach leczenia. Przyczyna trudnosci
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Many individuals infected with HBV become
chronic carriers and they liver disease may progress to
cirrhosis and HCC. The newest data suggests that the
interaction between positive and negative costimulatory
molecules expressed on T cells are performing the role
in the regulation of T cells immune response. In the last
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[CD274] in immunopathology of HBV infections. In
acute exacerbation of hepatitis B, high level of PD-1
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tosis and protecting before damaging the liver. In the
period of recovering, activation of the PD-1/ PD-L 1
pathway should dynamically decrease, and if it isn’t
taking place, increased expression of the PD-1 plays a
crucial role in inhibiting the function of virus-specific
CD4+ and CD8+ T cells in chronic viral infections.
The aim of this article was to explore the potential role
of (PD-1/PD-L) pathway in antiviral immunity during
HBYV infection. Blockade of PD-1/PD-L1 pathway
may open a novel therapeutic strategy for restoring the
function of the exhausted CD8+ T cells, and enhancing
viral control during chronic viral infections.
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terapeutycznych jest zdolnos¢ genomu HBV do prze-
ksztatcenia si¢ w czasteczke kowalentnie podwdjnie
domknigtej nici DNA wirusa HBV (cccDNA), ktora
nie jest dostepna dziataniu obecnie stosowanych lekow
przeciwwirusowych. Takze terapia interferonem nie
w pelni eradykuje wirusa z hepatocytu, czego dowodem
jest migdzy innymi stata obecnos$¢ przeciwciat anty HBc
IgG. Wiadomo, Ze za przewlekanie si¢ zakazenia HBV
odpowiedzialna jest przede wszystkim dysregulacja
limfocytow T, szczeg6lnie dysfunkcja aktywowanych
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limfocytow cytotoksycznych (CD8+), ktérych obnizo-
na liczba, a takze anergia w produkcji INFy powoduja
niemoznos¢ eradykacji wirusa. Udowodniono roéwniez
role supresji aktywowanych limfocytéw pomocniczych
(CD4+) (1), a ostatnio bada si¢ znaczenie podwyzszone-
go stezenia limfocytow regulatorowych (CD4+CD25+)
(2). Zauwazono, ze w przewleklym wirusowym zapa-
leniu watroby typu B (pwzw B) limfocyty Treg pod
wpltywem stymulacji anty CD3 produkujg IL-10, a ich
poziom dodatnio koreluje z poziomem wiremii (3).
Szczeg6lna role odgrywa takze uposledzenie mecha-
nizmoéw apoptozy.

IMMUNOPATOGENEZA ZAKAZENIA HBV

W odpowiedzi uktadu odpornosciowego na zaka-
zenie wirusowe gtowng role odgrywaja mechanizmy
cytotoksyczne. Do efektu cytotoksycznego zdolne sg
limfocyty CD8+, CD4+, NKT i komoérki NK. Dzia-
lanie cytotoksyczne odbywa si¢ na drodze posredniej
poprzez wydzielanie cytokin, przede wszystkim INFy,
oraz na drodze bezposredniej poprzez mechanizm
uwalniania ziaren cytolitycznych lub za pomocg ak-
tywacji receptoréw dla czasteczek nadrodziny TNF
(m.in. Fas i TRIAL). Limfocyty CD8+ i komorki NK
zabijaja na drodze posredniej i w obu mechanizmach
drogi bezposredniej, natomiast limfocyty CD4+ gtow-
nie poprzez Fasl. Interferon gamma- immunologiczny,
jest produkowany przez limfocyty T indukowane
antygenami, cytokinami (IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18,
IL-21), mitogenami oraz przez pobudzone komorki
NK. Interferony indukuja w komoérkach powstawanie
czynnikoéw przeciwwirusowych, ktore m. in. rozktadajg
mRNA wirusa, hamujg translacj¢ i synteze biatek wi-
ruséw, blokujac w ten sposob cykl rozwojowy wirusa.
Ponadto wptywaja na uktad odporno$ciowy poprzez
nasilanie cytotoksycznos$ci limfocytow CD8+, komo-
rek K i NK, wzmaganie ekspresji czasteczek MHC,
aktywacj¢ makrofagow, indukcje cytokin (IL-1 i IL-6)
oraz wzmaganie fagocytozy. Ponadto interferon dziata
antyproliferacyjne, jest inhibitorem krwiotworzenia.
Mechanizm cytotoksyczno$ci bezposredniej jest nie-
zwykle ztozony. Limfocyt CD8+ po zwigzaniu z komor-
ka docelowa ulega polaryzacji (aparat Goldiego wraz z
ziarnami cytolitycznymi przemieszcza si¢ do bieguna
styku z komorka docelowa), powstaje synapsa lityczna,
dochodzi do uwolnienia ziaren cytoplazmatycznych,
a limfocyt odlacza si¢ stajac si¢ zdolnym do reakcji
z kolejnym rozpoznanym antygenem. W sktad ziaren
cytoplazmatycznych wchodzg m.i. perforyny, granzymy
i biatko TIA-1, ktore moze indukowac degradacj¢ DNA
komorki. Perforyna ma zdolno$¢ do tworzenia kanatu
w btonie docelowej umozliwiajac swobodny doptyw i
wyplyw do cytoplazmy wielu jonéw m.i. wapnia i gran-

zymoOw oraz biatka TIA-1, co w konsekwencji indukuje
apoptoze w komodrkach docelowych. Granzymy sg pro-
teazami serynowymi, z ktorych sposrod 12 odkrytych,
5 zidentyfikowano u cztowieka (A,B,H,K,M). Biatka te
po uwolnieniu z ziaren cytolitycznych sa pochtaniane
przez komorke docelowa, nastepnie przedostajg si¢ do
cytoplazmy na drodze biernej lub poprzez perforyne.
Wykazuja aktywnos¢ proteolityczng: granzym A uszka-
dza DNA komoérki docelowej, granzym B prowadzi
do apoptozy komorki docelowej poprzez aktywacje
kaspazy-3 lub na drodze kaspazo niezaleznej poprzez
biatka Bid i Bax. W wyniku aktywacji Bax dochodzi do
uwalniania cytochromu c, ktory taczac si¢ z cytoplazma-
tycznym czynnikiem Apaf-1 i nieaktywna kaspazg-9
aktywuje kaspaze-3 prowadzac do §mierci komorki.
Ponadto granzym B bezposrednio uczynnia DNAze.
Biatko TIA-1 indukuje degradacje DNA komorek.

Reakcja cytotoksyczna zalezna od receptorow dla
czasteczek nadrodziny TNF zalezy od reakcji swoistych
ligandow (Fasl, TRIAL, TNF) na limfocycie CD8+ lub
komorce NK z receptorem na komdrce docelowej. Szlak
Fasl/Fas aktywuje kaskad¢ kaspaz inicjatorowych,
natomiast ekspresje¢ Fasl indukuje IL2, IL12 i IFNy, a
ekspresj¢ Fas - IFNy i TNF.

ROLA KOSTYMULACJI W ODPOWIEDZI
IMMUNOLOGICZNE]J

Aktywacja limfocytoéw CD8 powoduje wzmocnie-
nie efektu cytotoksycznego oraz wzrost produkcji IFNy.
Do aktywacji, poza prezentacjg antygenu, potrzebny
jest jeszcze co najmniej drugi sygnat. Sktada si¢ na
niego oddzialywanie wielu czastek powierzchniowych
obecnych na komorkach prezentujacych antygen (APC),
ktore tacza si¢ z odpowiednimi czasteczkami na lim-
focycie T. Dodatkowa, niezbgdna aktywacja nazywana
jest sygnatem II — kostymulacja. Za rozwinigcie odpo-
wiedzi przez limfocyty T odpowiedzialna jest wlasciwa
interakcja pomigdzy czasteczkami — kostymulatorami
pozytywnymi i negatywnymi (koinhibitorami), a za-
chowanie rownowagi pomiedzy biatkami pozytywnie
i negatywnie stymulujacymi ma zasadnicze znaczenie
dla eliminacji przewlektego zakazenia. Do czasteczek
uczestniczacych w kostymulacji nalezg CD28 z ligan-
dami B7.1(CD80) lub B7.2(CD86); 4-1BB(CD137) z
ligandem 4-1BBL; OX40(CD134) z ligandem OX40L,
ICOS z ligandem ICOSL. Sygnatl kostymulacji jest
potegowany przez IL-2, IL4, IL-5, IL-8, IL-13, IFN-y,
B7.1(CD80) lub B7.2(CD86), TNF i GM-CSF. Spo-
$rod czasteczek kostymulacji negatywnej—koinhibicji
ostatnio badane sg: CTLA-4 (CD152) z ligandami
B7.1(CD80) lub B7.2(CD86) i PD-1 z ligandami PD-
L1/B7-H1 i PD-L2/B7DC i BTLA z ligandem TNF
SF14. 0d 2005 roku datuje si¢ era badan nad rolg PD-1
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w pwzw o etiologii HBV, a od 2006 r rowniez w pwzw
o etiologii HCV (4,5). W Polsce, nie oceniano dotad
ekspresji PD-1.

ROLA PD-1/PD-L1

Programmed death (PD-1) jest przezblonowym
biatkiem zbudowanym z 268 aminokwasdw, nalezacym
do rodziny biatek regulatorowych CD28/CTLA. Cza-
steczka zbudowana jest z czgsci zewnatrzkomorkowe;j
immunoglobulinopodobnej i wewnatrzkomorkowego
ogona. Ekspresja PD-1 jest silnie indukowana na
aktywowanych limfocytach T, B i monocytach/ma-
krofagach. Gtéwna rola PD-1 polega na hamowaniu
proliferacji limfocytow T, wytwarzania [FN-y, IL-2 i
IL-10. PD-1 posiada dwa biatka ligandowe, PD-L1 i
PD-L2, nalezace do rodziny biatek B7, ktorych eks-
presja jest aktywowana na makrofagach, komodrkach
dendrytycznych, limfocytach T'i B. Szlak PD-1/PD-L1
reguluje odpowiedz immunologiczng. Udowodniono,
ze aktywacja szlaku PD-1/PD-L1 hamuje proliferacje
i aktywnos¢ efektorowych, wirusowo swoistych limfo-
cytow CDS, a efekt ten moze by¢ odwrocony poprzez
zablokowanie tego szlaku (6).

Ostatnie badania wykazuja, ze anergiczne, wiru-
sowo swoiste limfocyty CD8+ i CD4+ wykazuja pod-
wyzszong ekspresje biatka PD-1 (7,8,9), a szlak PD-1/
PD-L1 odgrywa kluczowg role w hamowaniu funkcji
wirusowo swoistych limfocytow CD8+ w przewlektych
zakazeniach wirusowych u ludzi (10). U zakazonych
HIV ekspresja PD-L1 jest obnizona na monocytach i
APC (11).

Udowodniono podwyzszong ekspresje biatek PD-1
i PD-L1 u chorych z przewlektym zakazeniem HBV na
komorkach PBMC i aktywowanych limfocytach CDS.
Poziom ekspresji pozytywnie koreluje z poziomem
wiremii i maleje po wlaczeniu leczenia przeciwwiruso-
wego. Blokada szlaku PD-1/PD-L1 podnosi produkcje
IFNy. Nie ma znamiennej korelacji pomiedzy ekspresja
PD-1, a aktywnoscig ALT u pacjentow z pwzw typu B
(12).

Dynamike ekspresji PD-1 na limfocytach CD8+
u pacjentéw z ostrym i piorunujgcym wirusowym za-
paleniu watroby typu B (owzw typu B) badali Zheng
Zhang i wsp. Obserwowali wzrost ekspresji PD-1 we
wczesnej fazie choroby u chorych z owzw typu B i
brak wzrostu u chorych z zapaleniem piorunujgcym.
Stwierdzili, ze ekspresja PD-1 przys$piesza apoptoze
HBYV specyficznych limfocytow CD8, reguluje pro-
dukcje cytokin i ogranicza nadmiernag ich proliferacj¢ u
chorych z owzw typu B. Ponadto wykazali, ze blokada
szlaku PD-1-PD-L1 u chorych z owzw typu B zwigksza
proliferacje limfocytow CD8 i produkcje interferonu,

i ze obnizenie ekspresji PD-1 koreluje ze wzrostem
specyficznych limfocytow CDS8 pamigci (13).

Pyan Ye i wsp. wykazali, ze ekspresja PD-1 na
PBMC byta wyzsza u chorych z pwzw typu B w po-
rownaniu z chorymi z owzw typu B, a w tej drugiej
grupie nieznacznie wyzsza w porownaniu ze zdrowymi
dawcami krwi. Poziom ekspresji ujemnie korelowat z
liczba HBV specyficznych limfocytow CDS, ktore takze
wykazywaly wzrost ekspresji PD1 zaréwno u chorych
z pwzw typu B, jak i z owzw typu B (14).

Miedzy innymi na podstawie powyzszych badan
wysuni¢to hipoteze roli szlaku PD-1/PD-L1 w pato-
genezie zakazenia HBV, ktore jesli nastepuje droga
wertykalng lub w pierwszych miesigcach zycia, pro-
wadzi do stanu przewleklego nosicielstwa, natomiast
zakazenie osoby dorostej zwykle konczy si¢ eliminacjg
wirusa. Kliniczne objawy zakazenia pojawiajg si¢ po
10-15 tygodniach od kontaktu z wirusem. Woéwczas
dochodzi do intensywnej proliferacji limfocytéw CD8+.
W okresie rekonwalescencji limfocyty te ulegaja degra-
dacji w wyniku apoptozy. W proliferacji specyficznych
limfocytow T znamienng role odgrywa szlak PD-1/
PD-L1. Ciekawym zjawiskiem w zakazeniu HBV jest
dynamika ekspresji PD-1, ktora wydaje si¢ mie¢ klu-
czowg role w mozliwosci przewlekania zakazenia. Po
zakazeniu dochodzi do intensywnej replikacji wirusa,
ktora szczyt osigga w 4-6 tyg. od zakazenia. Szczyt
aktywnosci ALT nastepuje pdzniej, ok. 10-15 tygodni
od zakazenia. Rownolegle z nim nastepuje szczyt eks-
presji PD-1, co zapobiega niekontrolowanej proliferacji
limfocytow CD8+, chronigc watrobe przed nadmierng
cytoliza (klinicznie piorunujgcym zapaleniem watroby).
U zdrowiejacych réwnolegle ze spadkiem aktywnosci
ALT obserwuje si¢ dynamiczny spadek ekspresji PD-1.
Organizm eliminuje zakazenie, a aktywowane limfo-
cyty ulegaja apoptozie. Jezeli z nieznanych powodow
przewleka si¢ podwyzszony poziom ekspresji PD-1,
dochodzi do przewlekania si¢ zakazenia (15).

Badania szlaku PD-1-PD-L1 dotycza matych grup,
zwykle dorostych (ok. 18-180 pacjentow w badaniu),
ocenie podlega ekspresja PD-1 zwykle na limfocytach
CD8, ale takze na CD4, zaréwno u chorych z zapale-
niem ostrym, jak i przewlektym, leczonych, jak i w na-
turalnym przebiegu choroby, takze u chorych z rakiem
watroby, nie tylko we krwi obwodowej, ale rowniez
w bioptatach watroby.

Xu B 1 wsp potwierdzili, ze w ostrym zakazeniu
HBYV znamiennie ro$nie ekspresja czasteczki PD-1 na
HBV-specyficznych limfocytach CD8+, przy czym
wysoki poziom ekspresji znamiennie koreluje z nasi-
leniem apoptozy CD8+, a zablokowanie drogi PD-1/
PD-L1 przeciwciatami anty PD-L1 ocala CD8(+) przed
apoptozg (16). Udowodniono, ze wysoka ekspresja
PD-1 na HBV-specyficznych limfocytach CD8 chroni
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watrobe przed nadmiernym uszkodzeniem w okresie
ostrego zapalenia (16).

W ostatnim roku Liang i wsp opublikowali badania
oceniajace ekspresje PD-1 u pacjentow nieleczonych
w réznych fazach przewlektego zakazenia HBV(17).
Stwierdzili, ze ekspresja PD-1 nie jest istotnie wyzsza
u chorych w fazie tolerancji immunologicznej i jest
prawidtowa w fazie niskiej replikacji. Ekspresja PD-1
dodatnio korelowata z aktywnos$cia ALT u chorych w
fazie klirensu i nie korelowata z poziomem wiremii u
chorych w fazie tolerancji. Zablokowanie szlaku PD-1/
PD-L1 zwigkszyto produkcje granzymu B i perforyn u
chorych we wszystkich fazach choroby.

Liang XS ocenial stezenie limfocytow Treg oraz
poziom ekspresji PD-1 i BTLA na limfocytach CD4 u
chorych z pwzw typu B. BTLA (B and T lymphocyte
attenuator), inaczej biatko CD272 to czasteczka, ktorej
ekspresja jest indukowana na limfocytach Thl 1 Th2.
Podobnie jak PD-11CTLA4, BTLA jest koinhibitorem.
W odréznieniu od dwoch poprzednich hamuje aktyw-
no$¢ limfocytow Th poprzez receptor z grupy TNR-R,
a nie poprzez receptor z grupy B7. Badacze stwierdzili
znamienny wzrost limfocytow Treg u chorych z pwzw
typu B w porownaniu z grupg zdrowych. Nie bylo
istotnych réznic w ekspresji BTLA w tych grupach.
Poziom limfocytow Treg byt istotnie wyzszy w grupie
chorych z wiremia powyzej 10® kopii/ml w poréwna-
niu z chorymi z nizszg wiremia. Stwierdzono dodatnig
korelacj¢ miedzy poziomem Treg i ekspresja PD-1 na
limfocytach CD4 (17).

Po uzyskaniu jednoznacznych wynikéw definiu-
jacych role i znaczenie ekspresji PD-1 na limfocytach
krwi obwodowej badacze podjeli probe oceny znaczenia
szlaku PD1/PD-L1 w komoérkach wewnatrz watrobo-
wych. Xi Z 1 wsp. ocenili ekspresje PD-1 w bioptatach
watroby 32 pacjentow z pwzw typu B i 4 zdrowych
ochotnikow. Wykazano, ze ekspresja PD-1 byta znacza-
co wyzsza u chorych i znamiennie korelowata z nasi-
leniem nacieku zapalnego oraz aktywnos$cig ALT (18).
Z kolei Fisicaro 1 wsp dokonali porownania ekspresji
PD-11 CDI127 (IL7) na limfocytach CD8 uzyskanych
z krwi obwodowej i z bioptatéw watroby. Limfocyty
watrobowe wykazywaty wyzsza ekspresje PD-1 i nizsza
CD127 w poréwnaniu z limfocytami krwi obwodowe;.
Ponadto badano produkcje¢ IFNy i I[L2 przez limfocyty
inkubowane z przeciwcialami anty PD-L1. Uzyskano
znamiennie wyzszy wzrost produkcji IFNy i IL2 przez
limfocyty izolowane z bioptatdow watrobowych (19).

Poréwnania ekspresji PD-1 na limfocytach CD8+
krwi obwodowej i bioptatéw watroby dokonali takze
Shi F 1 wsp. (20). Badacze ci oceniali 20 chorych z
marsko$cig watroby, 56 z rakiem watroby porownujac
wyniki z materialem od 20 zdrowych pacjentdéw. Stwier-
dzono wzrost ekspresji PD-1 na limfocytach CD8+ u
chorych z rakiem watroby i marsko$ciag w poréwnaniu

ze zdrowymi. Limfocyty naciekajace komoérki guza
wykazywaty drastycznie zwigkszong ekspresje PD-1. In
vitro blokowano limfocyty przeciwciatami anty PD-L1
uzyskujac odwrdcenie efektu hamowania apoptozy (20).

Wyniki pierwszego badania u dzieci przedstawiono
w formie posteru na konferencji EASL 2009 (21). Bada-
cze z Londynu oceniali ekspresj¢ PD-1 na limfocytach
CD4 oraz produkcje IFNy, IL-2 i IL-10 po stymulacji
limfocytow antygenami HBc u 67 dzieci HBeAg(+) z
ALT <GGN 1 >GGN oraz w grupie dzieci HBeAg(-).
Wyzsza produkcje IFNy stwierdzono w grupie HBe-
Ag(-). Poziom ekspresji PD-1 na limfocytach CD4+
dodatnio korelowat z wiremia i ujemnie z poziomem
produkowanego INFy (21).

PODSUMOWANIE

Wszystkie ostatnio prowadzone eksperymenty jed-
noznacznie potwierdzaja wzrost ekspresji bialek PD-1
i PD-L1 na komérkach PBMC u chorych z pwzw typu
B oraz $cistg dodatnig korelacje migdzy poziomem eks-
presji a poziomem wiremii. Niejednoznaczne natomiast
sa doniesienia dotyczace korelacji pomiedzy poziomem
ekspresji a aktywnos$cig ALT. Poziom ekspresji PD-1
ujemnie koreluje z liczbg HBV specyficznych limfocy-
tow CD8&+, a ekspresja obniza si¢ symetrycznie do spad-
ku wiremii po stosowaniu lekow przeciwwirusowych.
Udowodniono takze, ze zablokowanie in vitro szlaku
PD-1/PD-L1 przeciwciatem monoklonalnym anty PD-1
przy aktywacji komorek PBMC antygenem HBc powo-
duje znamienny wzrost produkcji INFy. Zablokowanie
szlaku PD-1/PD-L1 przez przeciwciato monoklonalne
anty PD-L1 powoduje poprawe funkcji limfocytow
T, co objawia si¢ nasileniem proliferacji i produkcji
cytokin. Wydaje si¢ zatem, ze blokada szlaku PD-1/
PD-L1 moze stworzy¢ perspektywe nowych strategii
terapeutycznych poprzez poprawe funkcji ostabionych
limfocytow CD8+ i obnizenie poziomu wiremii.
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