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STRESZCZENIE

Receptor CD40 pobudzany jest przez ligand CD40L (CD154) syntetyzowany w stanie zapalnym przez NK,
monocyty i limfocyty B. Pobudzenie CD40 aktywuje w komdrkach proteiny TRAF, ktore pobudzaja rozne szlaki
enzymatyczne. Wysokie stezenie CD40L powodujac pobudzenie CD40, a w konsekwencji system STAT hamuje
ekspresje biatek niestrukturalnych NS3 i NS5A HCV oraz rdzenia E2 w zakazonych ludzkich hepatocytach.
CEL PRACY. Celem pracy byta ocena stezenia sCD40 i sCD40L w surowicy chorych zakazonych HCV oraz
zakazonych HCV/HIV-1. Wéréd badanych pacjentow okreslono wplyw genotypu HCV, wiremii HIV i HCV oraz
polimorfizmu genu rs12979860 na stezenie sCD40 i sCD40L. W grupie zakazonych HIV-1 oceniono wplyw
liczby CD3+, CD4+ i CD8+ na stgzenie sCD40 i sCD40L.

MATERIAL I METODY. Badaniami obj¢to 68 chorych zakazonych HCV (39 zakazonych HCV 129 zakazonych
HCV/HIV-1). Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych osob. Stezenie sCD40 i sCD40L okreslono w surowicy
przy uzyciu testow ELISA.

WYNIKI. Stezenie sCD40 i sCD40L wsrod zakazonych HCV i HCV/HIV-1 bylo znamiennie wyzsze w porow-
naniu do 0s6b zdrowych (25,7123,2 v. 8,5 pg/ml oraz 12,71 7,3 v. 0,79 ng/ml). Stezenie sCD40L wsrod chorych
z genotypem CC rs12979860 byto znamiennie wyzsze w poréwnaniu do chorych z genotypami nie-CC (11,8 v.
7,6 ng/ml, p<0.018).

WNIOSKI. Wsrdd pacjentow przewlekle zakazonych HCV i HCV/HIV-1 wystepuje wysokie stezenie sCD40

i sSCD40L. Wysokie stezenie sCD40L koreluje z wystepowaniem genotypu CC rs12979860.

Stowa kluczowe: sCD40, sCD40L, HCV, HIV

WSTEP

CDA40 jest przezbtonowym, proteinowym recepto-
rem typu I zaliczanym do grupy receptotorow TNF. Wy-
stepuje na licznych komérkach, w tym na limfocytach B
1 T, komédrkach plazmatycznych, monocytach, komor-
kach dendrytycznych, komoérkach okazjonalnie prezen-
tujacych antygen. Receptor ten jest pobudzany przez
ligand CD40L (CD154), syntetyzowany przez komorki
CD4+, a w stanie zapalnym przez NK, monocyty i lim-
focyty B. We krwi, szczegdlnie w okresie stanu zapalne-
go wystepuje wolny ligand sCD40L. Ligandy CD40 sa
polipeptydami nalezacym do rodziny TNF. Pobudzenie
CDA40 przez te ligandy aktywuje w komodrkach proteiny
TRAF, ktére pobudzajg szlaki enzymatyczne, takie
jak MAPK, JNK, MEKKI1, STAT (1). CD40-CD40L

odgrywa istotng role w procesach immunologicznych,
regulacji apoptozy, aktywacji odpowiedzi przeciwwi-
rusowej. W badaniach do$wiadczalnych wykazano, ze
aktywacja receptoréw CD40 pobudza reakcje zapalne
1 autoimmunologiczne (2). Limfocyty B prezentujace
receptory CD40 po ich aktywacji przez CD40L ulegaja
pobudzeniu i przeksztatceniu (3). Odgrywaja one istotng
role w aktywacji uktadu dopetiacza, indukcji immuno-
fagocytozy oraz cytotoksycznosci komorkowej zaleznej
od przeciwciat. Ponadto, silne budzenie CD40 indukuje
w limfocytach B ekspresj¢ Fas uaktywniajac procesy
apoptozy. Aktywacja makrofagow z receptorami CD40
pobudza w nich synteze i wydzielanie cytokin, takich
jak IL1,IL6, IL8 1IL1011L12, TNF-o, metaloproteinaz
macierzy oraz autokrynnych i parakrynnych czynnikow
wzrostu. W zakazeniu HCV i HIV role drugiego sygna-
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hu (koreceptora) moze petnié receptor CD40 taczacy si¢
z CD40L (3). Rau 1 wsp. wykazali, ze CD40L hamuje
ekspresje biatek niestrukturalnych NS3 i NS5A HCV
oraz rdzenia E2 w zakazonych ludzkich hepatocytach
(PHH) Huh7.5 (1)

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena stgzenia sCD40 i sCD40L
w surowicy przewlekle zakazonych HCV oraz zakazo-
nych HCV/HIV, okreslenie wptywu genotypu HCV na
stezenie badanych biatek, ocena wptywu polimorfizmu
genu rs12979860 na stezenie sCD40 1 sCD40L.

Wsrod zakazonych HCV/HIV oceniono zalezno$é
pomiedzy stezeniem sCD40 i sSCD40L a liczbg CD4+.

Ponadto okreslono zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
sCD40isCD40L a liczbg komorek CD3 +, CD4 +, CD8
+ wérdod chorych zakazonych HCV/HIV.

MATERIALY I METODY

Badaniami obj¢to 68 zakazonych HCV (29 zakazo-
nych HCV/HIV-1 i 39 z monoinfekcja HCV) w wieku
srednia 39 lat (od 19 do 70 lat), (Tab.1). Pacjenci nie byli
zakwalifikowani do terapii przeciwwirusowej zwigzanej
z zakazeniem HCV. U wszystkich chorych rozpoznano
przewlekte zapalenie watroby typu C. Zaden chory nie
miat rozpoznanej marsko$ci watroby, jak réwniez nie
obserwowano objawéw dekompensacji watroby.

Wszyscy zakazeni HIV-1 nalezeli do kategorii kli-
nicznej A i otrzymywali HAART. Okres ich leczenia
trwat od 1 do 5 lat.

Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych oséb, 6
kobiet 1 9 me¢zczyzn w wieku od 21 do 53 lat (Srednia
wieku 35 £2.7 lat).

HCV-RNA w surowicy pacjentOw oznaczano me-
todg RT-PCR ze starterami reakcji swoistymi wobec
niekodujacego 5’-koncowego obszaru genomu (5°-
UTR) wirusowego. Genotyp wirusa okreslano metoda
bezposredniego sekwencjonowania uzyskanego w re-
akcji PCR produktu.

Zakazenie HIV-1 rozpoznano na podstawie wy-
krycia we krwi przeciwciat anty-HIV-1 metodg ELISA
oraz dodatniego wyniku testu Western-blot' (Cambridge
Biotech Corporation, USA). Wiremig HIV okreslono
metodg RT-PCR przy uzyciu Cobas Amplicor HIS 1.5
(Ultra Sensitive)?. Subpopulacje i liczbe limfocytow
CD3, CD4 i CD8 okres$lono we krwi przy uzyciu cy-

1 Western-blot testing was performed in Institute of Venerology,
Medical University of Warsaw, Poland. Head: Dr Z. Seliborska.

2 Tests were performed in Molecular Diagnostics Laboratory in
Hospital of Infectious Diseases, Warsaw, Poland. Head: Dr J.
Stanczak.

tometru przeptywowego z uzyciem aparatury Becton
Dickinson2.

Oznaczenie genotypu IL-28B

Polimorfizm rs12979860 oceniano na drodze se-
kwencjonowania produktu PCR obejmujacego wyzej
wymieniony SNP. Sekwencjonowanie wykonano
metoda terminacji syntezy tancucha z zastosowaniem
gotowej mieszaniny reakcyjnej Big Dye Terminator
v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
USA). Izolacje DNA z krwi pelnej pacjentoéw oraz RNA
z osocza krwi wykonano na aparacie do automatycznej
izolacji kwaséw nukleinowych EasyMag (Biomerieux,
Francja) technikg magnetyczng wedtug protokotu pro-
ducenta z wykorzystaniem gotowych odczynnikéw tego
producenta. Przed izolacja biatka krwi zostaty strawione
na drodze inkubacji z Proteinazg K (Sigma-Aldrich).
Reakcje PCR wykonywano przy uzyciu polimerazy
DNA Taq i mieszaniny dNTPs (EURx, Gdansk), od-
wrotng transkrypcje — polimerazy 7th (Epicentre, USA).
Produkty PCR przeznaczone do sekwencjonowania
oraz produkty reakcji terminacji syntezy lancucha
oczyszczano z zastosowaniem gotowych zestawow
odczynnikow ,,Gel-Out” oraz ,,Ex-Terminator” (DNA
II Gdansk). Sekwencjonowanie DNA wykonano na
automatycznym sekwenatorze kapilarnym Genetic
Analyzer 3500 (Applied Biosystems, USA). Uzyskane
sekwencje analizowano przy uzyciu programu BLAST
(NCBI, USA).

Stezenie w surowicy sCD40 i sCD40L okreslono
metodg ELISA przy zastosowaniu testow firmy eBio-
scence, Austria.

Po uprzednim zaakceptowaniu badania przez Komi-
sje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Biatym-
stoku chorzy oraz osoby z grupy kontrolnej wyrazili
swiadomg zgode na uczestnictwo w badaniach.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Analizg statystyczng przeprowadzono uzywajac te-
stow U Manna — Whitneya oraz wspotczynnika korelacji
Spearmana. Poziom istotnosci okre§lono w przypadku
p <0.05.

WYNIKI

Stezenie sCD40 wsrod zakazonych HCV/HIV-1
oraz HCV bylo znamiennie wyzsze w poréwnaniu do
0so0b zdrowych (25,7 i 23,2 v. 8,5 pg/ml, p<0.0002
1 p<0.001). Rowniez stezenia sCD40L bylo znamien-
nie wyzsze wsrod badanych chorych w porownaniu do
grupy kontrolnej (12,7 1 7,3 v. 0,79 ng/ml, p<0.0004
1 p<0.02) (Ryc.1.). Nie stwierdzono istotnej réznicy
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stezen sCD40 i sCD40L pomiedzy chorymi zakazo-
nymi HCV (monoinfekcja) i HCV/HIV-1. Stezenia
sCD40 i sCD40L nie zalezaty od rodzaju genotypu
HCV (Tab.2).

Najnizsza wiremia HCV byta wsrod chorych
z genotypem CC w polimorfizmu rs12979860. Stwier-
dzono statystycznie znamienne réznice wiremii HCV
pomiedzy chorymi z genotypem CC, a CT (p=0.003)
i pomigdzy CC, a TT (p=0.004), (Ryc.2).

Nie stwierdzono korelacji pomi¢dzy wiremig HCV,
a stezeniem sCD40i sCD40L.

Oceniajac stezenie sCD40 i sCD40L w odniesie-
niu do polimorfizmu gendéw rs12979860, stwierdzono
statystycznie istotne wyzsze stezenie sCD40L wsrod
chorych z genotypem CC w poréwnaniu do pacjentow
z genotypem Nie-CC (Tabela3)

Wsrdd chorych zakazonych HCV/HIV-1, chorzy
z genotypem CC polimorfizmu rs12979860 mieli nizsza
wiremi¢ w poréwnaniu do pacjentow z genotypem nie-
-CC, jednak rdéznica nie byta znamiennie istotna (CC:
1906 1U/ml v. Nie-CC: 6534 IU/ml; p=0.253).

Nie stwierdzono korelacji pomigdzy warto$ciami
CD40, CD40L, a liczba CD3+, CD4+, CD8+.

DYSKUSJA

Obserwowane w badaniach wlasnych wysokie
stezenie sCD40 jak 1 sCD40L wsrod zakazonych HCV
i HCV/HIV wskazuje na prawdopodobna stymulacje
przez te wirusy syntezy badanych biatek i jest to zgodne
z obserwacjami innych autorow (4, 5). Nie stwierdzono
roznicy stezen sCD40 i sCD40L w grupach chorych
zakazonych HCV i HCV/HIV. Wynik ten wskazuje, ze
wspotzakazenie HIV-1 pacjentéw z zakazeniem HCV
nie wplywa na wyzsze stezenie sCD40 i sCD40L. Nie
stwierdzono korelacji pomigdzy wiremig HIV a sCD40
i sCD40L. Jest to odmienny wynik od obserwacji
Donhauser i wsp., ktorzy wsrod zakazonych HIV-1
obserwowali zmniejszanie si¢ stezenia sCD40L pro-
porcjonalnie do spadku wiremii HIV (6). W badaniach
wlasnych nie stwierdzono rowniez wplywu polimor-
fizmu rs12979860 na wiremi¢ HIV. Sipsas i wsp. wy-
kazali korelacje pomigdzy stezeniem sCD40L a liczba
CD4+ okreslang w przedziatach powyzej 500 komorek/
ml, pomigdzy 200/ml a 500/ml i ponizej 200/ml (5).
W badaniach wtasnych nie obserwowano korelacji
pomiedzy stezeniem sCD40 i sSCD40L a liczbg CD4+.
Réwniez w badaniach Kalayjian i wsp. wérdd zakazo-
nych HIV nie wykazano zaleznosci pomiedzy liczba
CD4+ a stezeniem sCD40L (7). Ponadto, Davidson
i wsp. wykazali, ze zakazenie HIV-1 moze pobudzac,
ale nie wplywa na poziom sCD40 i sCD40L (8).

Molleriwsp. w grupie zakazonych HCV obserwo-
wali wysokie stgzenia SCD40L. Stezenie to zmniejszato

si¢ w trakcie terapii PEG-IFN i RBV i korelowato z wi-
remig HCV (4). W badaniach wtasnych nie obserwowa-
no korelacji sSCD40L z wiremig HCV oraz HIV. Jednak
w badaniach wlasnych oceniono korelacje pomiedzy
wiremig przed leczeniem w odniesieniu do HCV oraz
w roznych okresach terapii HAART w odniesieniu do
wiremii HIV, a nie, jak wymienieni badacze przed,
w trakcie i po leczeniu. W badaniach wlasnych wiremia
HIV byta zazwyczaj bardzo mata lub niewykrywalna.
Mozliwe, ze to byt powdd braku roéznicy stezenia
sCD40L i sCD40 pomigdzy chorymi zakazonymi HCV
a pacjentami z koinfekcjag HCV/HIV.

Badania Moéller 1 wsp wykazaly zalezno$¢ pomiedzy
wysokim stezeniem sCD40L a skutecznoscia terapii
przeciwwirusowej wsrod przewlekle zakazonych HCV
(4). W badaniach wtasnych stezenie sCD40L byto
znamiennie wyzsze wsrdd chorych z genotypem CC
w porodwnaniu do chorych z genotypem nie-CC genu
rs12979860. Genotyp ten uznawany jest za predyktor
skutecznej terapii przeciwwirusowej zakazenia HCV.
W badaniach wlasnych wysokie stezenie sCD40L jest
znamiennie wyzsze wsrod chorych z genotypem CC
rs12979860, ale nie koreluje z wiremig HCV. Wynik
ten moze wskazywaé, ze synteza CD40L w okresie
pobudzenia zwigzanego z zakazeniem HCV lub HCV/
HIV-1 jest wigksza u chorych z CC rs12979860. Nie
jest to rownoznaczne z przyjeciem wysokiego stezenia
sCD40L jako wskaznika dobrej odpowiedzi na lecze-
nie zwigzane z zakazeniem HCV czy tez HIV. Wynik
ten stanowi przestanke do okreslenia polimorfizmu
rs12979860 1 oceny sCD40L i po leczeniu zakazonych
HCYV oraz przed i w trakcie terapii antyretrowirusowej
zakazonych HIV.

Zakazenie HCV wptywa na wzrost stgzenia sCD40,
ktory moze hamowaé syntez¢ endogennych interfe-
rondéw. Z drugiej strony sCD40L aktywuje receptor
CDA40, ktory pobudza system STAT, bedacy niezalezna
od IFN droga obrony przeciwwirusowej (1). Wysokie
stezenie CD40L uruchamiajace dziatanie przeciwwi-
rusowe moze prowadzi¢ do spontanicznej eliminacji
HCV (1, 9).

Obserwowana w badaniach wtasnych niska wiremia
HCV wsrod chorych z genotypem CC rs12979860 na
prawdopodobienstwo spontanicznej eliminacji HCV,
szczegolnie wsrod chorych zakazonych HCV/HIV (10).

Pobudzenie receptora CD40 ma kluczowe znacze-
nie w aktywacji procesow autoimmunizacyjnych (11).
Stwierdzone w badaniach wlasnych wysokie st¢zenia
sCD40 i sCD40L mogg thumaczy¢ czesto obserwowane
odczyny autoimmunizacyjne wsrod zakazonych prze-
wlekle HCV.
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WNIOSKI

Wsrod pacjentéw przewlekle zakazonych HCV
i HCV/HIV-1 wystgpuje wysokie stezenie sCD40
i sSCD40L. Wysokie stezenie sCD40L koreluje z wy-
stepowaniem genotypu CC rs12979860, co moze by¢
wskaznikiem skutecznej odpowiedzi przeciwwirusowej
zwigzanej z zakazeniem HCV. Stgzenie sCD40, sCD40L
nie zalezy od genotypu wirusa, wiremii HCV 1 HIV oraz
liczby limfocytow CD3+, CD4+ i CD8+.
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