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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AAC - (acute acalculous cholecystitis) - bezkamicze zapalenie pecherzyka Zdtfciowego

ALD - (alcoholic liver disease) - alkoholowa choroba watroby

ALP - (fosfatase alcalina) - fosfataza zasadowa

ALT - (alanine aminotransferase) - aminotransferaza alaninowa

antygen MA - (membrane antygen) - antygen membranowy

AST - (aspartate aminotransferase) - aminotransferaza asparaginianowa

ATP- (adenosine triphosphate) - adenozynotrifosforan

BRIC 2 - (benign reccurent intrahepatic cholestasis 2) - tagodna nawracajaca
wewngatrzwatrobowa cholestazg typu 2

BSEP - (bile salt export pump) - pompa eksportu soli z6tciowych

CMV - (Cytomegalovirus) - wirus cytomegalii

CRP - (C - reactive protein) - biatko C - reaktywne

Ctdsp2 - (Carboxy - terminal domain RNA polymerase Il polypeptide A small phosphatase 2)

- koncowa weglowa RNA domena polimerazy Il dla polipeptydu A matej fosfatazy 2

CAEBY - (chronic active EBV) - przewlekte aktywne zakazenie EBV

DCA - (deoxycholic acid) - kwas deoksycholowy

DILI - (drug induced liver injury) - polekowe uszkodzenie watroby

DIF - (differention - inducing factor) - inicjujacy czynnik réznicujgcy

EA- (early antygen) - antygen wczesny

EBER - (EBV Encoded small RNA) - kodowane przez mate RNA

EBNA- (EBV nuclear antygen) - antygen jadrowy EBV

EBV - (Epstein - Barr virus) - wirus EBV

ER - (endoplasmatic retikulum) - retikulum endoplazmatyczne

FGF - (Fibroblast growth factors) - czynnik wzrostu fibroblastéw

FHF - (Fulinant Hepatic Failure) - piorunujgce zapalenie watroby

FXR - (farnesoid receptor X) - farnezoidowy receptor X

GGTP - (Gamma - glutamyl transpeptidase) - gamma - glutamylotranspeptydaza

HBV - (hepatitis B virus) - wirus zapalenia watroby typu B

HCC - (hepatocellular carcinoma) - rak watrobowokomorkowy

HCV - (hepatitis C virus) - wirus zapalenia watroby typu C



HIV - (human immunodeficienmcy virus) - ludzki wirus upo$ledzenia odpornosci

ICAM - 1 - (intercellular adhesion molecule - 1) - miedzykomdrkowa czgstka adhezyjna

ICP - (intrahepatic cholestasis of pregnancy) - wewngtrzwatrobowa cholestaza

IL-1 - (interleukin - 1) - interleukina - 1

IL - 6 - (interleukin - 6) - interleukiona - 6

IL- 12 - (interleukin - 12) - interleukina - 12

INR - (international normalized ratio) - miedzynarodowy standardowy wskaznik

KSHV - (Kaposi’s Sarcoma - Herpesvirus) - miesak Kaposiego - herpeswirus

LDH - (/actate dehydrogenas) - dehydrogenaza mleczanowa

LPS - (lipopolysaccharides) - lipopolisacharydy

LMP- (latent membrane protein) - latentne biatko btonowe

MELD - (Model of End - Stage Liver Diseas) - model schytkowej niewydolnosci watroby

MHYV - 68 - (Murine gammaherpesviru s- 68) - Mysi gammaherpeswirus - 68

MRp2 - (multidrug resistance protein 2) - biatko oporonosci wielolekowej 2

NAFLD - (nonalcoholic fatty liver disease) - niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby

NTCP - (Sodium - taurocholate cotransporting polypeptide) - polipeptyd kotransportujgcy
traucholan sodu

PBC - (primary biliary cirrhosis) - pierwotna marskos¢ zétciowa

PCBP2 - (poly(rC) - binding protein) — komérkowe biatko wigzgce poly(rC)

PFIC 2 - (progressive familial intrahepatic cholestasis) - postepujaca rodzinna

cholestaza wewnatrzwatrobowa

PPAR - (peroxisome proliferator - activated receptor) - receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomow

SNP - (Single - Nucleotide Polymorphism) - polimorfizm pojedynczeg nukleotydu

STAT - (signals tranducers and activator of transcription) - przekazniki sygnatéw i aktywatory
transkrypcji

S100A7 - (S100 calcium - binding protein A7) - S100 wapn - wigzanie biatka A7

TNF-a - (tumor necrosis factor - a) - czynnik martwicy nowotworu - a

TNREF - (tumor necrosis factor receptor) - receptor czynnika martwicy nowotworu

UDPG - (UDP - glucuronyltransferase) - UDP - glutamylotransferaz



I. WPROWADZENIE

Watroba jest najwiekszym narzadem jamy brzusznej, stanowi 3 - 5% catkowitej masy ciata.
Uczestniczy w wiekszosci szlakdw metabolicznych, spetnia wiele  ztozonych funkgcji
wydzielniczych i jest gtéwnym Zrédiem wiekszosci biatek osocza, lipoprotein
i weglowodandw. Podstawowag funkcjg zewnatrzwydzielniczg watroby jest wydzielanie zétci.
W 60% za produkcje zétci odpowiadajg hepatocyty. Komérki nabtonkowe drég zétciowych
(cholangiocyty) stanowigce 3 - 5% populacji komdrek watroby, wydzielajg pozostate 40%
objetosci z6fci. Zaburzenia produkcji z6tci, w ktorej uczestnicza hepatocyty i cholangiocyty
oraz utrudnienia w przeptywie zdtci prowadza do rozwoju cholestaz. Utrzymujgca sie
cholestaza ma negatywny wptyw na wiele procesdow, w tym na wchtanianie jelitowe czy
krazenie watrobowo - jelitowe kwasdow zdétciowych, wtdrnie przyczyniajac sie do uszkodzenia
hepatocytow.

W rutynowe] diagnostyce hepatologicznej jest wiele testéw oceniajgcych funkcje watroby.
Badania laboratoryjne bedgce istotnym elementem oceny wydolnosci watroby w zakresie
syntezy biatkowej to INR (ang. International normalized ratio) i stezenie albumin. Zwiekszona
aktywnos¢ aminotransaminazy alaninowej i asparaginianowej (ALT, AST), fosfatazy zasadowej
(ALP) i gamma - glutamylotranspeptydazy (GGTP) $Swiadczy jedynie o zajeciu procesem
chorobowym hepatocytéw czy cholangiocytow [1], ale w niektorych przypadkach
zréznicowanie choroby cholestatycznej od migzszowego uszkodzenia watroby na podstawie
oznaczen w/w. enzymdw moze by¢ utrudnione.

Cholestaza moze towarzyszy¢ duzej aktywnosci choroby migzszowej watroby czy
zaawansowanemu wtdknieniu. Z drugiej strony choroby cholestatyczne poprzez wtérne
uszkodzenie hepatocytow mogg przyczyniaé sie do wzrostu aktywnosci enzymoéw
watrobowych. Zwiekszone stezenie bilirubiny wynika z uposledzonego jej sprzegania
z kwasem glukuronowym, uposledzenia wydalania komdérkowego, jak rowniez niedroznosci
drég zdéfciowych. Dla procesédw cholestatycznych istotna jest ocena zwtaszcza jej frakcji
zwigzanej, czyli sprzezonej. W diagnostyce cholestazy wykorzystuje sie ponadto ocene
aktywnosci ALP, GGTP i stezenie kwaséw zdtciowych. Fosfataza zasadowa w watrobie znajduje
sie na powierzchni btony kanalikowej hepatocyta. Poza watrobg wystepuje takze w jelitach,
nerkach i ko$ciach, co determinuje jej statystycznie wyzszg aktywnos¢ u dzieci i mtodziezy.

Wynika to ze zwiekszonego metabolizmu kostnego w okresie wzrostu koséca. GGTP jest



enzymem, ktérego aktywnos¢ u noworodkdéw i niemowlat jest 5-7 - krotnie wyzsza niz u oséb
dorostych. W watrobie enzym ten znajduje sie w btonie kanalikowej, mikrosomach

hepatocytow oraz w btonie komorek nabtonkowych drog zétciowych.

Srédbtonek
O
Albumina ALT
. ALP . AST

10 <— Bilirubina
Czynniki e
krzepniecia GGTP

1,11, V, VII, X #2. mAST
@ LDH

<y =V

Hepatocyt

/

mAST - mitochondrialny AST, ALP - fosfataza zasadowa, LDH - dehydrogenaza mleczanowa

Rycina 1. Schematyczna prezentacja lokalizacji enzyméw wskaznikowych i watrobowych

biatek w obrebie hepatocyta [1].

Wydalanie kwasow zétciowych jest uzaleznione od sprawnie dziatajgcego uktadu watrobowo-
z6tciowego. Produkty drobnoustrojéw, takie jak endotoksyna czy lipopolisacharyd (LPS, ang.
lipopolysaccharides) czy stymulujg bezposrednio hepatocyty oraz komarki Kupffera do sekrecji
cytokin, ktére hamujg ekspresje gendw transporteréw kanalikéw zétciowych zwtaszcza NTCP
(ang. Sodium - Taurocholate Cotransporting Polypeptide) i BSEP (ABCB11, ang. Bile Salt Export
Pump). Do grupy cytokin zaangazowanych w w/w. procesy zalicza sie m.in. TNF - a (ang. Tumor
Necrosis Factor - a) i IL - 6 [2, 3, 4, 5]. Transport kwaséw zdtciowych z hepatocyta do
pecherzyka zétciowego odbywa sie wbrew gradientowi stezen, gdyz ich stezenie w z6tci jest
1000 razy wieksze. Gtéwnym biatkiem uczestniczagcym w tym procesie jest transporter BSEP.
Pompa eksportujgca kwasy zétciowe ma aktywnos$CATP - azy i ulega ekspresji prawie wytgcznie

w watrobie [6]. Obnizenie jej aktywnosci moze przyczyniac sie do rozwoju cholestazy. Niektére



mutacje w genie ABCB11 odpowiedzialne za niedobdr biatka transportowego BSEP sg Scisle

zwigzane z okre$long formg cholestazy.
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Rycina 2. Transport kwaséw zétciowych do kanalika zétciowego [6].

Cholestaza w przebiegu zakazen czesSciej wystepuje u dzieci niz u dorostych. U dorostych
tagodne infekcje bakteryjne zazwyczaj nie wywotujg cholestazy, natomiast w przypadku
zakazen o ciezkim przebiegu ryzyko jej wystgpienia siega 0,6 - 54%. U noworodkéw
i niemowlat ryzyko wystgpienia zéttaczki spowodowanej ciezkg infekcja wynosi 20 - 60%.
Znacznie rzadziej cholestaza jest powiktaniem infekcji wirusowej, grzybiczej lub inwazji
pierwotniakowej [7, 8]. Pierwsza reakcja watroby na stan zapalny jest aktywacja komérek
Browicza - Kupffera, ktore stanowig 70% catej populacji makrofagéw. Oprdcz endotoksyn
bakteryjnych, bakterii i wiruséw usuwajg takze mediatory zapalne pochodzace z jelit lub
innych narzgddw, ograniczajgc rozprzestrzenianie sie stanu zapalnego. Ich aktywacja prowadzi
rowniez do sekrecji cytokin prozapalnych tj.: TNF - a, IL- 1, IL - 6, IL - 12, tlenku azotu, czy
wolnych rodnikéw. Odpowiedz zapalna wptywa réwniez na ekspresje i funkcje kluczowych
transporteréw watrobowo - zétciowych. [4]. Interakcje miedzy komdrkami srédbtonka naczyn
zatokowych, hepatocytami i komodrkami Browicza - Kupffera modyfikujg wtasciwosci
srédbtonka, stymulujgc jego dziatanie prozapalne i prozakrzepowe. Zwiekszenie ekspresji
integryn na powierzchni naptywajgcych do watroby pod wptywem TNF - a granulocytéw
sprzyja ich adhezji do komorek srédbtonka, przenikaniu do migzszu watroby i nasilaniu

procesow proteolitycznych prowadzgcych do uszkodzenia jej migzszu [9, 10].



1. WIRUS EPSTEINA - BARR

1.1. Budowa genomu EBV

Wirus Epsteina - Barr jest wirusem DNA, nalezgcym do rodziny Herpesviridae. Kapsyd ma
rozmiary 100 - 110 nm, zbudowany jest ze 162 kapsomerdw i otacza materiat genetyczny
wirusa, ktorym jest dwuniciowe DNA o strukturze liniowej. Wielkos$¢ wirionu dzieki ostonce
zyskuje ksztatt zblizony do kuli o rozmiarze 120 - 200 nm. Kapsyd otoczony jest tegumentem

(warstwa biatkowa) i ostonka sktadajgca sie z podwdjnej warstwy lipidowej z glikoproteinami.

Glikoproteina

\ T Kapsyd
\\\\-)I// /
\ ':‘\\
Tegument—»2 £ ! B
Ol \\\\\»
Ostonka

Podwajna ni¢ DNA

Rycina 3. Schemat budowy wirusa EBV [11].

Genom wirusa Epsteina - Barr to podwdjna ni¢ DNA (dsDNA) o strukturze liniowej, sktadajgca
sie z okoto 172 tysiecy par zasad. DNA EBV moze przybieraé¢ dwie postaci: liniowg (podczas
fazy litycznej infekcji) lub episomalng (posta¢ kolista w stanach latencji). Réznice w zakresie
struktury obejmujace gen kodujacy antygen jadrowy ( EBNA - 1; EBV Nuclear Antygen - 1)
definiujg podziat na dwa typy wirusa [12, 13, 14]. Typ A wystepuje na Swiecie zdecydowanie
czesciej, przy czym w Europie Zachodniej wywotuje 90% zachorowan. Typ B dominuje
w regionie Afryki rownikowej, charakteryzuje sie rowniez mniejszg zdolnoscig do transformacji
limfocytéw B. Prawdopodobnie typ A skuteczniej wywotuje immortalizacje limfocytéw B, ale

dotychczas nie udowodniono, by ktérys z tych typdw byt bardziej onkogenny [12, 13].
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1.2. Inicjacja zakazenia EBV

Zakazenie pierwotne zaczyna sie w jamie nosowo - gardtowej. Wnikanie EBV do limfocytow B
odbywa sie przy wspoétudziale receptora CD 21, poprzez potaczenie sie z biatkami ostonki:
gp350i gp220. Rzadziej wirus zakaza limfocyty T badz komérki NK (ang. Natural Killer). Poprzez
reorganizacje cytoszkieletu komorki umozliwiajg wnikanie wirusa z pominieciem endocytozy
[13, 14, 15]. W przebiegu zakazenia EBV zwiekszone wydzielanie IL - 6, TNF - ac czy IL - 1 jest
wynikiem zwiekszonej aktywnosci limfocytow CD8+, bedacej nastepstwem swoistej
odpowiedzi komérkowej. Z kolei zwiekszona aktywnos¢ cytokin stymuluje indukcje sekreciji
czgstek adhezyjnych. Uwaza sie, ze ta zwiekszona aktywnos¢ cytotoksycznych limfocytéw CD
8+ odpowiada za nasilenie wiekszosci objawdw mononukleozy zakaznej [15]. W zwigzku z tym
mozna przypuszczac, ze stezenie w/w. cytokin wykazuje zalezno$¢ ze stopniem uszkodzenia

hepatocytow czy leukocytoza.

1.3. Cykl zyciowy EBV

W przebiegu zakazenia pierwotnego moze dojs¢ do szybkiej replikacji wirionéw potomnych
i ich uwolnienia w przebiegu cyklu litycznego wirusa, co skutkuje Smiercig zakazonej komarki.
Wirus moze tez przejs¢ w cykl latentny i w postaci utajonej bytowaé w limfocytach B, replikujgc

sie wraz z materiatem genetycznym gospodarza.

Y - Komérki epithelium P
\ X o 3%, )
° zainfekowane komorkiB %
\ ?
o Proliferacia

7
7 _‘ Reakrywaca
X - -0,
v

Faza hityezna Faza latentna

Rycina 4. Cykl zyciowy wirusa EBV u pacjentow immunokompetentnych [16].
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Cykl latencji dotyczy bezobjawowej lub bardzo tagodnie przebiegajgcej infekcji, w trakcie
ktorej zajete limfocyty B ulegajg immortalizacji [13,17,18]. W tej fazie genom wirusa
przyjmuje forme kolistg, pozachromosomalnego episomu. Cykl lityczny trwa znacznie dtuzej
podczas ostrej infekcji pierwotnej, ale moze wynikac réwniez z reaktywacji wirusa.

Materiat genetyczny wirusa podczas cyklu litycznego przybiera postac liniowg. Ekspresja
dotyczy tych gendw, ktorych biatka uczestniczg w replikacji wirusowego DNA, tworzeniu
kapsydu oraz umozliwiajg rozprzestrzenianie zakazenia. Sg to m.in. geny tzw. antygenéw
wczesnych EA (ang. Early Antygen), antygendw MA (ang. Membrane Antygen) i biatek kapsydu
VCA (ang. Viral Capsid Antigen Complex). Te biatka stymulujg odpowiedZz humoralng

organizmu, co ma znaczenie dla diagnostyki serologicznej zakazenia EBV [13].
1.4. Przebieg kliniczny zakazenia EBV

Obecnos¢ markeréw zakazenia wirusem Epsteina - Barr dotyczy ponad 95% dorostych,
natomiast w krajach rozwinietych u okoto 50% dzieci do 5 roku zycia stwierdza sie obecnos¢
przeciwciat swiadczacych o tym zakazeniu [19, 20]. Zakazenie pierwotne EBV u dzieci jest
zwykle bezobjawowe. Infekcja u mtodziezy i dorostych moze prowadzi¢ do rozwoju
mononukleozy zakainej, przebiegajgcej najczesciej z triadg objawdw: gorgczka,
limfadenopatia szyjng i zapaleniem gardta. tagodne zwiekszenie aktywnos$ci aminotransferaz
(do okoto 3 x powyzej gornej granicy normy - GGN) obserwuje sie u okoto 90% pacjentéw
zakazonych EBV i w gtdwnej mierze ma ono charakter asymptomatyczny [21 - 26]. Aktywnos¢
aminotransferaz przekraczajaca 10 - krotnie GGN wystepuje zdecydowanie rzadziej i wymaga
rozszerzenia diagnostyki hepatologicznej [24, 25, 26]. Systematyczne zwiekszanie aktywnosci
ALT i AST najczesciej obserwuje sie w trakcie drugiego tygodnia choroby, natomiast
normalizacje w kolejnych 2 - 6 tygodniach [26]. Kofteridis i wsp. obserwowali zwiekszanie
aktywnosci enzymoéw watrobowych juz w pierwszym tygodniu choroby, z maksymalng
aktywnosciag w drugim tygodniu i tendencjg do normalizacji od trzeciego tygodnia [24].
Splenomegalia i hepatomegalia sg czestym odchyleniem i dotyczg odpowiednio okoto 25
i 12% dzieci [27]. U os6b immunokompetentnych przebieg ostrej infekcji EBV jest najczesciej
bezobjawowy. EBV w formie latentnej pozostaje w limfocytach B i moze przyczyniac sie do
wystepowania nawracajgcych objawow klinicznych wynikajgcych z okresowej reaktywacji

zakazenia. Przewlekte aktywne zakazenie EBV (CAEBV; ang. Chronic Active EBV) jest
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przyktadem przewlektej mononukleozopodobnej infekcji z obecnoscia wysokiego miana
przeciwciat przeciwko antygenom EBV, ktdre sugerujg aktywng replikacje. Charakteryzuje sie
charakteryzuje sie nawracajacg goraczky, limfadenopatia, hepatosplenomegalia oraz
zwiekszeniem aktywnosci aminotransferaz. Ta postac kliniczna przewlektego zakazenia EBV
byta pierwotnie opisywana u dzieci, jednak w ostatnich latach wraz z rozwojem metod
diagnostycznych coraz czesciej jest raportowana takze u dorostych [28].

Mechanizm rozwoju zapalenia watroby indukowanego zakazeniem EBV nie jest jasny. Wirus
nie dziata bezposrednio na komdrki watroby czy epithelium drdg zdétciowych. Badania
dowodzg, ze za uszkodzenie komdrek watroby odpowiedzialne sg cytokiny prozapalne takich
jak interferon gamma czy TNF - a [29, 30], za ktérych sekrecje odpowiedzialne sg limfocyty
T CD 8+.

Ciezkie cholestatyczne zapalenie watroby charakteryzujgce sie zwiekszeniem aktywnosci ALP,
GGTP czy hiperbilirubinemia jest rzadko spotykane w przebiegu ostrej fazy zakazenia EBV
i dotyczy okoto 5 - 6,6% pacjentéw [22, 24, 25, 26, 30]. Klinicznie jawne zazdétcenie powtok
skdérnych moze byé zwigzane nie tylko z cholestazg, ale takze z niedokrwistoscig hemolityczng,
bedaca nastepstwem zakazenia wirusem Epsteina - Barr [22, 26]. Niezmiernie rzadko
w przebiegu zakazenia EBV obserwuje sie niewydolno$é¢ watroby czy zapalenie trzustki
wiktajace cholestatyczne zapalenie watroby [23, 30, 31, 32]. Niezwykle rzadkie jest takze
piorunujgce zapalenie watroby (FHF: ang. Fulinant Hepatic Failure). Dotyczy ono gtéwnie
pacjentéw z niedoborami odpornosci, np. zakazonych HIV, po przeszczepach narzadéw, czy
pacjentéw z zespotem limfoproliferacyjnym sprzezonym z chromosomem X (zesp6t Duncana)
[25, 26, 33, 34]. Ostre bezkamicze zapalenie pecherzyka zoétciowego (AAC; ang. Acute
Acalculous Cholecystitis) jest zdefiniowane jako zapalenie pecherzyka zdétciowego bez
obecnosci ztogdw. U pacjentédw pediatrycznych stanowi ono 50 - 70% wszystkich przypadkow
ostrego zapalenia pecherzyka zotciowego. [22, 30, 35 - 38]. W patogenezie indukowanego
zakazeniem EBV bezkamiczego zapalenia pecherzyka zétciowego w populacji pediatrycznej
nalezy uwzglednié takze zesp6t Gilberta. Wystepuje on u 11 - 16% osobnikow rasy kaukaskiej.
Jest dziedziczng i tagodna hiperbilirubinemia spowodowang mutacjg w genie UGT1Al
kodujagcym enzym UDP - glukuronylotransferaze (UDPG) [19, 22, 32, 39]. W okoto 40%
przypadkéw choroba spowodowana jest mutacjg polegajacg na insercji dwunukleotydu TA
w regionie promotorowym genu UGT1A1l. Mutacja prowadzi do uposledzenia sprzegania

bilirubiny w hepatocytach.
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1.5. Diagnostyka zakazenia EBV

W populacji pediatrycznej zakazenie wirusem Epsteina - Barr ma bardzo szeroka
symptomatologie. Od najczesciej obserwowanego przebiegu bezobjawowego do rzadko
stwierdzanej ostrej niewydolnosci watroby przebiegajacej z ciezkg cholestazg. Dlatego tak
istotna jest znajomos$¢é mozliwych powikfan hepatologicznych towarzyszacych zakazeniu EBV,
ktére w nielicznych przypadkach mogg by¢ stanem zagrazajgcym zdrowiu i zyciu dziecka.
Objawy kliniczne podobne do objawdéw mononukleozy zakaznej mogg by¢ wywotane przez
szereg innych patogendw, np. wirus CMV, HIV, Toxoplasma gondii. W zwigzku z powyzszym
rozpoznanie mononukleozy zakaznej o etiologii EBV powinno byc¢ oparte nie tylko na obrazie
klinicznym, ale roéwniez na badaniach laboratoryjnych iserologicznych. Przeciwciata
heterofilne u dzieci miedzy 2 a 5 rokiem zycia s obecne jedynie u 50%, w grupie ponizej 2 roku
zycia jedynie u 10 - 30% [40]. Te nieswoiste przeciwciata syntetyzowane sagw poczatkowej fazie
zakazenia. W przebiegu swoistej odpowiedzi humoralnej produkowane sg przeciwciata
skierowane przeciwko wszystkim antygenom wirusa. W diagnostyce laboratoryjnej najwieksze
znaczenia majg przeciwciata przeciwko antygenowi kapsydu (VCA), antygenowi wczesnemu
(EA) oraz antygenowi jadrowemu (EBNA) [15].Wykorzystanie przeciwciat przeciwko swoistym
antygenom biatkowym w diagnostyce zakazenia EBV jest mozliwe z uwagi na
charakterystyczne zaleznosci czasowe. Ostrg faze mononukleozy zakaznej mozna rozpoznaé w
przypadku stwierdzenia obecnosci przeciwciat IgM przeciwko antygenowi kapsydowemu VCA
oraz antygenowi wczesnemu. W wiekszosci przypadkéow wykrycie obecnosci przeciwciat
przeciwko VCA w klasie IgM testem jakosSciowym jest wystarczajgce do prawidtowego
zdiagnozowania pierwotnego zakazenia EBV [40]. Nalezy jednak pamieta¢, ze w przypadkach
w ktorych obserwujemy niedobory funkcjonalne limfocytédw, oparcie diagnostyki jedynie na
badaniach serologicznych jest niewystarczajgce. U immunoniekompetentnych pacjentow
ocena wysokosci wiremii EBV DNA w diagnozowaniu oraz monitorowaniu nowotworéow
i choréb limfoproliferacyjnych indukowanych zakazeniem EBV jest juz dobrze

udokumentowana i wykorzystywana jako czynnik prognostyczny [19, 41, 42, 43].
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Rycina 5. Odpowiedz serologiczna w zakazeniu EBV [16].

Wsréd pacjentéw immunokompetentnych ocena wiremii EBV DNA zwtaszcza w przypadku
infekcji pierwotnej nie jest z reguty wykonywana. Z uwagi jednak na duzy odsetek fatszywie
dodatnich wynikow badan serologicznych w grupie najmtodszych dzieci badania molekularne
mogg sta¢ sie istotnym elementem w diagnostyce rdznicowej. Potwierdzeniem
diagnostycznego znaczenia PCR DNA EBV s3 badania opisujace zalezno$¢ pomiedzy
wysokoscig wiremii a koniecznoscig hospitalizacji czy dtugoscig utrzymywania sie objawoéw

[44 - 47].

2. CYTOKINY | CZASTKI ADHEZYJNE

2.1. Czagstka adhezyjna s - ICAM - 1

Zakazenia wirusowe, m.in. wirusem Epsteina - Barr mogg by¢ jednym z czynnikdéw
przyczyniajacych sie do uszkodzenia endothelium i wzrostu adhezji leukocytéw. Proces adhezji
zaréwno leukocytow jak i monocytéw jest zwigzany z obecnoscig czastek adhezyjnych t;.
ICAM - 1 (ang. intercellular adhesion molecule - 1) i VCAM - 1 (ang. vascular cel adhesion
molecule - 1) [48]. Czgstka ICAM - 1 nalezy do nadrodziny immunoglobulin. Wystepuje na
powierzchni komoérek srddbtonka, limfocytow B i T, monocytow i fibroblastow. Jest
regulatorem oddziatywan miedzykomdrkowych, w szczegélnosci adhezji leukocytéw do
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Srodbtonka i ich diapedezy przez jego bariere [49, 50]. Zbudowana jest z pieciu domen
immunoglobulinopodobnych, ktérych ligandem jest integryna 2. Wykazano, ze rozpuszczalna
w surowicy posta¢ ICAM (s - ICAM, ang. solouble - ICAM) moze stanowi¢ wazny czynnik
prognostyczny w przebiegu choréb nowotworowych. Potwierdzono znaczenie s - ICAM - 1
jako czynnika prognostycznego m.in. w raku pierwotnym watroby czy chtoniaku Hodgkina [51,
52, 53, 54]. Indukcja sekrecji ICAM - 1 i zwiekszenie stezenia jego formy rozpuszczalnej
w surowicy jest wynikiem dziatania mediatorow stanu zapalnego, np. TNF - a, IL - 1,
interferonuy oraz lipopolisacharydu bakteryjnego (LPS) uwalnianych z aktywowanych stanem
zapalnym komérek Kupffera oraz uszkodzonych hepatocytéw [55, 56, 57, 58]. W przebiegu
cholestazy zewnatrzwatrobowej udokumentowano zalezno$¢ miedzy wzrostem stezenia

bilirubiny i kwaséw zéfciowych a zwiekszong sekrecjg czastki adhezyjnej ICAM - 1 [58].

2.2. Czynnik martwicy nowotworu

Czynnik martwicy nowotworu a (TNF - a), okreslany réwniez jako kachektyna, czy tez inicjujacy
czynnik réznicujacy (DIF, ang. Differention - Inducing Factor) jest prozapalng wielofunkcyjna
cytoking, wytwarzang gtéwnie przez monocyty, makrofagi, limfocyty T, komodrki tuczne.
Istniejg dwie formy tej prozapalnej cytokiny. Pierwsza jest formg bfonowg o masie
czgsteczkowej 26 kDa, druga to forma sekrecyjna o masie 17 kDa. Gen kodujgcy TNF - a jest
zlokalizowany w segmencie 6p23 - 612 na chromosomie 6. TNF - o wptywa na komorki
efektorowe poprzez biatka receptorowe tj p53 i p75. Receptor p53 (CD120 - a, TNRF1, ang.
Tumor Necrosis Factor Receptor 1) odpowiada za cytotoksyczno$¢ czynnikow martwicy
nowotworu, jest typowy dla komodrek zawierajgcych jagdro komoérkowe, ma podobne
powinowactwo do formy sekrecyjnej i blonowej TNF - a. Receptor p75 (CD - 120 - B, TNFR2,
ang. Tumor Necrosis Factor Receptor 2) odpowiada za stymulacje limfocytéw T, obecny jest
na fibroblastach, komaérkach srédbtonka, limfocytach i makrofagach, wykazuje powinowactwo
do formy btonowej czynnika martwicy nowotworu [59, 60]. Istotny jest wptyw TNF - a na
regulacje immunologiczng, bedacy wynikiem utrzymywania réwnowagi pomiedzy funkcja
prozapalng i przeciwzapalng. Wptyw na komérki uktadu odpornosciowego wynika zaréwno
z bezposredniego dziatania, jak rowniez jest efektem synergii z takimi cytokinami jak IL - 6 czy
IL - 1. Nasilenie reakcji zapalnej i stymulacja produkcji biatek ostrej fazy w watrobie przez

czynnik martwicy nowotwordéw a wynika z pobudzenia chemotaks;ji i fagocytozy makrofagéw,

16



monocytédw i neutrofildw i zwiekszenia ich przylegania do komérek srédbtonka poprzez
zwiekszenie sekrecji czastki adhezyjnej ICAM - 1 [61, 62]. Produkcja biatek ostrej fazy
w watrobie, m.in. CRP pod wptywem TNF a pozwala wykorzystywaé osoczowe stezenia CRP

do monitorowana reakcji zapalnej zaleznej od TNF - a.

2.3. Interleukina 6

Interleukina 6 jest glikozylowanym polipeptydem o ciezarze czgsteczkowym 21 - 28 kDa,
zbudowanym z 4 helis potgczonych petlami. Gen kodujgcy IL - 6 znajduje sie na chromosomie
7 i zawiera 5 segmentéw kodujgcych (eksondw) [63]. Jest cytoking o plejotropowym dziataniu,
ktorej wytwarzanie indukuje wiele czynnikdw, tj. IL- 1, TNF - a, interferony, wirusy i bakteryjne
lipopolisacharydy [64]. Oddziatuje na komérki poprzez receptory zbudowane z rdznych
taricuchéw a oraz wspdlnego tancucha B. tancuch a wigze swoiscie cytokine, natomiast
taiicuch B przekazuje sygnat aktywacyjny do wnetrza komérki. IL - 6 oddziatywuje na komorki
hematopoetyczne, neuronalne, hepatocyty i komérki nabtonka drég zétciowych [65]. Jest
gtéwnym czynnikiem inicjujgcym synteze biatek ostrej fazy, ktérych zdecydowana wiekszos¢
wytwarzana jest w watrobie. IL - 6 w hepatocytach za posrednictwem biatka STAT3 (ang.
Signals Tranducers and Activator of Transcription 3) indukuje transkrypcje genu kodujgcego
hepcydyne, ktéra hamuje uwalnianie zelaza z makrofagéw i fagocytéw tym samym wptywajgc
rowniez na metabolizm zelaza. Wptywa takze na migracje i przezycie leukocytéw w tkankach,
ograniczajgc wydzielanie cytokin prozapalnych. Stymuluje naptyw limfocytéw T do zajetych
procesem zapalnym tkanek, promujac jednoczes$nie aktywacje chemokin odpowiedzialnych za

ich adhezje [63, 66, 67].

3. MiRNA

3.1. Budowa i funkcje

MiRNA to grupa matych niekodujacych, endogennych, jednoniciowych RNA o dtugosci od 20
do 22 nukleotyddw, ktére biorg udziat w regulacji ekspresji genéw na poziomie
potranskrypcyjnym [68, 69]. Geny kodujgce prekursory miRNA s3 zlokalizowane na wszystkich
chromosomach, ale ich rozmieszczenie nie jest rdGwnomierne, np. u cztowieka az 28%

zidentyfikowanych genéw miRNA znajduje sie jedynie na czterech chromosomach: 1, 19, 10
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i 2 [70, 71]. MIiRNA i ich geny docelowe wspdlnie kontrolujg procesy zyciowe, poniewaz
uczestniczg w ztozonych sieciach regulacyjnych i kontrolujg ekspresje gendw we wszystkich
procesach biologicznych, w tym w rozwoju komdrek, odpowiedzi immunologicznej i Smierci
komodrek. Cechg charakterystyczng miRNA jest ich swoisto$¢ wobec danej tkanki, komorki. Sg
obecne w rdoznych ptynach ustrojowych takich jak: osocze, mocz, $lina, tzy, mleko. Tym samym
mikroRNA moga by¢ wykorzystane jako biomarkery uszkodzenia narzgdéw np. miRNA - 208
jako wskaznik uszkodzenia kardiomiocytéw, czy miRNA - 122 jako czynnik prognostyczny
uszkodzenia watroby [68]. Dotychczas zidentyfikowano ponad 2500 ludzkich, dojrzatych
miRNA. Wiekszos¢ wiruséw RNA oraz Poxivirusy zaliczane do DNA - wiruséw replikujg
w obrebie cytoplazmy. Uwaza sie, ze te grupy wiruséw nie kodujg wirusowego miRNA,
poniewaz wnikniecie materiatu RNA wirusa do jgdra spowodowatoby rozszczepienie
i zniszczenie genomu wirusowego RNA. Panuje poglad, ze wirusy z szybkim litycznym cyklem
replikacji s3 w mniejszym stopniu zdolne do kodowania miRNAs. Zdolnos¢ takiej syntezy jest
najprawdopodobniej zarezerwowana gtéwnie dla wirusow DNA z jadrowym cyklem replikacji
i ze zdolnosciag do pozostawanie w fazie latencji oraz mozliwoscig indukcji zakazenia
przewlektego. Takie cechy sg charakterystyczne dla herpeswiruséw. Do wiruséw z rodziny
Herpesviridae kodujgcych miRNAs zalicza sie wirusy: cytomegalii (CMV), Epsteina - Barr (EBV),
Kaposi’s Sarcoma - Herpesvirus (KSHV), Murine gammaherpesvirus - 68 (MHV - 68) [70].
Udowodniono nadekspresje komdrkowg miRNA w obwodowych limfocytach B w przebiegu
latentnej fazy zakazenia EBV. Dwa z nich: miR - 155 i miR - 21 jako potencjalnie onkogenne

moga ttumaczy¢ wptyw wirusa Epsteina - Barr na proces kancerogenezy [72].

3.2. Ekspresja miRNA w patogenezie chordb watroby

Gtéwna funkcjg miRNA jest posttranskrypcyjna regulacja ekspresji gendw poprzez degradacje
mMRNA lub hamowanie translacji. W rzeczywistosci wiele z nich dziata jako supresor onkogenu
lub nowotworu. Te struktury molekularne uczestnicza w wielu procesach fizjologicznych
i patologicznych komarki, jak réwniez w aktywacji odpowiedziimmunologicznej, ktérej miRNA
sg istotnym elementem. Wirusy mogg nasila¢ lub zmniejsza¢ ekspresje miRNA, celem
unikniecia eliminacji. Przyktadem jest zakazenie HCV, ktore powoduje wzrost produkcji IFN
typu | w hepatocytach, co przyczynia sie zwiekszenia ekspresji miR - 196, miR - 296, miR - 351,

miR - 432 oraz miR - 448, ktére bezposrednio wigzg RNA wirusa i hamuja jego replikacje.
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Z kolei zwiekszenie ekspresji miRNA - 122 poprzez integracje z 5’UTR genomu wirusa
przyczynia sie do zwiekszenia wiremii [73, 74, 75]. Nieprawidtowa ekspresja miRNA w tkance
watrobowej ma wplyw na patogeneze chordb watroby, raka watrobowokomérkowego,

sttuszczenia czy zapalenia watroby.

3.2.1. MiRNA - 122

W chorobach watroby podstawowym miRNA jest miR - 122, ktére stanowi ~70% miRNA
w tkance watroby [76]. Zostato udowodnione, ze miR - 122 wystepuje w ilosci 66.000
kopii/hepatocyt, co czyni go jednym z najbardziej aktywnych miRNA w jakiejkolwiek tkance

[77]. Znajduje sie na dodatniej nici chromosomu 18g21.31.

Tabela 1. Sekwencje genetyczne izoform miRNA - 122 [78].

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG hsa-miR - 122 - 5p
AACGCCAUUAUCACACUAAAUA hsa-miR-122-3p

Wykazano, ze podwyzszone poziomy krgzgcego miR - 122 odgrywaja kluczowa role
w regulacji metabolizmu cholesterolu i kwaséw ttuszczowych w watrobie, korelujg
z nasileniem apoptozy hepatocytéw w przebiegu wirusowego, alkoholowego, chemicznego
czy polekowego uszkodzenie watroby i zwiekszong aktywnoscig aminotransferaz [79, 80].
Pierwsza odkryta interakcja miRNA - wirus dotyczy miR - 122 i HCV. Interakcja tego miRNA
z 5'UTR genomu wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) sprzyja replikacji wirusa,
a rywalizacja z komdrkowym biatkiem wigzgcym poly(rC) (ang. poly(rC) - binding protein 2,
PCBP2) o wigzanie HCV RNA promuje powstawanie wiriondéw [70, 71, 73]. Obnizenie replikacji
wirusa HBV odbywa sie natomiast poprzez bezposredni wptyw miRNA - 122 na polimeraze
DNA i region HBx [73]. Dostepne sg badania, w ktérych wykazano, ze dysregulacja ekspresji
miR - 122 wigze sie ze zwiekszeniem inwazyjnosci guza i progresjg HCC (ang. Hepatocellular

Carcinoma) [73, 81].

3.2.2. MiRNA - 21

MiR - 21 jest przyktadem jednego z pierwszych microRNA opisanych u cztowieka, ktérego
onkogenne witasciwosci zostaty potwierdzone w badaniach nad kancerogenezg [73]. MiR - 21,

jedyny miRNA, w przypadku ktérego stwierdzono nadekspresje w prawie kazdym typie guza
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litego, znajduje sie w nieulegajgcym translacji regionie 3' (UTR) genu biatka btonowego

wakuoli 1 (VMP1, ang. vacuole membrane protein 1) na chromosomie 17q23.2.3.

Tabela 2. Sekwencje genetyczne izoform miRNA - 21 [78].

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA hsa-miR-21-5p
CAACACCAGUCGAUGGGCUGU hsa-miR-21-3p

Pre - miR - 21 jest dalej przetwarzane przez kompleks RNazy lll, ktéry generuje miR - 21 - 5p
(tzw. ni¢ prowadzgca) i miR - 21 - 3p (tzw. ni¢ pasazerska), kazdy o dtugosci ~ 22 nukleotydow.
MiR - 21 - 5p zostat szeroko przeanalizowany jako czynnik predykcyjny rozwoju raka jelita
grubego. Zwiekszenie jego ekspresji wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem nawrotu nowotworu
i gorszym rokowaniem. Istniejg takze doniesienia, ze podobng role onko - miRNA
w diagnostyce raka jelita grubego mozna przypisa¢ miRNA - 21 - 3p [82]. Ekspresja miR - 21
ulega zwiekszeniu takze w chorobach watroby. Jego nadekspresje opisywano m.in. w grupie
pacjentéw z PBC (ang. Primary Biliary Cirrhosis), w ktérego przebiegu dochodzi do zniszczenia
drobnych wewnatrzwatrobowych przewodéw zdtciowych, co w konsekwencji prowadzi do
przewlektej cholestazy i niewydolnosci narzadu [83]. W cholestatycznych chorobach watroby
nadekspresja miR - 21 moze wynikaé ze zmian w sktadzie puli kwaséw zétciowych w watrobie.
Kwasy zétciowe modulujg ekspresje miR - 21 w hepatocytach, np. kwas deoksycholowy (DCA,
ang. Deoxycholic Acid) hamuje ekspresje miR - 21. Jego obnizone stezenie u pacjentéw ze
schytkowa przewlekfa cholestazg przyczynia sie do nadekspresji miR - 21, ktéra prowadzi
rébwniez do niezrownowazone] proliferacji/apoptozy komodrek i uposledza homeostaze
metaboliczng [84]. Coraz wiecej dowoddw wskazuje na wazng role miR - 21 w innych
schorzeniach hepatologicznych takich jak wirusowe zapalenie watroby, niealkoholowa
sttuszczeniowa choroba watroby (NAFLD, ang. Nonalcoholic Fatty Liver Disease), alkoholowa

choroba watroby (ALD, ang. Alcoholic Liver Disease) i rak watrobowokomorkowy (HCC).

3.2.3. MiRNA - 199a

MiR - 199a zlokalizowany jest na chromosomie 19p13.2. Odgrywa wazng role w wielu
chorobach watroby, w tym polekowym uszkodzeniu watroby (DILI, ang. Drug Induced Liver

Injury), NAFLD i HCC. MiR - 199a moze by¢ wykorzystany do regulacji replikacji HBV [85], oceny
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postepu wtdknienia watroby. Udokumentowano réwniez, ze zmniejszenie ekspresji miR - 199a

wigze sie z niekorzystnym rokowaniem dla HCC [86].

Tabela 3. Sekwencje genetyczne izoform miRNA - miR - 199a [78].

CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC hsa- miR - 192 - 5p
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA hsa - miR - 192 - 3p

MiIiRNA - 199a - 5p jest przebadanym i istotnym biomarkerem, ktéry wiarygodnie

odzwierciedla progresje choroby i umozliwia monitorowanie efektdw leczenia [87].

3.2.4. MiRNA - 26b

MiRNA - 26b nalezy do rodziny miR - 26 i zlokalizowany jest w intronie genu Ctdsp2 (ang.
Carboxy - terminal domain RNA polymerase Il polypeptide A small phosphatase 2), na
chromosomie 2q35. Stwierdzono, ze jego ekspresja jest istotnym czynnikiem predykcyjnym
rozwoju réoznych nowotworéw ztosliwych, tj. raka janika, prostaty, watrobowokomérkowego.
Ostatnie badania wykazaty, ze miR - 26b - 5p hamuje proliferacje, migracje i inwazje
wewnatrzwatrobowych komodrek raka drég zdtciowych poprzez hamowanie S100A7 (ang.
S$100 Calcium - Binding Protein A7) [88]. Postawiono hipoteze, ze miR - 26b dziata jako gen
supresorowy guza uczestniczgc w regulacji apoptozy, rdznicowaniu komdrek, inwazjii
wrazliwosci na promieniowanie, prawdopodobnie poprzez wyciszanie genéw docelowych

[89].

Tabela 4. Sekwencje genetyczne izoform miRNA - 26b [78].

UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU hsa - miR - 26b - 5p
CCUGUUCUCCAUUACUUGGCU hsa - miR - 26b - 3p

MiR - 26b znajduje sie na chromosomie 2935, regionie ktéry czesto ulega delecji w HCC.
W zwigzku z powyzszym podczas infekcji HBV obnizony poziom miR - 26b moze odgrywad
wazng role w indukowanym wirusem rozwoju HCC. Jednak funkcjonalna interakcja miedzy

miR - 26b a zakazeniem HBV nie zostata zbadana [90].
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3.2.5. MiRNA - 34a
W ramach rodziny miR - 34 wyodrebni¢ mozemy trzy podgrupy. MiR - 34a nie jest specyficzny
dla okreslonej tkanki, podczas gdy ekspresja miR - 34b/c charakteryzuje sie specyficznoscig

tkankowa wobec jader, jajowoddw, ptuc lub mdzgu.

Tabela 5. Sekwencje genetyczne izoform miRNA - 34a [78].

UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU hsa - miR - 34a - 5p
CAAUCAGCAAGUAUACUGCCC hsa - miR - 34a - 3p

MIiRNA - 34a zlokalizowany jest na chromosomie 1p36.22, reguluje metabolizm lipoprotein
oraz promuje sttuszczenie watroby i hipolipidemie w sposdb zalezny od receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw (PPAR, ang. Peroxisome Proliferator -
Activated Receptor). Istnieje réwniez funkcjonalny zwigzek miedzy nieprawidiowo
podwyzszonym miR - 34a a zaburzong ekspresjg rodziny cytochromu P450 i rodziny czynnika
wzrostu fibroblastow (FGF, ang. Fibroblast Growth Factors), co wskazuje na znaczenie
miR - 34a w zaburzeniach metabolicznych. Z tego wzgledu miRNA - 34a moze stac sie istotnym

czynnikiem predykcyjnym rozwoju NAFLD [91].

4. TRANSPORTER BLONOWY BSEP

4.1. Budowa i funkcje

Pompa eksportu soli zdétciowych (BSEP) odpowiada za transport soli Zzéfciowych
z hepatocytéw do kanalikdw zétciowych. Skfada sie z 1321 aminokwaséw o masie
czgsteczkowej ~160 kDa. Gen ABCB11 kodujgcy biatko BSEP zlokalizowany jest na
chromosomie 2g24 - 31 i sktada sie z 27 kodujgcych i 1 niekodujgcego eksonu [92]. Jego
ekspresja uzalezniona jest gtdwnie od receptora FXR (receptor farnezoidowy X, ang. farnesoid
receptor X), ktorego dysfunkcja przyczynia sie do rozwoju cholestazy i miazdzycy [93].
Nieprawidtowe  dziatanie tego  transportera  skutkuje  postepujacg  rodzinng
wewnatrzwatrobowg cholestazg typu 2 (PFIC2, ang. Progressive Familial Intrahepatic
Cholestasis), tagodng nawracajgcg wewngatrzwatrobowg cholestazg typu 2 (BRIC2, ang. Benign
Reccurent Intrahepatic Cholestasis 2) oraz wewngtrzwatrobowg cholestazg ciezarnych (ICP,

ang. Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy). Chociaz BSEP prawie wytgcznie transportuje sole
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z6tciowe, udokumentowano wptyw wielu lekéw mogacych dziata¢ jako inhibitory BSEP

przyczyniajac sie do rozwoju cholestatycznego polekowego uszkodzenia [94].

4 N

PFIC-1 Fic1 .
BRIC-1 ATPS81 ATP7B | M. Wilson
PFIC-2 o e PEIC-3
BRIC-2 ABCB11 ABCBA LPAC
ICP/ DILI ICP
Dubin- MRP2 Sito-
Johnson-S. ABcc2 ABCGS}'B sterolemia

N

Rycina 6. Rodzaje transporteréw kanalikowych i zwigzane z nimi jednostki chorobowe

/

[92].

Transporter BSEP jest glikoproteing P o aktywnosci ATP - azy i nalezy do rodziny transporteréw
ABC. Charakteryzuje sie bardzo duzg swoistos$cig, poniewaz przenosi tylko skoniugowane
kwasy zétciowe i ulega ekspresji prawie wytgcznie w watrobie. Stezenie kwasow zétciowych
w hepatocycie ma wptyw na ilo$¢ transportera w obrebie btony komdrkowej. Zmniejszenie
ilosci transportera BSEP prowadzi do zwiekszenia liczby innych transporteréw, ktére w
warunkach fizjologicznych na powierzchni hepatocyta wystepujg w niewielkich ilosciach. Do
tej grupy zalicza sie biatka MRP2 (ang. multidrug resistance protein 2, biatko opornosci

wielolekowej 2) oraz Osta/b, ktdre usuwajg kwasy zétciowe do krgzenia ogdlnego [8].

4.2. Mutacje genetyczne BSEP

Udokumentowano, ze polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (SNP, ang. Single - Nucleotide
Polymorphism) wptywa na aktywno$¢ BSEP [95]. Do tej pory opisano 86 polimorfizmoéow
w BSEP w populacji rasy biatej, koreanskiej i Afroamerykanéw. Wsréd nich 50 zlokalizowanych

jest w eksonach iintronach, a takze w regionach flankujgcych 5’ [96]. Mutacje genetyczne
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w BSEP mogg powodowac zmiane funkcji BSEP i pdZniejszg chorobe watroby. Te mutacje
powodujg szereg tagodnych do ciezkich, postepujgcych postaci cholestazy
wewngatrzwatrobowej. Ponadto cytokiny prozapalne takie jak IL - 6 i TNF - a zmniejszajg
ekspresje biatka BSEP tym samym zaburzajagc homeostaze kwaséw zétciowych [97, 98].
Stwierdzono, ze duza liczba mutacji zaktdca fatdowanie BSEP lub jego prawidtowe
przemieszczanie do btony kanalikowej. Mutacje te sg zwigzane z fenotypowym spektrum
autosomalnych recesywnych cholestatycznych choréb watroby, np. mutacje E297G (c.890AG)
i D482G (c.1445AG) odpowiadajg za okoto 60% przypadkéw PFIC2 w populacji europejskiej.
Dla BRIC 2 zidentyfikowano 7 mutacji w obrebie ABCB 11: E186G (c.557AG), E297G (c.889AG),
A570T (c.1708GA), T923P (c.2767AC), A926P (c.2776GC), R10550C (c.3148CT), R1128H
(c.3383GA) [99].

Do tej pory udokumentowane polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP) zmniejszajgce
ekspresje BSEP i majace wptyw na rozwdj wtérnej cholestazy (np. polekowej, DILI) to m.in.
€.1331T>C (p.V444A) w eksonie 13 i c.2029A>G (p.M677V) w eksonie 17, ktérych czestotliwosé
przekracza 0,5% [100]. Polimorfizm ¢.1331 T > C (p.V444A) (SNP rs2287622) jest punktowa
tranzycjg tyminy z pozycji 1331 na cytozyne, co w konsekwencji prowadzi do wbudowania
alaniny w pozycji 444 zamiast waliny. Badania potwierdzity dla SNP rs2287622 nastepujace
genotypy: TT (VV), CC (VA) i TC (AA) [101]. Udowodniono, ze stezenia kwaséw zoétciowych
w surowicy u nosicieli genotypu 1331CC sg wyzsze niz te u nosicieli genotypu 1331TT,
natomiast allel 1331C wystepuje czesciej u pacjentédw z DILI i ICP niz allel 1331T [102, 103].
Osoby z niskim lub bardzo niskim poziomem BSEP majg wyzszg czestotliwos¢ allelu C niz osoby
z prawidtowymi poziomami BSEP [104]. Istniejg badania kliniczne, ktére wykazaty, ze
u pacjentéw z cholestazg wewnatrzwatrobowg lub cholestazg idiopatyczng w czasie cigzy
polimorfizm V444A odpowiada za zahamowanie transportu kwasdw zdétciowych
z hepatocytéw. Inne sugerujg, ze polimorfizm BSEP V444A moze by¢ zwigzany z rozwojem
zakazenia HCV, progresjg wtdknienia watroby i dtugoterminowg odpowiedzig na leczenie [94,

101], jak réwniez z polekowym uszkodzeniem watroby [103].
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Il. CEL NAUKOWY

Zasadniczym celem pracy byta analiza powiktan hepatologicznych wsréd dzieci zakazonych EBV

ze szczegblnym uwzglednieniem:

1. wysokosSci wiremii EBV DNA,

2. stezen wybranych cytokin: TNF - o, IL- 6, s - ICAM - 1,

3. ekspresji miRNA: miR - 122 - 5p, miR - 21 - 3p, miR - 34a - 5p, miR - 26b - 5p,
miR - 199a - 5p,

4. wyselekcjonowanych polimorfizméw genu ABCB11: rs11568364, rs2287622

jako mozliwych czynnikéw predykcyjnych uszkodzenia watroby.

Zaplanowane badania miaty na celu weryfikacje nastepujgcych hipotez badawczych:

HIPOTEZY

1. Wysokos¢ wiremii EBV DNA wptywa na ryzyko wystgpienia powiktan hepatologicznych.

2. Ocena stezenia cytokin moze by¢ przydatna jako potencjalny marker prognostyczny
powikfan hepatologicznych w przebiegu zakazenia wirusem Epsteina - Barr.

3. Analiza ekspresji miRNA jako nieinwazyjnych markeréw molekularnych moze by¢
uzyteczna w monitorowaniu powiktan hepatologicznych zakazenia EBV.

4. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP) majg wptyw na wystgpienie powiktan

hepatologicznych w przebiegu zakazenia EBV.
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lll. PACJENCI

Badanie przeprowadzono za zgodg Komisji Bioetycznej przy Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (Uchwata Komisji

Bioetycznej nr 673/2018).

Badaniem objeto 68 dzieci, w tym 36 dziewczat i 32 chtopcédw w wieku od 1 do 18 roku zycia
hospitalizowanych od 01.12.2018 roku do 31.12.2020 roku w Oddziale Pediatrii, Chordb
Infekcyjnych i Hepatologii Wojewddzkiego Szpitala Obserwacyjno - Zakaznego (WSOZ)

z potwierdzonym serologicznie i molekularnie zakazeniem wirusem Epsteina - Barr.

Grupe badang utworzyto 54 dzieci, u ktérych obserwowano powikfania hepatologiczne. W jej
ramach wyodrebniono dwie podgrupy: ze zwiekszong aktywnoscig ALT i GGTP, do ktdrej
zakwalifikowano 33 pacjentéw (Grupa IA) oraz 21 - osobowg podgrupe pacjentéw ze
zwiekszong aktywnos¢ ALT i prawidtowa GGTP (Grupa IB). Do grupy kontrolnej
zakwalifikowano 14 zakazonych EBV dzieci z prawidtowg aktywnoscig ALT i GGTP (Grupa Il).
Grupe poréwnawczg stanowito 13 zdrowych dzieci, u ktérych badaniem molekularnym

wykluczono obecnos$é materiatu genetycznego EBV (Grupa llI).

U wszystkich dzieci przeprowadzono badanie podmiotowe, przedmiotowe. W trakcie

zbierania wywiadu brano pod uwage:
1. Wieki pteé
2. Objawy kliniczne:
» goraczka
» limfadenopatia
» bol gardta
3. Czas trwania objawodw przed hospitalizacja

4. Czas hospitalizacji
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U analizowanych dzieci wykonano badania laboratoryjne oceniajace:

1. Miano VCA IgM i wysokos$¢ wiremii EBV DNA.
Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT).
Aktywno$é gamma - glutamylotranspeptydazy (GGTP).
Stezenie biatka C - reaktywnego (CRP).

ok N

Morfologie krwi obwodowej:
» Leukocyty (limfocyty i monocyty)
Stezenie interleukiny - 6 (IL - 6).
Stezenie czynnika martwicy nowotworu o (TNF - a).

Stezenie rozpuszczalnej czasteczki adhezji miedzykomorkowej 1 (s - ICAM - 1).

w K N o

Ekspresje wybranych miRNA: miR - 122 - 5p, miR - 21 - 3p, miR - 34a - 5p,
miR - 26b - 5p, miR - 199a - 5p. MiR - 484 i miR - 16 - 5p zostaty uzyte w charakterze
miRNA normalizacyjnych.

10. Polimorfizm rs11568364 i rs2287622 genu ABCB11.

IV. METODYKA BADAN

Badania morfologii krwi obwodowej, biochemiczne i serologiczne przeprowadzono
w Laboratorium WSOZ Stezenie IL- 6, TNF - a i s - ICAM - 1 w surowicy, ekspresje wybranych
miRNA oraz analize SNP wykonano w wykonano w Laboratorium Zaktadu Immunologii,
Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu. Oznaczenie wiremii EBV DNA przeprowadzono w Instytucie Genetyki Sgdowej

w Bydgoszczy.
1. Diagnostyka zakazenia EBV

Przeciwciata przeciwko wirusowi EBV zostaty wykryte za pomocg testu LIAISON® EBV IgM
(DiaSorin) przy uzyciu technologii chemiluminescencji immunologicznej (CLIA). Test
przeprowadzono na analizatorze LIAISON® XL. Zakres oznaczenia: 10 - 160 U/mL IgM anty -
EBV. Prébki zawierajgce przeciwciata IgM anty - EBV w stezeniach powyzej 40 U/mL - wynik
dodatni, w zakresie 20 - 40 U/mL - wynik niejednoznaczny, < 20 u/mL - ujemny.

Izolacje materiatu genetycznego EBV DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu Maxwell RSC

Viral Total Nucleic Acid Purification Kit. Do okreslenia ilosciowego oznaczania wysokosci
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wiremii EBV DNA zastosowano metode PCR w czasie rzeczywistym (ang. real - time PCR)
z wykorzystaniem sond TagMan zgodnie z protokotem producenta. Poziom czufosci 16

kopii/ml.
2. Aktywnos¢ ALT, GGTP i stezenie biatka CRP w surowicy

Aktywno$¢ ALT i GGTP oznaczono zgodnie z protokofami producenta za pomoca
standardowego testu enzymatyczno - kolorymetrycznego (COBAS INTEGRA 400/800, Roche).
W Tabeli 6 przedstawiono wartosci referencyjne dla aktywnosci ALT i GGTP.

Stezenie CRP (ang. C - Reactive Protein) oznaczono metodg immunoturbimetryczng z uzyciem
mysich przeciwciat przeciw ludzkiemu CRP, zgodnie z protokotem producenta (COBAS

INTEGRA 400/800, Roche). Warto$¢ referencyjna dla CRP wynosita ponizej 5 mg/I.
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Tabela 6. Zakresy referencyjne wybranych parametréw laboratoryjnych [105].

Parametr Wiek Norma (1U/1)

ALT 1 doba <31
2-5doba <49
6 doba - 6 miesigc <56
7 - 12 miesiac <54
1-3lata <33
4 -6 lat <29
7-12lat <39
13-17 lat <25
Kobiety > 17 lat <31
Mezczyzni > 17 lat <41

GGTP 1 doba <151
2-5doba <185
6 doba - 6 miesigc <204
7 - 12 miesiac <34
1-3lata <18
4-6 lat <23
7-12lat <17
13-17 lat <33
Kobiety > 17 lat <32
Mezczyzni > 17 lat <49

3. Liczba leukocytow, monocytéw, limfocytéw

Probki poddano analizie za pomocg fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej (FFC,
ang. Fluorescence Flow Cytometry) w oparciu o analizator XS - 1000i (Sysmex, Polska). Do
identyfikacji i analizy leukocytéw, limfocytow i monocytéw zastosowano procedure 5DIFF.
Uzyskane wyniki interpretowano w oparciu o zakresy referencyjne stosowane w laboratorium

WSOZ, ktére opisano w Tabeli 7.
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Tabela 7. Zakres wartosci referencyjnych obowigzujacych w laboratorium WSOZ.

Parametr Zakres referencyjny
WBC (tys. /ul) 0-6 lat: 4,5-13,0
6-13 lat: 4,0-12,0

Kobiety > 13 lat: 4,0-10,0
Mezczyzni > 13 lat: 4,0-10,0

Limfocyty (tys. /ul) 0-6 lat: 1,50 - 8,00
6-13 lat: 1,00 - 6,50
Kobiety > 13 lat: 0,80-4,50
Mezczyzni > 13 lat: 0,80 - 4,50

Monocyty (tys. /ul) 0-6 lat: 1,50 - 8,00
6-13 lat: 1,00 - 6,50
Kobiety > 13 lat: 0,80 - 4,50

Mezczyzni > 13 lat: 0,80 - 4,50

4. Analiza stezenialL-6i TNF-ais - ICAM - 1 w surowicy

Ocene stezen IL - 6 i TNF - a przeprowadzono metodg immunoenzymatyczng w oparciu
o komercyjny zestaw ELISA (Cusabio Biotech, USA) zgodnie z protokotem producenta przy
uzyciu analizatora Etimax 3000 (DiaSorin). Wartosci referencyjne zaréwno dla IL - 6 jak
i TNF - a wyniosty 7,8 pg/ml - 500 pg/ml.

Ocene stezenia s - ICAM - 1 przeprowadzono metodg immunoenzymatyczng w oparciu
o komercyjny zestaw ELISA (Wuhan Fine Biotech, China) zgodnie z protokotem producenta.
Badanie wykonano przy uzyciu automatycznego analizatora Etimax 3000 (DiaSorin). Wartos¢

referencyjna wyniosta 0,781 - 50 ng/ml.
5. Izolacja i analiza ekspresji miRNA z krwi obwodowej

Materiat do badan wzglednego profilu ekspresji miRNA stanowity surowice krwi
hospitalizowanych pacjentéw. Probowki do analiz molekularnych niezwfocznie zamrazano
i przechowywano w temp -80°C. Ekstrakcje miRNA przeprowadzono w oparciu o komercyjny

zestaw miRNeasy Serum/Plasma Kit.
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Czesc¢ wyizolowanego miRNA przepisywano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji. Reakcje
odwrotnej transkrypcji wykonano przy uzyciu odczynnikéw z zestawu TagMan® Advanced

miRNA cDNA Synthesis Kit.

Badaniu ekspresji zostato poddanych 8 miRNA. Z posrdd nich miR - 484 oraz miR - 16 - 5p

zostaty uzyte w charakterze miRNA normalizacyjnych.

Profil miRNA poddany analizie obejmowat 5 czgsteczek mozliwych do detekcji w osoczu
ludzkim, ktére majg potencjalny zwigzek ze wzrostem biochemicznych wyktadnikéw

uszkodzenia watroby. Panel miRNA wybranych do analizy obejmowat m. in. czgsteczki, ktore

» wykazujg wptyw na replikacje wirusow hepatotropowych (HBV, HCV) (miR - 122,
miR - 199a)
» przyczyniajg sie do niezrdwnowazonej proliferacji/apoptozy komoérek i uposledzenia
homeostazy drég zétciowych (miR - 21, miR - 26b)
» regulujg geny zaangazowane w proces wtdknienia (miR - 21, miR - 199a) i sttuszczenia
watroby (miR - 34a).
Analize ekspresji przeprowadzono w oparciu o reakcje PCR w czasie rzeczywistym (real - time
PCR) za pomocg zestawu TagMan® Fast Advanced Master Mix oraz dedykowanych dla

poszczegdlinych miRNA zestawéw primerdw i sond TagMan® Advanced miRNA Assay.
6. Izolacja DNA z krwi obwodowej i genotypowanie

Celem analiz genotypowania przeprowadzono izolacje DNA z krwi obwodowej. Ekstrakcje
genomowego DNA przeprowadzono za pomocg komercyjnego zestawu QlAamp DNA Blood
Mini Kit. Proces ekstrakcji DNA wykonano zgodnie z instrukcjg producenta. Oczyszczone DNA
przechowywano w temp. 4 C do czasu dalszych analiz. Uzyskane izolaty przechowywano

w temperaturze -202C.

llo$¢ i czystos¢ wyekstrahowanego DNA oceniano na podstawie pomiaru absorbancji
w spektrofotometrze NanoDrop ND 2000. Stezenie DNA obliczano wykorzystujgc zaleznosé:

absorbancja réwna 1 przy fali o dtugosci 260 nm odpowiada 50 ng/ul DNA.

Do okreslenia zmiennosci pojedynczego nukleotydu w genie kodujagcym ABCB11 zastosowano

metode PCR w czasie rzeczywistym (ang. real - time PCR) z wykorzystaniem sond TagMan.
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W niniejszym badaniu analizowano dwa polimorfizmy genu ABCB11: rs11568364 oraz

rs2287622 przy pomocy komercyjnie dostepnych zestawdw TagMan® SNP Assays.

7. Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzit dr hab. n. med. Krzysztof Domagalski, prof. UMK.
Wszystkie dane charakteryzujgce badang grupe pacjentow, zaréwno kliniczne jak
i genetyczne, poddano analizie statystycznej. Wartosci badanych parametréw mierzone byty
jako zmienne kategorialne i ilosSciowe. Zmienne kategorialne opisano przy pomocy liczebnosci
i odsetka (%), zas zmienne ilosciowe przy pomocy mediany i 25 oraz 75 percentyla (Q1- Q3),
ze wzgledu na brak zgodnosci rozktadu wiekszosci analizowanych zmiennych z rozktadem
normalnym. Rdznice rozktadéw zmiennych kategorialnych oceniano uzywajgc testu chi -
kwadrat Pearsona lub z wykorzystaniem testu doktadnego Fishera, w przypadku grup o matej
liczebnosci. Dla poréwnywania zmiennych iloSciowych stosowano testy nieparametryczne dla
grup niezaleznych, takich jak test U Manna - Whitney’a dla dwdch grup lub test Kruskala -
Wallisa, w przypadku poréwnywania wiecej niz dwdch grup jednoczesnie. Jako poziom
istotnosci testéw statystycznych przyjeto wartos¢ p<0,05. Wyniki analiz przedstawiono w
tabelach oraz w formie rycin. Analize statystyczng oraz ryciny wykonano za pomocg arkusza

kalkulacyjnego Excel firmy Microsoft oraz programu IBM SPSS statistics (wersja 22).

V. WYNIKI

1. Charakterystyka kliniczna pacjentow

Charakterystyke kliniczng pacjentdw z mononukleozg zakazng analizowanych w badaniu

przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Charakterystyka kliniczna pacjentow zakazonych EBV z powiktaniami hepatologicznymi (IA, IB) i z grupy kontrolnej (ll).

1A IB ]
1Avsll IBvsll
Cecha kliniczna N=33 N=21 N=14
n % n % n % P value P value
, K 22 67 10 48 5 36
Ple¢ VI 11 33 11 52 9 64 0,05 0,486
S 2 6 0 0 3 21
Wiek (lata) 5-10 10 30 7 33 5 36 0,215 0,073
>10 21 64 14 67 6 43
Hospitalizacja (dni) L 2267 18 86 1286 0,288 1,00
P ) o7 11 33 3 14 2 4 ’ ’
tak 33 100 20 95 14 100
B4l gardta —_— - 1,00
nie 0 0 1 5 0 0
tak 29 87 14 67 13 93
Goraczka e — 0,657 0,108
nie 4 13 7 33 1 7
Limfadenopatia L 33 100 18 86 14100 0,702 0,259
nie 0 0 3 14 0 0 ’ ’
<10
Czas objawow (dni) —_— 2079 13 62 173 0,242 0,366

—>10 13 39 8 38 3 21




W kazdej z analizowanych grup przewazaty dzieci powyzej 10 roku zycia, nie uzyskano jednak
istotnos$ci statystycznej pomiedzy grupami z powiktaniami hepatologicznymi a grupg
kontrolng. W grupie IA stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy odsetek dziewczat niz
w grupie Il (p=0,05). W zakresie pozostatych analizowanych objawéw klinicznych nie

wykazano istotnych statystycznie réznic.

2. Wiremia EBV DNA a wybrane parametry laboratoryjne i czas hospitalizacji

W grupie badanej 54 dzieci z rozpoznanym zapaleniem watroby potwierdzono zwigzek
pomiedzy wysokoscig wiremii EBV DNA a czasem hospitalizacji (p=0,266, p=0,052), liczbg
leukocytéw (p=0,501, p<0,001), limfocytéow (p=0,389, p=0,004), monocytéw (p=0,318,
p=0,019), stezeniem CRP (p=0,327, p=0,016) i TNF - a (p=0,380, p=0,005) (Ryciny 7, 8, 9).

Wyzsza wiremia wigzata sie z wydiuzeniem czasu hospitalizacji, zwiekszeniem liczby

leukocytéw, limfocytéw, monocytdéw, stezenia CRP i TNF - a.

p=0,266, p=0,052 p=0,501, p<0,001
S = ’
- —
2 =
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& z
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1 1 1 1 1 1 1 T 1 | 1 1 I
2 4 6 8 10 12 14 3 10 1 20 2 30
Czas hospitalizacji (dni) WBC (tys./uL)

Rycina. 7. Korelacje pomiedzy wiremig EBV DNA, czasem hospitalizacji i liczba

leukocytow.
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Rycina 8. Korelacje pomiedzy wiremig EBV DNA, liczba limfocytow i monocytow.
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Rycina 9. Korelacje pomiedzy wiremig EBV DNA, stezeniem CRP i TNF - a.

3. Cytokiny i wybrane parametry laboratoryjne

W wyniku przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze stezenia IL- 6, TNF -a is- ICAM -1

byty wyzsze u dzieci zakazonych w poréwnaniu do pacjentéw niezakazonych (odpowiednio

9,6 vs 3,7 pg/ml, p=0,006; 121,0 vs 42,0 pg/ml, p=0,001; 10,0 vs 5,8 ng/ml, p=0,074)

(Tabela 9).

35



Tabela 9. Stezenie wybranych cytokin w grupie dzieci zakazonych i niezakazonych

(Grupa Il1) EBV.

Zakazeni EBV 1]

N=68 N=13 P value
Mediana (Q1 - Q3) Mediana (Q1 - Q3)
IL.- 6 (pg/ml) (4,9?'(236,5) (2,53:76,3) 0,006
TNF - a (pg/ml) (52,32-12'25,0) (22,32-'(5)7,0) 0,001
s - ICAM - 1 (ng/ml) (4,61?,206,0) (3,85-’i1,3) 0,074

W grupie dzieci zakazonych EBV stezenia IL- 6, TNF - ai s - ICAM - 1 byty najwyzsze w grupie

IA a najnizsze w grupie Il

100

~ =
2 )
p - e .
2w g
o m
g -
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-
0 1 -
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Grupa Grupa

Rycina 10. Mediany stezen IL - 6 i TNF - a dla analizowanych grup.

1000

100 -

s ICAM (ngful)
|

1A 1B II 11

Rycina 11. Mediany stezen s - ICAM - 1 dla poszczegdlnych analizowanych grup.

Mediany stezen wybranych parametrow laboratoryjnych przedstawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Wartosci mediany (Q1-Q3) dla badanych parametrow w grupie IA (n=33), grupie IB (n=21) i grupie Il (n=14).

Grupa lIA Grupa IB Grupalll TX:LUIT TI;’:LUIT
Wiek (lata) 65 100) 8.5 165) 5.9 145) 0,087 0,089
Czas hospitalizacji (dni) (4105_’210) (310{’2’0) (4,05106,0) 0,860 0,229
Czas objawdw (dni) (4,0(:’(1)110) (3’07_’(130’0) (3,04:58,0) 0,304 0,302
EBV DNA (kopii/) (1778,403fl 1120233,0) (653,201-3 36090,0) (13061,29-77’((5)70,0) 0,329 0,544
(kopitfm, log10) 3241 25-36) 31239 0,329 0,544
ALT (10/) (113,108-6 '3045,0) (49,05 f;’52)5,0) (13,02-2;23,0) <0001 <0001
WBC (tys./ul) (9,81-51'2,2) (8,81-1ié,5) (9,2 %1112,9) 0,209 0,920
Limfocyty (tys./ul) 6, Ogi(l) 6) @, 662 6) (3.8 6170 1) 0,125 0,814
Monocyty (tys./ul) (0,6%&,6) (0,8%,11,3) (017(_)’1?3) 0,625 0,906
GGTP (1U/1) (65,0- 1250 (15,0-260) (100- 16 <0001 0,002
CRP (me/l) (3,7 -7,168,5) (2,1 i f9,4) (4,91-zis1a,0) 0,306 0,219
IL-6 (pg/ml) (5,51-7 '289,1) (6,1 fg’117,9) (1,9 f":4) 0,005 0,008
TNF - o (pg/ml) (63,37-0423,0) (45,104-7 '1094,0) (52,07-4i85,o) 0,031 0,429
s-ICAM - 1 (ng/mL) 61 _1?507,0) @ 01_02’3’ 2 (48 _7'92’8) 0,021 0,400
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Wykazano istotnie statystycznie wyzsze stezenie IL - 6 w grupie IA i IB niz w Il (mediana
odpowiednio 17,8 vs 4,8 pg/ml, p=0,005; 8,1 vs 4,8 pg/ml, p=0,008) oraz istotnie statystycznie
wyzsze stezenia TNF - ai s - ICAM - 1 w grupie IA niz Il (odpowiednio 170,0 vs 74,0 pg/ml,
p=0,031; 18,0 vs 7,2 ng/ml, p=0,021). Aktywnos$¢ ALT w grupie IA i IB byta istotnie statystycznie
wyzsza niz w grupie Il (odpowiednio 186,0 vs 22,0 IU/I, p<0,001; 58,0 vs 22,0 1U/I, p<0,001).
W grupie 1A i IB aktywnos$¢ GGTP byta istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie Il (mediana
93,0 vs 11,5 IU/I, p<0,001; 21,0 vs 11,5 IU/I, p=0,002). W grupie IB aktywnos¢ GGTP miescita
sie nadal w zakresie normy dla wieku i nie byta istotna klinicznie.

W grupie pacjentow z zapaleniem watroby w przebiegu zakazenia EBV stwierdzono ujemna
korelacje pomiedzy stezeniem s - ICAM -1 a IL- 6 (p=-0,464, p<0,001) oraz dodatnig zaleznos¢
pomiedzy stezeniem TNF - a a liczbg leukocytéw (p=0,336, p=0,013), limfocytéw (p=0,281,
p=0,039), monocytéw (p=0,322, p=0,018) i stezeniem IL - 6 (p=0,408, p=0,002) (Ryciny 12, 13).
Wraz ze wzrostem stezenia s - ICAM - 1 obserwowano obnizanie stezenia IL - 6. Ze wzrostem

stezenia TNF - a stwierdzano zwiekszanie liczby leukocytédw, limfocytéw, monocytéw

i stezenia IL - 6.
p=-0,464, p<0,001 p=0,408, p=0,002
1000 1400 .
I ) . 1200 4 o
3 wAq L, :; 1000 - .
2 Nt E
= - et
5 3
P z

0 20 40 60 20 100 120 V] 20 40 60 20 100 120

IL-6 (pg/'mL) IL-6 (pg/'mL)

Rycina 12. Korelacje pomiedzy stezeniem IL-6,s - ICAM - 1i TNF - a.
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Rycina 13. Korelacje pomiedzy stezeniem TNF - a, liczbg leukocytéw, limfocytéow

i monocytow.

3.1. Analiza zaleznosci parametrow hepatologicznych i cytokin

W grupie dzieci z zapaleniem watroby wykazano dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscia

GGTP a wiekiem dzieci (p=0,242, p=0,047), iloscig limfocytéw (p=0,418, p=0,002) i stezeniem

TNF - a (p=0,324, p=0,017) (Rycina 14, 15). Wyzszg aktywno$¢ GGTP obserwowano u dzieci

starszych. Wraz ze wzrostem aktywnosci GGTP obserwowano zwiekszenie liczby limfocytow

i stezenia TNF - a.
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Rycina 14. Korelacje pomiedzy aktywnoscig GGTP, wiekiem i liczba limfocytow.
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Rycina 15. Korelacja pomiedzy aktywnoscig GGTP a stezeniem TNF - a.

Wykazano ponadto dodatnig istotng statystycznie korelacje pomiedzy aktywnoscig ALT i GGTP

(p=0,720, p<0,001), liczbg limfocytow (p=0,324, p=0,017) oraz stezeniem IL - 6 (p=0,268,

p=0,05) (Rycina 16, 17). Wraz ze wzrostem aktywnosci ALT obserwowano zwiekszenie

aktywnosci GGTP, liczby limfocytéw i stezenia IL - 6.

p=0,720, p<0,001
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16. Korelacje pomiedzy aktywnoscig ALT, GGTP i liczbg limfocytow
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Rycina 17. Korelacja pomiedzy aktywnoscig ALT i stezeniem IL — 6.

4. MiRNA a wybrane parametry laboratoryjne

4.1. Zakazenie EBV a ekspresja miRNA

W grupie pacjentéw zakazonych (n=68) i niezakazonych (n=13) wirusem Epsteina - Barr

przeprowadzono analize ekspresji pieciu wybranych miRNA w osoczu. Dla czterech miRNA

potwierdzono istotnie wyzszg ekspresje w grupie dzieci zakazonych EBV, tj. dla miR - 21 - 3p,

p=0,011 (2 - krotnie); miR - 122 - 5p, p=0,015 (14 - krotnie); miR - 26b - 5p, p=0,02

(1,5 - krotnie); miR - 34a - 5p, p=0,036 (9 - krotnie). Dla miR - 199a - 5p nie wykazano istotnosci

statystycznej pomiedzy grupami (p=0,089) (Tabela 11).

Tabela 11. Analiza ekspresji wybranych miRNA w grupie dzieci zakazonych i niezakazonych

(Grupa Ill) EBV.

Zakazeni EBV

Ekspresja N=68 N=13 P

(log10) Mediana (Q1 - Q3) Mediana (Q1 - Q3) value
miR-21-3p (0'50170'9) (0'30:50’7) 0,011
miR - 122 - 5p (_5’;‘_’?3’3) (_5’;35_'? 43) 0,015
miR - 26b - 5p 1 (')0_'5_30' 6) 1 1'?'_3' 88) 0,021
miR - 34a - 5p - 4’?_’?2'7) . 4;_'?3’3) 0,036
miR - 199a - 5p (_2’52_'?1' 9) (_2';2_"? 2,2) 0,089
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Ekspresja miR-122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p i miR - 199a - 5p byta najwyzsza w grupie

IA. Jednakowg ekspresje miR - 21 - 3p wykazano w grupie IA i IB. Najnizszg ekspresje dla

miR - 26b -

5p obserwowano w grupie IB, dla pozostatych analizowanych miRNA w grupie Il

(Ryciny 18,19, 20).
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Rycina 18. Ekspresja miR - 21 i miR - 122 dla poszczegdlnych analizowanych grup.
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Ekspresja miR - 26b i miR - 34a dla poszczegdlnych analizowanych grup.

42



Blespresjamik-199a-5p, log10
- B
| |
L
i
i
HTH

Grupa

Rycina 20. Ekspresja miR - 199a dla poszczegdlnych analizowanych grup.

Mediany ekspresji wybranych miRNA w grupie dzieci zakazonych EBV z obecnoscig i bez
powikfan hepatologicznych przedstawiono w Tabeli 12. Stwierdzono istotnie zwiekszong
ekspresje miR - 21 - 3p, miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, MiR - 34a - 5p, MmiR - 199a - 5p u chorych
z grupy |IA w pordwnaniu do grupy Il (odpowiednio p=0,002, p<0,001, p<0,001, p=0,003,
p<0,001).

Tabela 12. Wartosci mediany (Q1 - Q3) ekspresji wybranych miRNA zakazonych EBV

z powiktaniami hepatologicznymi (IA, IB) i z grupy kontrolnej (ll).

cpresalogin) SRR CWPRI® Ul Faee e
miR - 21 - 3p 06.10)  (06.09) (04 07 0002 0556
miR - 122 - 5p 3 53_'?2’ 9) (_5'2'?’3,2 6) (_5,;5_'1_‘ 41 <0001 0,047
miR - 26b - 5p 0, éo_'?o’ ) (1 1'?’_%,7 8 (-1 ;)_'9_’0’7) <0,001 0,649
miR - 34a - 5p (_3,'32'_9_11, g (- 4,'53'_4_23’ N (4 ;_'?3, ) 0003 0419
miR - 199a - 5p 19 2,4 2,3 <0,001 0,439

(23--15)  (-27--21)  (-28--22)

4.2. Zaleznosc¢ ekspresji miRNA, aktywnosci ALT i GGTP

W grupie 54 dzieci z rozpoznanym zapaleniem watroby wykazano istotne statystycznie
dodatnie korelacje pomiedzy analizowanymi miRNA a aktywnoscig ALT i GGTP: miR - 21 - 3p
(p=0,436, p<0,001; p=0,315, p=0,02), miR - 122 - 5p (p=0,6, p<0,001; p=0,43, p=0,001),
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miR - 26b - 5p (p=0,45, p<0,001; p=0,511, p<0,001), miR - 34a (p=0,592, p<0,001; p=0,463,
p<0,001), miR - 199a - 5p (p=0,283, p=0,038; p=0,327, p=0,016). (Rycina 21, 22, 23, 24, 25).

Wraz ze zwiekszeniem aktywnosci ALT i GGTP obserwowano wzrost ekspresji miR - 21 - 3p,

miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p, miR - 199a - 5p.

Ekspresja miR-21-3p, logl0

p=0,436, p<0,001

0 250 300 750 1000 1250
ALT (TU/L)

Fkspresja miR-21-3p, logl0

p=0,315, p=0,02

I I 1 1 I
100 200 300 400 300

GGTP (TUL)

Rycina 21. Korelacja pomiedzy ekspresjg miR - 21, aktywnoscig ALT i GGTP.
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Rycina

Fkspresja miR-26b-5p, logl0
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22. Korelacja pomiedzy ekspresja miR - 122, aktywnoscig ALT i GGTP.

p=0,45, p<0,001
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Rycina 23. Korelacja pomiedzy ekspresja miR - 26b, aktywnoscig ALT i GGTP.
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Rycina 24. Korelacja pomiedzy ekspresjg miR - 34a, aktywnoscig ALT i GGTP.

p=0,283, p=0,038 p=0,327, p=0,016
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Rycina 25. Korelacja pomiedzy ekspresjg miR - 199a, aktywnoscig ALT i GGTP.

5. Rozkiad genotypow i alleli dla polimorfizmu 1331T > C genu ABCB11

Na podstawie przeprowadzonego genotypowania okreslono rozktad alleli igenotypdow
w grupie lA, IBi ll dla dwdch markeréw genu ABCB11 o numerach referencyjnych rs11568364
i rs2287622. Dla markera rs11568364 genotyp heterozygotyczny AG uzyskano tylko u jednego
pacjenta z zapaleniem watroby i uszkodzeniem bieguna Zzétciowego. U pozostatych 67
poddanych analizie dzieci obserwowano wariant homozygotyczny AA. W zwigzku
z powyziszym nie uwzgledniono tego polimorfizmu w dalszych analizach. Dla markera
rs2287622 w grupie Il nie obserwowano genotypu homozygotycznego TT. W grupie IA i IB
najczesciej spotykano wariant heterozygotyczny TC, w odrdznieniu do grupy Il, w ktorej

najczesciej wystepowat genotyp CC (Rycina 26).
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Rycina 26. Rozkfad genotypéw dla markera rs2287622.

Znaczenie markera rs2287622 dla rozwoju powiktan hepatologicznych okreslono na
podstawie czestosci wystepowania alleli oraz genotypéw tego markera w poszczegdlnych

analizowanych grupach pacjentéw (Tabela 13).
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Tabela 13. Rozktad genotypodw i alleli dla polimorfizmu 1331T > C genu ABCB11.

Grupa IA

Grupa IB

Grupa ll

P value OR P value OR
rs2287622 N=33 N=21 N=14
1Avsll 95%CI IBvsll 95%ClI
n(%) n (%) n (%) (1Avsll) (95%Cl) (1Bvsli) (95%Cl)
Genotypy
T 9 (27,3) 4 (19,0) 0 (0,0) 0,042 - 0,133 -
TC 16 (48,5) 11 (52,4) 6 (42,9) 0,724 - 0,581 -
0,24
CcC 8(24,2) 6 (28,6) 8(57,1) 0,045 (0,06 - 0,90) 0,159 -
tacznie 33 (100) 21 (100) 14 (100)
Allele
T 34 (51,5) 19 (45,2) 6 (21,4)
3,89 3,03
0,007 ’ 0,042 ’
C 32 (48,5) 23 (54,8) 22 (78,6) (1,40 - 10,84) (1,02 - 8,99)
tacznie 66 (100) 42 (100) 28 (100)
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Pacjenci posiadajacy genotyp TT znacznie czesciej (p=0,042) prezentowali zapalenie watroby
z uszkodzeniem bieguna zétciowego w poréwnaniu do pacjentow o genotypie TC lub CC.
Genotyp CC okoto 4 - krotnie zmniejszat to ryzyko (OR=0,24; 95%CI=0,06 - 0,90) w porédwnaniu
do pacjentéw posiadajgcych co najmniej jeden allel T. Dla pacjentéw z zapaleniem watroby
bez wspdttowarzyszgcego uszkodzenia bieguna zd6tciowego nie wykazano istotnych
statystycznie réznic pomiedzy genotypami w pordwnaniu do grupy pacjentéw bez powiktan
hepatologicznych. Istotne statystycznie réznice w rozktadzie alleli uzyskano zaréwno dla
pacjentéw z grupy IA jak i IB. Obserwowany poziom istotnosci statystycznej w tych grupach
wyniost odpowiednio p=0,007 i p=0,042. Pacjenci z grupy IA wykazujg najwyzszg czestosc¢
wystepowania allelu T markera rs2287622 w poréwnaniu do dzieci z grupy IB i Il (odpowiednio
51,5 vs 45,2% vs 21,4%). Obliczono, ze posiadanie allelu T rs2287622 zwieksza 3 - krotnie
(OR=3,03; 95% Cl=1,020 - 8,99) ryzyko zapalenia watroby oraz blisko 4 - krotnie (OR=3,89;
95%ClI=1,40 - 0,84) mozliwos¢ wystgpienia zapalenia watroby z cholestazg u pacjentéw

zakazonych EBV.
6. Wptyw wieku na przebieg zakazenia EBV

W analizowane] grupie pacjentéw z powiktaniami hepatologicznymi wykazano ujemna
korelacje pomiedzy wiekiem dziecka a czasem hospitalizacji (p=-0,386, p=0,004), liczbg
leukocytéw (p=-0,288, p=0,035) (Rycina 27). Wykazano, ze grupie najmtodszych dzieci czas

hospitalizacji byt najdtuzszy, a liczba leukocytow najwyzsza.
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Rycina 27. Korelacja pomiedzy wiekiem, czasem hospitalizacji i liczbg leukocytow.
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Potwierdzono takze dodatnig korelacje pomiedzy wiekiem dziecka a czasem trwania objawéw
klinicznych poprzedzajacych hospitalizacje (p=0,394, p=0,003) (Rycina 28). Wykazano, ze wraz

z wiekiem wydtuzat sie czas zgtaszanych w warunkach ambulatoryjnych dolegliwosci.

p=0,394, p=0,003

Wiek (lala)

Czas trwania objawéw (dni)

Rycina 28. Korelacja pomiedzy wiekiem i czasem trwania objawoéw klinicznych

poprzedzajacych hospitalizacje.
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VI. DYSKUSJA

Zakazenia EBV u dzieci sg zwykle asymptomatyczne. Infekcja u mtodziezy i dorostych moze
prowadzi¢ do rozwoju mononukleozy zakaznej, przebiegajgcej najczesciej z triadg objawow:
gorgczky, limfadenopatig szyjng i zapaleniem gardta [17, 21]. W ostrej fazie pierwotnych
zakazen EBV czesto obserwuje sie wzrost aktywnosci enzymoéw watrobowych. tagodne do
umiarkowanego zwiekszenie aktywnosci aminotransferaz dotyczy 80 - 90% pacjentéw. Ciezkie
cholestatyczne zapalenie watroby wystepuje w zaledwie 5% przypadkéw [22, 30].
W przeprowadzonej analizie powiktania hepatologiczne dotyczyty 54/68 (80%) chorych. W tej
grupie u 33/54 wykazano uszkodzenie bieguna zétciowego objawiajgcego sie zwiekszeniem
aktywnosci GGTP. Czynniki predykcyjne uszkodzenia hepatocytéw w przebiegu mononukleozy
zakaznej pozostajg nieznane [44]. W zwigzku z cholestatycznym uszkodzeniem watroby
dochodzi do zaburzenia transportu kwasdw zétciowych. Zaburzenie ukrwienia komodrek
watroby bedace konsekwencjg cholestazy w znaczgcym stopniu przyczynia sie do
zahamowania aktywnosci biatkowych transporteréw z06tci, czego wyrazem moze by¢
podwyzszenie stezenia TNF - a, IL - 1B oraz IL - 6 [5]. Hornef i wsp. wykazali istotnie
statystycznie wyzsze stezenie TNF - a oraz IL - 6 u pacjentéw z mononukleozg zakazng pod
wptywem stymulacji LPS (lipopolisacharyd) w poréwnaniu z grupg kontrolng [106]. W badaniu
wiasnym potwierdzono, ze w grupie dzieci zakazonych EBV bez powiktan hepatologicznych jak
i tych z zapaleniem watroby i wspéftowarzyszgcym uszkodzeniem bieguna zétciowego
stezenie IL - 6, TNF - a jest istotnie wyzsze niz u pacjentéw niezakazonych EBV. Ponadto
w grupie tych dzieci wykazano dodatnig korelacje pomiedzy tymi parametrami. Potwierdza to
teze o aktywacji komdrek srodbtonka izwigzanej z nig zwiekszonej ekspresji cytokin
prozapalnych wskutek uszkodzenia hepatocytéw bedgcego nastepstwem zakazenia EBV
[5, 37, 107].

Interleukina 6 wydzielana jest gtdwnie przez komdrki uktadu odpornosciowego, czyli m.in.
limfocyty B i T. Stymuluje miedzy innymi sekrecje biatek ostrej fazy w hepatocytach, wptywa
na réznicowanie limfocytdw B oraz na aktywacje limfocytow T. W zwigzku z powyzszym wzrost
ekspresji stezenia IL - 6 moze przyspieszac replikacje EBV i ekspansje zakazonych wirusem
Epsteina - Barr limfocytéw B [107, 108]. Wczesng odpowiedzig na infekcje i uszkodzenia
tkanek jest reakcja ostrej fazy, charakteryzujaca sie gwattownym wytwarzaniem wielu biatek.

Wiekszos¢ biatek ostrej fazy jest wytwarzana w watrobie, a gtéwnym czynnikiem indukujgcych

50



ich synteze jest IL - 6, ktora aktywuje hepatocyty. W niektdrych badaniach wykazano, ze IL - 6
jest bardziej odpowiednim czynnikiem rokowniczym w przypadkach ciezkiego
ogdlnoustrojowego stanu zapalnego u pacjentéw ze wspodttowarzyszacymi ciezkimi
zaburzeniami czynnosci watroby, niz liczba leukocytéw czy stezenie CRP [109]. Istniejg
doniesienia, w ktérych udowodniono, ze wzrost stezenia CRP ma zwigzek ze zwiekszong
Smiertelnoscig u pacjentdw z marskoscig watroby [110, 111]. Badanie przeprowadzone przez
Remmlera i wsp. wskazuje, ze nie tylko stezenie CRP, ale takze liczba leukocytéw i stezenie
IL - 6 mozna uznaé¢ za czynnik predykcyjny zgonu pacjenta z niewydolnoscia watroby
w przebiegu marskosci [111]. Wskazuje on jednoczesnie, ze stezenie interleukiny 6 ma
najwieksze, porownywalne ze skalg MELD (ang. Model of End - Stage Liver Disease), znaczenie
w monitorowaniu stopnia niewydolnosci watroby. W badaniach wtasnych wykazano istotnie
wyzsze stezenie interleukiny 6 zaréwno w grupie dzieci zakazonych EBV z zapaleniem watroby
jak i tych z uszkodzeniem hepatocytow i bieguna zdétciowego. W grupie chorych
z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV wykazano ponadto dodatnig
korelacje pomiedzy aktywnoscig ALT a stezeniem interleukiny 6. Uzyskane dane wiasne
potwierdzajg mozliwos¢ wykorzystania IL - 6 jako czynnika predykcyjnego uszkodzenia
hepatocytéow w przebiegu zakazenia EBV.

W przebiegu zapalenia watroby uszkodzenie hepatocytéw wynika m.in. zzaburzenia
ukrwienia, do ktérego przyczynia sie uszkodzenie endothelium. W wyniku uszkodzenia
srédbtonka zachodzi nie tylko wzmozona ekspresja IL - 6, ale réwniez TNF - a. W badaniu
wtasnym zaréwno w catej grupie zakazonej EBV, jak réwniez w podgrupie dzieci
z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy wysokos$cig wiremii EBV DNA a liczbg leukocytéw, stezeniem CRP i TNF - a, jak
rowniez pomiedzy stezeniem TNF - a i IL - 6. Uszkodzenie endothelium prowadzi takze do
wzrostu adhezji leukocytéw i zwiekszenia sekrecji s - ICAM - 1 [112]. Znaczenie s - ICAM - 1
u pacjentéw z cholestazg zewnatrz- i wewngatrzwatrobowg opisano w wielu badaniach,
w ktérych potwierdzono istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem s - ICAM - 1
a aktywnosciag GGTP, ALP, AST czy stezeniem bilirubiny [57, 113]. Tomasiewicz i wsp.
potwierdzili istotne statystycznie zwiekszenie stezenia s - ICAM - 1 u pacjentow
z mononukleozg zakazng w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej [114]. W badaniu
wtlasnym nie wykazano istotnie wyzszych stezen s - ICAM - 1 w grupie pacjentdéw zakazonych

EBV w poréwnaniu do niezakazonych. Potwierdzono jednak, ze stezenie czastki adhezyjnej
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byto najwyisze w grupie dzieci zakazonych EBV z towarzyszgcym zapaleniem watroby
i uszkodzeniem bieguna zo6tciowego w poréwnaniu do pacjentdw bez powiktan
hepatologicznych. Uzyskane dane wtasne, podobnie jak badania przeprowadzone przez
Hornefa i Tomasiewicza [106, 114], sugerujg wptyw zakazenia wirusem Epsteina - Barr na
stezenie TNF - o, IL - 6 i s - ICAM - 1 oraz mozliwos¢ ich wykorzystania jako czynnikéw
predykcyjnych rozwoju powiktan hepatologicznych wérdd dzieci zakazonych EBV.

Wysokos¢ wiremii EBV DNA jest waznym czynnikiem predykcyjnym ciezkosci przebiegu
zakazenia u pacjentdow immunoniekompetentnych. Koreluje ze stopniem zaawansowania
choroby, stuzy takze do oceny odpowiedzi na leczenie [19, 41, 42, 43]. W grupie chorych
immunokompetentnych w rutynowej diagnostyce zakazenia EBV nie zaleca sie w chwili
obecnej oceny wiremii EBV DNA. W badaniu wtasnym w grupie 54 immunokompetentnych
dzieci z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV analizowano korelacje
pomiedzy aktywnoscig ALT, GGTP, dtugoscig trwania objawdw, wybranymi elementami
uktadu biatokrwinkowego i wysokoscig wiremii EBV DNA. Wykazano, ze pacjenci z wyzszg
wiremig charakteryzujg sie krétszym czasem objawdw poprzedzajgcych hospitalizacje, wyzsza
leukocytozg i limfocytoza. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy wysokoscig wiremii EBV DNA
a aktywnosciag GGTP. Podobnie jak w badaniu przeprowadzonym przez Banko, Bauer,
Pitettiego i Kimure nie potwierdzono réwniez korelacji pomiedzy wysokoscig wiremii
i aktywnoscig ALT [44, 45, 47, 115].

W badaniu wtasnym w grupie dzieci zakazonych EBV z zapaleniem watroby potwierdzono ze
zwiekszenie aktywnosci GGTP koreluje ze zwiekszeniem liczny limfocytéw i stezeniem TNF - a.
Obserwacje te sugeruja, ze ryzyko wystgpienia powiktan hepatologicznych zwieksza sie wraz
z narastaniem limfocytozy i stezenia TNF - a. Dane te sg zgodne z przedstawionym przez
Shaklima - Zemera patomechanizmem cholestatycznego zapalenia watroby [30]. Zgodnie z tg
teoriag EBV nie niszczy bezposrednio komoérek watroby ani nabtonka drog zdtciowych.
Zakazone wirusem limfocyty T CD8+ gromadzg sie w watrobie i aktywujg prozapalne cytokiny,
takie jak interferon y czy czynnik martwicy nowotworu, ktére bezposrednio uszkadzajg
hepatocyty. Ponadto w grupie 17 dzieci z cholestatycznym zapaleniem watroby indukowanym
zakazeniem EBV, analizowanych przez Shaklima - Zemera, wiek pieciu pacjentéw nie
przekraczat 4 lat. Ta analiza jak i badanie wtasne, w ktérym wykazano, ze wsrdd 54 pacjentow

z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV jedynie 2/54 chorych byto <5
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roku Zzycia, sugerujg czestsze wystepowanie powiktan hepatologicznych mononukleozy
zakaznej w grupie dzieci starszych.

Rzadsze wystepowanie zaburzen hepatologicznych w najmtodszej grupie pacjentéw, w ktorej
odsetek wynikéw fatszywie dodatnich w zakresie oznaczanie przeciwciat heterofilnych czy
swoistych skierowanych przeciwko antygenowi kapsydowemu (VCA IgM) jest najwyzszy
potwierdza, ze oznaczanie wiremii EBV DNA moze by¢ pomocne w diagnostyce réznicowej
w tej grupie wiekowej [116, 117]. Shi i wsp. w swoim badaniu podkreslali istote oznaczania
wiremii EBV DNA, zwtaszcza u pacjentow do 7 r.z manifestujgcych objawy moggce sugerowadé
jednostke chorobowg indukowang zakazeniem EBV [118]. Istniejg doniesienia, ktére
potwierdzajg zalezno$¢ miedzy wiekiem, w ktérym doszto do pierwotnego EBV, ciezkoscig
ostrej choroby i pdiniejszym ryzykiem raka wywotanego przez EBV lub chordb
autoimmunologicznych [119]. Piroiu i wsp. sugerujg, iz mtodszy wiek w momencie
pierwotnego zakazenia EBV ws$rdd kenijskich niemowlat byt zwigzany z podwyzszonym
poziomem wiremii EBV w pdzniejszym okresie niemowlecym. Dato to podstawe do wysuniecia
tezy, ze ta grupa dzieci byta w wiekszym stopniu narazona na rozwdj endemicznego chtoniaka
Burkitta [120]. W naszym badaniu nie wykazano zwigzku pomiedzy wysokoscig wiremii EBV
DNA a wiekiem dzieci zakazonych wirusem Epsteina - Barr z towarzyszgcymi powiktaniami
hepatologicznymi. Jednak potwierdzono, iz dzieci z wyzszg wiremig charakteryzowaty sie
wyzszym stezeniem CRP, liczbg leukocytow i dtuiszym czasem hospitalizacji. Wyniki te
sugerujg mozliwos¢ wykorzystywania wiremii EBV DNA do przewidywania ciezkosci ostrego
zakazenia EBV i selekcji pacjentdw wymagajgcych hospitalizacji.

Od czasu odkrycia, czasteczki miRNA znajdujg sie w sferze zainteresowania wielu naukowcow.
Dotychczas uludzi zidentyfikowano ponad 700 miRNA. Charakterystyczny profil zmian
w poziomach ekspresji miRNA moze by¢ pomocny we wczesnej diagnostyce wielu réznych
schorzen m.in. hematologicznych, kardiologicznych czy hepatologicznych [121]. Mogg one
wptywaé na replikacje wirusdw, modulowa¢ odpowiedZ przeciwwirusowg, a tym samym
wptywaé na stopien uszkodzenia watroby. Sg to czasteczki stabilne i mozliwe do oznaczenia
w ptynach ustrojowych, w zwigzku z czym stanowig potencjalne Zrédto nieinwazyjnych
markeréw prognostycznych.

Wirus Epsteina - Barr jest wirusem onkogennym, majgcym zdolnos¢ latencji. Koduje miRNA
ukierunkowane zaréwno na geny wirusowe, jak i gospodarza zaangazowane w odpowiedz

immunologiczng. Obnizenie ekspresji miRNA kodowanych przez EBV zwieksza odpowiedz
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cytotoksycznych limfocytéw T CD8+ i CD4+ w zainfekowanych komérkach gospodarza.
Ponadto EBV jest w stanie rozregulowac ekspresje réznych miRNA gospodarza, ktére reguluja
procesy zwigzane z uktadem immunologicznym i szlaki sygnatowe zwigzane z odpowiedzig na
zakazenie. Wsréod miRNA regulowanych przez EBV sg miR - 155 i miR - 21, z ktérych oba mogg
dziatac¢ jako progresywne onco - miR, tj. miRNA, ktdre predysponujg komérki do transformacji.
Z kolei miR - 34a w wyniku zakazenia EBV jest aktywowany przez czynnik transkrypcyjny
gospodarza p53 i uczestniczy w zatrzymaniu wzrostu i apoptozie komodrek [122]. Godshalk
i wsp. udowodnili, Zze zakazenie de novo i immortalizacja pierwotnych limfocytow B powoduje
zaburzenie ekspresji komérkowej miRNA [123].

W badaniu wfasnym nie wykazano zwigzku pomiedzy wysokoscia wiremii EBV DNA
a ekspresjg miR - 122 - 5p. Uzyskanie wyniki potwierdzajg natomiast istnienie dodatniej
korelacji pomiedzy ekspresjg miR - 122 a aktywnoscig ALT i GGTP. Jest to zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Rodeburg i wsp., ktérzy wykazali znaczny wzrost miR - 122 w surowicy
pacjentéw w stanie krytycznym z uszkodzeniem watroby. Przeprowadzone analizy wykazaty
dodatnie korelacje miR - 122 w surowicy z aktywnoscig AST, ALT i GGTP, natomiast nie
stwierdzono korelacji miedzy ekspresjag miR - 122 a liczbg leukocytéw, stezeniem CRP
i interleukiny 6 [124]. W badaniach wifasnych w grupie z powikfaniami hepatologicznymi
zakazenia EBV rowniez nie wykazano korelacji mir - 122 ze stezeniem CRP i cytokin
prozapalnych. Natomiast w grupie wszystkich dzieci zakazonych EBV stwierdzono dodatnig
zaleznos¢ pomiedzy stezeniem interleukiny 6 a ekspresjg miR - 122. Zwiekszenie aktywnosci
ALT czy AST moze by¢ efektem uszkodzenia innych niz watroba narzagdéw, zwtaszcza miesni
szkieletowych, zmniejszajgc tym samym ich warto$é diagnostyczng. Zwiekszenie ekspresji
miR - 122 jest bardziej specyficzne dla choréb watroby z uwagi na synteze w wiekszosci
odbywajacy sie w watrobie. W zwigzku z powyzszym uzyskane wyniki sugerujg mozliwos¢
wykorzystania ekspresji miR - 122 jako swoistego dla uszkodzenia watroby czynnika
predykcyjnego.

W badaniach wtasnych u dzieci z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV
obserwowano sie dodatnig korelacje pomiedzy ekspresjg miR - 21 a aktywnoscig ALT i GGTP,
a takze pomiedzy stezeniem IL - 6 a aktywnoscig ALT. W grupie pacjentéw zakazonych EBV
z zapaleniem watroby i uszkodzeniem bieguna zétciowego ekspresja miR - 21 byfa istotnie
statystycznie wyzsza niz w grupie zakazonej EBV bez powiktan hepatologicznych. Uzyskane

wyniki mogg sugerowa¢ mozliwos¢ wykorzystania zaréwno stezenia IL - 6 jak i ekspresji
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miR - 21 jako czynnikdw ryzyka rozwoju powiktan hepatologicznych towarzyszgcych zakazeniu
wirusem Epsteina - Barr.

Istniejg dowody, ze miRNA - 34a - 5p moze stuzy¢ jako potencjalny biomarker marskosci
watroby, poniewaz jego ekspresja jest podwyzszona w surowicy pacjentdw z marskoscig
watroby i istotnie koreluje z aktywnoscig AST i ALT [125, 126]. Wyniki te sugerowa¢ mogg
przydatnos¢ miR - 34a jako czynnika prognostycznego progresji do marskosci i rozwoju HCC.
W badaniu wtasnym zaobserwowano istotnie statystycznie wyiszg ekspresje miR - 34a
w grupie dzieci zakazonych EBV w pordéwnaniu z grupg dzieci zdrowych. W grupie dzieci
z zapaleniem watroby i uszkodzeniem bieguna zdtciowego ekspresja miR - 34a byta istotnie
podwyzszona w poréwnaniu z dzie¢mi zakazonymi EBV bez powikfan hepatologicznych.
Ponadto w grupie wszystkich 54 pacjentdw z powikfaniami hepatologicznymi uzyskano
dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscig ALT i GGTP a ekspresjg miR - 34a. Uzyskane dane sg
zbiezne z wynikami przedstawionymi w badaniu Farag i wsp. dotyczagcym analizy 34 pacjentéw
z potwierdzonym histopatologicznie sttuszczeniem watroby oraz 28 chorych
z niealkoholowym sttuszczeniowym zapaleniem watroby. Ekspresja analizowanych miRNA
byta istotnie wyzsza w analizowanych grupach w poréwnaniu z osobnikami zdrowymi.
Zaobserwowano istotny statystycznie zwigzek miedzy aktywnoscig AST, ALT a ekspresjg
miR - 34a i miR - 122 oraz ujemng korelacje ze stezeniem albumin i liczbg ptytek krwi. Ponadto
stwierdzono istotng dodatnig korelacje miedzy stezeniem CRP a aktywnoscig aminotransferaz,
GGTP oraz ekspresjg miR - 122 i miR - 34a [127]. Badanie Faraga i wsp. sugeruje znaczacg
wartos$¢ predykcyjng oraz specyficzno$é miR - 34a w diagnozowaniu sttuszczenia watroby.
Zwtaszcza w potaczeniu z analizg stezenia CRP i ekspresjg miR - 122 czynigc z nich panel
prognostyczny o wyzszej swoistosci niz FIB - 4, dajgcy mozliwos¢ unikniecia biopsji watroby.
Uzycie tych markeréw w rutynowej praktyce klinicznej zwiekszytaby mozliwos¢ oceny
widknienia watroby w warunkach ambulatoryjnych na poziomie podstawowe] opieki
zdrowotne;.

Dowiedziono, ze ekspresja miR - 26b w HCC jest obnizona i wigze sie z gorszym rokowaniem.
W badaniach wtasnych ekspresja miR - 26b byta 1,5 - krotnie wyzsza w grupie dzieci
zakazonych EBV w porédwnaniu do osobnikéw zdrowych. W grupie pacjentéw z powiktaniami
hepatologicznymi wykazano pozytywng zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg miR - 26b
a aktywnoscig ALT i GGTP, co moze sugerowac wpltyw zwiekszonej ekspresji miR - 26b na

rozwdj powiktan hepatologicznych u dzieci zakazonych EBV.
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Murakami jak i Messner i wsp. w swoich analizach wykazali, ze nadekspresja miR - 199a byta
istotnie zwigzana z postepem witdknienia watroby i moze by¢ wykorzystana jako nieinwazyjny
biomarker progresji wtéknienia watroby [128, 129]. Zang i wsp. w swoim badaniu wykazali
istotny statystycznie wzrost ekspresji miR - 199a w przebiegu NASH [130]. Balasubramaniyan
i wsp. jako pierwsi w swojej analizie wykazali wptyw miR - 199a - 5p na ekspresje
ABCB11/Abcb11. Potwierdzili takze, ze ekspresja miR - 199a ulega zwiekszeniu
w zaburzeniach cholestatycznych watroby [131]. Dai i wsp. w swoim badaniu przeanalizowali
bezposrednio wptyw miRNA na geny stresu ER (ang. Endoplasmic Reticulum Stress)
w hepatocytach. Badanie ujawnito bezposredni zwigzek miedzy miRNA a watrobowym
stresem ER iwykazato, ze miR - 199a - 5p ttumit przedtuzony stres ER, w ten sposéb
zapobiegajac apoptozie hepatocytéw [132]. W badaniach wtasnych wykazano, ze ekspresja
miR - 199a w grupie dzieci zakazonych EBV z powiktaniami hepatologicznymi istotnie koreluje
z aktywnoscig ALT i GGTP. Uzyskana w badaniu zaleznos¢ potwierdza znaczenie ekspresji
miR - 199 w utrzymaniu homeostazy watroby i mozliwos¢ jego wykorzystania jako
nieinwazyjnego biomarkera uszkodzenia hepatocytow, a zwtaszcza wspdttowarzyszgcych
powiktan cholestatycznych. Przeprowadzona analiza sugeruje mozliwos¢ wykorzystania
ekspresji miR - 122 - 5p, miR - 21 - 3p, miR - 34a - 5p, miR - 26b - 3p i miR - 199a - 5p jako
czynnikow predykcyjnych powikta hepatologicznych wsrdd dzieci zakazonych EBV.

ABCB11 (pompa eksportu soli zétciowych), zaliczana do transporterow ABC jest specyficzng
dla watroby grupg biatek transportowych odpowiedzialnych za eksport sprzezonych kwaséw
26tciowych z hepatocyta do kanalikow zétciowych. Ekspresja genu BSEP jest gtéwnie
regulowana przez farnezoidowy receptor X. Ekspresja i aktywacja FXR w komérce jest kluczem
do transkrypcji i aktywacji genu ABCB11. Homozygotyczne mutacje powodujgce utrate funkgji
genu ABCB11 powodujg rozwdj PFIC2 i BRIC2 [133]. Stwierdzono réwniez, ze polimorfizm jest
powigzany z innymi dziedziczonymi i nabytymi formami cholestazy, takimi jak tagodna
nawracajgca cholestaza wewnatrzwatrobowa i cholestaza polekowa. Sugeruje to role tego
polimorfizmu jako czynnika ryzyka dla réznych stanéw cholestatycznych, ktére do tej pory byty
traktowane jako rézne jednostki chorobowe. Wewnatrzwatrobowa cholestaza ciezarnych
(ICP, ang. Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy) oraz cholestaza indukowana antykoncepcijg
(CIC, ang. Oral Contraceptive - Induced Cholestasis) to dwie nabyte formy cholestazy, ktére
dotykajg wczesniej zdrowych, mtodych kobiet. Majg charakter odwracalny, co sugeruje, ze

zenskie hormony ptciowe odgrywaja kluczowa role w tych postaciach cholestazy. Istnieje wiele
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doniesien  potwierdzajacych zwigzek pomiedzy polimorfizmem ABCB11 a ICP.
W przeprowadzonych badaniach wiasnych w grupie z uszkodzeniem bieguna zétciowego
dziewczynki stanowity istotnie statystycznie wyzszy odsetek niz w grupie zakazonej EBV bez
powiktan hepatologicznych. W badaniu Pigtka i wsp. w grupie 96 kobiet z ICP wykazano
wyzszg czestotliwo$é homozygotycznego genotypu 1331CC. Dane te sg zgodne z wynikami
Meier i wsp. i wskazujg, ze wszystkie pacjentki z ICP i CIC byty homozygotycznymi nosicielkami
allelu C w pozycji 1331 [134, 103]. Najnizsze stezenie kwaséw zétciowych obserwowali
u pacjentek z genotypem 1331TT, a najwyzsze z genotypem 1331CC. Autorzy wykazali, ze
dysfunkcja transportera kwaséw zétciowych BSEP wynikajgca z obecnosci genotypu 1331CC
ABCB11 moze prowadzi¢ do rozwoju cholestazy podczas doustnej antykoncepcji. Jak dotad nie
przeprowadzono w populacji polskich dzieci badan dotyczacych zwigzku miedzy
polimorfizmem BSEP, zakazeniem EBV i ryzykiem rozwoju powiktan hepatologicznych.
Podobnych analiz nie opisano rowniez w dostepnym pismiennictwie anglojezycznym.
W badaniach wtasnych wykazano, ze obecnos¢ allelu T dla markera rs2287622 zwieksza
3 - krotnie ryzyko zapalenia watroby oraz blisko 4 - krotnie mozliwos¢ wystgpienia zapalenia
watroby z cholestaza u pacjentéw zakazonych EBV. Ponadto w grupie pacjentdw z zapaleniem
watroby i uszkodzeniem bieguna Zzéfciowego w przebiegu zakazenia EBV potwierdzono
przewage homozygotycznego genotypu 1331TT. Uzyskane dane nie wigzg genotypu
homozygotycznego 1333CC ze zwiekszeniem czestosci powiktan hepatologicznych wsrdd
pacjentéw zakazonych EBV, jednak mogg sugerowaé, ze polimorfizm pojedynczego
nukleotydu markera rs2287622 prowadzacy do powstania homozygotycznej mutacji zaburza
funkcje genu ABCB11 prowadzac do uposledzenia funkcji transportera btonowego i tym
samym przyczynia sie do zwiekszenia czestosci powiktan hepatologicznych u chorych
zakazonych wirusem Epsteina - Barr.

Ograniczeniem badania jest niewielka liczebnos¢ grupy badanej. Nieuwzglednienie
w analizach markera rs11568364 wynikato ze zbyt jednorodnej grupy. U 67 poddanych
analizie dzieci obserwowano bowiem wariant homozygotyczny AA. Potwierdzenie uzyskanych
rezultatow bedzie wymagato dalszych badan, przeprowadzonych na wiekszej liczbie

pacjentéw.
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VIl. WNIOSKI

1. Nie wykazano zwigzku pomiedzy wysokoscig wiremii a ryzykiem rozwoju powiktan
hepatologicznych.

2. Wydaje sie, ze wzrost stezenia IL- 6, TNF - a i s - ICAM - 1 w przebiegu zakazenia EBV
moze wskazywac na ryzyko wystgpienia zapalenia watroby ze wspoéttowarzyszagcym
uszkodzeniem bieguna zétciowego.

3. Zwiekszona ekspresja miR - 21 - 3p, miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5, miR - 34a - 5p
i miR -199a - 5p u dzieci zakazonych EBV wydaje sie by¢ czynnikiem ryzyka wystgpienia
powiktan hepatologicznych przebiegajgcych z uszkodzeniem bieguna zétciowego.

4. Polimorfizm rs2287622 genu ABCB11 wykazuje wptyw na wystgpienie powikfan
hepatologicznych w przebiegu zakazenia EBV u dzieci. Obecno$¢ allelu T dla markera
rs2287622 zwieksza 3 - krotnie prawdopodobienstwo wystgpienia zapalenia watroby

oraz blisko 4 - krotnie mozliwo$¢ wystgpienia zapalenia watroby z cholestazg.
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VIIl. STRESZCZENIE

Zapalenie watroby w przebiegu EBV charakteryzuje sie najczesciej tagodnym,
samoograniczajgcym sie przebiegiem. Jednak mozliwos¢ wystgpienia rowniez ciezkich
powikfann hepatologicznych wskazuje na potrzebe okreslenia predyktoréw uszkodzenia
watroby.

Celem pracy byta analiza powiktan hepatologicznych wsréd dzieci zakazonych EBV ze
szczegblnym uwzglednieniem stezen wybranych cytokin: TNF - a, IL- 6, s - ICAM - 1, ekspresiji
miR - 21 - 3p, miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p, , miR - 199a - 5p oraz wysokosci
wiremii EBV DNA. Ponadto analizie poddano wptyw zmiennosci genetycznej rs11568364 oraz
rs2287622 genu ABCB11 na ryzyko wystgpienia powikfan hepatologicznych.

Badaniu poddano tgcznie 68 pacjentéw z potwierdzonym serologicznie i molekularnie
zakazeniem EBV. W tej grupie powiktania hepatologiczne stwierdzono u 54 dzieci, ktére
podzielono na 2 podgrupy. W pierwszej, liczacej 33 pacjentdw, stwierdzono zwiekszong
aktywnos¢ ALT i GGTP. Do drugiej zakwalifikowano 21 dzieci ze zwiekszong aktywnoscig ALT,
bez uszkodzenia bieguna z6tciowego.Przeprowadzone analizy wykazaty istotnie statystycznie
wyzsze stezenie IL - 6, TNF - a i s - ICAM - 1 w grupie dzieci z zapaleniem watroby
i uszkodzeniem bieguna zotciowego w poréwnaniu do grupy pacjentéw bez powiktan
hepatologicznych. Ponadto w grupie 54 dzieci z powiktaniami hepatologicznymi wykazano
dodatnig istotng statystycznie korelacje pomiedzy aktywnoscig ALT i stezeniem IL - 6 oraz
pomiedzy aktywnoscig GGTP a stezeniem TNF - a. Na podstawie badania wtasnego wykazano
zwigzek pomiedzy ekspresjg miR - 21 - 3p, miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p
i miR -199a - 5p a obecnoscig powiktan hepatologicznych przebiegajacych z uszkodzeniem
bieguna zo6tciowego w przebiegu zakazenia EBV. Wykazano przewage homozygotycznego
genotypu 1331TT w grupie pacjentéw z zapaleniem watroby i uszkodzeniem cholangiocytéw.
Wykazano, ze obecnos¢ allelu T dla markera rs2287622 zwieksza 3 - krotnie
prawdopodobienstwo wystgpienia zapalenia watroby oraz blisko 4 - krotnie mozliwos¢
wystgpienia zapalenia watroby z cholestazg u pacjentéw zakazonych EBV. W niniejszej pracy
ustalono, ze w grupie dzieci z powiktaniami hepatologicznymi w przebiegu zakazenia EBV
wysokos¢ wiremii EBV DNA wigze sie ze znamiennie statystycznym wzrostem stezenia CRP,
TNF - a, liczby leukocytéw, limfocytéw i monocytéw. Nie wykazano zwigzku pomiedzy

wysokoscig wiremii a ryzykiem rozwoju powiktan hepatologicznych.
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IX. SUMMARY

Hepatitis in the course of EBV is usually characterised by a mild, self-limiting course. However,
the possibility that severe hepatological complications may also occur indicates the need to
determine the predictors of liver damage.

The aim of this study was to analyse hepatological complications among children infected with
EBV, with particular emphasis on the concentrations of selected cytokines: TN F-a, IL- 6 and
s - ICAM - 1, and expressions of miR - 21 - 3p, miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p,
miR - 199a - 5p, and EBV DNA viral load. In addition, genetic variations rs11568364 and
rs2287622 of the ABCB11 gene were analysed for their risk of hepatological complications.

A total of 68 patients with serologically and molecularly confirmed EBV infections were
studied. In this group, hepatological complications were found in 54 children, who were
divided into two subgroups. In the first subgroup, consisting of 33 patients, increased ALT and
GGTP activity was found. The second subgroup included 21 children with increased ALT
activity without damage to the bile pole. The conducted analyses showed a statistically
significantly higher concentration of IL - 6, TNF - ac and s - ICAM - 1 in the group of children
with hepatitis and bile pole damage compared to the group of patients without hepatological
complications. Moreover, in the group of 54 children with hepatological complications,
a statistically significant positive correlation was found between ALT activity and IL - 6
concentration, and between GGTP activity and TNF - a concentration. Based on the present
author’s study, a relationship was found between the expression of miR - 21 - 3p,
miR - 122 - 5p, miR - 26b - 5p, miR - 34a - 5p and miR - 199a - 5p, and the presence of
hepatological complications with bile-pole damage in the course of EBV infection. The
advantage of the homozygous 1331TT genotype was demonstrated in the group of patients
with hepatitis and cholangiocyte damage. It has been shown that the presence of the T allele
for the rs2287622 marker increases the probability of hepatitis three times and the possibility
of hepatitis with cholestasis almost four times in EBV - infected patients. In this study, it was
established that in a group of children with hepatological complications during EBV infection,
the level of EBV DNA viral load was associated with a statistically significant increase in the
concentration of CRP, TNF - a and the number of leukocytes, lymphocytes and monocytes.

There was no relationship between viral load and the risk of hepatological complications.
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
Ul. M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 673/2018 Bydgoszez, 30.10.2018r.

Dzialajgc na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z poZniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegétowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z péZn. zm. w sprawie
powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sklad podano w zataczeniu), na posiedzeniu w dniu 30.10.2018 r. przeanalizowala wniosek,
ktéry ztozyta kierownik badania:

prof. dr hab. n. med. Malgorzata Pawlowska
Klinika Choréb Zakaznych i Hepatologii Wieku Rozwojowego ~
Wojewdédzki Szpital Obserwacy]no Zakazny im. Tadeusza Browicza w Bydgoszczy

z zespolem w skiadzie

- lek. med. Justyna Moppert, dr n. med. Krzysztof Domagalski,

w sprawie badania:

»Analiza wykladnikéw cholestazy towarzyszqcej zapaleniom watroby u dzieci
z uwzglednieniem czynnikéw predykeyjnych jej wystapienia (w tym zmiennosci
genetycznej) i ryzyka chronicyzacji.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeta 5
Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie przeprowadzenia badari, w zakresie okre§lonym we wniosku pod warunkiem:

e poinformowania uczestnikéw badania o celu oraz zakresie badai i uzyskania od ich rodzicéw/opiekunéw
prawnych osobnej, pisemnej, $wiadomej zgody na udzial w badaniu, zgodnie z obowigzujacymi przepisami,
datowanej najp6Zniej na moment rozpoczecia badania a nie wczesniej niz data uzyskania z Komisji
Bioetycznej zgody na takie badanie;

e UWAGA! W przypadku matoletnich, ktérzy ukoriczyli 16 lat zycia oraz miodszych maloletnich, ktérzy sg
w stanie z rozeznaniem wypowiedzie¢ sig, co do swojego udzialu w badaniu obowigzuje réwniez
konieczno$¢ uzyskania §wiadomej zgody od nich;

e zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentéw, umozliwiajgcych ich
identyfikacjg w ewentualnych publikacjach;

e  sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacji i §wiadomej zgody na udziat w badaniu na jednej kartce.

Jednocze$nie informujemy, iz ,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawieraé m.in.: imi¢ i nazwisko t;;danej

osoby; Nr historii choroby pacjenta (L.ks.gt. Oddziatu/Poradni) oraz dat¢ i podpis badanej osoby

(rodzicow/opiekunéw prawnych), a takze klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgodg na przetwarzanie danych

osobowych dotyczacych realizacji tematu badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych.Kierownik
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badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczacych badania przez okres

dwudziestu lat.

Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (30.10.2018 r.) do korica 2020 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projekiu;
kazda zmiana i modyfikacia wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowiqzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktdre moglyby mie¢ wplyw na opinig Komisji oraz poinformowania o
zakonczeniu badania.

" Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzié eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowotnej, w ktdrej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogq wnies¢ odwolanie do
Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med, Karol $liwka

PrzewodPiczqcy Komisji Bioetycznej
L e S
R
Otrzymuje:
prof. dr hab. n. med. Malgorzata Pawlowska
Klinika Chor6b Zakaznych i Hepatologii Wieku Rozwojowego
Wojewadzki Szpital Obserwacyjno-Zakazny im. Tadeusza Browicza w Bydgoszczy
ul. Sw. Floriana 12, 85-030 Bydgoszcz
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 673/2018 Bydgoszcz, 24.09.2019 .

Dziafajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U. z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z p6zniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pozn.
zm. w sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w

Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w
ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(ktorej sklad podano w zalaczeniu) na posiedzeniu w dniu 24.09.2019 r.
przeanalizowala prosbe o wyrazenie zgody na:

e rozszerzenie zakresu badan o oznaczanie wiremii PCR EBV u pacjentéw z zapaleniem
watroby oraz potwierdzonym serologicznie zakazeniem EBV, a takze umozliwienie
rozszerzenia zakresu badan o oceng polimorfizmu genu BSEP (abcbll), ekspresji
microRNA i cytokin prozapalnych (II - 1 beta, TNF alfa, II- 6, s - ICAM 1)
w surowicy wsréd grupy kontrolne;j.

W zakresie metodyki badan zmianie ulegnie jedynie ilo$¢ krwi niezbednej do badan
(dodatkowo 1,2 ml). Pobranie tej probki krwi nie spowoduje zwiekszonego ryzyka dla
pacjenta w poréwnaniu do pobierania krwi do innych badan kontrolnych. Nie ulega zmianie
liczebnos¢ oraz skiad grupy badanej. Grupa kontrola bedzie natomiast sktadata sie z dzieci
w wieku 0-18 lat hospitalizowanych w Oddziale Pediatrii, Hepatologii i Chorob Infekcyjnych
Wojewddzkiego  Szpitala  Obserwacyjno-Zakaznego w  Bydgoszczy z przyczyn
nieinfekcyjnych i bedzie liczyta ok. 50 os6b.

ktora ztozyta:

prof. dr hab. n. med. Malgorzata Pawlowska
Klinika Choréb Zakaznych i Hepatologii Wieku Rozwojowego
Wojewddzki Szpital Obserwacyjno-Zakazny im. Tadeusza Browicza w Bydgoszezy

w sprawie badania:

»Analiza wykladnikéw cholestazy towarzyszacej zapaleniom watroby u dzieci
z uwzglednieniem czynnikéw predykeyjnych jej wystapienia (w tym zmiennosci
genetycznej) i ryzyka chronicyzacji.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosci podane informacje i wyraza zgode
na powyzsze pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 30.10.2018 r.
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskl;ej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 673/2018 Bydgoszcz, 24.11.2020 1.

Dziatajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U.z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z pézniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczeglowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z poZn.
zm. w sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w
ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(ktérej skltad podano w zalaczeniu) na posiedzeniu w dniu 24.11.2020 r.
przeanalizowata pro$bg o wyrazenie zgody na:
o przedtuzenie okresu badania do grudnia 2021 roku,
® odstgpienie od oznaczania IL- 1 P u pacjentéw poddanych analizie. Powyzsza
prosba jest wynikiem przeprowadzonych wstepnie oznaczen u czedci pacjentow,
u ktérych uzyskane wyniki nie potwierdzaty zadnej istotnosci statystycznej
pomigdzy IL- 1 P a pozostalymi cytokinami, czastka adhezyjng s-ICAM-1

i poziomem wiremii EBV DNA. Ograniczenie kosztéw zwigzanych z zakupem |

odezynnik6éw niezbgdnych do oznaczanie IL- 1 p pozwolitoby na zwiekszenie puli
pacjentéw poddanych analizie w zakresie pozostatych interleukin (IL-6, TNF-a)
i s-ICAM-1, dla ktérych wstepne analizy sa bardzo obiecujgce. Uzykalismy
bowiem potwierdzenie wzajemnych korelacji pomiedzy wspomnianymi
cytokinami prozapalnymi i czastkg adhezyjng wsrod pacjentow z zapaleniem
watroby indukowanym zakazeniem EBV. W zakresie metodyki badan ilogé krwi
niezbednej do badan nie ulegnie zmianie.

ktéra ztozyla:

prof. dr hab. n. med. Malgorzata Pawlowska
Klinika Choréb Zakaznych i Hepatologii Wieku Rozwojowego
Wojewédzki Szpital Obserwacyjno-Zakazny im. Tadeusza Browicza w Bydgoszczy

w sprawie badania:

nAnaliza wykladnikéw cholestazy towarzyszacej zapaleniom watroby u dzieci
z uwzglednieniem czynnikéw predykeyjnych jej wystgpienia (w tym zmiennosci
genetycznej) i ryzyka chronicyzacji.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosci podane informacje i wyraza zgode
na powyzsze pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 30.10.2018 r.
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
Ul M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 673/2018 Bydgoszcz, 15.06.2021 r.

Dzialajac na podstawie art.29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z p6Zniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia
11 maja 1999 r. w sprawie szczeg6towych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 . z pézn. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(ktorej sktad podano w zalgczeniu) na posiedzeniu w dniu 15.06.2021 r. przeanalizowata
prosbe o:

° zmiang metodyki badan dotyczaca badanych grup pacjentéw: zmiana w zakresie

analizowanych podgrup z 4 podgrup skladajacych sie z 25 pacjentéw na podgrupy

liczace od 15-40 pacjentow.

ktora ztozyla:

prof. dr hab. Malgorzata Pawlowska
Katedra Choréb Zakaznych i Hepatologii
Collegium Medicum w Bydgoszezy, UMK w Toruniu

w sprawie badania:

»Analiza wykladnikéw cholestazy towarzyszacej zapaleniom watroby u dzieci z
uwzglednieniem czynnikéw predykeyjnych jej wystapienia (w tym zmiennosci genetycznej) i

ryzyka chronicyzacji.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosci podane informacje i wyraza zgode na powyzsze
pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 30.10.2018 r. oraz w ewentualnych
aneksach do tejze uchwaty.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do korica 2021 r.

]

Prof. dr hab. med. Karol $liwka

Przewodn{ipzqcy Komisji Bioetycznej

]

Otrzymuje: et
prof. dr hab. Matgorzata Pawlowska

Katedra Choréb Zakaznych i Hepatologii

Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu
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Justyna Moppert Bydgoszcz, 05.09.2022 1.
IV rok studiéw doktoranckich

Wydziat Lekarski

¢-mail: moppertjustyna@gmail.com

tel: 784 050 229

Dr hab. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK
Przewodniczgca Rady Dyscypliny

23.’,‘;“.5,'35““'“'5“”“ KOPERNIKA W TORUNIU
RSN Gy Nauki Medyczne
06. 09. 2022
R Wydziat Lekarski, Collegium Medicum
ziekanat Wydziatu Lekarskiego
L im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

dotyczy: wniosku o nr 673/2018

Zwracam sie z uprzejma prosbg o wyrazenie zgody na zmiang tematu rozprawy
doktorskiej z ,,Analiza wyktadnikéw cholestazy towarzyszacej zapaleniom watroby u dzieci
z uwzglednieniem czynnikéw predykcyjnych jej wystapienia w tym zmiennosci genetycznej
iryzyka chronicyzacji” na Powiklania hepatologiczne zakazenia EBV u dzieci’
7z uwzglednieniem czynnikow predykeyjnych”.
Nowy temat w sposéb bardziej zwigzly okresla podstawowy kierunek prowadzonych badan.
W zakresie metodyki analizowane grupy jak i ilos¢ krwi niezbedna do badan nie ulegajg
zmianie.

Aktualnie w toku sg badania oceniajace ekspresjg cytokin prozapalnych (TNF alfa, IL-
6, s-ICAM-1) i miRNA oraz polimorfizm genu BSEP.
Planowany czas zakoficzenia analiz 10.2022 r.
Whiosek o wyznaczenie promotora i promotora pomocniczego zostat ziozony i rozpatrzony

pozytywnie we wrzesniu 2021 r

Prosze 0 pozytywne rozpatrzenie mojego wniosku.
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