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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

IRP1/IRP2 — iron regulatory proteinl/2 / biatka regulujace metabolizm zelaza
T{R1 — transferrin receptor 1 / receptor transferyny 1

TfR2 — transferrin receptor 2/ receptor transferyny 2

DMT1 — divalent metal ion transporter / nosnik metali dwuwartosciowych
NTBI — nontransferrin bound iron / zelazo niezwigzane z transferyng
TNFa — tumor necrosis factor o,/ czynnik martwicy nowotworow o

IL-1a — interleukina 1 alfa

IL-1p — interleukina 1 beta

IL-6 — interleukina 6

IGF-1 — insulin growth factor 1 / insulinopodobny czynnik wzrostu 1

TRH — Thyrotropin-releasing hormone / tyreoliberyna

HCV — hepatitis C virus / wirus C zapalenia watroby

HCC — hepatocellular carcinoma / rak watrobowokomdrkowy

ERK 1/2 — extracellular signal regulated kinases / kinazy regulowane sygnalem

zewnatrzkomorkowym
MAPK — mitogen activated protein kinase / kinaza biatkowa aktywowana mitogenami
Pzw C — przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C
NAFLD — nonalcoholic fatty liver disease / niealkoholowa choroba stluszczeniowa
watroby
IRHIO - insulin resistance hepatic iron overload / gromadzenie zelaza w watrobie

towarzyszace zespotowi insulinoopornosci
HIC — hepatic iron concentration / zawarto$¢ zelaza w watrobie
HII — hepatic iron index / watrobowy indeks zelaza
TIS — total iron score / catkowita zawartos¢ zelaza
MRI — magnetic resonance imaging / obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego

SVR — sustained viral response / trwata odpowiedz wirusologiczna



1. WSTEP

1.1. Homeostaza zelaza w organizmie czlowieka

Zelazo jest niezbednym mikroelementem podstawowych reakcji metabolicznych
zywych organizmow. Wsrdd sktadnikéw skorupy ziemskiej zelazo, pod wzgledem ogdlnej
zawartos$ci, zajmuje czwarte miejsce, a wsrod metali drugie. Latwo dostepny i rozpuszczalny
w wodzie jon zelaza dwuwartosciowego (Fe2+) stal si¢ wzorcowym kofaktorem dla biatek.
Jako zelazo hemowe, pierwiastek bierze udzial w transporcie tlenu, wigzaniu i uwalnianiu
tlenu czasteczkowego, reakcjach hydroksylacji endogennych substancji i ksenobiotykdéw, a
takze w przenoszeniu elektronow w tancuchu oddechowym. W postaci niechemowej, zelazo
wbudowane w centra zelazowo-siarkowe (Fe-S) enzymow, uczestniczy w transferze

elektronow, reakcjach dehydratacji i wigzania azotu [21,38,66].

Zaburzenia homeostazy zelaza w organizmie mogg prowadzi¢ do rozwoju powaznych
chorob, nie tylko w sytuacji jego niedoboru, ale takze gdy ma miejsce nadmierna akumulacja
tego pierwiastka w organizmie. Za potencjalng toksycznos¢ zelaza odpowiada jego wysoki
potencjat oksydoredukcyjny, skutkujacy nadprodukcja reaktywnych form tlenu. Powstaja one
fizjologicznie w trakcie metabolizmu komdrkowego. Gdy akumulacja zelaza w komdrkach
przekracza mozliwosci jego utylizacji dochodzi do nadmiernego generowania reaktywnych
form tlenu i mechanizmy inaktywujace je moga okazal si¢ niewystarczajace [86]. W
warunkach rozwijajacego si¢ wowczas stresu oksydacyjnego ma miejsce peroksydacja
lipidow btonowych, bialek i DNA, uszkodzenie struktur komorkowych i aktywacja reakcji
naprawczych. Nastepstwem destabilizacji struktur komdérkowych moze by¢ $mieré komorek
w mechanizmach martwicy lub apoptozy. Oksydacyjne uszkodzenia DNA zwigkszaja ryzyko
mutagenezy i karcynogenezy [95,103,124].

Utrzymanie wtasciwej zawartosci zelaza w komdrkach jest mozliwe dzieki
rozbudowanemu systemowi kontrolujacemu wchtanianie zelaza z przewodu pokarmowego,
transport przez btony komdrkowe, pule krazacego w osoczu zelaza zwigzanego z transferyna,
wychwyt pierwiastka z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, magazynowanie w postaci
nietoksycznego i bezpiecznego dla komorki zwigzku zelaza z ferrytyng oraz uruchamianie
zgromadzonych zasobéw w razie wzrostu zapotrzebowania. Do komorek najsilniej
zaangazowanych w pobieranie zelaza, jego uwalnianie i magazynowanie naleza enterocyty,
erytroblasty, hepatocyty 1 makrofagi. Komdrki te charakteryzuja si¢ zrdéznicowang

aktywnoscig biatek biorgcych udziat w wewnatrzustrojowym obrocie zelaza.

Zelazo gromadzi si¢ w wielu tkankach (pluca, nerki, serce, trzustka, gruczoty
wydzielania dokrewnego), jednak gldéwnymi rezerwuarami pozostaja szpik kostny i watroba.
Od 1/4 do 1/3 ilosci zelaza jest zmagazynowane] w komorkach watroby — hepatocytach i

makrofagach, gtownie w postaci nieaktywnej, zwiazanej z ferrytyna i hemosyderyna. W
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krazacych erytrocytach 1 szpiku kostnym zawarte jest ok. 2,5 g zelaza, z krazaca osoczowa

transferyna zas pozostaja zwigzane 3 mg pierwiastka [10].

Metabolizm zelaza w komdrkach ssakéw jest kontrolowany przez dwa biatka
regulatorowe — IRP1 1 IRP2 (iron regulatory protein). Pula zelaza wolnego, przejSciowego
pomiedzy zelazem zewnatrzkomoérkowym 1 zelazem komorkowym zwigzanym z biatkami,
stanowi niewielkg frakcje (< 5%) catkowitej puli zelaza komorkowego. Jest ona dostosowana
do metabolicznych potrzeb komoérki 1 musi podlegaé ograniczeniom, ze wzgledu na udziat w
tworzeniu wolnych rodnikow [72]. Poprzez mechanizm bezposredniej interakcji IRP1 i IRP2
ze zmienng pula wolnego zelaza w cytoplazmie komorki, biatka te uczestnicza w
posttranskrypcyjnej regulacji syntezy m.in. receptora transferyny 1 (TfR1, transferrin
receptor 1), ferrytyny, nosnika metali dwuwartosciowych (DMTI, divalent metal ion
transporter) i ferroportyny. Kontrola syntezy biatek nosnikowych pozwala na utrzymanie

fizjologicznego stezenia wolnego zelaza w komorce [39,112].

W osoczu gtownym biatkiem transportujagcym zelazo jest transferyna (apotransferyna).
Czasteczka transferyny jest glikoproteing i wigze si¢ w sposob odwracalny z dwoma jonami
zelaza tréjwartosciowego (holotransferyna). W warunkach fizjologicznych wysycenie

surowiczej transferyny zelazem wynosi od 20 do 30%.

Import zelaza do komorek, poza dojrzalymi enterocytami, dokonuje si¢ poprzez
zwigzanie holotransferyny z komoérkowym receptorem transferyny. Znane sa dwa receptory
transferyny: TfR1 i TfR2. W wigkszosci komorek intensywno$¢ wchianiania zelaza jest
regulowana poprzez zmienng ekspresj¢ TfR1. TfR2 syntetyzowany jest gldéwnie w
hepatocytach [73].

Utrzymanie statej, pozadanej puli zelaza krazacego w osoczu zapewnia hepcydyna,
peptyd produkowany przez hepatocyty, ktory swoiscie laczac si¢ z ferroportyna inicjuje
proces degradacji jej czasteczki i zahamowanie swobodnego uwalniania zelaza z komorki
(hepatocyta, makrofaga, enterocyta) [28]. Wzrost stezenia zelaza w surowicy i reakcja
zapalna sa najsilniejszymi stymulatorami ekspresji hepcydyny. Niedotlenienie, niedobdr
zelaza oraz pobudzenie erytropoezy prowadza do spadku produkcji hepcydyny. Regulacja
ekspresji genu hepcydyny odbywa si¢ dzigki ztozonym mechanizmom, w ktére
zaangazowanych jest szereg czasteczek sygnalizacyjnych, czynnikéw transkrypcyjnych i
biatkowych modulatoréw. Jednym z waznych bialek swoistych dla komorek watroby,
kontrolujacych sygnalizacj¢ regulujaca transkrypcje m.in hepcydyny jest hemojuwelina,
biatko, ktorego zmutowang posta¢ opisano w 2004 roku u chorych z cigzka postacig

hemochromatozy mtodzienczej [37].

Brak hepcydyny oznacza utrate mozliwosci modulowania nat¢zenia eksportu zelaza z
komoérek. Moze odbywac si¢ on wowczas nieprzerwanie dzigki zachowanej aktywnosci

ferroportyny. Wzrasta stezenie zelaza we krwi, wraz z nim wysycenie transferyny, a gdy te
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zaburzenia utrwalajg si¢ — dochodzi do stopniowo narastajacego gromadzenia zelaza w

watrobie 1 innych narzadach.

1.2. Rola watroby w utrzymaniu homeostazy zelaza

Hepatocyty peinia nadrzedna funkcje w utrzymaniu wewnatrzustrojowej homeostazy
zelaza. Sa gldwnym magazynem zelaza i zasadniczym miejscem zmiennej, zaleznej od
réznych bodzcédw ekspresji hepcydyny — kluczowego regulatora transportu zelaza poza
komorke. Hepatocyt wychwytuje zelazo w postaci zard6wno zwigzanej jak 1 niezwigzanej z
transferyng (NTBI, nontransferrin bound iron). Wychwyt zelaza zwigzanego z transferyng
odbywa si¢ poprzez receptory TfR1 1 TfR2, wykazujace ograniczone podobienstwo.
Ekspresja TfR1 w hepatocycie jest nizsza niz TfR2 1 zmniejsza si¢, gdy ilos¢ zelaza rosnie we
krwi. Niektoérzy badacze watpia, aby ten receptor fizjologicznie mogt by¢ gltéwnym
odpowiedzialnym za wychwyt zelaza przez hepatocyt [39,105]. TfR2 ma mniejsze
powinowactwo do zelaza zwigzanego z transferyna niz TfR1, ale duzo wigeksza wydajnos¢ w
transportowaniu zelaza zwigzanego z transferyng do hepatocyta [73]. Zasadnicza réznicg w
funkcjonowaniu receptorow jest brak zwrotnej regulacji syntezy TfR2 przez ilos¢ zelaza w
komérce. Mimo zahamowania syntezy TfR1 w komdrkach przy wzroscie zawartosci zelaza,
dalsze wchlanianie zelaza, zwigzanego z transferyna, zalezne od TfR2 w btonie hepatocytow
jest mozliwe. Specyficzng aktywnosciag TfR2 mozna tlumaczy¢ znaczny udziat watroby w

patogenezie nadmiernego gromadzenia zelaza, m.in. w dziedzicznej hemochromatozie [55].

Znaczny wzrost wysycenia transferyny w surowicy 1 przekroczenie zdolnosci wigzania
zelaza wiazg sie ze zwigkszeniem puli wolnego zelaza osoczowego, wchodzacego w skiad
NTBI. Zadaniem hepatocytow jest szybki wychwyt tej postaci zelaza i1 neutralizacja

zagrozenia wynikajacego z tatwosci generowania aktywnych form tlenu [39].

W hepatocytach zelazo zostaje zmagazynowane w kompleksie z ferrytyna. Pierwotng i
najlepiej opisang funkcja ferrytyny jest utrzymanie wewnatrzkomorkowej homeostazy zelaza
poprzez kontrole nad pulg wolnego zelaza. Wigzanie zelaza z ferrytyng niweluje szkody
wynikajace z potencjatu oksydoredukcyjnego pierwiastka. Zachowana tez jest jego
biodostepnos¢, gdy wzrasta w organizmie zapotrzebowanie na zelazo (np. w intensyfikacji
erytropoezy). Ostatnie odkrycia wskazuja na szersze znaczenie ferrytyny, jako biatka
zaangazowanego w ochron¢ komorki w warunkach stresu i zapalenia. Regulacja produkcji
ferrytyny nie jest zwiazana wylacznie z iloscig zelaza w organizmie, ale zalezy réwniez od
reakcji zapalnej 1 aktywnosci cytokin (TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6), oksydantow, czynnikéw
wzrostu (IGF-1), i hormonéw (T3, TRH, insulina). Wykazano, ze indukcja ferrytyny ma
miejsce zardwno na poziomie transkrypcji, jak i na etapie posttranskrypcyjnej regulacji

syntezy i wydzielania [121,130].
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1.3. Przewlekle zapalenie watroby typu C

Przewlekle zakazenie wirusem typu C zapalenia watroby (HCV, hepatitis C virus) jest
rozpoznawane u ponad 170 min ludzi na $wiecie 1 stanowi jedng z gléwnych przyczyn
przewlektej choroby watroby z postepujacym wioknieniem oraz rozwoju marskosci watroby i
raka watrobowo-komodrkowego [127]. Wedlug danych WHO szacuje sig¢, ze ok. 3,1%
populacji $§wiata ulegto zakazeniu HCV do roku 1980, w duzej mierze poprzez donacje
zakazonej wirusem krwi i produktow krwiopochodnych [27]. Liczba nowych zakazen jednak
stale wzrasta na catym §wiecie, dochodzi do nich w trakcie zabiegdw z przerwaniem ciggtosci
skoéry, nie tylko medycznych, takze w trakcie tatuazu, kolczykowania itd. Ryzykowne
zachowania seksualne i stosowanie odurzajacych preparatoéw droga dozylng wiaza si¢ rowniez
z wickszym prawdopodobienstwem nabycia zakazenia HCV [15]. Ograniczanie transmisji
zakazenia jest utrudnione przez brak mozliwos$ci zastosowania swoistej profilaktyki, gdyz nie

udato si¢ dotad wytworzy¢ ani skutecznej szczepionki, ani swoistej immunoglobuliny.

Przewlekte zapalenie watroby typu C (pzw C) rozwija si¢ w konsekwencji zakazenia
HCV w okoto 60-80% przypadkdéw. W czesci z nich przebieg choroby jest niepomysiny, z
postepem wioknienia 1 wzrastajacym ryzykiem rozwoju marskosci watroby 1 raka

watrobowokomadrkowego.

W Polsce zakazenie HCV staje si¢ powaznym problemem zdrowotnym. 1,9% polskiej
populacji uleglo zakazeniu przed 2000 rokiem, co wykazaty badania Bielawskiego [19].
Zapadalnos¢ na wirusowe zapalenie watroby typu C wzrasta i obecnie ksztaltuje si¢ w
przedziale 5-7 przypadkow nowo rozpoznawanych ostrych i przewlektych zakazen HCV na
100 000 mieszkancow rocznie [69]. Rosnie liczba zgondéw zwigzanych bezposrednio z
zakazeniem HCV. W 2008 roku raportowano 155 przypadkéw $miertelnych, ale te dane sa
najpewniej zanizone i niekompletne [85,119].

Schytkowa niewydolno$¢ watroby, bedaca skutkiem zakazenia HCV jest jednym z
najczestszych wskazan do zabiegu przeszczepienia watroby w USA i Europie, w tym w
Polsce [1,77,89,132,134]. Wirus C zapalenia watroby jest takze jednym z najwazniejszych
czynnikbw ryzyka rozwoju raka pierwotnego watroby. Blisko potowa pacjentow
poddawanych transplantacji watroby z powodu raka watrobowokomdrkowego jest zakazona
HCV [26,135].

Patogeneza przewleklej choroby watroby wywotanej zakazeniem HCV jest bardzo
zlozona. Skiadaja si¢ na nig wieloczynnikowe mechanizmy komorkowej i humoralnej
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Istotng role¢ w rozwoju procesu uszkodzeniowego
W watrobie przypisuje si¢ takze indukcji stresu oksydacyjnego wywolanego przez zakazenie
HCV [70,71,81].
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Szczegbdlng uwage zwraca si¢ na patologiczne spichrzanie zelaza w pzw C w kontekscie
czgstego wspotistnienia obu  czynnikow chorobotwdrczych, efektywnosci leczenia
przeciwwirusowego, jak i ryzyka rozwoju nieodwracalnych nastepstw — marskosci watroby i
raka watrobowokomorkowego [16,25,88,97]. Poczatek udokumentowanych obserwacji
zaburzen gospodarki zelazowej u pacjentow z rozpoznaniem przewleklego zapalenia watroby
typu C przypada na lata 1992-1996. Zwracano uwage na wystepowanie podwyzszonego
stezenia zelaza i1 ferrytyny w surowicy oraz nadmierne gromadzenie zelaza w hepatocytach i
komorkach uktadu siateczkowo-§rddbtonkowego watroby u 10-40% chorych pzw C oraz w
50% przypadkow wspdtistnienia HCC 1 zakazenia HCV, takze czeste wspdlistnienie
patologicznego spichrzania zelaza u pacjentow ze schytkowa niewydolno$cia watroby w
przebiegu zakazenia HCV [11,23,42,83,106,120,122]. Jednakze obserwacje i formutowane
przez badaczy tezy dotyczace patogenezy i prognostycznego znaczenia spichrzania zelaza w
przewlektym zapaleniu watroby typu C nie sg jednoznaczne. Ocena wptywu magazynowania
zelaza na skuteczno$¢ stosowanych lekow przeciwwirusowych takze ulega zmianie ze
wzgledu na rosnacg site dzialania udoskonalonych form terapii, poczatkowo przez dotaczenie

rybawiryny, w nastepnej kolejnosci wprowadzenie interferonow pegylowanych.

1.4. Nadmierne gromadzenie zelaza i polimorfizm genu HFE
w przewleklych chorobach watroby

Patologiczne gromadzenie zelaza u czlowieka moze mie¢ charakter wrodzony,
uwarunkowany genetycznie, lub nabyty. Hemochromatoza wrodzona (dziedziczna,
pierwotna) jest zdefiniowana jako zespdt objawdw chorobowych rozwijajacych si¢ w
przebiegu akumulacji zelaza w komodrkach migzszowych wielu narzadéw: watroby, trzustki,
serca, gonad, przysadki mozgowej. Jej podtozem sg mutacje przynajmniej 5 réznych genow,
ktérych biatkowe produkty reguluja ogodlnoustrojowa homeostazg zelaza (hepcydyna,
hemojuwelina, TfR2, ferroportyna) [65,105]. Jest to jedna z najczestszych wrodzonych
choréb metabolicznych [101]. Wsrdd przyczyn zgonu, bedacych nastgpstwem nadmiernego
gromadzenia  zelaza, najczgsciej  wymieniane  s3  marsko$¢  watroby,  rak
watrobowokomdrkowy, cukrzyca, niewydolnos¢ krazenia [94,133].

Niewatpliwie watroba jako kluczowy narzad zaangazowany w magazynowanie zelaza i
utrzymanie statej, fizjologicznej i biologicznie bezpiecznej puli zelaza w osoczu stanowi
czuty wskaznik nadmiernego gromadzenia pierwiastka, be¢dac jednoczesnie podatng na szybki
rozwo0j nastepstw toksycznosci zelaza. Im dhuzej trwa ekspozycja na nadmiar zelaza w
hepatocytach, tym wicksze jest ryzyko postepujacego widknienia watroby i1 rozwoju
marskosci watroby z guzkowa przebudowa narzadu, zaburzeniami architektoniki zrazikow i

watrobowego krazenia krwi, zmniejszeniem ilo$ci czynnego migzszu z wystapieniem
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objawéw niewydolnosci narzadu. Nadmiar zelaza w watrobie jest takze zwigzany ze

zwiekszonym ryzykiem zachorowania na raka watrobowokomorkowego [75,76].

Krokiem milowym w badaniach nad etiopatogeneza choroby bylo zidentyfikowanie
mutacji genu HFE w 1996 roku w ponad 80% przypadkéw klinicznie rozpoznanej
hemochromatozy [52]. Biatko HFE bedace produktem tego genu sklada si¢ z 343
aminokwasow formujacych ciezki tancuch, trzy domeny zewnatrzkomoérkowe (al, a2 i a3),
domeng¢ wewnatrzbtonowa 1 krotka czes¢ cytoplazmatyczng [100]. Niedawno wykazano, ze
dla utrzymania fizjologicznej homeostazy zelaza bardzo istotna jest prawidlowa ekspresja
HFE w hepatocytach [125]. HFE wydaje si¢ petni¢ role mediatora wychwytu przez komoérke
zelaza zwigzanego z transferyng, poprzez interakcj¢ z TfR1 [79]. Obecnie wiadomo, ze
mutacja genu kodujacego biatko HFE prowadzi do obnizenia ekspresji hepcydyny, gtownie w
watrobie, nieadekwatnie do zasobow zelaza w organizmie [5,30]. Dla wyjasnienia
mechanizmu regulacji hepcydyny w hepatocytach zaleznego od HFE zaproponowano model
interakcji TfR1 1 TfR2 z HFE [114]. Samo biatko HFE nie ma zdolnoS$ci wigzania zelaza, ale
jest kompetycyjnym inhibitorem przylaczania transferyny wysyconej zelazem do TfR1 [53].
Gdy wzrasta wysycenie transferyny wigze si¢ ona z TfR1 wypierajac biatko HFE 1
jednoczesnie stabilizujgc TfR2 [35]. Wilasnie potaczenie HFE z TfR2 ma indukowac
ekspresje¢ hepcydyny poprzez uruchomienie kaskady kinaz regulowanych sygnatem
zewnatrzkomorkowym 1 1 2 (ERK 1/2, extracellular signal regulated kinases) oraz p38
kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami (MAPK, mitogen activated protein kinase)
[35,58].

Najsilniejszy wpltyw na nadmierne gromadzenie zelaza u pacjentow z HFE-
hemochromatoza dziedzicznag ma mutacja zmiany sensu polegajaca na zamianie cysteiny na
tyrozyng C282Y (Cys282Tyr) w obu allelach. U jej nosicieli dochodzi do istotnego
przeksztatcenia struktury przestrzennej biatka HFE, uniemozliwiajacego prawidlows
interakcje HFE z TfR1 [126]. W populacji kaukaskiej mutacja C282Y pojedynczego allela
jest wykrywana z czestoscig od 1:12 do 1:20, a obu alleli w przedziale od 1:200 do 1:400.
Wsrod Afroamerykandw mutacja jest rozpoznawana zdecydowanie rzadziej, w stosunku
1:4000 [64]. U mieszkancdw Europy czgstos¢ wystepowania zmutowanego allelu C282Y jest
wyraznie zroznicowana 1 ksztaltuje si¢ w przedziale od 0% w poludniowej Europie do 12,5%
w Irlandii [45]. Mutacj¢ homozygotyczng C282Y wykrywano od 60% do 96% chorych
prezentujacych typowe objawy hemochromatozy, mieszkancow Europy, Ameryki Potnocnej i
Australii [2,31]. Obecno$¢ mutacji nie jest jednoznaczna z rozpoznaniem choroby, gdyz nie
wszyscy osobnicy bedacy homozygotami C282Y rozwing jej objawy. Okreslanie ryzyka
fenotypowej ekspresji budzi wiele kontrowersji, wyniki badan sg istotnie zrdéznicowane.
Beutler i wsp. porownujacy czgstos¢ wspotwystepowania objawdw hemochromatozy z

mutacjami genu HFE sugeruja zaledwie 1% szansy na ich fenotypowe ujawnienie [18].
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Badania obserwacyjne prowadzone wsrod mieszkancéw Europy, USA, Kanady, Australii i
Nowej Zelandii wskazuja na wystgpowanie objawdw gromadzenia zelaza u 38% — 50%, a
mozliwo$¢ rozwinigcia si¢ wielonarzadowej patologii spowodowanej spichrzaniem zelaza u
10% do 33% homozygot C282Y [9,98,131]. Ryzyko wystapienia zaburzen gospodarki
zelazowej jest zdecydowanie wieksze dla ptci meskiej (28% vs 1%) [8]. Przyczyna braku
fenotypowej ekspresji nie jest jednoznacznie okreslona, poszukuje si¢ znaczenia wpltywu
innych gendéw modyfikujacych przebieg choroby i1 czynnikow zwigkszajacych ryzyko
wystapienia zaburzen gospodarki zelazowej (wiek, pte¢, zakazenia wirusami
hepatotropowymi, spozywanie alkoholu, wspdtwystepowanie zespotu metabolicznego)
[43,56,102]. Tempo rozwoju patologii narzagdowej jest zrdznicowane i zalezne od aktywnosci
cytokin prozapalnych i zwigzanych z fibrogeneza (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-10, TGF-BI)
[22,68,99,103] oraz sprawnie funkcjonujacych mechanizméw antyoksydacyjnych [13,111].

U okoto 4% chorujacych na HFE hemochromatoze, wykrywa si¢ mieszang mutacje
heterozygotyczng C282Y w polaczeniu z mutacja H63D (His63Asp) — gdzie ma miejsce
zastagpienie histydyny asparaging. W odréznieniu od zmutowanego biatka C282Y nie
wykazano dla mutanta H63D charakterystycznych zaburzen w syntezie, transporcie
wewnatrzkomorkowym, ekspresji btonowej HFE [126]. W oparciu o wyniki tych badan
molekularnych poczatkowo zaktadano, ze mutacja H63D samodzielnie nie prowadzi do
patologicznego gromadzenia zelaza. Jednak wykrywanie allela H63D z wiekszg czgstoscig w
populacji chorych na HFE hemochromatoz¢ w poréwnaniu z populacja ogdlng wskazywato
na potencjalny udzial tego polimorfizmu w patofizjologii spichrzania zelaza. Przewidywane
ryzyko wystgpienia u mieszanych heterozygot objawdw réznie nasilonego patologicznego
gromadzenia zelaza szacowane jest od 1 do 2% [104]. Sama mutacja H63D wystgpuje w
populacji rasy kaukaskiej z czestoscig 15% — 20% [45]. U homo 1 heterozygotycznych jej
nosicieli mozliwe jest wystapienie tagodnych objawdw spichrzania zelaza, gtownie pod
postacig zaburzen biochemicznych parametréw gospodarki zelazowej [62]. Dyskutowane jest
znaczenie tych mutacji jako dodatkowego czynnika patogennego, ktory moze mie¢ wplyw na
zwigkszenie ryzyka rozwoju marskosci watroby i raka watrobowokomodrkowego w przypadku
wspotistnienia zakazenia wirusami zapalenia watroby HCV, HBV i nadmiernego spozycia
alkoholu [46,47,49,60,84].

Trzecim, co do czestosci wykrywania polimorfizmem HFE jest S65C (Ser65Cys).
Wystepowanie zmutowanego alllela S65C wsrdd osobnikéw rasy kaukaskiej jest szacowane
w przedziale od 0,6% do 1,6%, a wsrdd pacjentow z objawami nadmiernego gromadzenia
zelaza z czgstoscig okoto 5% [67,92]. Sugerowany jest zwiazek tego polimorfizmu z tagodna
odmiang zaburzen gospodarki zelazowej, szczegdlnie przy wspotdziedziczeniu mutacji
C282Y [12].
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Inne polimorfizmy HFE opisywane sa rzadko, a wykrywa si¢ je zwykle u pacjentow z
typowymi klinicznymi objawami hemochromatozy, u ktérych nie potwierdzono klasycznego

genotypu HFE-hemochromatozy [45].

Rozwd¢j wiedzy o patogenezie spichrzania zelaza oraz wdrazanie nowych metod
diagnostycznych, molekularnych i obrazowych zwigkszaja szans¢ wczesnego rozpoznania
choroby, przed wystgpieniem objawow nieodwracalnych: cukrzycy, marskosci,
niewydolnosci krazenia. Podjecie leczenia zmniejszajacego zasoby zelaza u chorych z
niezaawansowang patologig narzadowa zdecydowanie poprawia rokowanie 1 wydtuza czas
przezycia.

Nadmierne gromadzenie zelaza moze mie¢ tez charakter wtorny do innych chorob,
wrodzonych lub nabytych. Do wrodzonych chordb uktadu czerwonokrwinkowego, ktérym
towarzysza objawy hemosyderozy nalezg talasemie, wrodzona sferocytoza, wrodzony
niedobdr dehydrogenazy glukozo-6-foforanowej [36,110]. Wérod chordb nabytych, w obrazie
ktorych stwierdza si¢ hemosyderoze wymieniane sg niedokrwistos¢ syderoblastyczna oraz
niektére przewlekte choroby watroby: przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu C,
niealkoholowa choroba stluszczeniowa watroby, alkoholowa choroba watroby, porfirie
watrobowe [3,34,61].

Czestos¢ wystepowania nadmiernego gromadzenia zelaza w populacji chorych,
mieszkancow Pomorza, z przewlekla patologia watroby, przede wszystkim z rozpoznaniem
przewlektego zapalenia watroby typu C, jego wptyw na przebieg choroby oraz zwiazek z
mutacjami genu HFE staty si¢ tematem prac przeprowadzonych w Klinice Chordb
Zakaznych, ktorych czg$¢ juz opublikowana jest podstawa prezentowanej rozprawy

habilitacyjne;.
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2. CEL BADAN

Celem badan, ktorych wyniki stanowig podstawe rozprawy habilitacyjnej byto:

Badanie czestosci wystepowania zaburzen gospodarki zelazowej w postaci nadmiernego
jego gromadzenia wsrdd chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C, B,
niealkoholowg stluszczeniowa oraz toksyczng chorobg watroby 1 podejrzeniem

hemochromatozy dziedziczne;.

Okreslenie czestosci wystepowania mutacji genu HFE w populacji chorych na

przewlekte choroby watroby i ich zwigzku z zaburzeniami gospodarki zelazem.

Ocena przydatnosci wybranych metod diagnostyki histopatologicznej i obrazowania
metodg rezonansu magnetycznego w rozpoznawaniu zespotdw nadmiernego gromadzenia
zelaza.

Ocena wpltywu zaburzen gospodarki zelazowej 1 mutacji genu HFE na przebieg
przewlektych chorob watroby, w tym przewlektego zapalenia watroby typu C, w konteks$cie
postepu choroby, efektywnosci leczenia przeciwiwrusowego, ryzyka rozwoju odlegtych

nastepstw — marskosci watroby i raka watrobowokomodrkowego.
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3. MATERIAL I METODY

Badania kliniczne przeprowadzano w Klinice Chordb Zakaznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w Gdansku. Do badan rekrutowano chorych przyjmowanych do
Kliniki w celu przeprowadzenia diagnostyki przewlektego uszkodzenia watroby. U pacjentow
wykonywano badanie morfologii krwi obwodowej, oznaczenia aktywno$ci enzymow funkcji
watroby, stezenie bilirubiny, glukozy, cholesterolu, tréjglicerydéw, zelaza, TIBC, ferrytyny
oraz okreslano wysycenie transferyny w surowicy. Dla potrzeb analizy zdefiniowano w
publikacjach biochemiczne wyktadniki nadmiernego gromadzenia zelaza, oceniane w
surowicy krwi. Serologiczne markery zakazenia wirusami zapalenia watroby typu B (HBV) i
C (HCV) byly oznaczane z wykorzystaniem testow immunoenzymatycznych. Rozpoznanie
zakazenia HCV opierato si¢ o wykrycie przeciwcial anty-HCV w surowicy. Replikacje HCV
potwierdzano wykryciem obecnosci HCV RNA w surowicy testem PCR. W diagnostyce
zakazenia HBV w surowicy pacjentow wykonywano oznaczenia serologiczne: HBsAg,
HBeAg, przeciwciata anty-HBc 1 molekularne badanie metoda PCR potwierdzajace obecnosc
HBV DNA. Ustalenie rozpoznania etiologii choroby watroby, w przypadkach innych niz
zwigzane z zakazeniami HBV, HCV, opieralo si¢ na wywiadzie uwzgledniajacym
wspotistniejace choroby, spozycie alkoholu, narazenie na preparaty hepatotoksyczne (leki,
narkotyki, inne zwigzki chemiczne). Diagnostyka réznicowa uwzglgdniata rowniez badania w
kierunku choroby Wilsona i autoimmunologicznych chordb watroby (autoimmunologiczne
zapalenia watroby, marskos$¢ zotciowa pierwotna) zgodnie z obowigzujacymi zasadami.
Szczegotowa charakterystyke pacjentdw przedstawiaja poszczegdlne publikacje, bedace
podstawa rozprawy habilitacyjne;.

Oceng histopatologiczng wycinkdw watroby wykonywano w Zakladzie Patofizjologii
Akademii Medycznej w Gdansku (prof. Julian Stolarczyk; publikacja 1) oraz w Zaktadzie
Patologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (prof. Kazimierz Jaskiewicz, dr Ewa Izycka-
Swieszewska; publikacje 2, 3, 4, 5). Natezenie gromadzenia zlogéw zelaza okreslano z
wykorzystaniem metody pétilosciowej oceny depozytow zelaza, w skali punktowej od 0 do 4,
w wycinkach watroby, barwionych btgkitem pruskim (0 — brak w hepatocytach, 1 — do 25%
hepatocytow, 2 — 25-50% hepatocytow, 3 — 50-75% hepatocytow, 4 — >75%, masywne
spichrzanie) [80].

Oznaczenia mutacji genu HFE z wykorzystaniem technik amplifikacji DNA metoda
PCR i analizy polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (RFLP) przeprowadzono w
Pracowni Diagnostyki Molekularnej Katedry Biotechnologii Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-GUMed (kierownik dr hab. Krzysztof P. Bielawski; opis metody
publikacja 2).
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Badanie przydatnosci techniki rezonansu magnetycznego dla oceny spichrzania zelaza w
watrobie wykonano w Zaktadzie Radiologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (dr n.
med. Edyta Szurowska; publikacja 4).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgody Niezaleznej Komisji Bioetycznej Do Spraw
Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKEBN 443/2004, NKEBN
270/2010).
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1. Wystepowanie zaburzen gospodarki zelazowej w postaci nadmiernego
jego gromadzenia u pacjentow z przewleklymi chorobami watroby

Zagadnienie to bylo przedmiotem analizy w publikacjach 1, 2, 3, 5. Przestanka do
przeprowadzenia tego badania byl brak wczesniejszych systematycznych opracowan,
okreslajacych czgstos¢ wystgpowania objawow nadmiernego gromadzenia zelaza w populacji
chorych na przewlekte choroby watroby, mieszkancow Polski, szczegolnie w kontekscie
zmieniajace] si¢ epidemiologii zakazen wirusami hepatotropowymi. Ocen¢ czgstosci
wystepowania nadmiernego gromadzenia zelaza, w oparciu o histopatologiczne badanie
wycinka watroby, przeprowadzono metodga analizy retrospektywnej dokumentacji 351
chorych, hospitalizowanych z powodu przewlektych choréb watroby o roznej etiologii w
Klinice Choréb Zakaznych w Gdansku, w latach 2000-2001 (publikacja 1). Potwierdzono
stosunkowo czeste tkankowe spichrzanie zelaza w tej grupie pacjentow. W 99/351 (28%)
przypadkach opisano depozyty zelaza w hepatocytach, gléwnie o matym i umiarkowanym
nasileniu (Fe 1-2 pkt. w ocenie potilosciowej u 86/99; 87%), a w 45/92 (45%) towarzyszylo
im nieprawidtowe, podwyzszone stgzenie zelaza w surowicy. W grupie tej dominowaty osoby
z rozpoznaniem przewleklego zapalenia watroby typu C (pzw C) (39/99; 40%).
Ograniczeniem pracy byt jej retrospektywny charakter i wynikajacy z tego brak wynikow
oznaczen ferrytyny u wszystkich chorych (oznaczenie ferrytyny wykonano w 42/99
przypadkach). Przydatnos¢ stgzenia ferrytyny i wysycenia transferyny jako miernikow
zawartosci zelaza w organizmie jest w niektérych stanach chorobowych ograniczona.
Znaczny wzrost st¢zenia ferrytyny, nawet >1000 ng/ml, przejSciowo towarzyszy¢ moze
ostrym uszkodzeniom migzszowym watroby lub ostrym stanom zapalnym. Podobnie
wysycenie transferyny w ostrej reakcji zapalnej ulegaé moze obnizeniu, mimo, Zze nie
dochodzi tu do faktycznego deficytu zelaza. Wzrost produkceji hepcydyny, silnie indukowany
przez reakcj¢ zapalng prowadzi do unieczynnienia ferroportyny, zahamowania eksportu
zelaza z makrofagdw 1 enterocytow, a w efekcie zmniejszenia dostepnosci zelaza dla
patogenow chorobotworczych [128]. W przewlektych schorzeniach watroby nie obserwuje si¢
tak istotnych zaburzen swoistosci wymienionych parametréw, stad wzrasta ich wartos¢
diagnostyczna w ocenie zasobdw zelaza. W $wietle nierzadkiego wykrywania depozytow
pierwiastka w hepatocytach, uzyskane wyniki wskazywaty na potrzebe wprowadzenia do
rutynowej diagnostyki choréb watroby podstawowych parametréw biochemicznych,
oceniajagcych w surowicy stan gospodarki zelazem: stezenia zelaza, ferrytyny i wysycenia

transferyny.

W kolejnych pracach, ktore miaty charakter analiz przekrojowych i poréwnawczych,

badano zwiazek spichrzania zelaza w watrobie, z wymienionymi wyzej wyktadnikami
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biochemicznymi gospodarki zelazem, oznaczanymi w surowicy u chorych z przewleklymi
chorobami watroby. Obecnos¢ depozytow zelaza w hepatocytach istotnie korelowata ze
wzrostem: stgzen zelaza, ferrytyny i wysycenia transferyny w surowicy, niezaleznie od
etiologii uszkodzenia watroby (publikacja 2). W analizowanym materiale poréwnujagcym 182
pacjentéw z przewlektymi chorobami watroby, w grupach z depozytami zelaza i bez
depozytow, dominowali chorzy zakazeni wirusem zapalenia watroby typu C (44/91; 48%). T¢
obserwacje ttumaczy nie tylko specyficzny profil diagnostyczno-leczniczy Kliniki Chordb
Zakaznych zwigzany z opieka nad chorymi zakazonymi wirusami zapalenia watroby. Blisko
50% udziat chorych z pzw C, w grupie pacjentdw z wykrytymi depozytami, potwierdza czeste
wystepowanie zaburzen gospodarki zelazem, rozwijajacych si¢ w przebiegu zakazenia HCV,
takze wsrod polskich pacjentow. Ocene czgstosci tych zaburzen w wigkszej liczebnie grupie
chorych z pzw C przedstawiono w publikacji 3. Zaburzenia gospodarki zelazowej w grupie
chorych z rozpoznaniem przewleklego zapalenia watroby typu C byly wykrywane
stosunkowo czesto, w ponad 40% przypadkdw, co jest liczbg nieco wigkszg w porownaniu z
danymi literaturowymi. Gromadzenie zelaza w hepatocytach mialo charakter przewaznie
tagodny lub umiarkowany (Fe < 2 pkt. w ponad 80% przypadkow). Czestos¢ wystepowania
zaburzen gospodarki zelazowej w pzw C nie roznita si¢ jednak istotnie w poréwnaniu do
grupy pacjentéw z choroba watroby o innej etiologii. Na brak rdéznic wptynat
prawdopodobnie dobdr grupy kontrolnej. W publikacji 3 do grupy kontrolnej wiaczano
kolejnych 71 chorych diagnozowanych w Klinice Chorob Zakaznych z powodu przewlektej
choroby watroby, niezwiazanej z zakazeniem HCV. W grupie kontrolnej znalazto si¢ 16 osob
z objawami sugerujacymi rozpoznanie hemochromatozy badz z poprzetoczeniowa
hemosyderozg. W grupie kontrolnej dominowali ponadto chorzy z rozpoznaniem
niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby (30/71, 42%), co takze moglo mie¢ wplyw
na wiekszg czgstos¢ wykrywania podwyzszonych stezen, zelaza i ferrytyny w surowicy krwi.
Takie obserwacje odnosza si¢ do =zespotu insulinopornosci, w ktérym zaburzenia
metaboliczne prowadza do rozwoju stluszczenia watroby, z towarzyszacym nadmiernym
gromadzeniem zelaza (IRHIO, insulin resistance hepatic iron overload) [87,91]. Badania nad
mechanizmami lezagcymi u podloza akumulacji zelaza w czes$ci przypadkow NAFLD
wykazaty zmniejszenie ekspresji ferroportyny, jedynego znanego biatka zaangazowanego w
eksport zelaza z komdrek, w tym hepatocytow oraz spadek ekspresji hemojuweliny,

kluczowego regulatora efektywnej syntezy hepcydyny [6].

Interesujaca jest znaczna liczebno$¢ grupy pacjentdéw z rozpoznaniem dziedzicznej
hemochromatozy w materiale badanym, opisanym w publikacji 2. Rozpoznanie to ustalono u
30/182 (16%) osdb, z czego u 25/30 potwierdzono spichrzanie zelaza w watrobie. Mimo, ze
przeprowadzono wsréd mieszkancow Polski badania populacyjne oceniajgce wystepowanie

mutacji genu HFE, nie wiadomo z jaka czestoscia rozpoznaje si¢ dziedziczng
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hemochromatozg, w tym szczegolnie posta¢ zwigzang z genem HFE [90,109]. W Polsce
badano znaczenie patogenetyczne mutacji HFE w grupie chorych z rozpoznaniem cukrzycy
typu 2, nie wykazujac istotnego wptywu zmian genowych na zapadalnos$é. Oceniano takze
zaburzenia  gospodarki  zelazowej ws$rod — ambulatoryjnych  pacjentow  Kliniki
Gastroenterologii, wykrywajac je u 37 o0sob sposréd 848 wilaczonych do analizy. W
wyselekcjonowanej grupie 37 chorych troje bylo homozygotycznymi nosicielami mutacji
C282Y [136]. Z kolei w grupie 178 pacjentow poddanych transplantacji watroby
hemochromatoza byta rozpoznana w 3 przypadkach (1,7%) [96]. Cho¢ niewydolno$¢ watroby
w przebiegu marskosci narzadu stanowi jeden =z elementéw schytkowej fazy
hemochromatozy, jednostka ta nie stanowi czgstego wskazania do leczenia
transplantacyjnego. Powodem tego moze by¢ nie tyle bardzo rzadkie jej wystepowanie, co
wspdtistniejaca niewydolnos¢ innych narzadow (niewydolnos¢ serca, powiktania naczyniowe
w przebiegu cukrzycy) oraz zaawansowanie pierwotnej choroby nowotworowej watroby,
dyskwalifikujace chorych z zabiegdw przeszczepienia watroby [40,74].

Wydaje si¢ jednak, ze wlasnie patologia watroby moze najlepiej odzwierciedlad
zaburzenia ogdlnoustrojowej homeostazy zelaza, ze wzgledu na rolg, jakg narzad ten odgrywa
w jej regulacji. Szczegdtowa diagnostyka uszkodzenia watroby staje si¢ prawdopodobnie
najbardziej swoistym narzedziem, pozwalajacym na wczesne wykrywanie dziedzicznej
hemochromatozy, dzigki ujawnianiu si¢ objawow choroby we wczesnym jej stadium. Stad
uzasadnione bylo przesledzenie zaburzen gospodarki zelazowej w grupie pacjentdw z
przewlektymi chorobami watroby. Niespodziewanie czgste rozpoznanie hemochromatozy w
tej grupie chorych wynikalo takze z faktu czgstego poddawania si¢ tych chorych pelnej
procedurze diagnostycznej, z biopsja watroby, pomimo jej inwazyjnosci. Znaczne
nieprawidlowosci w badaniach laboratoryjnych krwi, sugerujace nadmierne gromadzenie
zelaza, a towarzyszace uszkodzeniu watroby, stanowily bowiem, przy braku dostgpnych
rutynowo badan genetycznych, wskazanie do potwierdzenia tkankowego spichrzania zelaza,

by ustali¢ pewne rozpoznanie i podja¢ wiasciwe leczenie.

Publikacja 5 dotyczyla zagadnienia patologicznego gromadzenia zelaza w marskosci
watroby. Potwierdzono czgste wystgpowanie zarowno biochemicznych (badanych we krwi),
jak 1 ocenianych w tkance watroby wyktadnikow nadmiaru zelaza. Parametry te stwierdzano
czgsciej w poréwnaniu z grupa kontrolng (inne choroby watroby) i byty one jednym z
niezaleznych  predyktoréw  marskosci  watroby.  Czgsciej tez  biochemicznym
nieprawidlowosciom towarzyszylo gromadzenie depozytow zelaza w hepatocytach, mimo ze
nierzadko satysfakcjonujaca ocena histopatologiczna zawartosci zelaza w wycinkach watroby,
pobranych od chorych z marskoscia, jest utrudniona ze wzgledu na nasilone witdknienie i
nierownomierny rozktad depozytéw zelaza w hepatocytach. Cho¢ liczebnos$¢ grupy byta

ograniczona, wyniki obserwacji stanowia cenng wskazdwke w kontekscie kwalifikacji
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pacjentow z marskoscig watroby do leczenia transplantacyjnego. Badania wskaznikéw
przezycia po przeszczepieniu watroby wskazuja na wigksze ryzyko wystapienia powaznych i
zagrazajacych zyciu komplikacji u pacjentéw z zespotem patologicznego gromadzenia zelaza
[7,28,51,54,116,117]. Wykazano, ze zmniejszanie zasobow zelaza u chorych z marskoscia
watroby, najbardziej mozliwe na etapie wyrdwnania funkcji narzadu, zmniejsza ryzyko
zakaznych 1 kardiologicznych komplikacji po zabiegu przeszczepienia watroby, w dalszej
perspektywie ma poprawi¢ wskazniki przezycia [40]. Dlatego tak wazna jest w marskosci
watroby kompletna 1 szczegdtowa diagnostyka stwierdzanych nieprawidlowosci w
gospodarce zelazem, mimo ze wielu autorOw interpretuje obecno$¢ depozytow zelaza w
watrobie jedynie jako wyktadnik zaawansowania choroby watroby, a nie wyraz utrwalonych

zaburzen ogo6lnoustrojowej homeostazy.

4.2. Wystepowanie mutacji genu HFE w populacji chorych na przewlekle
choroby watroby

Stwierdzenie stosunkowo czgstego wystgpowania zaburzen gospodarki zelazem, wsrod
chorych obserwowanych z powodu przewlektych choréb watroby, stanowilo przestanke do
przeprowadzenia badan okreslajacych czestos¢ wystepowania mutacji genu HFE w tej grupie
pacjentow. Ich wyniki opisano w publikacjach 2, 3, 5, 6. Wstepne opracowanie zagadnienia
wystepowania mutacji genu HFE w populacji chorych na przewlekle choroby watroby,
mieszkancow Pomorza, leczonych w Klinice Chorob Zakaznych AMG, wskazywato na to, ze
rozne mutacje genu HFE, nie tylko z definicji zwigzane z rozpoznaniem dziedzicznej
hemochromatozy, wystepuja czgsciej] we wspomnianej pacjentow w pordéwnaniu z wynikami
badan populacyjnych, przeprowadzonych w Polsce na Slasku i Pomorzu Zachodnim
[99,100,115]. Przedstawione wyniki potwierdzaly istotng warto$¢ skriningu biochemicznego
w wykrywaniu dziedzicznej hemochromatozy u pacjentéw z przewlekla choroba watroby.
Wskazywaty tez na zasadno$¢ wykonywania, w ramach rutynowej diagnostyki uszkodzenia

watroby, oznaczen podstawowych biochemicznych parametréw gospodarki zelazowe;.

Badania, w ktérych okreslano czestos¢ wystepowania réznych mutacji genu HFE
kontynuowane w liczebniejszych grupach takze dowodzily pozytywnej selekcji nosicieli tych
mutacji wsrdd pacjentow z przewleklymi chorobami watroby. W badanej grupie liczacej 182
osoby z rozpoznaniem przewlektych choréb watroby o rdznej etiologii mutacje genu HFE
wykryto tacznie u 86 0sdb (47%), w podgrupie ze stwierdzanymi depozytami w hepatocytach
u 60/91 osdéb (66%), w grupie bez depozytéw u 36/91 osob (40%) (publikacja 2). Wsrod
chorych z przewlektym zapaleniem watroby typu C nosiciele dzikich alleli wolnych od
mutacji, w liczbie 88, stanowili zaledwie 58% grupy badanej (publikacja 3). Tak wyrazna

pozytywna selekcja nosicieli mutacji w grupie chorych z przewlekta patologia watroby
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sktania do przekonania o mozliwym patogenetycznym zwigzku chordéb watroby z mutacjami
genu HFE. Szczegoélnie interesujgca jest analiza tego zwigzku w oparciu o prospektywne
badanie obserwacyjne, $ledzenie tempa rozwoju odlegtych nastepstw przewlektej patologii
watroby: marskosci watroby, raka watrobowokomorkowego, ktére kontynuuje w wybranych
grupach pacjentow.

W badanej przeze mnie grupie chorych z marskoscig watroby o rdznej etiologii takze
obserwowano pozytywng selekcje nosicieli homozygotycznej mutacji HFE C282Y/C282Y w
poréwnaniu z wynikami wczesniej cytowanych badan populacji ogolnej, z terendw Pomorza
Zachodniego i Slaska (publikacja 5, 6). Stwierdzenie biochemicznych lub tkankowych
wyktadnikow spichrzania zelaza, co nie jest rzadka obserwacja kliniczng w marskosci
watroby, uzasadnia wykonanie badan pozwalajacych na jednoznaczne ustalenie etiologii tych
zaburzen, rozstrzygnigcia czy ich charakter jest pierwotny, uwarunkowany genetycznie,
ogolnoustrojowy, czy wtorny, ograniczony tylko do narzadu (watroby).

Z grupy 61 pacjentow z marskoscig watroby o roéznej etiologii, wyodrebniono niewielka
liczebnie grupe chorych (n=16), obcigzonych dodatkowo rozpoznaniem raka
watrobowokomorkowego, w  wigkszosci przypadkow (14/16) na etapie znacznego
zaawansowania choroby nowotworowej, ktore byto powodem dyskwalifikacji z leczenia
transplantacyjnego. Mimo tego, ze we wszystkich przypadkach marskosci z towarzyszacymi
mutacjami C282Y/C282Y 1 C282Y/H63D rozwingl si¢ nowotwdr watroby, istotna
statystycznie zalezno$¢ pomigdzy rozpoznaniem raka watrobowokomodrkowego, a
wystepowaniem roznych zmutowanych alleli HFE ws$rdd chorych z marskoscia watroby nie
zostala potwierdzona. Moze to wynika¢ ze zbyt malej liczebnosci grupy 1 faktu, ze analiza
miata charakter badania przekrojowego. Przedstawione wyniki wymagaja z pewnoscia dalsze;j
weryfikacji. Boige V i wsp. nie potwierdzali, w oparciu o badanie obejmujace 133 chorych,
jakoby mutacje C282Y 1 H63D stanowily czynnik ryzyka wystgpienia raka
watrobowokomorkowego u chorych z rozpoznaniem marskosci watroby [20]. Z kolei Nahon i
wsp. opublikowali wyniki obserwacji 301 chorych takze z marsko$ciag watroby ($redni czas
obserwacji od momentu rozpoznania marskosci watroby 66,1 (+45,1) miesiecy dla oséb z
alkoholowa choroba watroby; 85,5 (+42,1) miesigcy dla oséb z pzw C) stwierdzajac, ze
gromadzenie zelaza w watrobie 1 mutacja C282Y byly zwigzane z wigkszym ryzykiem
rozwoju HCC, ale tylko u chorych z ALD (alcoholic liver disease) [93]. Metaanaliza, ktora
objeta miedzy innymi 50 obserwacji przekrojowych 6969 przypadkéw chorych z chorobami
watroby o rdznej etiologii 1 na roznym etapie zaawansowania i 41017 oséb z grup
kontrolnych, a ktdérej celem byto opisanie zwigzku genotypow HFE hemochromatozy z
ryzykiem rozwinigcia si¢ 31 roznych chordb, potwierdzita zwiazek mutacji C282Y/C282Y z
wystapieniem HCC (iloraz szans=11; przy 99% przedziale ufnosci zakres 3,7-34). Iloraz

szans wystgpienia choroby watroby u homozygotycznego nosiciela mutacji C282Y/C282Y
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wynosit 3,9, w zrdéznicowaniu zaleznie od patologii watroby od 4 do 11 (wsréd chorob
watroby wymieniono przewlekle zapalenie watroby typu C, niealkoholowa chorobe

stluszczeniowa watroby, raka watrobowokomodrkowego) [46].

Publikacje 2, 3, 5 sa prezentacja wynikdw badania mutacji S65C w grupach chorych z
patologig watroby, jedynego wykonanego wsrod mieszkancow Polski. Wykrywana byta ona z
czestoscia 2,2%, co odpowiada wynikom uzyskanym w badaniach populacyjnych w Europie.
Powigzanie tej mutacji z zaburzeniami gospodarki zelazem pozostaje dyskusyjne. W grupie
chorych z pzw C czgsto$¢ jej wystgpowania byla podobna do stwierdzanej w grupie

kontrolne;j.

Zwiazek mutacji H63D, S65C z gromadzeniem depozytow zelaza w watrobie w
przewlektych chorobach tego narzadu jest dyskutowany. W przypadku choréb o innej, niz
zakazenie HCV, etiologii, cz¢$¢ autorow potwierdza t¢ korelacje [4,50,61,113].

Ciekawa obserwacja kliniczng jest fakt wykrycia, w materiale przeze mnie
opracowanym, (i) heterozygotycznej mutacji S65C u miodej kobiety w wywiadzie podajace;j
leczenie z powodu anemii aplastycznej z rozpoznaniem hemosyderozy po wielokrotnych
przetoczeniach krwi, (i1) w postaci mieszanej S65C/H63D u pacjenta z wieloletnig obserwacja
marsko$ci watroby o nieustalonej etiologii oraz (iii) w 1 przypadku u chorego z pzw C,
powiktanym porfiria skérng pozng i1 rozwojem raka watrobowokomorkowego przed

dokonaniem marskos$ci watroby.

Poszukiwanie genetycznego tta wykrywanych zaburzen gospodarki zelazem ma sens w
kontekscie podejmowania decyzji terapeutycznych. Wykrycie takiego dodatkowego czynnika
genetycznego, ktdry moze potencjalnie odpowiadaé za gromadzenie zelaza, co sugerowane
jest w przypadku wystepowania innych niz C282Y/C282Y mutacji genu HFE u chorych z
przewlekta chorobg watroby i towarzyszacymi objawami spichrzania zelaza, nie tylko otwiera
mozliwos¢ wykorzystania formy leczenia zmniejszajagcego jego wewnatrzustrojowe zasoby
poprzez upusty krwi. Zidentyfikowanie czynnika genetycznego pociagajace za sobg wybor
okreslonej opcji terapeutycznej, ma takze znaczenie prognostyczne ze wzgledu na to, ze
wykazywany jest zwigzek nadmiernego gromadzenia zelaza z wigkszym ryzykiem szybszego
rozwoju miazdzycy naczyn, wystgpienia niektorych nowotworow ztosliwych (piersi, jelita,
watroby) i chordb neurodegeneracyjnych oraz ze wzrostem podatnosci na zakazenia o rdznej

etiologii 1 ciezkim przebiegu [128].
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4.3. Znaczenie badan histopatologicznych i obrazowania metoda rezonansu
magnetycznego w diagnostyce zespolow nadmiernego gromadzenia

zelaza

4.3.1. Badanie histopatologiczne

Ilosciowe oznaczenie zawartosci zelaza w bioptacie watroby (HIC, hepatic iron
concentration) metoda spektrofotometryczng uchodzito za zloty standard diagnostyczny,
szczegolnie przed wprowadzeniem testow genetycznych [17]. Wykorzystywano takze
wskaznik uwzgledniajacy wiek pacjenta w szacowaniu zasobow zelaza (HII, hepatic iron
index; HIC/wiek) [107]. Histopatolodzy uzywaja réznych skal okreslajacych obecnos¢ zelaza
w hepatocytach, komorkach uktadu siateczkowo-srodbtonkowego, komorkach zatok.
Najbardziej rozbudowana jest wielopunktowa klasyfikacja Deugniera, pozwalajaca na
obliczenie wskaznika TIS (fotal iron score), charakteryzujacego si¢ dobra korelacja z HIC
[41]. W tej klasyfikacji punktowej uwzglednia si¢ obecnos$¢ 1 gradient depozytow zelaza,
osobno w hepatocytach, komoérkach zatok i elementach przestrzeni wrotnych: tkance tacznej,
kanalikach zétciowych 1 $cianach naczyn. Duza przydatnoscig kliniczng cechujg si¢ jednak
mniej rozbudowane skale klasyfikujace ilos¢ zelaza od 0 do 4 punktéw zasadniczo w
hepatocytach [32,123]. Szczegdtowego pordwnania skal punktowych podjat si¢ Lee [80].

Ocena histopatologiczna wycinka watroby dostarcza informacji stuzacych okresleniu
typu spichrzania pierwiastka oraz stopnia zaawansowania choroby rozwijajacej si¢ w

nastepstwie patologicznego gromadzenia zelaza.

Dla okreslenia przydatnosci badania histopatologicznego, w wykrywaniu depozytow
zelaza 1 wyjasnianiu ich etiologii, uwzgledniano w moich badaniach jedynie gromadzenie
zelaza w hepatocytach, gdyz te komorki stuzg jako najwazniejszy i najbardziej swoisty
magazyn zelaza, w sytuacji gdy jego zasoby w organizmie przekraczaja zapotrzebowanie.
Gromadzenie zelaza w makrofagach, komodrkach zatok, kanalikach zoélciowych i $cianach
naczyn czg¢sciej bywa wtorne do procesow uszkodzeniowych i zapalno-martwiczych w
watrobie oraz transfuzji krwi. Przedstawione w publikacjach 2, 3 wyniki potwierdzaty
zwigzek obecno$ci 1 natezenia gromadzenia depozytow zelaza w hepatocytach z
przekraczajagcymi gorny zakres normy stezeniami zelaza, ferrytyny oraz wysyceniem
transferyny. Depozyty zelaza stanowily takze marker prognostyczny w odniesieniu do mutacji
genu HFE. W grupie z depozytami nosiciele obu dzikich alleli wystgpowali istotnie rzadziej.
Wynikalo to z czgstszego wykrywania allelu C282Y w grupie z depozytami. Porownywane
grupy nie roznily si¢ istotnie czesto$cia wystepowania allelu H63D. Spostrzegana korelacja
wynikéw badan biochemicznych, histopatologicznych i genetycznych potwierdza przydatnosé¢
kliniczng badania, opartego o prostsza klasyfikacje punktowa niz t¢ zaproponowana przez

Deugniera i wsp. z obliczaniem TIS, w réznicowaniu pierwotnych i wtédrnych zespotow
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gromadzenia zelaza. Podobnie autorzy innych opracowan wykazali korelacj¢ biochemicznych
wyktadnikow gromadzenia zelaza z obecnoscig ztogow zelaza w watrobie, ocenianych
potilosciowo wsrdd chorych z rozpoznaniem przewleklego zapalenia watroby typu C i 0s6b z
choroba watroby, naduzywajacych alkoholu [44,84,88]. W pracach tych nie odnoszono si¢ do
zwigzkow mutacji HFE z natezeniem gromadzenia zelaza w hepatocytach. Wiele publikacji
przedstawia wyniki badan oceniajacych mozliwy wplyw mutacji genu HFE na rozwoj
zaburzen gospodarki zelazem poprzez ocen¢ jej parametrow badanych we krwi. Wplyw na
uzyskiwane wyniki i stan wiedzy ma zrdznicowanie czgstosci wystgpowania mutacji genu
HFE, niespotykanych w populacji Afroamerykandw czy Azjatow. Szwedzcy autorzy
analizowali zwigzek mutacji S65C z nadmierng akumulacjg zelaza, wykazujac u 6/7 badanych
nosicieli tej mutacji niewielkie lub umiarkowane jego gromadzenie [12]. Bonkovsky i wsp.
opublikowali wyniki obserwacji, ktérg objeto najliczniejszg jak dotad grupe chorych z pzw C
(n=1145; Afroamerykanie stanowili 15%) z zaawansowanym witdknieniem (>2). Stwierdzono
silng korelacj¢ surowiczych wykladnikéw nadmiaru zelaza z depozytami pierwiastka w
watrobie oraz zwigzek obu tych czynnikow z wystepowaniem mutacji genu HFE. Wykazano

wiarygodnos¢ pdtilosciowej oceny zawartosci zelaza w tkance [24].

Szczegdlnie wazng informacja z klinicznego punktu widzenia bylo wykrycie w badane;j
przeze mnie grupie w wieku < 40 r.z. mutacji C282Y/C282Y wylacznie u osdb, u ktérych
stwierdzano depozyty zelaza w hepatocytach (w tym takze o niewielkim nasileniu ich
gromadzenia). Wraz z uplywem lat i wydluzaniem zycia badanych oséb bardziej
prawdopodobny staje si¢ wptyw innych czynnikéw (alkohol, zakazenia, dieta), nie tylko
uwarunkowan genetycznych, na rozwoj spichrzania zelaza w komodrkach watroby. Tym
bardziej uzyskane wyniki przekonuja do czujnej interpretacji stwierdzanych zaburzen
gospodarki zelazowej 1 korzystania zardwno z prostej metody, stanowiacej element oceny
histologicznej — barwienia bioptatu watroby na obecno$¢ zelaza z potilosciowa oceng jego

zawartosci, jak 1 badania genetycznego.

4.3.2. Badanie MRI

Biopsja watroby jest badaniem inwazyjnym, obcigzonym ryzykiem bledu proby,
wynikajacym z niejednorodnos$ci struktury narzadu i zmiennej wielkosci wycinka. Nowa,
nieinwazyjna metoda pozwalajaca oceniaé zawartos$¢ zelaza w watrobie jest obrazowanie przy
uzyciu techniki rezonansu magnetycznego (MRI, magnetic rezonance imaging) [57]. Czutos¢
metody wynosi okoto 89%, a swoistos¢ 80%.

W publikacji 4 skupiono si¢ na ocenie przydatnosci klinicznej tej techniki, w grupie
chorych z marskoscig watroby. W sytuacji znacznego zaawansowania wtoknienia watroby

maleje szansa na uzyskanie reprezentatywnego wycinka (uzyskuje si¢ czesto materiat
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rozkawatkowany), wzrasta tez ryzyko powiktan krwotocznych biopsji watroby. Analize
przeprowadzono w oparciu o wyniki obserwacji 44 chorych z rozpoznaniem marskosci
watroby o rdéznej etiologii, u ktorych dokonano pdtilosciowej oceny zawartosci zelaza w
badaniu histopatologicznym oraz w badaniu MRI. Metoda echa gradientowego okazata si¢
warto$ciowa w rozpoznawaniu akumulacji zelaza w tkance watroby. Sekwencja GRE T2-
zalezna wykazata si¢ duza swoistoscig w réznicowaniu stopnia nasilenia spichrzania zelaza w
watrobie. Badanie MRI stanowi¢ moze, w okreslonych sytuacjach klinicznych
(zaawansowane witdoknienie watroby, marskos¢ watroby, przeciwwskazania do biopsji
watroby), alternatywe dla badania diagnostycznego, oceniajacego zawartos¢ zelaza w
wycinku watroby, pobranym drogg biopsji przezskornej. Istotnym ograniczeniem w

upowszechnieniu uzycia tego badania jest jego koszt.

4.4. Ocena wplywu zaburzen gospodarki zelazowej i mutacji genu HFE na
przebieg przewleklego zapalenia watroby typu C w kontekscie postepu
choroby i efektywnosci leczenia przeciwwirusowego

Badania nad zwigzkiem mutacji genu HFE z przebiegiem przewleklego zapalenia
watroby typu C wsrod mieszkancow Pomorza zostaty opisane w publikacjach 3, 5, 7, 8. W
publikacji 3 przedstawiono wyniki badania, oceniajacego migdzy innymi czestos¢
wystepowania mutacji HFE w grupie pacjentow, mieszkancéw Polski, z rozpoznaniem
przewlektego zapalenia watroby typu C. Nosiciele alleli C282Y wystgpowali dwukrotnie
rzadziej wsrdd zakazonych HCV, w poréwnaniu z grupa kontrolng, do ktorej wiaczano
kolejnych pacjentow z przewlekla patologia watroby, niezwigzang z zakazeniem HCV.
Niemniej] w poréwnaniu z wynikami badan populacji zdrowej z Pomorza Zachodniego i
Slaska wyrazny byt trend do czestszego wykrywania mutacji, o najistotniejszym klinicznym
znaczeniu: C282Y/C282Y i1 C282Y/H63D, w grupie zakazonych HCV. Takich réznic nie
wykazano dla mutacji H63D.

Zaburzeniom gospodarki zelazem w grupie zakazonych HCV odpowiadala wyzsza
aktywnos$¢ ALT, jako wyktadnika uszkodzenia hepatocytow. Nie korelowaty one natomiast z
aktywnos$cig zapalng oceniang w badaniu histopatologicznym wycinka watroby (publikacja
3). Brak wyraznego zwigzku wyktadnikow nadmiaru zelaza, wykrywanych w surowicy, z
histopatologicznie ocenianym zapaleniem watroby moze wynika¢ przynajmniej z dwodch
przyczyn. Najsilniejszym induktorem zapalenia pozostaje samo zakazenie HCV i rozwijajaca
si¢ W jego nastepstwie ztozona odpowiedz immunologiczna. Patogenne dzialanie zelaza w
chorobach watroby wynika gléwnie z bezposredniej cytotoksycznosci, indukcji stresu

oksydacyjnego i stymulacji fibrogenezy, na pewno na etapie niezaawansowanego spichrzania.
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Intensyfikacja procesu zapalnego w watrobie, bedaca efektem patologicznego gromadzenia

zelaza, ma miejsce dopiero w sytuacji znacznego nasilenia hemosyderozy [29,108].

Stopien wloknienia watroby korelowal z wystepowaniem podwyzszonych wartosci
parametrow gospodarki zelazem w surowicy. Znaczenie patologicznego spichrzania dla
przebiegu pzw C jest odmiennie okreslane przez roznych autorow. Wiekszos$¢ z nich dowodzi
istotnego wptywu nadmiernej akumulacji zelaza w watrobie na postep widknienia narzadu
[23,63,97]. W pracy opublikowanej w 2007 r., w ktérej objeto obserwacja ponad 500 chorych
z pzw C, po analizie wptywu na rozwdj wioknienia wielu czynnikow (pte¢, wiek, czas
zakazenia HCV, spozycie alkoholu, wspotistnienie zespotu metabolicznego), Guyader 1 wsp.
uznali, ze nadmiar Zelaza nie stanowi sam w sobie niezaleznego czynnika profibrogennego,
jest natomiast elementem choroby towarzyszacym bardzo aktywnemu procesowi zapalno-
martwiczemu i nasilonemu witoknieniu. Autorzy ci jednak w analizie nie dokonywali
rozdziatu zelaza na gromadzone w hepatocytach, sinusoidalne 1 mezenchymalne, postugiwali
si¢ skumulowanym wskaznikiem TIS (total iron score), wyliczonym po zsumowaniu

punktacji za obecnos$¢ depozytéw w wymienionych trzech przedziatach [63].

Wydaje si¢, ze rokownicza ocen¢ znaczenia wplywu nadmiaru zelaza na progresje
wldknienia watroby nalezy indywidualizowaé, zaleznie od charakteru zaburzen gospodarki
zelazowej. Niewatpliwie czynniki genetycznie predysponujace do spichrzania zelaza
zmieniajg obraz kliniczny pzw C i tempo rozwoju niepomyslnych nastgpstw. Diwakaran i
wsp. wykazali, ze pacjenci zakazeni HCV z potwierdzonym rozpoznaniem dziedzicznej
hemochromatozy, byli mtodsi i prezentowali mniej nasilone gromadzenie zelaza w watrobie
w momencie rozpoznania marskosci [43]. Ponadto nalezy réznicowaé patogenne dzialanie
puli zelaza krazacego w surowicy od zelaza magazynowanego w hepatocytach 1 jego
niezwigzanej puli komdrkowej [33,82]. Istotne jest okreslanie stanu gospodarki zelazowej w
oparciu o komplet biochemicznych wyktadnikow (stg¢zenie zelaza, ferrytyny i wysycenie
transferyny), badanych w surowicy i zasoby zelaza gromadzone w tkance. Jak wspomniano
wezesniej oksydacja jonéw zelazawych Fe®™ i zwigzanie z ferrytyng jest mechanizmem
chronigcym komorki przed toksycznym dziataniem zelaza wolnego. W badanej przeze mnie
grupie pacjentdw z pzw C obecnos¢ depozytow zelaza w hepatocytach korelowata z
podwyzszonymi: stezeniem zelaza, ferrytyny i wysyceniem transferyny w surowicy.
Depozyty zelaza oceniane w skali punktowej na >2 stwierdzano jedynie u 10/138 chorych
poddanych biopsji watroby. W przewazajacej liczebnie grupie gromadzenie zelaza byto mato
lub umiarkowanie nasilone. Nie obserwowano zwigzku natezenia zapalenia czy wtoknienia z
obecnos$cia depozytow zelaza. Wydaje si¢ wiec, ze jesli istnieje zwigzek przyczynowo-
sprawczy pomiedzy nadmiarem gromadzonego zelaza, a postepem wioknienia watroby, to
jest on bardziej zalezny od zaburzonej homeostazy zelaza w surowicy niz obecnosci

depozytow w hepatocytach, w sytuacji gdy ich gromadzenie nie jest zaawansowane. Nalezy
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jednak pamigta¢ o ograniczeniach histopatologicznej metody oceniajacej zawartos¢ zelaza w
hepatocytach bioptatu watroby w bardzo zaawansowanym widknieniu watroby, o czym

pisalam wczesniej (pkt.2).

W grupie chorych z rozpoznaniem pzw C, mieszkancéw Pomorza, opisanych w
publikacjach (publikacje 3, 5) wykazano, ze mutacje genu HFE nie sa gldéwnym czynnikiem
determinujacym zaburzenia homeostazy zelaza, obserwowane w tej chorobie.

W badanej grupie zakazonych HCV jedynie u nosicieli allelu C282Y, zarowno
heterozygotycznych jak i homozygotycznych, wykazano istotne podwyzszenie st¢zenia
zelaza, ferrytyny i wysycenia transferyny w surowicy. Ta korelacja silnie wplywata tez na
brak zwigzku parametréw nadmiernego gromadzenia zelaza ocenianych w surowicy z
nosicielstwem dzikich alleli genu HFE. Rola innych genotypéw HFE w rozwoju zaburzen
gospodarki zelazem w pzw C nie jest tak jednoznacznie okreslona. Wyniki badan
prezentowanych przez roéznych autoréw czesto sa przeciwstawne [59,60,118,120,122].
Niepodwazalny pozostaje niekorzystny rokowniczo wplyw wspdtistnienia mutacji
C282Y/C282Y na przebieg pzw C [43], (publikacja 8). W przedstawionym materiale
badanym, obejmujagcym chorych zakazonych HCV zwigzek mutacji genu HFE z
gromadzeniem zelaza w hepatocytach wykazano wytacznie dla homozygot C282Y/C282Y.

Wyniki prezentowanych badan nie potwierdzity zwigzku mutacji genu HFE z nasileniem
aktywnosci zapalnej, zaawansowaniem widknienia w grupie chorych z pzw C. Natomiast
nosiciele mutacji genu HFE, nie tylko genotypu hemochromatozy dziedzicznej, okazali si¢
by¢ czegsciej nieskutecznie leczonymi przeciwwirusowo interferonem 1 rybawiryna
(publikacja 3, 8). Te wyniki nie w pelni koresponduja z obserwacjami czesci autordw, ktorzy
sugerujg przeciwnie, uznanie mutacji H63D za element korzystnego profilu
immunologicznego, warunkujacego efektywnos$¢ terapii interferonem [24,78]. W badanej
przeze mnie grupie pacjentow zakazonych HCV, u 23/56 nosicieli wylacznie mutacji H63D
stwierdzano surowicze zaburzenia gospodarki zelazowej. 16/47 chorych byto skutecznie, a
31/47 nieskutecznie przeleczonych i1 w tej drugiej grupie istotnie czesciej stwierdzano
podwyzszone parametry zelazowe w surowicy (3/16 vs 20/31; p<0.05, x*=7.11) (9 chorych
nie bylo kwalifikowanych do leczenia). Wynika z tego, ze wpltywu mutacji H63D na
skuteczno$¢ leczenia interferonem i rybawiryng nie mozna rozpatrywaé w oderwaniu od
wystepowania lub nie cech nadmiernego gromadzenia zelaza. Allel H63D wystepuje w
populacji kaukaskiej stosunkowo czgsto, nie zaobserwowano wigkszej czgstosci wykrywania
tej mutacji wsrod osob z chorobami watroby. Tylko u czg$ci nosicieli obserwuje si¢
zaburzenia gospodarki zelazowej, zmiana bowiem konformacji biatka HFE w wyniku tej
mutacji nie wptywa tak silnie na zaburzenia jego funkcji. W badanej grupie z pzw C,
mieszkancow Pomorza, podwyzszone stezenia zelaza, ferrytyny i wysycenia transferyny w

surowicy byly negatywnym prognostycznie czynnikiem w odniesieniu do powodzenia
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leczenia przeciwwirusowego. Wymienieni wczesniej autorzy postulujacy korelacje mutacji
H63D z dobrym efektem leczenia przeciwwirusowego dokonywali analizy bez rozdzielenia
na grupy chorych wedtug nieprawidlowosci parametréw zelazowych. Jednoznaczne ustalenie
wpltywu H63D na odpowiedz na leczenie przeciwwirusowe w relacji do zaburzen gospodarki
zelazowej wydaje si¢ pozadane w konteks$cie terapii personalizowanej i dostgpu do nowych
lekow (inhibitoréw proteazy). Dodane do standardowej terapii interferonem i rybawiryna
istotnie zwigkszaja wskaznik SVR, s3 jednak bardzo kosztowne. Zapewne w najblizszym
czasie nie bedzie mozliwe zastosowanie ich u wszystkich pacjentéw, a raczej w grupie

odpowiednio wyselekcjonowane;.

Publikacja nr 7 stanowi przeglad wynikéw badan eksperymentalnych i obserwacji
klinicznych konsekwencji patologicznego gromadzenia zelaza w przewleklym zapaleniu

watroby typu C.

4.5. Perspektywa dalszych badan

Szczegdlnym zainteresowaniem objeto problem zwigzku patogenezy przewleklego
zapalenia watroby typu C z nadmiernym gromadzeniem zelaza w kontekscie jego
uwarunkowan genetycznych, nie tylko zaleznych od mutacji genu HFE, wplywu na replikacje
wirusa HCV, nasilenie stresu oksydacyjnego w tkance watroby i1 skuteczno$¢ leczenia
przeciwwirusowego. Artykul opisujacy korelacje stluszczenia watroby z nadmiernym
gromadzeniem zelaza w przewleklym zapaleniu watroby typu C oczekuje na recenzje¢. Praca
poddajaca analizie ekspresj¢ hepcydyny i oksygenazy hemu w tkance watroby w odniesieniu
do zaburzen gospodarki zelazem i nasilenia zmian chorobowych u chorych z przewlektym
zapaleniem watroby typu C, jako prezentacja posterowa zostala nagrodzona na
Ogolnopolskim Kongresie Biochemii i Biologii Komdrki w 2011 roku. Obecnie jest
przygotowywana do publikacji w czasopiSmie. Kontynuacj¢ prac stanowi projekt
zatytulowany ,,Badanie zwiazku polimorfizmu genu IL28-B z zaburzeniami homeostazy
zelaza w przewleklym zapaleniu watroby typu C, w odniesieniu do przebiegu choroby i
skutecznosci leczenia przeciwwirusowego”, finansowany przez NCN
(2011/01/B/NZ6/00320), ktdérego realizacje jako kierownik rozpoczetam w styczniu 2012

roku.
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5. PODSUMOWANIE

Zaburzenia gospodarki zelazem wskazujace na jego nadmierne gromadzenie w postaci
nieprawidlowosci stwierdzanych zardwno w surowicy jak i w tkance nie sg rzadka obserwacja
u chorych z przewlektymi chorobami watroby. Ze wzgledu na kluczowa role petniona przez
watrob¢ w regulacji homeostazy zelaza podstawowe badania gospodarki zelazowej
wykonywane u pacjentow z przewlektymi chorobami tego narzadu zwigkszaja szans¢ na
wczesne wykrycie patologicznego gromadzenia pierwiastka, jesli jest ono uwarunkowane
genetycznie. Ma to znaczenie prognostyczne, gdyz pozwala na wczesne podjgcie
odpowiedniego leczenia, zapobiegajacego rozwinig¢ciu si¢ zaawansowanego uszkodzenia
wielu narzadow. Czesto§¢ wykrywania w badanym materiale mutacji genu HFE,
najwazniejszej dla patogenezy dziedzicznej hemochromatozy, uzasadnia zwigkszenie
dostepnosci do badania genetycznego. Rozwazenie wskazan do leczenia zmniejszajacego
zasoby zelaza powinno uwzgledniaé¢ niekorzystny wptyw nadmiernej akumulacji zelaza na
rozwoj patologii takze innych narzagddw poza watroba, postep miazdzycy, zwiekszone ryzyko
karcynogenezy i uposledzenie sprawnosci mechanizmdéw odpornosciowych w zwalczaniu
zakazen. Czeste wystgpowanie patologicznego gromadzenia zelaza w przewleklym zapaleniu
watroby typu C, niejednoznaczna opinia na temat zwigzku tych zaburzen z postepem choroby
i efektami leczenia przeciwwirusowego wskazuje na potrzebe intensyfikacji badan, majacych
na celu pelne zrozumienie mechanizmow wspomnianej patologii i poprawe efektywnosci
leczenia przewlektej aktywnej choroby watroby, takze z uwzglednieniem dodatkowych terapii
alternatywnych (ograniczanie post¢gpu patologicznego spichrzania zelaza). Otwierajg si¢ tym
samym perspektywy dla badan zaburzen gospodarki zelazem w kontekscie jego zwigzkow z

mechanizmami odpornosciowymi i biologig drobnoustrojéw chorobotwdrczych.
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6. WNIOSKI

U wszystkich chorych obserwowanych z powodu przewlektych chordb watroby o rézne;j
etiologii nalezy wykonywac¢ badania biochemiczne oceniajace stan gospodarki zelazowe;j
(stezenie zelaza, ferrytyny 1 wysycenie transferyny w surowicy).

U chorych poddawanych biopsji watroby badanie histopatologiczne powinno

uwzglednia¢ barwienie wycinka na obecnos¢ depozytéw zelaza.

Konieczne jest zapewnienie dostepnosci do badania genetycznego w kierunku HFE-
hemochromatozy, tak aby stalo si¢ elementem rutynowej diagnostyki w przewleklych
chorobach watroby z towarzyszacymi objawami nadmiernego gromadzenia zelaza. Pozwoli to
na wczesne rozpoznanie choroby i podjecie skutecznego leczenia przed rozwinigciem si¢
nieodwracalnego uszkodzenia narzaddéw. Identyfikacja oséb dotknietych zaburzeniami
metabolizmu zelaza uwarunkowanymi genetycznie umozliwi okreslenie rozmiaru potrzeb
przeprowadzania badan przesiewowych wsrod cztonkéw ich rodzin zgodnie z zaleceniami
towarzystw naukowych, a w dalszej kolejnosci objecie diugofalowa opieka medyczng
wybranych o0s6b z wykrytym defektem genetycznym, a nieprezentujacych jeszcze,

rozwijajacego sie w jego konsekwencji, pelnoobjawowego zespotu chorobowego.

Badania oceniajace czestos¢ wystepowania mutacji genu HFE w populacji chorych z
chorobami watroby — narzadu petligcego wazne funkcje w systemie immunologicznym,
wytyczaja nowe kierunki w pracy badawczej nad znaczeniem mutacji genu HFE i zaburzen

gospodarki zelazem w regulacji reakcji odpornosciowych.

Potwierdzona przydatnos¢ obrazowania metoda rezonansu magnetycznego w ocenie
patologicznego gromadzenia zelaza wuzasadnia jego wykorzystanie jako badania
nieinwazyjnego, szczegolnie w przypadkach choroby watroby z zaawansowanym

wldknieniem i przy przeciwwskazaniach do biopsji watroby.

Wyniki obserwacji pacjentdéw kwalifikowanych do leczenia z powodu przewleklego
zapalenia watroby typu C, prezentujacych objawy nadmiernego gromadzenia zelaza
uzasadniaja rekomendowanie badan molekularnych w kierunku mutacji genu HFE w tej

grupie chorych, gtownie w celu wykluczenia mutacji C282Y/C282Y.

Czestos¢ wystgpowania objawdéw nadmiernego gromadzenia zelaza u pacjentow z
przewlektymi chorobami watroby sklania do uwzglednienia terapii zmniejszajacej zasoby
zelaza (upustow krwi) w standardzie postepowania terapeutycznego, a takze do podjecia

prospektywnych badan obserwacyjnych tak leczonych pacjentow.

Ze wzgledu na ograniczony dostgp do diagnostyki genetycznej hemochromatozy
wskazane jest umieszczenie badania mutacji HFE w pakiecie badan kosztochtonnych

mozliwych do wykonania w ramach odrebnych funduszy kontraktowanych przez NFZ.
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