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Souhrn: V soucasnosti standardné pouzivand léc¢ba chronické hepatitidy C pomoci dvojkombinace interferonu o a ribavirinu
(IFNo/RBV) je tispésna pouze asi v 50 % pripadi.. Kromé nékterych klinickych a biochemickych faktort, stupné zinétu (gra-
dingu) a miry fibrézy (stagingu), nejsou znamy dalsi znaky, které by mohly slouzit jako jednoznacné prediktory odpovédi na te-
rapii. Mezi mechanizmy, které ovlivriuji interakci viru hepatitidy C (HCV) a IFNo, patii interference HCV se signdlnimi draha-
mi zprostiedkovanymi proteiny JAK-STAT, ERK 1/2, NFxB, MAP atd. Tyto proteiny vyznamné reguluji celou fadu bunéénych
déju, napriklad aktivuji nékteré cytokiny, aktivuji proces apoptdzy a ovlivnuji téz proliferaci bunky. Lze se domnivat, Ze poruse-
nd signalizace respektive poskozeni ¢i inhibice funkce prislusnych proteinti vlivem infekce HCV mohou zptisobit rezistenci na
lé¢bu IFNa. Prehled problematiky je doplnén vlastnimi vysledky pilotni studie, jejimz cilem bylo imunohistochemické stanove-
ni a analyza exprese proteintt STAT 2, 3, jejich inhibitortt SOCS 2, 3 a PIAS 3 a proteinti JAK 1 a ERK 1/2 v jaternich biopsiich
26 pacientt s chronickou hepatitidou C lé¢enych dvojkombinaci IFNo/RBV a nasledna korelace vysledkii imunohistochemické
analyzy (histoskore) s histologickym obrazem a klinickou odpovédi na 1é¢bu. Vysledky ukazuji na zvySenou expresi proteinti
STAT 3, STAT 2 a ERK 1 a zdroven snizenou expresi SOCS 3 a SOCS 2 v hepatocytech u pacientil s vy$sim zdnétem a fibrézou.
U pacientt se ,setrvalou virologickou odpovédi“ byla v hepatocytech zaznamendna zvySena exprese proteintt SOCS 3 a JAK 1
a snizend exprese SOCS 2. Relaps onemocnéni byl provazen zvySenim exprese SOCS 3 a PIAS 3. I kdyz vzhledem k malému po-
¢tu pacienttt nedosdhly vysledky statistické vyznamnosti, presto ukazuji, Ze proteiny rodiny STAT a jejich inhibitory z rodiny
SOCS a PIAS (zvlasté skupina STAT 3, SOCS 3 a PIAS 3) se pravdépodobné mohou podilet na regulaci odpovédi na lécbu in-
fekce HCV.
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The role of STAT proteins in the regulation of the response to the interferone & therapy in chronic hepatitis C

Summary: The currently used standard treatment for chronic hepatitis C using a dual combination of IFNo/RBV is only suc-
cessful in 50 % cases. With the exception of some clinical and biochemical factors, degree of inflammation (grading) and degree
of fibrosis (staging), there are no other known markers which may serve as valid predictors of response to therapy. Interference
of hepatitis C virus (HCV) with signaling pathways modulated by JAK-STAT, ERK 1/2, NFkB and MAP proteins is one mecha-
nism which may influence the interaction between HCV and IFNo. These proteins regulate different cell processes such as acti-
vation of cytokines, activation of apoptosis, regulation of cell proliferation etc. Therefore, it is possible that impaired signaling
or inhibition/dysregulation of some of these proteins by HCV infection may cause resistance to IFNo treatment. This review is
completed by results of preliminary study the aim of which was immunohistochemical assessment and analysis of expression of
STAT 2, 3 proteins, their inhibitors SOCS 2, 3 and PIAS 3 and proteins JAK 1 and ERK 1/2 in liver biopsies of 26 patients with
chronic hepatitis C treated by dual combination IFNo,/RBV and subsequent correlation of the results of immunohistochemical
analysis (histoscore) with histological picture and clinical response to treatment. The results shows increased expression of
STAT 3, STAT 2 and ERK 1 proteins and decreased expression of SOCS 3 and SOCS 2 in hepatocytes of patients with more
marked inflammation and fibrosis. In patients with sustained virological response there was increased expression of SOCS 3
and JAK 1 and decreased expression of SOCS 2. Relapse was associated with increased expression of SOCS 3 and PIAS 3. Howe-
ver, owing to the small sample size, the results only approximated statistical significance, but we suggest that proteins of STAT
family and their inhibitors SOCS and PIAS probably play an important regulatory role during response to treatment for chro-
nic hepatitis C.
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Uvod

Infekce virem hepatitidy C (HCV) je
v celosvétovém meéritku jednim z nej-
vaznéjsich zdravotnickych problé-
mu. Celosvétova prevalence se pohy-
buje okolo 3 % a kazdoro¢né je infi-
kovano kolem 4,3-6,4 miliont1 osob.
Skuteénd ¢isla jsou pravdépodobné
vy$si, nebot vétsina onemocnéni pro-
bihd bez pfiznakii a unika tak diag-
nostice. Pouze asi 20 % nemocnych je
schopno virus eliminovat, u az 80 %
pacientt viak virus perzistuje v téle -
vznika obraz chronické hepatitidy C
(projevujici se klinicky, laboratorné
1 histologicky), prechazejici v 10-20 %
v cirthézu ¢ hepatocelularni karci-
nom. Smyslem 1écby chronické he-
patitidy C je tedy snaha eliminovat
HCV z téla (tzv. setrvald virologicka
odpovéd - SVR), potlacit zanétlivy
proces a zabranit vzniku hepatocelu-
larniho karcinomu. V soucasnosti je
standardnim protokolem dvojkom-
binac¢ni terapie pegylovanym interfe-
ronem o (IFN0,) a ribavirinem (RBV),
kterd zcela vytlacila ptivodni mono-
terapii IFNo, jejiz Gi¢innost byla jen
15-25 %, a dvojkombinacni terapii
nepegylovanym IFNo a RBY, jejiz
Géinnost byla asi 40 %. Uspésna od-
povéd na lécbu (setrvala virologicka
odpovéd - SVR) je vsak i pii dvoj-
kombinaci pegylovaného IFNa,/RBV
pouze asi 55-60 % [1,2,3,4,5,6]. Do
soucasné doby nejsou zndmy ani de-
tailni mechanizmy ptisobeni INFo
u pacientll infikovanych HCV, ani
nejsou znamy faktory z oblasti mole-
kularni biologie, které by mohly u pa-
cientlt s chronickou hepatitidou C
slouzit jako prediktory odpovédi na
terapii. Tato nepfiznivd situace je
predevsim duisledkem faktu, ze chybi
vhodny model infekce HCV. Dosa-
vadni pokusy o dlouhodobéjsi kulti-
vaci HCV in vitro selhdvaji a modely
na pokusnych zvifatech (Simpanz)
jsou velmi ndkladné [7]. Nadéjné
jsou pokusy na geneticky modifiko-
vanych mysich, avSak v klinické pra-
xi se jako vhodné prognosticko-pre-
diktivni znaky u pacientd s chronic-
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Graf 1. Schéma signdlni drahy proteinu STAT.

Tab. 1. Proteiny regulované ptisobenim STAT.

IFN o/B, JunB, C-reaktivni protein, p 21, BCL-XL

STAT PROTEIN

STAT 1 ISG 54, IRF-1, p 21

STAT 2/3

STAT 4 IFN v, IRF-1, CD 23, MHC tfidy II
STAT § B-casein, p 21, cyklin D1

STAT 6 1L-4

ISG — interferon stimulated gene, IRF — interferon regulatory factor, p21 — protein 21,

IFN — interferon, IL 4 — interleukin 4

kou hepatitidou C jevi pouze hodno-
ty vstupni viremie, genotyp viru hepa-
titidy, pomér alaninaminotransferazy/
aspartataminotransferazy (ALT/AST),
hodnoty gama-glutamyltransferazy
(GMT), vék, pohlavi, télesna hmot-
nost a intenzita zdnétlivé aktivity pro-
cesu (grading) a souvisejici mira fi-
brézy (staging) zjisténé histologickym
vySetifenim jaterni biopsie [8,9,10].

Mechanizmy ovliviiujici interakei HCV

a interferonu o

Mechanizmy, které ovliviuji interak-
ci HCV a interferonu o, resp. jeho
plisobeni u pacientt s chronickou
hepatitidou C, lze rozdélit do tii
hlavnich skupin [11,12]:

1. genotyp HCV

2. viremie (viral load - VL)

3. interference HCV se signdlnimi
drdhami regulovanymi/aktivova-
nymi interferonem o.

Genotyp HCV

V soucasné dobé je popsano 6 geno-
typt viru hepatitidy C s vice nez
50 subtypy. Existuji zna¢né geogra-
fické rozdily, v Evropé a USA je nej-
Castéj$i genotyp 1, naopak napt. v Se-
verni Africe ¢i na Blizkém Vychodé je
nejcastéj$i genotyp 4. Je znamo, ze
nosicstvi genotypu 1 je spojeno s re-
zistenci vici 1é¢bé interferonem, re-
spektive Ze SVR je dosazena pouze
asi u 10 % pacientt pfi monoterapii
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IFNa, u pacientt s dvojkombinaci
IFNo/RBV pak v asi 25-35 %. U ge-
notypu 2 nebo 3 je SVR dosazeno
u 60-80 % pacientt. Duvod téchto
rozdilt neni pfesné znam, piedpo-
klada se role vice faktort. DuleZitou
roli v rezistenci vici 1é¢bé IFNa hraji
nékteré geny viru HCV, napt. E2, jez
pravdépodobné blokuje aktivaci PKR
(dsRNA-dependent protein kinase),
a tim nékteré dulezité bunééné funk-
ce (apoptdza, indukce IFN, prolifera-
ce apod) nebo NS5A, u néhoz muta-
ce v misté ISDRE (interferon sensi-
tivity determining region) vede
k rezistenci na 1écbu IFNa. [13].

Viremie

Tzv. viral load je v soucasnosti pova-
Zovan za nezavisly prediktor odpove-
di na lécbu. Kvantifikace ribonu-
kleové kyseliny HCV (HCV RNA) je
tedy uzitecnd z hlediska monitoro-
vani tspésnosti lécby. Za vysokou vi-
remii (high viral load) je povazovano
dosazeni vice nez 800 000 IU/ml.
U pacientlt s témito hodnotami je
SVR dosazena pouze u 7-13 % v po-
rovnani s 29-31 % u pacient( z niz-
kou viremii [14].

Interference HCV se signalnimi drahami
regulovanych/aktivovanych interferonem o
Mezi signélni drahy regulované/akti-
vované interferonem o, patii drahy
zprostiedkované proteiny JAK-STAT,
ERK 1/2, NFB, MAP atd. Tyto tzv.
transdukéni proteiny vedou indukei
transkripce pfislusnych gent k regu-
laci celé fady bunéénych déjii a Ize se
domnivat, Ze porusend signalizace
nékterych téchto drah, resp. posko-
zeni ¢i inhibice funkece pfislusnych
proteinti vlivem infekce HCV, mo-
hou zptisobit rezistenci na eventuel-
ni 1é¢bu IFNo.

Proteiny rodiny STAT (Signal Trans-
ducers and Activator of Transcrip-
tion) a ERK (Extracellular signal-Re-
gulated Kinase) patfi mezi tran-
skrip¢ni faktory/proteinkindzy, které
po aktivaci, translokaci z cytoplazmy
do bunécného jadra a vazbé na speci-
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fické oblasti DNA (DNA response
elements) ovliviiuji expresi rtiznych
gentl regulujicich dalezité bunécné
funkce (graf 1, tab. 1) [15,16,17]. Pro
indukci STAT, respektive jejich fos-
forylaci a naslednou tvorbu homodi-
mer( a heterodimer, je nutnd akti-
vace rodiny cytoplazmatickych tyro-
zinovych kindz JAK (JAnus Kinases)
[18,19]. Existuje 6 ¢lent rodiny STAT
(STAT 1-6), 6 c¢lent rodiny ERK
(ERK1-6) a 3 clenové rodiny JAK
(JAK 1-3). Rodina proteinti JAK tvo-
fi inicidlni soucdst dulezité signalni
drahy aktivované nadrodinou cyto-
kinovych receptorti (tyto receptory
totiz nemaji vlastni tyrozin kindzo-
vou aktivitu), predevSim receptorti
pro interferony (o, B, 7) a interleukiny
(zvlases IL 2, 1L 3,IL 4, IL 6, IL 7, IL
12, EGF atd). Tyto latky se indukci
transkripce pfislusnych genti cestou
JAK/STAT podileji na regulaci celé
fady bunéénych déji, napf. na akti-
vaci dal$ich cytokinti, modulaci
apoptdzy a na ovlivnéni proliferace
buiiky [20,21,22,23 24].

Naopak, predevsim riistovymi fak-
tory je aktivovina rodina proteint
ERK, jez je soucdsti kaskady RAS-
RAF-MEK-ERK. Podobné jako draha
JAK-STAT, tak i tato vysoce konzer-
vovand signdlni driaha zabezpecuje
prenos extraceluldrnich signdlti do
jadra s naslednym ovlivnénim dtile-
zitych bunéénych funkei [25,26].

Je prokazano, ze porusena signali-
zace drahou JAK/STAT (i pfes vza-
jemné propojeni s jinymi signalnimi
drahami) nebo poskozeni ¢i inhibice
funkce prislusnych proteintt rodin
JAK a STAT mohou byt pfi¢inou se-
lhani imunitniho dozoru [27,28], ale
i napomdhat pfi vzniku a Sifeni rtz-
nych nddort [29,30]. Je znamo, Ze
predevSim poruchy proteint rodiny
STAT (jak ztrata funkce, tak castéjsi
nadmérnd aktivace) se vyskytuji
u mnoha nddord, jako jsou napf.
leukemie [31], T-lymfomy [32], ma-
ligni melanomy [33,34], dlazdicobu-
nécné karcinomy oblasti hlavy a kr-
ku [35], plic [36], mlééné zlazy [37]

aj. Vysledky nejnovéjsich praci uka-
zuji také na roli STAT v procesu se-
beobnovy nidorovych kmenovych
bunék [38]. Také poruchy signilni
drahy resp. proteint RAS-RAF-
-MEK-ERK mohou vést ke vzniku
riiznych nadorti ¢i k jejich progresi,
jak bylo zjisténo u leukemii [39], ma-
lignich melanomi [40] ¢i ovarialnich
nadoru [41].

Jednim z mechanizmd, jak je
v jatrech udrzena chronicka infekce
HCV, je inhibice antivirové aktivity
interferonu o, a to non-struktural-
nim proteinem SA (NS SA) viru. Ten-
to protein interferuje s aktivitou
proteinkindzy PKR, kterd ve svém
funkénim stavu po indukei interfe-
ronem 0. blokuje syntézu proteint
[42,43]. Bylo zjisténo, ze NS SA HCV
je také schopen aktivovat STAT 3,
a to mechanizmem oxidativniho
stresu, jez HCV béhem své replikace
vyvolava [44,45]. STAT 3 je vsak také
aktivovin pomoci korového protei-
nu HCV, a tato aktivace muzZe vést
k nddorové transformaci infikované
bunky [46]. Aktivita STAT 3 vsak
muze také indukovat intraceluldrni
anti-HCV procesy v bunkach [47]
a existuji i studie, podle kterych je
inhibice antivirového udinku IFNo
zptisobena hypometylaci resp. inhi-
bici STAT 1, STAT 2 a STAT 3
[48,49,50]. Zda se tedy, ze HCV mii-
ze signalni drahu JAK-STAT regulo-
vat riznym zpusobem, naptiklad
v zavislosti na stimulaci rozdilnymi
cytokiny (IL 6 versus IFNoy) [51]. Vy-
znam role proteint rodiny STAT
u HCV infekce podporuji také studie
zabyvajici se pfirozenymi inhibitory
téchto proteint. Bylo zjisténo, ze
SOCS jsou schopny inhibovat expre-
si antivirovych proteint 2,5-OAS
a MxA a také IFNo indukovanou ak-
tivaci JAK-STAT [52]. Posledni stu-
die Imanaky [53] dokonce prokazuje,
ze exprese SOCS 1 muze slouzit jako
prediktor SVR - s vyssi expresi SOCS
1 koreluje signifikantné nizs$i SVR.

Infekce virem HCV (zvlasté koro-
vymi proteiny, tzv. HCV core) vsak
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Tab. 2. Pouzité protilatky.

Anti-ERK 2

Monoclonal mouse D2

Protilatka Klon Vyrobce
Anti-STAT 2 (C20) Polyclonal rabbit

Anti-phospho STAT 3 Monoclonal mouse 6E4

Anti-JAK 1 (H 106) Polyclonal rabbit

Anti-SOCS 2 (H 74) Polyclonal rabbit

Anti-SOCS 3 Polyclonal rabbit

Anti-PIAS 3 (H 169) Polyclonal rabbit

Anti-ERK 1 (K23) Polyclonal rabbit

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Chemicon Inc., Temecula, California, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA

Histoskére

Histoskoére

STAT 2

STAT 3
B Gradel

ERK 1
Grade II

Pozn. vysvétleni zkratek a pojmai je uvedeno v textu.

SOCS 3

B Gradel

SOCS 2 PIAS 3

Grade II

Pozn. vysvétleni zkratek a pojmii je uvedeno v textu.

Graf 2. Vysledky - grade (grade I - 17 pripadd,

grade II - 9 pripadi).

také muze zputisobit alteraci jinych
dulezitych regula¢nich proteint, pre-
devsim téch, které se podileji na pro-
cesu zdnétu a na procesu potlaceni
fibrogeneze. Mezi tyto proteiny pat-
fi RXR, ,orphan“receptor PPARa,
TGEB1, NFkB, APO 2 atd. Signélni
drahy jsou pravdépodobné vzajemné
propojené, protoze bylo také proka-
zano, Ze 1 interferon o. je schopen
inhibovat proces fibrotizace [54,55].
Prestoze existuji studie prokazujici,
zZe progrese fibrézy je pii 1é¢bé IFNa
snizena i u skupiny pacientt bez od-
povédi [3,4,5], ndzory na tuto pro-
blematiku nejsou jednotné a nelze
vyloudit, Ze staging (intenzita fibré-
zy) u pacientt rezistentnich vtici 1é¢-
bé IFNo. mtize byt vyssi.

Vlastni zkuSenosti autori
Cilem pilotni studie bylo imunobhis-
tochemické stanoveni a analyza ex-
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Graf 3. Vysledky - grade (grade I - 17 pripadi,

grade II - 9 pripadi).

prese proteinti STAT 2, 3, SOCS 2, 3,
PIAS 3,JAK 1 a ERK 1/2 v jaternich
biopsiich pacientt s chronickou he-
patitidou C a korelace vysledkii imu-
nohistochemické analyzy s histolo-
gickym obrazem a klinickou odpo-
védi na lécbu.

Pilotni soubor tvorilo 26 pacientt
s chronickou hepatitidou C lé¢enych
dvojkombinaci IFNo/RBV. Kromé
ostatnich klinickych a laboratornich
udaju byla sledovana odpovéd na
lécbu (N - rezistence na terapii, EVR
- Casnd virologickd odpovéd, SVR -
setrvald virologicka odpovéd) a pfi-
padny relaps onemocnéni. U vSech
pacient byla pred 1écbou provedena
biopsie jater. Histologické vysetieni
biopsie jater bylo doplnéno stanove-
nim gradingu a stagingu chronické
hepatitidy C dle Ludwiga/Battse [56].

Ke stanoveni exprese proteind
STAT, SOCS, JAK, PIAS a ERK v he-

patocytech, v jaternich biopsiich, po-
moci monoklondlnich a polyklo-
nélnich protildtek (tab. 2) byla po-
uzita nepfimd imunohistochemicka
metoda [57] s pouzitim diamino-
benzidinu (DAB) jako chromogenu.
Exprese proteint byla hodnocena se-
mikvantitativné, pomoci tzv. histo-
skore, coz je soucin pozitivity (skore
0-3) a intenzity (skére 0-3) barveni -
nejvyssi hodnota je 9 [58].

Vysledky ukazaly zvySenou expresi
proteintt STAT 3, STAT 2 a ERK 1
a snizenou expresi jejich inhibitort -
proteintt SOCS 3, SOCS 2 a PIAS 3
v hepatocytech pacientt s vyssi in-
tenzitou zanétu (vyssim gradingem)
a s vyraznéjsi fibrézou (vyssi staging)
(graf 2 a 3). V hepatocytech pacientt
se setrvalou virologickou odpoveédi
byla v porovnani s pacienty re-
zistentnimi na terapii zjiSténa zvyse-
na exprese SOCS 3 a JAK 1 a sniZena

Vniti Lék 2006; 52(2) m——
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Graf 4. Vysledky - odpovéd na lécbu (N - 10 pri-
padi, EVR - 5 pripadi, SVR - 8 pripadi).

exprese SOCS 2 (graf 4). Relaps one-
mocnéni byl doprovizen zvySenou
expresi SOCS 3 a PIAS 3 (graf 5).

I kdyz vysledky, predevsim diky
malému poctu pacientl, nedosahly
statistické vyznamnosti, pfesto je
pravdépodobné, ze proteiny rodiny
JAK/STAT a jejich inhibitory z rodi-
ny SOCS a PIAS (zvlasté skupina
STAT 2/3,SOCS 2/3 a PIAS 3) se po-
dileji na regulaci odpovédi na lécbu
infekce HCV. V soucasnosti viak ne-
Ize tyto proteiny povazovat za jedno-
zna¢né prediktory terapie (s vyjimkou
SOCS 1-53). Studie bude pokraco-
vat na rozsifeném souboru pacienttl
doplnéném kvantifikaci fibrézy jater
metodou pocita¢ové analyzy obrazu.
Bude téz analyzovdna role ostatnich
¢lentt nadrodiny STAT/JAK a jejich
inhibitor.

Laver

Stanoveni a analyza exprese proteint
signalnich drah v zavislosti na klinic-
ké, laboratorni a histologické (gra-
ding, staging) odpovédi na lécbu
IFNo. mtze vést k identifikaci mole-
kul s prediktivnim vyznamem. Cas-
te¢né vyfeseni této otiazky by mohlo
prispét k presnéjsi indikaci lécby
IFNo a RBV a vedlo by k vétsi aspés-
nosti lécby. Detekce nékterych stu-
dovanych proteintt by se mohla
v blizké budoucnosti stit soucasti

standardniho vySetfovani pfi prové-
déni jaterni biopsie pred lécbou
chronické hepatitidy C.

Podpoteno grantem IGA MZ CR
NR/7814-3 a VZ MSM 6198959216.
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