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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AFP — alfa-fetoproteina

ALT - ang. alanine aminotransferase — aminotransferaza alaninowa

BOC — boceprewir

DAAs — ang. directly acting antivirals — leki o bezposrednim dzialania przeciwwirusowym
EOT —ang. end of treatment response - odpowiedz na koniec trwania terapii
EVR — ang. early virological response — wczesna odpowiedz wirusologiczna
gpE1/E2 — ang. envelope protein E1/E2 — glikoproteina otoczkowa E1/E2
GWAS - ang. genome-wide association studies - badania asocjacji genomu
HCC - ang. hepatocellular carcinoma — rak watrobowokomorkowy

HCV — ang. hepatitis C virus — wirus zapalenia watroby typu C

HCV-RNA - kwas rybonukleinowy HCV

HVR - ang. hypervariable region — region hyperzmienny

IFN — interferon

IFNL — interferon lambda

IL — interleukina

NS — ang. nonstructural protein — biatko niestrukturalne

ORF — ang. open reading frame — otwarta ramka odczytu

PCR —ang. polymerase chain reaction- polimerazowa reakcja tancuchowa
PeglFN — interferon pegylowany

PWZW C — przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C

RAS — ang. resistance associated substitution — substytucje warunkujace oporno$é
RBV- rybawiryna

RGT —ang. Response-Guided Therapy — terapia kierowana odpowiedzig
RVR — ang. rapid virological response — szybka odpowiedz wirusologiczna

S —ang. structural protein — biatko strukturalne
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SD —ang. standard deviation — odchylenie standardowe

SNP —ang. single nucleotid polimorphism — pojedynczy polimorfizm nukleotydu
SVR — ang. sustained virological response - trwala odpowiedz wirusologiczna
TVR - telaprewir

UTR —ang. untranslated regions — sekwencje niekodujace

WHO — ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia

WZW C — wirusowe zapalenie watroby typu C
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1. Wstep

1.1 Epidemiologia zakazen wirusem C zapalenia watroby

Wirusowe zapalenie watroby typu C (wzw typu C) od lat stanowi wielki problem
epidemiologiczny na catym $wiecie, ktory pomimo postepu W leczeniu w ostatnim czasie,
nadal pozostaje jednym z wyzwan wspolczesnej medycyny. Szacuje sie, iz okolo 170
miliondw 0s6b jest zakazonych wirusem C zapalenia watroby — HCV (ang. hepatitis C
virus), co stanowi blisko 3% $swiatowej populacji. W 2018 roku w Polsce zgloszono 3442
nowe przypadki zakazen HCV. Nowe rozpoznania wzw typu C raportowano we wszystkich
wojewodztwach, jednakze, tak jak 1 w latach poprzednich, wspolczynnik zachorowan
wykazywatl znaczne wahania w zaleznosci od regionu kraju (od 3,29 do 13,69 na 100 tys.
mieszkancoéw). Najwyzsze wartosci wspotczynnika zachorowan na wzw typu C odnotowano
w wojewodztwach lubuskim (13,69 na 100 tys. mieszkancéw) oraz dolnoslagskim (12,79 na
100 tys. mieszkancow), najnizsze w wojewodztwach podkarpackim (3,29 na 100 tys.
mieszkancow) [1]. Trend zréznicowanej wartosci wspotezynnika zachorowan w zaleznos$ci
od miejsca zamieszkania utrzymuje si¢ od lat. Analiza przeprowadzona w 2018 roku
potwierdzita te dane, wykazujac, Zze na terenach miejskich warto$ci wspotczynnika
zachorowan na wzw typu C sg wyzsze niz w obszarach wiejskich (odpowiednio 10,84 16,12
na 100 tys. mieszkancow). Biorac pod uwagg kryterium pici oraz wieku, najwyzsza wartos¢
wspotczynnika zachorowan na wzw typu C odnotowano u mezczyzn w wieku lat 40 — 44 lat
(15,82 na 100 tys. mieszkancow) oraz w wieku 50 - 54 lat (15,02 na 100 tys. mieszkancow).
W przypadku kobiet najczgséciej zachorowania zglaszano dla grup wiekowych 55 - 59 lat i
25-29 lat (wspotczynnik zachorowan odpowiednio 15,23 1 14,96 na 100 tys. mieszkancow)
[1]. W 2016 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia przyjeta globalna strategie w zakresie

zdrowia publicznego, majaca na celu eliminacj¢ wirusowych zapalen watroby. Glownym
7
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zalozeniem tej strategii jest ograniczenie do roku 2030 zapadalnosci, rozpowszechnienia i

umieralno$ci z powodu wirusowych zapalen watroby, w tym wywolanych HCV [2].

1.2 Budowa wirusa HCV

Wirus C zapalenia watroby to jedyny przedstawiciel rodziny Flaviridae. Zbudowany
jest z otoczki glikoproteinowej pochodzacej od komorek gospodarza, w ktdrej osadzone sg,
kodowane przez wirusa, glikoproteiny E1 i E2 (ang. envelope) [3]. Wewnatrz otoczki
znajduje si¢ jednoniciowy, dodatnio spolaryzowany tancuch RNA o dhlugosci okoto 9000
nukleotydow. W obrebie genomu wirusa wystepuja dwie sekwencje niekodujace tzw. 3’
UTR i 5 UTR (ang. untranslated regions) oraz sekwencja kodujaca zlokalizowana w
centralnej czgsci genomu. Obie sekwencje UTR wykazuja duza zachowawczo$¢ (ponad
90%), najprawdopodobniej w zwigzku z pelnieniem waznych funkcji regulatorowych

podczas proceséw replikacii i translacji [4].

Pojedyncza otwarta ramka odczytu — ORF (ang. open reading frame), ktoéra
zlokalizowana jest pomiedzy sekwencjami UTR, koduje prekursorowa poliproteing zlozong
z 3010 - 3011 aminokwaséw. Poliproteina ta ulega rozszczepieniu do 10 réznych produktow

— biatek strukturalnych S (ang. structural) i niestrukturalnych NS (ang. non-structural).

Do biatek strukturalnych naleza biatko rdzenia C (ang. core) bedace gldownym
sktadnikiem nukleokapsydu oraz glikoproteiny otoczki E1 i E2. Biatko rdzenia wplywa na
procesy metaboliczne zakazonej komorki, wchodzac w interakcje z bialkami gospodarza.
Wykazano tez jego wlasciwosci onkogenne. Biatka otoczki E1 1 E2, ktére sa

glikoproteinami, posiadaja domen¢ hydrofobowa, dzigki czemu moga wigza¢ si¢ z blong
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komorkowa. Przy N koncu biatka E2 znajduje si¢ region HVR1 — nazywany

hyperzmiennym, ktory odgrywa rolg w procesie przejscia zakazenia w stan przewlekty.

Do bialek niestrukturalnych zalicza si¢ biatka NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i
NS5B. Dodatkowo w zakazonych komodrkach powstaje biatko p7, ktore jest biatkiem
ulegajacym najprawdopodobniej integracji z blong komérkowa, w ktorej tworzy pory
funkcjonujace jako kanal wapniowy [5]. Biatko NS2 ma wilasciwosci metaloproteazy 1 jest
odpowiedzialne za katalityczne cigcie poliproteiny prekursorowej. Biatko NS3 wykazuje
aktywnosc¢ proteazy serynowej, RNA-helikazy oraz NTP-azy. Przypuszcza sig, ze helikaza
rozwija podwojng ni¢ RNA w czasie replikacji, NTP-aza ma za$ za zadanie dostarczanie
energii potrzebnej dla efektywnego funkcjonowania helikazy. Bialko NS4A tworzy
kompleks z NS3 i jest kofaktorem proteazy NS3. NS4B shuzy jako element ,,zakotwiczajacy”
kompleks replikacyjny do bton siatki endoplazmatycznej komoérki. NS5A jest proteing
majacg duze znaczenie w replikacji wirusa, gdyz w koncu N zawiera krotkie fragmenty
aminokwasowe, ktore biorg udziat w skfadaniu i umieszczaniu kompleksu replikacyjnego w
obszarze bton okotojadrowych [6]. Ponadto liczne badania kliniczne sugeruja, ze NSSA
odgrywa role w indukowaniu braku wrazliwosci na interferon [7]. NS5B jest RNA — zalezng
polimerazag RNA, majaca kluczowe znaczenie dla syntezy dodatniej 1 ujemnej nici HCV —
RNA [8]. Szczegélowa organizacje genomu HCV i zakodowanych w nim biatek

przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1

Organizacja genomu HCV i bialka kodowane przez genom wirusa [Kowala-Piaskowska i

wsp., 2008]

HCV RHA

2580 9375 9621

Biatka
mrumuraV Bialka niestrukturalne
p70

p22 gp35s gp70 p27

G n
L \ T~ |

Bialka otoczki Region Proteazy HS52-3

Polimeraza RHA

HVR1 Helikaza Bialko Bialko warunkujjce
warunkujace opornosé na
Nukleokapsyd Proteaza Kofaktory opornost nalfl rybawiryne
Serynowa

PRZYPUSZCZALHA ROLA BIALEK

Glowna cechg HCV jest heterogenno$¢ jego genomu. Zwigzana jest ona z
przebiegiem cyklu replikacyjnego, w trakcie ktorego bledy popemiane przez wirusowa
RNA-zalezng polimeraz¢ RNA nie ulegaja korekcji. Czgsto$§¢ mutacji, okreslona w
warunkach eksperymentalnych, wynosi 10"4 —10"5 zasad na cykl replikacyjny. W efekcie
tych btedow replikacyjnych genom wirusa zapalenia watroby typu C gromadzi wzglednie
duzg ilos¢ mutacji, co skutkuje wystegpowaniem znacznej liczby odmiennych genetycznie
wariantow, zwanych pseudogatunkami (ang. quasispecies) u osoby zakazonej [9]. To czy
dana zmiana sekwencji zostanie utrwalona i bedzie powszechnie powielana, zalezy od jej
wplywu na przezywalno$§¢ wirusa oraz od zdolnosci nowego szczepu do unikania
mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej zakazonego gospodarza. Najwigkszg zmienno$¢
genetyczng przejawia odcinek kodujacy fragment hyperzmienny biatka otoczki

10
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E2 (HVR-1) oraz sekwencja kodujaca biatko niestrukturalne p7. Obszary najbardziej
stabilne genetycznie to obszary biatka rdzeniowego, NS5B oraz sekwencje niekodujace
(UTR) [10]. Obok dos¢ licznych wariantow HCV charakteryzujacych si¢ niewielka
odmiennoscia u jednego zakazonego gospodarza, wystepuje zjawisko heterogennosci
genetycznej wigkszego stopnia, zwigzane z wystepowaniem roéznych genotypoéw i podtypow
wirusa. Podstawa przyjetej klasytikacji wirusa HCV byly konserwatywne regiony genomu
wirusa, kodujace przede wszystkim biatka C, E1 i NS5. Do tej pory opisano 6 podstawowych
genotypow HCV (oznaczonych kolejnymi cyframi arabskimi od 1 do 6) 1 ponad 50
podtypdéw (oznaczonych kolejnymi literami alfabetu np. a, b, itd.). Genotypy HCV r6znig
si¢ miedzy sobg w zakresie 30 — 35% nukleotydow w catej sekwencji, a ich wystepowanie
jest zr6znicowane geograficznie. Genotyp 1 wirusa jest najczesciej wystepujacym w skali
Swiata — odpowiada za 46,2% wszystkich przypadkoéw zakazen na $wiecie, a jego podtypy
la i 1b sg najczesciej wystepujacymi sposrod wszystkich w Stanach Zjednoczonych 1 w
Europie. Drugim najczesciej wystepujacym genotypem jest genotyp 3 (30,1% wszystkich
swiatowych zakazen), ktorego obecno$¢ wiaze si¢ bezposrednio z procesem stluszczenia
hepatocytow, a w konsekwencji determinuje duzo wyzszy odsetek $miertelnosci pacjentow.
Genotypy 2, 4 1 6 odpowiadaja lacznie za okolo 22,8% wszystkich zakazen, genotyp 5
izolowany jest w mniej niz 1% zakazonych [11]. Wystepowanie poszczegdlnych genotypow

w wybranych regionach §wiata przedstawia rycina 2.

11
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Rycina 2

Czgstos¢ wystepowania poszczegolnych genotypow HCV w zalezno$ci od regionu $wiata

[Thrift i wsp., 2017].
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W Polsce zakazenie HCV dotyczy ponizej 1% populacji, przewaza zakazenie
genotypami 1 (szczegoélnie 1b) i 3 (zwlaszcza 3a). Analiza czestosci wystepowania
poszczegolnych genotypow na terenie Polski pokazala, ze dominuje genotyp 1b (82%),
rzadziej obserwuje si¢ zakazenie genotypem 3 (11,3%), 4 (3,5%) i la (3,2%). Zakazenia
genotypami 2, 5 i 6 oraz zakazenia o charakterze mieszanym sg rozpoznawane sporadycznie.

[12].
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1.3 Zakazenie HCV — drogi transmisji wirusa i przebieg wirusowego

zapalenia watroby typu C

Drogi zakazenia wirusem HCV moga by¢ rozne, poczynajac od kontaktu z krwig
osoby zakazonej (na drodze zabiegow medycznych), poprzez przypadkowe kontakty
seksualne, az do zakazen zwigzanych z ekspozycja zawodowa (pracownicy ochrony
zdrowia). Grupg szczegolnie narazong na zakazenie sg osoby przyjmujace srodki odurzajace
w postaci iniekcji oraz osoby korzystajace z gabinetow tatuazy, czy piercingu. Osobng grupe
stanowig osoby, u ktorych do zakazenia doszlo na drodze wertykalnej, czyli poprzez
przeniesienia zakazenia z matki na dziecko. Za dawke zakazajaca uznaje si¢ rownowaznik
100 czgstek HCV. Okres wylegania choroby po ekspozycji wynosi od 15 do 150 dni, $rednio

50 dni.

Wirus zapalenia watroby typu C poza zmianami zapalnymi watroby wywoluje takze
liczne zespoly pozawatrobowe takie jak krioglobulinemia czy chloniaki nieziarnicze z
limfocytow B. Z uwagi na dhugi bezobjawowy przebieg, wickszos¢ osdb zakazonych
pozostaje nierozpoznana. Przebieg samego zakazenia HCV jest bardzo podstepny - az 40%
zakazonych przez 10 — 20 lat moze nie mie¢ zadnych objawdw lub sg one stabo zaznaczone.
Tylko u 10 — 15% zakazonych HCV wystepuje zottaczka. O zakazeniu pacjenci dowiaduja
si¢ najczesciej przypadkowo, przy okazji wykonywanych badan. Z raportu przygotowanego
przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego wynika, iz w 2018 roku zgloszone przypadki
zakazen HCV rozpoznawano glownie na podstawie oznaczen anty-HCV wykonywanych w
Podstawowej Opiece Zdrowotnej (30,5% wszystkich nowych zachorowan), w trakcie badan
wykonywanych w oddziatach szpitalnych (27,3%) oraz podczas diagnostyki w poradniach

lub oddziatach choréb zakaznych (13,3%) [13].

13
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Po ekspozycji na wirusa HCV istniejg dwa mozliwe scenariusze przebiegu choroby -
samoistne wyleczenie, potaczone w eliminacjg wirusa lub przetrwanie zakazenia. Do 40%
ostrych zakazen HCV ustgpuje samoistnie, a u pozostalych oséb rozwija si¢ przewlekte
zakazenie, ktore ujawnia si¢ po wielu latach, zaawansowang chorobg watroby. Przewlekta
posta¢ choroby definiuje si¢ jako utrzymywanie HCV-RNA w surowicy chorego przez okres
dluzszy niz 6 miesiecy. Przyjmuje si¢, iz odsetek chorych, u ktorych doszlo do przejscia
zakazenia HCV w stan przewlekly moze wynosi¢ nawet okoto 80%. U chorych z przewlekta
postacig wirusowego zapalenia watroby typu C moze dojs¢ do rozwoju marskosci watroby

(u 15-20% pacjentow) oraz pierwotnego raka watroby [14].

Prowadzono wiele badan dotyczacych wpltywu szeregu czynnikow, zar6wno po
stronie gospodarza jak i samego wirusa, na przebieg wirusowego zapalenia watroby typu C.
Badania wskazaly na czynniki, ktore majg rowniez znaczenie W procesie przetrwania
zakazenia HCV. Do czynnikoéw tych zaliczy¢ mozna wiek, w ktérym doszto do infekeji - u
0sOb powyzej 40 roku zycia odsetek zakazonych, u ktérych ostre zakazenie przechodzi w
forme przewlekla wynosi az 75 — 80%. Inne czynniki, ktore wigza si¢ z przejsciem zakazenia
HCV w posta¢ przewlekta to poza pilcig meska, niealkoholowe stluszczenie watroby,
cukrzyca, naduzywanie alkoholu i nalogowe palenie tytoniu. Najistotniejszym czynnikiem
po stronie gospodarza warunkujacym korzystng odpowiedZz na leczenie interferonem i

samoistng eliminacj¢ HCV s3 okreslone polimorfizmy genu interleukiny 28B.
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1.4 Rola polimorfizmu interleukiny 28B w przebiegu zakazenia i

odpowiedzi na leczenie przewleklego zapalenia watroby typu C

Interferony to grupa cytokin, ktore s3 wytwarzane i uwalniane przez komorki w
odpowiedzi na zakazenie wirusami, pod wplywem r6znych antygenow czy
polinukleotydow. Cytokiny te odgrywaja wiodacag role w odpornosci przeciwwirusowe;.
Interferony same w sobie nie wykazuja bezposredniego dziatania przeciwwirusowego, ale
wytworzone w odpowiedzi na zakazenie wirusami, oddzialuja na inne komorki
wprowadzajac je w ,stan gotowosci przeciwwirusowe]”’. Mozna zatem przyjac, iz
uczestniczg w odpowiedzi przeciwwirusowej, antyproliferacyjnej i immunomodulujace;]

[15].

Komoérki czlowieka wytwarzaja pie¢ podstawowych rodzajéw interferondw.
Interferony typu I (rodzaje a, B, k, ®) wytwarzane sg przede wszystkim przez leukocyty —
interferon o (IFN a), keratynocyty — interferon k¥ (IFN «) lub fibroblasty — interferon 3
(IFN B). Interferony typu II — interferon y (IFN v), wytwarzane sg przez limfocyty T na
skutek ich kontaktu z antygenami, cytokinami lub mitogenami. Rodzina interferonéw typu
III, zwanych réwniez interferonami A, skfada sie z trzech rodzajow bialek okreslanych jako
IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 lub odpowiednio interleukiny IL-29, IL-28A i IL-28B. Biatka te
kodowane sa przez trzy rozne geny zlokalizowane na chromosomie 19 [Rycina 3]. W
odroznieniu od genéow kodujacych interferony typu I, ktore zawieraja pojedynczy ekson,

geny kodujace IL-28A i IL-28B zbudowane sg z szesciu, zas 1L-29 z pieciu eksonow [16].
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Rycina 3

Lokalizacja genow kodujacych IL28A, IL28B i IL29 na chromosomie 19 [Hayes i wsp.,

2012].

Chromosome 18

CplS.S | plz.2 H | p13.11 | p12 Bﬁ q12 | | u |:| q13.2 u | q13.33 | | | )

IL28-IL29 region

Pierwsze prace podkreslajace role polimorfizméw pojedynczego nukleotydu - SNP
(ang. single nucleotide polimorphism) gendw kodujacych biatka uczestniczacych w
odpowiedzi przeciwwirusowej pojawity si¢ w 2009 roku. Dotyczyty polimorfizmow genu
kodujagcego 1L28B. Udowodniono, iz polimorfizm pojedynczego nukleotydu ma
bezposredni zwigzek z samoistng eliminacjg wirusa i uzyskaniem trwalej odpowiedzi na
zastosowane leczenie [17]. Dotychczas wykazano, iz polimorfizm rs12979860 (C/T) genu
IL28B w wariancie homozygotycznym CC wptywa na wyzszg czestos¢ trwalej odpowiedzi
wirusologicznej w porownaniu do wariantu TT oraz zwigksza szanse¢ samoistnej eliminacji
zakazenia HCV [18]. Thompson i wsp. w swoich badaniach wykazali, iz wczesng odpowiedz
wirusologiczng — EVR (ang. early viral response) uzyskuje az 87% pacjentow posiadajacych
wariant CC w stosunku do 38% 1 28% chorych posiadajacych odpowiednio warianty CT i
TT polimorfizmu rs12979860 (C/T) genu IL28B [19]. Podobne obserwacje dotyczyty dwoch
pozostatych polimorfizmoéw genu IL28B rs8099917 oraz rs12980275. Pacjenci posiadajacy
warianty homozygotyczne, odpowiednio TT 1 AA szybciej 1 korzystniej reagowali na

stosowane leczenie [20].
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1.5 Pozostale czynniki majace wplyw na przebieg zakazenia i odpowiedz

na leczenie przewleklego zapalenia watroby typu C

Opisane polimorfizmy genu IL28B to najsilniejszy, lecz nie jedyny czynnik
pozwalajacy prognozowal przebieg zakazenia 1 skuteczno$¢ leczenia preparatami
interferonu. Prowadzono liczne badania majgce na celu wskazanie optymalnych cech
charakteryzujacych samego wirusa, jak 1 zakazonej osoby, ktore mialy dawaé¢ wysokie
prawdopodobienstwo odniesienia sukcesu terapeutycznego i uzyskanie trwalej odpowiedzi
wirusologicznej. Wiele z analizowanych czynnikow wskazywana byla przez rdéznych
autoréw jako cecha istotna dla przebiegu zakazenia HCV, cho¢ zaznaczy¢ nalezy, ze czgs¢

publikacji wykluczala wzajemnie opisane zaleznosci [3].

Czynnikiem, ktoéry w sposob niekwestionowany wplywa na przewidywany efekt
leczenia interferonem byt genotyp samego wirusa. W terapiach dwulekowych duzo gorsza
odpowiedzig na leczenie charakteryzowali si¢ pacjenci zakazeni wirusem HCV o genotypie
1 14, w stosunku do zakazonych genotypem 2 i 3 [20]. Pacjentom zakazonym genotypami
2 i 3 zalecalo si¢ 24-tygodniowsg terapi¢ pegylowanym interferonem alfa i rybawiryna,
uzyskujac pozytywny efekt terapii w okoto 80% przypadkéw. Chorych zakazonych
genotypem 1 i4, zwigzanym z gorsza odpowiedzig na leczenie, poddawano 48 tygodniowej
terapii uzyskujac SVR (ang. sustained virological response) w zaledwie 30 - 50%
przypadkow [21]. W terapiach trojlekowych czestsze uzyskanie SVR obserwowano u
chorych zakazonych podtypem 1b genotypu 1, co wigzalo si¢ najprawdopodobniej z
czgstszym wystgpowaniem mutacji warunkujacych oporno$¢ na inhibitory proteazy
pierwszej generacji (telaprewir i boceprewir) w przypadku genotypu la [22]. Drugim
waznym czynnikiem prognozujacym przebieg choroby a lezacym po stronie wirusa byt

wyjsciowy poziom wiremii HCV mierzony przed rozpoczeciem leczenia. W przypadku
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terapii dwulekowych w zakazeniu genotypem 1, niskie miano wirusa silnie korelowato z
wigkszym prawdopodobienstwem uzyskania SVR [23]. W leczeniu chorych zakazonych
genotypami 2 i 3 oraz przy uzyciu terapii, w ktorych zastosowano inhibitory proteazy,
wyjsciowe miano wirusa miato duzo mniejszg warto$¢ predykcyjna, jednak nizszy poziom

wiremii pozostawal w zwiagzku z lepsza odpowiedzig na leczenie [24].

W dobie wspodlczesnych terapii przeciwwirusowych (ang. DAAs, directly acting
antivirals) o dziataniu pangenotypowym genotyp wirusa przestaje mie¢ znaczenie przy
wyborze leczenia. O wyborze leku decyduje zaawansowanie choroby watroby oraz
ewentualne wczesniejsze niepowodzenie terapeutyczne. Skuteczno$¢ terapii jest
definiowana poprzez wrazliwo$¢ danych genotypow wirusa na inhibitory stosowane w
leczeniu, a monitorowanie zjawiska lekoopornosci staje si¢ podstawowym narz¢dziem
kontroli przebiegu leczenia. Terapie bezinterferonowe powinny polega¢ na lgczeniu
inhibitorow NS3, NS5A 1 NS5B z ewentualnym uzupetieniem o podaz rybawiryny - RBV.
Niewlasciwe stosowanie lekow niesie ze sobg ryzyko selekcji substytucji warunkujacych
opornos¢ (resistance associated substitution— RAS). Istotne stajg si¢ badania mutacji
powstajacych pod wplywem terapii w genomie wirusowym. Mutacje tego typu powinny by¢
definiowane wraz z wprowadzaniem na rynek nowych inhibitoréw w celu skutecznego
monitorowania powstawania wariantow lekoopornych wirusa HCV i zastgpowania
nieskutecznych lekow innymi kombinacjami DAAS [25]. Z uwagi na trwato$¢ opornosci

najwigksze znaczenie maja RAS dla NS5A.

Do grupy czynnikdw bedacych po stronie pacjenta, ktore wplywaja na przebieg
zakazenia HCV, poza polimorfizmem genu IL28B, zalicza si¢ pte¢ i wiek pacjenta,
wspotwystgpowanie innych chorob, ogdlny stan watroby, naduzywanie alkoholu i nalogowe

palenie tytoniu.
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Wykazano, ze pte¢ zakazonych odgrywa rolg w samoistnej eliminacji wirusa.
Potwierdzono, ze u kobiet zjawisko samoistnej eliminacji wystepuje czgsciej niz u mezczyzn

(odpowiednio 40% i 18%) [26].

Prowadzone badania analizujagce wptyw wieku na przebieg zakazenia HCV,
dowiodty, iz gorzej rokuja pod katem uzyskania trwatej odpowiedzi wirusologicznej dojrzali

mezczyzni, u ktorych do infekceji doszto po 40-tym roku zycia [27].

Wsérod najczesciej  wskazywanych — czynnikow  hamujacych  skutecznos¢
prowadzonych terapii czolowe miejsce zajmuje alkohol, ktorego spozywanie przez chorych
zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C zaostrza postepujgce procesy wioknienia
oraz marsko$¢ watroby 1 moze prowadzi¢ do powstawania nowotworu watroby. Proces
metabolizmu etanolu, jak 1 rozwoju wirusa odbywa si¢ w hepatocytach, prowadzac w obu
przypadkach do stresu oksydacyjnego, ktory z kolei sprzyja rozwojowi choroby i podatnos$ci

gospodarza na przewlekte zakazeniec HCV [28].

Kolejnym czynnikiem po stronie gospodarza — osoby zakazonej, ktory istotnie
oddziatuje na ogdlny stan watroby jest nadwaga pacjenta. Wystgpowanie nadwagi nie tylko
znacznie pogarsza wydolno§¢ watroby, ale jest czynnikiem wpltywajacym na poziom
stluszczenia i widknienia watroby [29]. Charlton i wsp. wykazali u pacjentow zakazonych
HCV istotny wpltyw nadwagi na brak odpowiedzi na leczenie interferonem lub

peginterferonem alfa w polaczeniu z rybawiryna.

Badania nad wptywem palenia papierosdéw na przebieg terapii przeciwwirusowej u
pacjentéw zarazonych wirusem HCV dowiodly, iz palenie wptywa negatywnie na wyniki
terapii, niezaleznie od wieku, plci czy nawet ilosci spozywanego alkoholu [30]. Efekt ten

wynika glownie z wpltywu nikotyny na metabolizm lipidow, poziom widknienia watroby
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czy tez ilosci plytek krwi. Badania prowadzone przez Zimmermanna i wsp. dowiodty, iz w
grupie palaczy chorujacych na przewlekle zapalenie watroby typu C (zarazeni genotypem 1
wirusa) leczonych po raz pierwszy, stosowana terapia dwulekowa byta nieskuteczna bez
wzgledu na pozostale czynniki, takie jak stan watroby, ilos¢ spozywanego alkoholu, czy

zazywane leki.

1.6 Leczenie przewleklego zapalenia watroby typu C

Miarg skuteczno$ci prowadzonej terapii jest uzyskanie przez pacjenta trwalej
odpowiedzi wirusologicznej — SVR [ang. sustained virological response] - czyli eliminacja
HCV-RNA z surowicy krwi po 12 tygodniach od zakonczenia leczenia — dla terapii
bezinterferonowych 1 po 24 tygodniach w przypadku leczenia terapig interferonowa [31].
Rodzaj odpowiedzi na stosowane leczenie przeciwwirusowe przedstawia tabela 1.
Poczatkowo leczenie przewleklego wirusowego zapalenia watroby C opieralo si¢ na
monoterapii wykorzystujacej interferon alfa. Efekty terapeutyczne nie byly jednak
zadowalajace, a prowadzone badania wykazaty, iz trwalg odpowiedz wirusologiczng po 24
tygodniach leczenia interferonem rekombinowanym uzyskiwato mniej niz 10% chorych.
Wydluzenie terapii do 48 tygodni spowodowalo wzrost odsetka SVR do okoto 15 - 20%
[32]. Kolejnym krokiem bylo wprowadzenie do schematdéw leczenia terapii skojarzonej z
zastosowaniem interferonu alfa i rybawiryny, ktdra jest analogiem guanozyny. Weze$niejsze
proby monoterapii oparte] o leczenie sama rybawiryna nie przyniosty korzystnych
rezultatdw. Wykazano jednak, iz w skojarzeniu z interferonem rybawiryna zwigksza
odpowiedz na leczenie w stosunku do samego interferonu alfa. Skojarzenie to niemal
dwukrotnie zwigkszylo skutecznos¢ terapii, a ponadto dalo szans¢ na wyleczenie chorych,

ktorzy nie osiagneli SVR po monoterapii interferonem [33].
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Tabela 1
Rodzaje odpowiedzi na leczenie skierowane przeciwko wirusowi HCV [Chmielewska i

wsp., 2015 oraz uzupetione o modyfikacje autora].

Typ odpowiedzi wirusologiczne] Opis
Trwata odpowiedZ wirusologiczna brak wirusowego RNA wykrywanego
(ang. sustained virological response - SVR) | metoda PCR 12  tygodniach od
zakonczenia leczenia — dla terapii

bezinterferonowych i po 24 tygodniach w
przypadku leczenia terapig interferonowa

Odpowiedz na koniec trwania terapii brak wirusowego RNA w chwili
(ang. end of treatment response - EOT) zakonczenia terapii (po 6 lub 12
miesigcach)
Wczesna odpowiedz wirusologiczna 100-krotna redukcja ilo$ci wirusowego
(ang. early virological response - EVR) - RNA (czgsciowa EVR) lub catkowity
czgsciowa lub kompletna brak wirusowego RNA (kompletna EVR)
po 3 miesigcach stosowania terapii
Szybka odpowiedz wirusologiczna brak wirusowego RNA po 4 tygodniach
(ang. rapid virological response - RVR) stosowania terapii

Przyjmowanie rybawiryny wigzalo si¢ jednak z szeregiem objawdw niepozadanych
- pacjenci skarzyli si¢ na wystgpowanie wysypek, mdlosci, biegunek czy kaszlu [34].
Najczestszym efektem ubocznym leczenia rybawiryng pozostaje niedokrwisto$¢
hemolityczna. Od 2000 roku do terapii przewlektych zapalen watroby typu C wprowadzono
interferon pegylowany (PeglFN). Pegylacja polega na kowalencyjnym przylaczaniu glikolu
polietylenowego do struktury substancji aktywnej leku, co powoduje wydhizenie jego
okresu pottrwania w ustroju. Modyfikacja ta zwigkszyla oddziatywanie biologiczne
interferonu poprzez dlugotrwale utrzymywanie st¢zenia leku w surowicy na jednakowym
poziomie. Leczenie pegylowang forma interferonu charakteryzowalo si¢ wyzsza
skuteczno$cia terapii skojarzonej z RBV niz formy niepegylowanej. Juz u ponad potowy
pacjentow leczonych z powodu przewleklego zapalenia watroby typu C osiggano SVR [35].

Badania prowadzone na pacjentach leczonych PegIFN w skojarzeniu z rybawiryng wykazaty
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dodatkowo réznice w skutecznosci leczenia w zaleznosci od genotypu wirusa HCV. Chorzy
zakazeni genotypem 2 lub 3 osiggali wyraznie lepsze efekty leczenia niz zakazeni innymi
genotypami (szczeg6lnie w porownaniu do chorych zakazonych genotypem 1 wirusa) [36],
pomimo krotszego czasu trwania terapii (odpowiednio 24 tygodnie dla genotypu 2 i 3 wirusa
148 tygodni dla pozostatych genotypow HCV).

Kolejnym przetomem w leczeniu przewleklych zapalen watroby typu C staty sie
czastki hamujace replikacje wirusa HCV, powszechnie okreslane jako bezposrednio
dziatajace leki przeciwwirusowe [ang. DAAs, directly acting antivirals). Pierwszga generacja
tych lekéw byly zarejestrowane w 2011 roku, dla genotypu 1 wirusa HCV, telaprewir 1
boceprewir. Punktem uchwytu obu lekow jest proteaza serynowa NS3-4A. Leki te
stosowano w terapiach skojarzonych z pegylowanym INF 1 rybawiryng, jako tak zwane
terapie tréjlekowe. Efekty tych terapii okazaty si¢ by¢ niezwykle obiecujace, szczegdlnie w
przypadku chorych wczesniej nieleczonych lub z nawrotem choroby po wczesniej
prowadzonej terapii dwulekowej. SVR u pacjentow leczonych terapiami trdjlekowymi
uzyskiwano u ok. 75 - 79% chorych [37, 38]. Niestety terapie te wigzaty si¢ z licznymi
efektami ubocznymi, szczegdlnie w grupie pacjentdéw z zaawansowang chorobg watroby.
Dodatkowo byty niezwykle kosztowne. Rok 2014 przyniost rejestracje kolejnych DAAs,
dziatajacych jako nowe inhibitory proteazy HCV. Czasteczki te posiadaja inne punkty
uchwytu 1 dzialaja jako inhibitory polimerazy NS5B czy inhibitory kompleksu
replikacyjnego NS5A [39]. Przyktadem inhibitora polimerazy NS5B jest sofosbufir, ktorego
najwieksza zaleta jest pangenotypowos¢, czyli skuteczno$¢ wobec wszystkich genotypow
HCV. Badania nad stosowaniem tego preparatu w monoterapii wykazaty, iz stosowany u
pacjentow zakazonych genotypem 2 HCV jest wysoce skuteczny (odsetek SVR siggat 86 -
97%), natomiast u pacjentoOw zakazonych innymi genotypami dawat dobre efekty (odsetek

SVR ok. 90%) [33]. Aktualnie obowigzujace w Polsce schematy leczenia przewlektych
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zapalen watroby typu C obejmuja trzy kategorie lekow - bezposrednio dziatajace leki
przeciwwirusowe (DAAs), interferony oraz kategori¢ lekéw, do ktorej zaliczana jest
rybawiryna. Wsérod lekow przeciwwirusowych uwzglednionych w aktualnych polskich
rekomendacjach znajduja si¢ inhibitory proteazy serynowej NS3 (glekaprewir,
woksylaprewir, parytaprewir, grazoprevir), inhibitory domeny NS5A (daclataswir, elbaswir,
ledipaswir, ombitaswir, pibrentaswir, welpataswir) oraz inhibitory polimerazy NS5B
(dazabuwir 1 sofosbuwir) [40]. Zgodnie z zaleceniami Polskiej Grupy Ekspertow terapie
powinno ustala¢ si¢ indywidualnie dla kazdego pacjenta, majac na uwadze jej dostepnosc,
skutecznos$¢ 1 bezpieczenstwo chorego. Eksperci zalecajg stosowanie lekow DAAs w
terapiach taczonych — od dwoch do trzech inhibitoréw NS3, NS5A 1 NS5B, z ewentualnym
uzupetnieniem o rybawiryne [40].

W trakcie leczenia wskazane jest monitorowanie stanu widknienia watroby, a w
przypadku osob ze stwierdzong marskoscia watroby nalezy wykonywaé badania
diagnostyczne w kierunku raka watrobowokomorkowego - HCC (ang. hepatocellular
carcinoma). Obejmujg one badanie ultrasonograficzne watroby oraz dodatkowo oznaczanie
poziomu w surowicy o-fetoproteiny (AFP). Badanie USG watroby wykonuje si¢
obowigzkowo przed rozpoczeciem terapii oraz nie pdzniej niz po 12 tygodniach od jej
zakonczenia, a nastepnie w odstepach 24-tygodniowych przez okres nie krotszy niz 4 lata
po zakonczeniu leczenia. U pacjentéw z marsko$cig watroby lub dodatnim wywiadem w
kierunku HCC, badania USG nalezy wykonywa¢ dlugotrwale [40, 41, 42].

Zrozumienie zasad powstawania lekoopornych wirusow ma kluczowe znaczenie
przy stosowaniu ukierunkowanych terapii przeciwwirusowych. HCV jest wirusem, ktory
replikuje bardzo szybko. Podczas tworzenia kazdego nowego wirusa enzym polimeraza
powoduje $rednio od 1 do 3 bledow na cykl replikacji. Wiele z tych bledéw nie ma zadnego

wplywu na potomny produkt wirusowy, jednak w przypadku niektéorych nowo
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produkowanych wirusow, bledy transkrypcji powoduja zmiany w krytycznych regionach
kodujacych, ktére mogg zmieni¢ podatnos¢ wirusa na jeden lub wigcej lekow stosowanych
w leczeniu. Pojawienie si¢ takich lekoopornych wiruséw wystepuje najczesciej, gdy
poziomy leku sg subterapeutyczne. Dochodzi wowczas do presji selekcyjnej, a oporne
wirusy zaczynaja stanowi¢ populacje dominujacg [43]. Niepowodzenia terapeutyczne wigza
si¢ najczgsciej z pojawieniem substytucji w genomie wirusa zwigzanych z wystgpieniem
lekoopornosci - RASs (ang. resistance-associated substitutions). Substytucje te glownie
wystepuja w regionie NS5A 1 sg najwiekszg przeszkoda na drodze do osiggniecia 100%
skutecznosci wszystkich dostgpnych schematow terapeutycznych. Nadzieje na rozwigzanie
tego problemu dajg prowadzone obecnie badania kliniczne nad optymalizacja leczenia, ktore
polega¢ majg na odpowiednim scharakteryzowaniu pacjenta pod katem dostepnego profilu
oporno$ci wraz z wydluzeniem czasu trwania terapii 1 dodaniu rybawiryny, jak rowniez
zastosowaniu lekéw pangenotypowych, ktére wydajg si¢ by¢ w pelni skuteczne, takze w
przypadku wystgpienia RASs.

Coraz wyzsza skuteczno$¢ terapii bezinterferonowych przewlektych zapalen
watroby typu C budzita do niedawna nadziej¢ na mozliwos¢ catkowitej eliminacji zakazenia
HCV w skali globalnej. Najnowsze badania dowodzg jednak, iz terapie oparte na stosowaniu
DAAs cho¢ wykazuja sie duza skutecznos$cia, nie eliminujg tego $wiatowego problemu w
sposob ostateczny - Wielu pacjentow, ktorzy uzyskali SVR po zastosowaniu terapii pozostaje
bowiem w grupie ryzyka re-infekcji. U pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby
terapie te nie stymuluja bowiem wystarczajaco limfocytow T CD8+ i CD4+, ktore
odgrywaja kluczowa rolg w odpowiedzi immunologicznej przeciwko infekcji HCV [44,45].
Silna i1 szeroka odpowiedz limfocytow T obserwowana jest bowiem u osob, ktore
spontanicznie eliminowaty zakazenie HCV w odrdznieniu od pacjentéw, u ktorych choroba

przyjmowala postaé przewlekla, a ktorzy charakteryzowali si¢ staba i waska odpowiedzia
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przy udziale limfocytow T [46]. Z tego powodu trwaja prace nad stworzeniem
profilaktycznego szczepienia dedykowanego pacjentom, ktdrzy z powodzeniem zakonczyli

terapie DAAS, a z powodu stylu zycia mogg by¢ narazeni na kolejne zakazenie [47].

Niezbednym warunkiem musiataby by¢ jednak nieograniczona dostepnos$¢ do
nowoczesnych terapii, ktore ze wzgledu na ich wcigz wysokie koszty nie sg oferowane

wszystkim pacjentom.

Drugim bezwzglegdnym warunkiem musialaby by¢ powszechna 1 wczesna
wykrywalno$¢ zakazenia HCV [36]. Obecnie najwigkszym problemem dotyczacym
zagadnienia zakazen HCV pozostaje niezidentyfikowana ilo$S¢ oséb zakazonych tym
wirusem. Szacuje si¢, ze na $wiecie jest takich osob az 160 milionéw, w Polsce liczbe te
okresla si¢ na poziomie 200 tysiecy osob. Najbardziej niebezpieczne jest to, ze az 80% z
tych 0sob nie wie o swoim zakazeniu, stanowigc zagrozenie dla otoczenia i uniemozliwiajac

eradykacje wirusa zarowno w Polsce jak i na swiecie [48].
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2. Cel i zalozenia pracy

Rodzaj leczenia i jego skuteczno$¢ warunkowane okreslonym genotypem chorego to
aktualny trend wspoiczesnej medycyny. Zainteresowanie tym zagadnieniem dotyczy takze
0sob zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C. Przed wprowadzeniem terapii
obejmujacej bezposrednio dziatajace leki przeciwwirusowe (DAAs) stosowano leczenie z
zastosowaniem pegylowanego interferonu w polaczeniu z rybawiryng, ktére charakteryzuje
si¢ stosunkowo niskg skutecznoscig przy rownoczesne] wysokiej ucigzliwosci dla
pacjentow, zwigzanej z licznymi objawami ubocznymi, takimi jak gorgczka, stan
podgoraczkowy, uczucie zmeczenia, bdle glowy 1 mig$ni czy zaburzenia snu. Biorac pod
uwage te ograniczenia, prowadzono badania w kierunku znalezienia czynnikéw
predykcyjnych jeszcze przed rozpoczgciem leczenia, ktére wskazg najwyzszg mozliwosé
eliminacji HCV. Jednym z najwazniejszych odkry¢ byta identyfikacja polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu genu kodujacego interferon lambda 3 (INFL3) - interleuking 28B
(IL-28B). Badania wskazaty, iz okreslony genotyp genu kodujgcego interleuking 28B
wplywa bezposrednio na przebieg choroby 1 odpowiedz na leczenie u oso6b zakazonych
wirusem HCV. Opisane polimorfizmy IL28B to najsilniejszy, lecz nie jedyny czynnik
pozwalajacy prognozowaé przebieg zakazenia i1 skuteczno$¢ prowadzonego leczenia. Do
grupy pozostatych czynnikoéw zalicza si¢ pte¢ i wiek pacjenta, wspotwystepowanie innych

chordb, stan funkcji watroby, naduzywanie alkoholu i nalogowe palenie tytoniu.

Majac powyzsze na uwadze okreslono zalozenia 1 cel pracy, ktore miaty
odpowiedzie¢ na pytanie jakie czynniki zwigzane z wirusem HCV 1 gospodarzem - osoba
zakazong wplywaja na przebieg wirusowego zapalenia watroby typu C i odpowiedZ na

zastosowane leczenie w grupie pacjentéw z rejonu Wielkopolski.
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Cel pracy realizowano poprzez:

1. Okreslenie wystepowania wariantow polimorfizmow rs12979860, rs8099917 i
rs12980275 genu IL28B w badanej grupie pacjentdow z przewleklym wirusowym

zapaleniem watroby typu C.

2. Analize zwigzku wystgpowania okreslonego wariantu polimorfizmu genu IL28B

z obrazem klinicznym zakazenia, genotypem wirusa 1 jego kinetyka.

3. Analizg czynnikéw metabolicznych, wspoétistnienia chordb przewlektych,
konsumpcji alkoholu i palenia tytoniu i ich wptywu na przebieg procesu leczenia

u pacjentdéw z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C.

27



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

3. Material i metody

3.1 Material

Grupe badang stanowito 611 0sob (332 mezczyzn i 279 kobiet) w wieku 20 — 74 lat,
bedacych pacjentami Poradni Chorob Zakaznych Wielospecjalistycznego Szpitala
Miejskiego im. J. Strusia w Poznaniu w latach 2014 - 2017. Kryterium doboru do grupy
badanej stanowito potwierdzenie obecnosci HCV-RNA - materiatu genetycznego wirusa C
zapalenia watroby w surowicy krwi pacjentow. Analizowane dane obejmowaly: pte¢, wiek
badanych, rodzaj stosowanego leczenia, odpowiedz na leczenie, poziom aminotransferazy
alaninowej - ALT, genotyp wirusa 1 wielko§¢ wiremii HCV oraz rodzaj polimorfizméw genu
interleukiny 28B. Za kryterium odpowiedzi na zastosowane leczenie przyjeto uzyskanie
przez pacjentow trwalej odpowiedzi wirusologicznej (SVR), co jest rdwnoznaczne z

brakiem obecnos$ci HCV RNA po 24 tygodniach terapii.

Wszyscy pacjenci zostali poinformowani o celu i zakresie badan. Na prowadzenie
badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola

Marcinkowskiego w Poznaniu - numer uchwaty 340/15 z dnia 09.04.2015 roku.
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3.2 Metody

3.2.1. Izolacja HCV-RNA z surowicy

Do probéwki o pojemnosci 2 ml dodawano 200 pl probki surowicy i 640 ul
przygotowanej wczesniej mieszaniny MasterMix sktadajgcej si¢ z buforu lizujagcego (Lysis
Buffer RV), roztworu Carrier RNA i Proteinazy K. Nastepnie probke inkubowano przez 10
minut w temperaturze 65°. W kolejnym etapie do probki dodawano 400 ul roztworu Binding
Solution i calo$¢ mieszano poprzez pipetowanie. Z tak przygotowanego roztworu
przenoszono 650 pl na minikolumne, inkubowano przez 1 minutg, a nastgpnie wirowano
przez minute przy obrotach 6000 x g. Po wirowaniu probowke 2 ml odrzucano, a
minikolumng przenoszono do nowej czystej probowki o pojemnosci 2 ml. Nastepnie probke
poddawano dwukrotnie ptukaniu (600 ul buforu ptuczacego - Wash Buffer R1 i Wash Buffer
R2), kazdorazowo probke wirujagc przez minut¢ przy obrotach 6000 x g. Nastgpnie
odrzucano t¢ probéwke 2 ml, a minikolumne przenoszono do czystej proboéwki 2 ml 1
wirowano przez dodatkowag minute przy maksymalnych obrotach. Etap ten zapewni¢ ma
usuniecie pozostatosci etanolu. Po wirowaniu probéwke 2 ml odrzucano, a minikolumne
przenoszono do czystej 1,5 ml probowki. W ostatnim etapie na minikolumne nanoszono 60
ul buforu elucyjnego (Elution Buffer R) podgrzanego do temperatury 65°C. Po 3- minutowej
inkubacji, cato$¢ wirowano przez 1 minut¢ przy 6000 x g. Na tym etapie wirusowy RNA
wymywany jest z minikolumny. Po wirowaniu minikolumne odrzucano, a otrzymany eluat
wykorzystywany jest do dalszych badan. Wszystkie izolaty przechowywano w temperaturze

-20°C.
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3.2.2. Oznaczanie wiremii HCV

Dla oznaczannia wiremii HCV zastosowano test Gene-Proof Hepatitis C Virus HCV
(GeneProof a.s.) o czutosci metody 50 IU/ml. Detekcja HCV opierata si¢ na amplifikacji
sekwencji 5° UTR wirusa i pomiarze wzrostu poziomu fluorescencji barwnika FAM w
obecnosci wzorcow wiremii HCV. Metodyka oznaczania HCV-RNA jest szczegdlowo
opisana przez producenta testu, w skrocie zostata przedstawiona ponizej. Do probowek typu
PCR dodawano 40 pl roztworu MasterMix 1 10 pl probek po izolacji materiatu
genetycznego. Catos$¢ probek krotko zwirowano 1 umieszczono w termocyklerze zgodnie z

programem przeznaczonym do amplifikacji materiatu genetycznego.

3.2.3. Okreslenie genotypu HCV

Genotyp HCV oznaczano przy uzyciu testu VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay
(LiPA). Test ten wykorzystuje technologie odwrotnej hybrydyzacji do wykrywania
genotypow 1-6 i podtypow lai 1b.

Badania molekularne oznaczania wiremii i genotypu HCV wykonywano w Zakladzie

Diagnostyki Medycznej w Poznaniu, jako rutynowe badania diagnostyczne.

3.2.4. Izolacja genomowego DNA z komorek nablonka blony Sluzowej

Materiatem wyjSciowym do badan w przypadku 118 pacjentow byly komorki
nabtonka blony S$luzowej jamy ustnej. Do izolacji genomowego DNA dla tych prob
wykorzystano zestaw Invisorb® Spin Tissue Mini Kit /Stratec molecular/. Procedure izolacji
przeprowadzano zgodnie z zaleceniami producenta. Wymazy (dwie sztuki na jedng probe)
przenoszono do probowki zawierajacej 600 pl buforu do lizy (oznaczonego przez
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producenta symbolem ,.G”) 1 40 pl enzymu Proteinazy K (Sigma-Aldrich). Catos¢
inkubowano przez 15 minut w temperaturze 65°C (mieszajac). Po inkubacji wymazowki
odrzucano, a do otrzymanego lizatu dodawano po 300 pl buforu wigzacego oznaczonego
symbolem ,,A” (Binding Buffer A). Calo$¢ probki nanoszono na minikolumne zawierajaca
zloze krzemionkowe, umieszczong na drugiej probowce o objetosci 2 ml. Po inkubacji
trwajacej 1 minute (w temperaturze pokojowej) minikolumne z zawarto$cig wirowano przez
2 minuty przy obrotach 11 000 x g (w temperaturze pokojowej). Nastepnie odrzucano
przesacz, a minikolumne umieszczano w nowej, czystej probowce o objetosci 2 ml.
Dwukrotnie prébke poddawano plukaniu przy uzyciu 550 pl buforu phluczacego (Wash
Buffer) 1 wirowano przez 1 minut¢ przy obrotach 11 000 x g (w temperaturze pokojowej).
Po odrzuceniu przesaczu, minikolumne umieszczano w czystej probéwce o objetosci 2 ml 1
wirowano przez 4 minuty przy maksymalnych obrotach w temperaturze pokojowej, w celu
osuszenia membrany. Po wirowaniu minikolumne umieszczano w czystej probéwce o
pojemnosci 1,5 ml typu Eppendorf. W ostatnim etapie na minikolumne¢ nanoszono 60 ul
buforu elucyjnego (Elution Buffer) o temperaturze 52°C. Po inkubacji trwajacej 3 minuty w
temperaturze pokojowej cato§¢ wirowano przez 1 minute przy 11 000 x g. Po wirowaniu
minikolumne odrzucano, a otrzymany eluat wykorzystywano do dalszych badan. Wszystkie

izolaty przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.5. Izolacja genomowego DNA z leukocytow krwi obwodowej

Dla pozostatych 493 probek materiatem wyjsciowym do badan byta krew obwodowa
pobrana na EDTA i wirowana w gradiencie gestosci Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) w
celu uzyskania frakcji komorek jednojadrzastych (PBMCs — ang. peripheral blood

mononuclear cells). Genomowe DNA izolowano z 1 x 10° PBMCs zawieszonych w
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roztworze soli buforowanej fosforanami (do 200 pl) przy pomocy zestawu QI4damp® DNA
Mini and Blood Mini Kit (Qiagen). Procedur¢ izolacji przeprowadzano zgodnie z

zaleceniami producenta.

W pierwszym etapie do 1 x 10° PBMCs dodawano 20 ul enzymu Proteinazy K
(Sigma-Aldrich). Calo$¢ mieszano poprzez pipetowanie i dodawano 200 pl buforu
lizujgcego (Buffer AL.). Nastepnie probke mieszano przy uzyciu vortexu przez 15 sekund i
inkubowano w temperaturze 56°C przez 10 minut. Po lizie probowke ponownie krotko
wirowano. W kolejnym etapie do proby dodawano 200 ul etanolu (96%). Calo$¢ mieszano
przy uzyciu vortexu przez 15 sekund, a nastepnie proboéwke ponownie wirowano. Tak
przygotowany roztwor przenoszono na minikolumn¢ zawierajacg zloze krzemionkowe,
umieszczong w proboéwce o pojemnosci 2 ml. Nastepnie minikolumne z roztworem
wirowano przez 1 minute przy obrotach 6000 x g (w temperaturze pokojowej). Po wirowaniu
probowke 2 ml odrzucano, a minikolumne przenoszono do nowej czystej probowki o
pojemnosci 2 ml. Nastegpnie probke poddawano dwukrotnie ptukaniu (500 pl buforu
pluczacego (Buffer AW1 i Buffer AW2). Calo$¢ wirowano przez 3 minuty przy obrotach
20 000 x g. Nastepnie odrzucano probowke 2 ml, a minikolumne przenoszono do czyste;j
probowki 2 ml i wirowano przez dodatkowg minut¢ przy maksymalnych obrotach. Po
wirowaniu probowke 2 ml odrzucano, a minikolumne przenoszono do czystej 1,5 ml
probowki. W ostatnim etapie na minikolumne¢ nanoszono 60 pl buforu elucyjnego (Buffer
AE). Po 5- minutowej inkubacji, calo$¢ wirowano przez 1 minutg przy 6000 x g. Na tym
etapie DNA wymywany jest z minikolumny. Po wirowaniu minikolumne¢ odrzucano, a
otrzymany eluat wykorzystywano do dalszych badan. Wszystkie izolaty przechowywano w

temperaturze -20°C.
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3.2.6. Ocena ilosci i jakosci genomowego DNA

Po wyizolowaniu DNA z badanych probek, istotnym dla dalszej analizy genetyczne;]
jest oznaczenia st¢zenia i czystosci uzyskanego preparatu. W tym celu dokonywano pomiaru
spektofotometrycznego przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific). Stezenie otrzymanego preparatu DNA obliczano z pomiaru absorpcji przy
dtugosci fali 260 nm. Przyjmuje sie, ze gdy A260 rowna si¢ 1, to stgzenie dwuniciowego
DNA (dsDNA) wynosi okoto 50 pg/ml. Jest to warto$¢ przyblizona, poniewaz warto$¢
wspolczynnika ekstynkcji zalezy od sktadu zasad azotowych w DNA. Miarg czystosci
uzyskanego w procesie izolacji DNA jest stosunek A260/A280, a doktadniej jest to miarg
zanieczyszczenia DNA biatkami (maksimum absorpcji UV dla biatek wynosi 280 nm).
Przyjmuje sie, ze preparat DNA jest czysty, jezeli A260/A280 miesci si¢ w zakresie 1,8-2,0.
Wszystkie izolaty DNA spehiaty kryteria jakosci oraz wystarczajacej ilosci matrycy do

dalszych analiz.

3.2.7. Oznaczenie polimorfizmoéw genu interleukiny 28B

Kolejnym etapem badan byta amplifikacja wyizolowanego DNA ze starterami dla
okreslonych fragmentow genu IL-28B przy wykorzystaniu techniki PCR (ang. polymerase
chain reaction). W wyniku tej reakcji uzyskiwano produkty o wielkosciach przedstawionych

w tabeli 2.

Reakcja PCR przeprowadzana byta w probkach o calkowitej objetosci réwnej 25 pl.
Do reakcji uzywano bufor reakcyjny z 15 mM MgCly, ANTP o stezeniu wyjsciowym 10mM,
JumpStart ™ Taq DNA Polymerase o stezeniu 2,5 [U/ul, startery F i R o st¢zeniach 20uM,

matrycowy DNA oraz wodg. Dla polimorfizméw rs8099917 1 rs12980275 w mieszaninie
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reakcyjnej stosowano roztwor 25mM MgCl. Szczegdlowe warunki reakcji PCR

przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 2
Sekwencje starterow dla wybranych polimorfizmoéw genu interleukiny 28 B oraz wielkos¢

uzyskanych produktow amplifikacji.

] ) Wielko$¢
Gen Polimorfizm Starter | Sekwencja startera (5°- ... -3")
Produktu
F GCGCTTATCGCATACGGCTA
IL28B | rs12979860 189 pz
R GGGGCGAGGGGCTTTGCT
F AGTCTTGTATTTCACCTCCTGGAG
IL28B | rs8099917 307 pz
R GCACTAGCTCTTGTCATTTGCCT
F GAAGGAAGTTCTGACACATGCT
IL28B | rs12980275 280 pz
R TGGTCCTAGTGGTGTTTGCT

Tabela 3

Warunki reakcji PCR zastosowane przy amplifikacji wybranych fragmentow

polimorficznych genu interleukiny 28 B.

Etap Temperatura Czas
Aktywacja JumpStart ™
YA P 94 °C 3 min.

Taq DNA Polymerase
Denaturacja 94 °C 155

rzylaczenie
prey 60 °CY / 57 °C? / 60 °C?¥ 30s
starterow 45 x
Synteza 72°C 30s

V1512979860, ? rs8099917, ¥ rs12980275

Uzyskane produkty oczyszczano z wykorzystaniem zestawu NucleoSpin® Gel and
PCR Clean up (Macherey-Nagel) zgodnie z zaleceniami producenta, a nastepnie

sekwencjonowano wykorzystujac metode Sangera. Oznaczenia trzech badanych
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polimorfizméw genu interleukiny 28B - rs12979860, rs8099917 1 rs12980275 wykonano w

Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu.

3.2.8. Badanie ankietowe pacjentow z przewleklym wirusowym
zapaleniem watroby typu C

Narzedziem wykorzystanym w tej czesci badan byla autorska ankieta opracowana
do celéw niniejszej pracy. Jej wypetnienie byto dobrowolne, a osoby, ktére zdecydowaly sig
na jej wypetnienie wyrazaly pisemng zgode. Ankiete wystano do 222 osob, dla ktorych
uzyskano petne dane kliniczne - co stanowi 36,3% calej grupy badanej. Ze wzgledu na
retrospektywny charakter badan, grupa ta byla mniejsza niz pierwotnie zaktadano

(pierwotnie zaktadano badania ankietowane catej grupy badane;j).

Ankieta zawierala pytania do samodzielnego wypeitnienia o charakterze pototwartym
1 otwartym. Pytania dotyczyly zagadnien obejmujacych wystgpowanie u ankietowanych
chorob wspotistniejagcych, nawykow zwigzanych z paleniem papierosow czy spozyciem
alkoholu oraz informacje o przyjmowanych lekach, jak rowniez pytania dotyczace masy
ciala 1 wzrostu. Odsetek zwrotu ankiet wyniost 51,58% (114 ankiet). Wzor ankiety

przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4

Badanie ankietowe pacjentow z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C.

Szanowna Pani, Szanowny Panie,

Prowadzimy badanie naukowe, ktérego celem jest poprawa wynikéw leczenia przewleklego zapalenia watroby typu
c. Tytut tego badania brzmi: "Polimorfizm rs12979860, rs8099917 i rs12 980275 genu interleukiny 28B u pagentéw
z przewlektym zapaleniem watroby typu C - zwiqzek z obrazem klinicznym zakazenia, genotypem wirusa i jego
kinetykq " W badaniu planowana jest analiza, pozostajgcych w dokumentacji medycznej Poradni Choréb Zakaznych
Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. J. Strusia wynikéw oznaczeni laborateryjnych miedzy innymi
poziomu ALAT, wiremii i genotypu HCV, polimorfizmu IL2 8B oraz zastosowanego leczenia.

Zwracamy sie z wielkq prosbg o udzial w badaniu. Jesli wyrazq Paristwo na to zgode prosze o uzupeinienie danych
zawartych w ankiecie ponizZej. Rownoczesnie zobowiqzujemy sie do traktowania Paristwa danych osobowych jako
poufnych

I L= o s T3 o T

2, Data i miejSe UTOAZEMIA i sesmesrsies sossas sesisssmssessss innssss sasssssseas sevsss ins e v sas ses sasas s sms vess sasas ssms sesssssssmsss sev s

3. Wiek Pani/Pana, w chwili rozpoznania zapalenia watroby t¥pu C .ooeeevs veirieincsiens e e e

4, Masa ciata (Kg) wormrmmnnnna WZFOSE (00w v svisesnisennin e ODWOA PASA[EN) corvnsserias smrssss sraressnens

5. Cazy choruje Pani/Panna cukrzyce?....

6. Czy ma Pani/Pan podwyZszone poziomy cholesterolu? Jezeli tak to czy leczy sie Pani/Pan z tego
OO U7 e sststess st sosssm s bssre st 4k 44444 A4 445 4L AL AL LA A 100

7. Czy choruje Pani/Pan nanadcdénienie?....

8. Cazy jest Pani/Pan pod opieka poradni spedalistycznych? Jezeli tak to jakich?

9. Czy przyjmuje Pani/Pan przewlekle leki? Jesli tak to JAKIET . v wemsimimsssmsssins sovsss e ssesissssssns ses smssssas sns
10. Czy pali Pani /Pan papierosy? Deklarowana ilo§¢ wypalanych papierosdw:
sporadycznie

codziennie do 5 papieroséw
codziennie 5-10 papieroséw

codziennie POWYZE] 10 DADIBTOSOW .eevuvrrerreeres werreremssasnsenes sesess et ves s eessnssarasses amess s sessas sesess seseas sessas oo
11. Jak czesto spozywa Pani/Pan alkohol ?(prosze zaznaczy ¢ whadciwa odpowiedz)

codziennie

kilka razy w tygodniu

kilka razy w miesigou

raz w miesiagcu

rzadziej niz raz w miesiacu

Ja nizej podpisana/podpisany wyrazam zgode na uzycie wyzej wymienionych danych we wspomnianym badaniu w

celach naukowych
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3.2.9. Analiza statystyczna

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Do okreslenia istotnosci réznic uzyto
testu Chi kwadrat lub testu Fischera dla tablic 2x2 z obliczeniem OR oraz testu U-Manna-
Whitneya. Istotno$¢ réznic wykazano dla poziomu p<0.05.

Czestos¢ wystepowania genotypoéw genu interleukiny 28B w badanej grupie zostala
poréwnana z czgstoscig oczekiwang wynikajaca z rownowagi Hardy’ego-Weinberga za
pomoca kalkulatora statystycznego udostepnionego przez Tufts University, USA. Analiz¢
nierdwnowagi sprzezen przeprowadzono przy wykorzystaniu programu HaploView 4.2

(Broad Institute, USA).
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowito 611 0sob (332 mezczyzn i 279 kobiet) w wieku od 20 do 74
lat, bedacych pacjentami Poradni Chorob Zakaznych Wielospecjalistycznego Szpitala
Miejskiego im. J. Strusia w Poznaniu w latach 2014 - 2017. Kryterium doboru do grupy
badanej stanowilo potwierdzenie materiatu genetycznego wirusa C zapalenia watroby w
surowicy krwi pacjentow. Rozklad plci w calej badanej grupie byt zblizony, a stosunek
kobiet do mezczyzn wynosit 1:1,19 (rycina 5). W zaleznos$ci od wieku zachorowania
wyodrgbniono trzy podgrupy wiekowe: grupa < 39 lat, grupa w przedziale wiekowym 40-
64 lata i grupa osob > 65 lat. Porownanie cz¢sto$ci zachorowan w poszczegdlnych
przedziatach wiekowych pomiedzy kobietami i mezczyznami wykazalo, ze najczesciej
chorowali m¢zczyzni mtodsi (< 39 lat), cho¢ roznica ta nie byta istotna (p=1,21) (rycina 6).
Mediana wieku chorych catej grupy wyniosta 42 lata, w tym 37 lat dla kobiet 1 44 lata dla

mezczyzn.
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Rycina 5

Rozktad pici w badanej grupie chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby

typu C.

B mezczyznin =332 ™ kobiety n=279

Rycina 6

Rozktad wieku w badanej grupie chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby

typu C w zaleznosci od pici.

N m<39r7 M40-64lata M>65
180
160
140
120
100
80
60
40
: -
o N
Kobiety Mezczyzni
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4.2. Wystepowanie polimorfizmow rs12979860, rs8099917 i rs12980275

IL28B w grupie pacjentow z przewleklym zapaleniem wirusowym typu C

Analizie poddano trzy polimorfizmy genu interleukiny 28B - rs12979860, rs8099917
i rs12980275. Poréwnujac czesto$¢ wystgpowania wariantow wszystkich trzech
polimorfizméw najczescie] wystepowal wariant CT rs12979860, najrzadziej natomiast
wariant GG rs8099917. Korzystny genotyp CC polimorfizmu rs12979860 wykazano u 98
pacjentow (16,0%), genotyp CT u 390 pacjentéw (63,9% badanej grupy), a genotyp TT u
123 pacjentow (20,1%). W przypadku polimorfizmu rs8099917 korzystny genotyp TT
stwierdzono u 256 pacjentow (41,9%), genotyp GT u 307 pacjentow (50,2% badanej grupy),
a niekorzystny genotyp GG u 48 chorych (7,9%). W trzecim badanym polimorfizmie
rs12980275, wariant korzystny AA odnotowano u 131 pacjentéw (21,4%), AG u 373
chorych (61,0% badanej grupy), a niekorzystny genotyp GG stwierdzono u 107 pacjentow
(17,6%). Graficzne poréwnanic wynikéw przedstawiono na rycinic 7, a szczegdlowy
rozklad wystepowania poszczegdlnych wariantéw dla badanych polimorfizméw genu
interleukiny 28B przedstawiono w tabeli 4.

Obecnos¢ co najmniej dwoch polimorfizméw genu interleukiny 28B w korzystnych
wariantach (CC, TT, AA) stwierdzono u 224 pacjentéw (36,7%), w tym u 99 kobiet i 125
mezezyzn. Wystepowanie homozygot w wariantach korzystnych dla wszystkich trzech
badanych polimorfizméw genu interleukiny 28B odnotowano u 96 pacjentow (15,7%), w
tym u 47 kobiet 1 49 mgzczyzn. Stwierdzono, ze dystrybucja genotypdéw dla wszystkich
trzech badanych polimorfizméw genu interleukiny 28B nie byla zgodna z rozkladem
oczekiwanym zgodnie z prawem Hardy'ego-Weinberga (p <0,05). Nierbwnowaga sprzgzen
byta umiarkowana pomigdzy polimorfizmami rs12979860 i rs8099917 (r2=0,42) oraz

miedzy rs8099917 i rs12980275 (r2=0,47). Polimorfizm rs12979860 pozostawat w silnej
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nierownowadze sprz¢zen z polimorfizmem rs12980275 (r2=0,76). Wartosci D’ dla
rs12979860, rs8099917 i rs12980275 byty wicksze od 0,95. Wartosci D’ dla rs12979860 i
rs8099917, rs8099917 oraz rs12980275, rs12979860 i rs12980275 wynosity odpowiednio

0,98, 0,961 0,95.

Tabela 4

Wystepowanie polimorfizmow rs12979860, rs8099917 1rs12980275 genu interleukiny 28B

w badanej grupie pacjentéw z przewlektym zapaleniem wirusowym typu C.

Polimorfizm rs12979860 (SNP C/T) - wystepuja 3 mozliwe warianty: C/C, C/T, T/T.

Polimorfizm rs8099917 (SNP T/G) wystepuja 3 mozliwe warianty: T/T, T/G, G/G.

Polimorfizm rs1298275 (SNP A/G) wystepuja 3 mozliwe warianty: A/A, A/G, G/G.

Genotyp: Liczba pacjentow:
CIC 98
CIT 390
T/T 123
OGOLEM: 611

Genotyp: Liczba pacjentow:
TIT 256
T/G 307
G/G 48
OGOLEM: 611

Genotyp: Liczba pacjentow:
A/A 131
A/G 373
G/G 107
OGOLEM: 611
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Rycina 7
Udziat procentowy wystgpowania poszczegélnych wariantow badanych polimorfizmow

genu interleukiny 28B w grupie pacjentéw z przewlektym zapaleniem wirusowym typu C.

rs12979860

16,0% BCT mCC =TT

63,9%

rs8099917

BGT BTT = GG

41,9%
50,2%

17,6%

rs12980275

BAG B AA BGG

0,
21,4% 61,0%
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Dodatkowo przeanalizowano czestos¢ wystepowania badanych polimorfizmow
genu interleukiny 28B odr¢bnie w grupie kobiet i megzczyzn (rycina 8). Nie wykazano
istotnie czestszego wystepowania okreslonego wariantu polimorficznego genu interleukiny

28B w grupie kobiet w pordwnaniu z grupg mezczyzn (p=1,08).

Rycina 8

Rozktad polimorfizméw genu interleukiny 28B w zaleznos$ci od plci pacjentow w grupie

chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C.

N Kobiety

250

200

150

100

50

rs12979860 rs8099917 rs12980275

Meiczyzni

250

200

150 -

100 -

50 -

rs12979860 rs8099917 rs12980275

Poza oceng wystepowania okreslonych genotypow przeanalizowano takze czestos¢

wystepowania alleli poszczegolnych polimorfizméw genu interleukiny 28B (rycina 9).
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Poréwnujac czestos¢ wystepowania poszczegolnych alleli dla wszystkich trzech
polimorfizméw genu interleukiny 28B wykazano, ze najczestszym z wystepujacych alleli
byt allel T rs809917, najrzadziej obserwowano natomiast allel G rs809917. Dla wszystkich
trzech badanych polimorfizméw genu interleukiny 28B w analizowanej grupie chorych
istotnie czg$ciej obserwowano warianty niekorzystne w odniesieniu do przebiegu choroby i
odpowiedzi na zastosowane leczenie (p=0,03). Graficzne przedstawienie uzyskanych

wynikow pokazano na rycinie 9.

Rycina 9

Czestos¢ wystgpowania alleli badanych polimorfizmoéw genu interleukiny 28B w grupie
chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem typu C. Gwiazdkami zaznaczono korzystne
pod wzgledem przebiegu choroby i odpowiedzi na leczenie warianty polimorficzne genu

interleukiny 28B.

rs12980275 AA "
rs12980275 AG/GG
|
rs8099917 TT
P
rs8099917 TG/GG
rs12979860 CC
]
rs12979860 CT/TT
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Kolejno dokonano analizy czgstosci wystgpowania haplotypéw dla badanych
polimorfizméw genu interleukiny 28B w analizowanej grupie chorych z przewleklym

wirusowym zapaleniem watroby typu C. Najczescie] wystepujacym haplotypem genu
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interleukiny 28B byt haplotyp CTA - stwierdzono go w 47,3% przypadkow, najrzadziej zas,
bo zaledwie w 1,1% przypadkéw wystgpowat haplotyp CTG (rycina 10). Pozostate

haplotypy wystepowaty odpowiednio z czgstosciag 31,5% - TGG, 15,1% - TTGi4,4% - TTA.

Rycina 10

Rozktad procentowy analizowanych haplotypow genu interleukiny 28B w badanej grupie

chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C.

HCTA

B TGG

BTTG

ETTA

B CTG
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4.3. Charakterystyka grupy pacjentow poddanych badaniu ankietowym
Do szczegotowej analizy, sposrdd badanej grupy, wybrano 222 osoby (co stanowi
36,3% calej grupy), ktorych dane kliniczne byly petne i pozwolity na dalsza analize. Ze
wzgledu na retrospektywny charakter badan, nie istniala mozliwo$¢ uzupetnienia
brakujacych informacji u pozostatych oséb z grupy badanej. Niemal wszyscy pacjenci
poddani badaniu ankietowemu (219 0s6b) leczeni byli z zastosowaniem dwulekowej terapii
przeciwwirusowej opartej na skojarzonym podawaniu pegylowanego interferonu alfa wraz
Z rybawiryng. Pozostate osoby poddane byty terapii tréjlekowej z dodaniem omepreviru (2
osoby) lub monoterapii z uzyciem pegylowanego interferonu alfa (1 osoba). U wszystkich
pacjentow poddanych badaniu ankietowemu oznaczono genotyp wirusa HCV, okreslono
wiremig¢ przed rozpoczeciem terapii oraz zbadano warianty polimorficzne genu interleukiny

28B.

Grupe pacjentow poddanych badaniu ankietowemu i leczonych przeciwwirusowo
stanowito 89 kobiet 1 133 me¢zczyzn w wieku od 20 do 74 lat, z mediang wieku wynoszaca
odpowiednio 41 lat dla kobiet i 44 lata dla mezczyzn. Sredni poziom wiremii przed
rozpoczeciem leczenia miescit sie w granicach 2,13x1073 — 12,36x10° IU/ml dla kobiet i
4,22x10"3 — 9,64x10° IU/ml dla mezczyzn. Dane os6b grupy poddanej badaniu
ankietowemu obejmujace wiek, pte¢, polimorfizm genu IL28B oraz rodzaj zastosowanej

terapii przedstawia tabela 5.
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Tabela 5

Dane 222 pacjentéw z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C poddanych

badaniu ankietowemu.

Zmienna Kobiety Mezczyzni
N % n %
Wiek 89 40,1 133 59,9
o <39r.7 28 12,6 48 21,6
e 40—-64r. 7. 50 22,5 70 31,5
e >65r1.7. 11 5,0 15 6,8

Polimorfizmy 1L28B

rs12979860
e homozygota CC 18 8,0 26 11,7
e pozostate genotypy 71 32,1 107 48,2
rs8099917
e homozygota TT 45 20,3 52 23,4
e pozostale genotypy 44 19,8 81 36,5
rs12980275
e homozygota AA 23 10,3 34 15,3
e pozostale genotypy 66 29.8 99 44,6
Stosowane leczenie
- Pegasys 24 9,2 39 17,5
- Pegasys/Pegintron 24 9,2 43 19,4
- Pegintron 40 18,0 47 21,2
- Terapia trojlekowa - - 2 0,9
- Inne 1 0,4 2 0,9
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Analiza genotypu HCV w grupie 222 chorych pokazata, ze najczesciej
wystepujacym genotypem byl genotyp 1b (u 167/222 chorych - 75%). Pozostale genotypy
wirusa wykrywano zdecydowanie rzadziej: genotyp la u 16/222 osoby (7%), genotyp 3a u
3 pacjentow (1%) oraz po jednym genotypie 2a, 4 i 6. Wystepowanie mieszanych
genotypoéw la+1b stwierdzono u 6 0séb (3%). U 5 chorych (2%) okreslono jedynie genotyp
jako 1, bez mozliwos$ci dalszego typowania. Nie udato si¢ oznaczy¢ genotypu HCV u 22
0s6b, co stanowilo 10% grupy chorych poddanych badaniu ankietowemu. Czestos$é
wystepowania poszczegdlnych genotypow HCV zostata szczegdlowo przedstawiona na

rycinie 11.

Rycina 11

Wystepowanie poszczegdlnych genotypéw wirusa HCV w grupie 222 chorych z

przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C poddanych badaniu ankietowemu.

nie oznaczono
2a
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4.3.1 Skutecznos¢ prowadzonego leczenia w ankietowanej grupie 222

0sob z przewleklym zapaleniem watroby typu C

Skuteczno$¢ prowadzonego leczenia monitorowana byla poprzez ilosciowa ocene
materiatu genetycznego HCV w surowicy krwi pacjentéw. Pomiaréw tych dokonywano
odpowiednio po uplywie czterech, dwunastu, dwudziestu czterech i czterdziestu o$miu
tygodni leczenia. Ostatniej oceny skutecznosci prowadzonej terapii dokonywano takze po
uptywie sze$ciu miesiecy od zakonczenia leczenia. W pracy przeanalizowano dwa
najwazniejsze punkty czasowe — to jest moment zakonczenia leczenia przeciwwirusowego 1
okres 6 miesigcy od zakonczenia terapii. Sposrod wszystkich 222 leczonych osob, 59 oséb
(27%) uzyskato odpowiedz na zakonczenie terapii (48 tydzien, EOT- ang. End of Treatment
Response). Sposrod nich tylko 23 pacjentow (10% calej grupy leczonych) uzyskato trwatg
odpowiedz wirusologiczng (SVR- ang. Sustained Viral Response). Pozostale 199 osob
(90%), to pacjenci, ktorzy nie uzyskali trwalej eliminacji HCV RNA. Graficzne
przedstawienie wynikow leczenia w grupie chorych poddanych badaniu ankietowemu

przedstawia rycina 12.
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Rycina 12

Wyniki leczenia w grupie 222 pacjentow z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby
poddanych badaniu ankietowemu (EOT+ uzyskanie odpowiedzi na koniec terapii —
eliminacja HCV RNA; EOT- brak uzyskania odpowiedzi na koniec leczenia, SVR+

uzyskanie trwalej odpowiedzi wirusologicznej — trwata eliminacja HCV RNA).

4.3.2 Analiza danych ankietowych pacjentéw z przewleklym wirusowym

zapaleniem watroby.

Grupa pacjentow, ktora odestata ankiete obejmowata 114 0sob. Zwrot ankiet wynidst
51,4%. W tej grupie chorych bylo 58 kobiet 1 56 mezczyzn w wieku od 20 do 70 lat. Na
podstawie obliczonego wskaznika BMI ustalono, iz 68 os6b sposrod 114 cechowalo si¢
nadwaga — BMI >25 (59,6%), 45 pacjentow (39,5%) posiadalo BMI w przedziale 18,5 —
24,99, a jedna osoba charakteryzowala si¢ niedowaga - BMI<18,5 (0,9%). W analizowanej
grupiel 14 pacjentow 30 0sob chorowalo na nadci$nienie (26,3%), 14 pacjentéw na cukrzyce
(12,3%), a 13 chorych (11,4%) deklarowalo podwyzszony poziom cholesterolu. Z calej

grupy 37 sposrdd 114 oséb (32,5%) odpowiedziato, ze pali okazjonalnie, a 25 0séb (21,9%)
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bylo nalogowymi palaczami. Analiza wypelionych ankiet pozwolita réwniez ustali¢
deklaratywna czestos$¢ spozycia alkoholu. Trzy osoby (2,6%) spozywaly alkohol kilka razy
w tygodniu, 13 pacjentow (11,4%) kilka razy w miesigcu, 13 chorych (11,4%) raz w
miesigcu, 50 os6b rzadziej niz raz w miesigcu (43,9%), zas 35 chorych (30,7%) deklarowalo,

1z nie spozywa alkoholu wecale.

Szczegdlowa charakterystyke badanych pod katem choréb przewlektych, spozycia

alkoholu, palenia papierosoOw przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6

Szczegbdlowa charakterystyka danych 114 chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem

watroby, ktorzy zwrdcili ankiete.

Zmienna Kobiety Mezczyzni
N % N %
58 50,9 56 49,1
Wiek
<39r. Z. 25 21,9 20 17,5
40-64r. 2. 28 24,6 34 29,8
>65r. 7. 5 4,4 2 1,8
Body mass index (BMI)
<18,5 1 0,9 - -
18,5 24,99 33 28,9 12 10,5
>25 24 21,0 44 38,7
Wystepowanie cukrzycy
Tak - - 14 12,3
Nie 58 50,9 42 36,8
Wystepowanie nadci$nienia
Tak 15 13,1 15 13,1
Nie 43 37,7 41 36,1
Podwyzszony poziom cholesterolu
Tak 9 7,9 4 3,5
Nie 49 43,0 52 45,6
Palenie papierosow
Tak 11 9,7 14 12,3
Okazjonalnie 12 10,5 25 21,9
Nie 47 41,2 42 36,8
Spozycie alkoholu
Kilka razy w tygodniu 1 0,9 2 1,8
Kilka razy w miesigcu 6 5,3 7 6,1
Raz w miesigcu 8 7,0 5 4.4
Rzadziej niz raz w miesigcu 27 23,6 23 20,2
Nigdy 16 14,0 19 16,7
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Dla wszystkich 114 0so6b z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby, ktore
zwroécily ankiete, dokonano analizy danych klinicznych dotyczacych poziomu wiremii HCV
przed rozpoczgciem leczenia, genotypu HCV oraz genotypu IL-28B. Uzyskane wyniki

zestawiono w tabeli 7.

Tabela 7
Wiremia 1 genotyp HCV, genotyp 1L28B oraz odpowiedz na stosowane leczenie w grupie

114 chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby, ktorzy zwrdcili ankiete.

Zmienna Kobiety Mezczyzni

N % N %

58 50,9 56 49,1
Srednia wiremia HCV [IU/ml] 3,52 x 10"5 3,76 x 1015
SD [IU/ml] 11,64 x 10"5 12,17 x 10"5
Genotyp HCV
la 7 6,1 4 3,5
1b 47 41,2 46 40,3
la+b 1 0,9 1 0,9
1 1 0,9 3 2,6
4al4clad - - 1 0,9
Nie oznaczono 2 1,8 1 0,9
Genotyp 1L28B
rs12979860 homozygota CC 7 6,1 11 9,7
rs12979860 pozostale genotypy 51 447 45 39,5
rs8099917 homozygota TT 21 18,3 19 16,7
r$s8099917 pozostate genotypy 37 32,5 37 32,5
rs12980275 homozygota AA 10 8,7 11 9,7
rs12980275 pozostate genotypy 48 42,1 45 39,5
Eliminacja HCV-RNA
Samoistna - - - -
Po leczeniu 5 4,4 10 8,7
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W dalszej czgsci pracy przedstawiono analiz¢ zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi
parametrami a przebiegiem zakazenia HCV oraz efektem terapii przeciwwirusowej. Posrod
114 chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby, ktérzy zwrécili ankiete
przeanalizowano dane w momencie rozpoczecia leczenia uwzgledniajace ple¢ (kobiety vs
mezczyzni), aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (wartosci ALT < 40 U/l vs > 40U/I),
poziom wiremii (niska wiremia vs wysoka) oraz efekt terapii przeciwwirusowej (SVR+ vs

SVR-).

Wyjsciowy poziom wiremii oznaczono dla 108 pacjentoéw sposrdd 114 chorych z
przewlektym wirusowym zapaleniem watroby, ktorzy zwrécili ankiete. Analizy dokonano
wzgledem dwoch warto$ci wyjéciowego poziomu wiremii HCV — odpowiednio 400 000
IU/ml i 600 000 IU/ml. W obu przypadkach wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy
poziomem wiremii a polimorfizmami genu IL28B. Allel rs12979860C i rs12980275A
wystgpowal istotnie rzadziej u chorych z poziomem wiremii w surowicy <400 000 1U/ml.
Genotypom genu IL28B rs12979860CC, rs8099917TT 1 rs12980275AA istotnie czescie]
towarzyszyt wysoki poziom wiremii HCV w surowicy >400 000 1U/ml. Uzyskane wyniki

zestawiono w tabelach 8 i 9.
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Tabela 8

Analiza wybranych parametréw klinicznych w odniesieniu do wyjsciowej wielko$ci wiremii
HCV w surowicy pacjentow z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C, ktorzy

zwroécili ankiete.

Zmienna Poziom wiremii Poziom wiremii

<400 000 1U/ml >400 000 1U/ml OR (95% CI) P

(n=89) (n=19)

Ptec 1.136
K/M n (%) 45(50,6) / 44(49,4) | 9(47,4)/10(52,6) (0.422-3.064) 0.806
Wiek
mediana (zakres) 52 (20—68) 43 (24_70) 0.810 0.103
<40/ >40 33(37) / 56(63) 8(42,1) / 11(57,9) (0.296-2.218) 0.680
BMI 1.285
<25/>25 43(48,3)/46(51,7) 8(42,1)/11(57,9) (0.472-3.498) 0.624
Obwdd pasa*
prawidtowy/ 0.686
nieprawidfowy 38(42,7) / 51(57,3) 8(42,1) / 11(57,9) (0.243-1.937) 0.475
Cukrzyca 0.394
Nie/Tak 78(87,6) / 11(12,4) 18(94,7) / 1(5,3) (0.048-3.250) 0.467
Nadcisnienie 0.672
Nie/Tak 64(71,9) / 25(28,1) 15(78,9) / 4(21,1) (0.203-2.223) 0.512
Hypercholesterolemia 1.046
Nie/Tak 80(89,9) / 9(10,1) 17(89,5) / 2(10,5) (0.207-5.280) 1.0
Palenie papierosow 1.607
Nie/Tak 72(80,9) / 17(19,1) 14(73,7) 1 5(26,3) (0.506-5.106) 0.524
Spozycie alkoholu
Nie/Tak
<kilka razy w tygodniu 20(32,6) / 60 (67,4) 3(15,8) / 16(84,2) 2.578 (0.695-9.557) 0.145
<kilka razy w miesiacu 86(96,6) / 3 (3,4) 19(100) / 0(0) 0.634 (0.031-12.775) 1.0
czesto 75(84,3) / 14 (15,7) 17(89,5) / 2(10,5) 0.630 (0.131-3.037) 0.732
genotyp HCV
1b/la 79(88,8)/10(11,2) 16(84,2)/3(15,8) 1.425 (0.352-5.769) 0.700
SNP rs12979860
CCICTTT 8(9,0)/61(68,5)/20(22,5) 9(47,4)/8(42,1)/2(10,5)
cr 777101 26112 0.352 (0.167-0.742) | 0.005**
CC/CT+TT 8(9)/81(91) 9 (47)/10(53) 0.110 (0.035-0.349) | 0.0002
SNP rs8099917
TT/TG/GG 26(29,2)/57(64,0)/6(6,8) 11(57,9)/7(36,8)/1(5,3)
TIG 109/69 29/9 0.490 (0.219-1.098) 0.079
TT/TG+GG 26 (29) / 63 (71) 11 (58) / 8 (42) 0.3(0.108-0.831) 0.017
SNP rs12980275
AA/AG/IGG 11(12,4)/64(71,9)/114(15,7) | 9(47,4)/8(42,1)/2(10,5)
AIG 86/92 26/12 0.431 (0.205-0.908) 0.031
AAIAG+GG 11 (12) / 78 (88) 9 (47) /10 (53) 0.157 (0.052-0.471) | 0.001

* Obwod pasa: prawidlowy dla kobiet: <80; prawidtowy dla me¢zczyzn: <94
** roznice istotne statystycznie oznaczono kolorem czerwonym
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Tabela 9

Analiza wybranych parametréw klinicznych w odniesieniu do wyjsciowej wielko$ci wiremii

HCV w surowicy pacjentow z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C, ktorzy

zwroécili ankiete.

Poziom wiremii Poziom wiremii

Zmienna <600 000 >600 000 OR (95% CI) P
(n=93) (n=15)

Pleé n (%) n (%)
KIM 1.168

47(50,5)/46(49,5) 7(46,7)/8(53,3) (0.392-3.483) 1
Wiek
mediana (zakres) 42 (5-65) 35 (18-50) - 0.057
>40/<40 49(52,7)/44(47 3) 5(33,3)/10(66,7) 2.342 (0.740-7.407) 0.140
BMI
<25/>25 44(47,3)/49(52,7) 7(46,7)/8(53,3) 1.026 (0.344-3.062) 1
obwdéd pasa*
prawidlowy/nieprawidlowy 39(41,9)/54(58,1) 6(40,0)/8(60,0) 0.755 (0.239-2.382) 0.766
Cukrzyca
Nie/Tak 82(88,2)/11(11,8) 14(93,3)/1(6,7) 0.533 (0.064-4.455) 0.696
Nadci$nienie
Nie/Tak 66(71,0)/27(29,0) 12(80,0)/3(20,0) 0.635 (0.116-2.434) 0.557
wysoki poziom cholesterolu
Nie/Tak 84(90,3)/9(9,7) 13(86,7)/2(13,3) 1.436 (0.279-7.401) 0.665
palenie papierosow
Nie/Tak 75(80,6)/18(19,4) 12(80,0)/3(20,0) 1.028 (0.263-4.029) 1
spozycie alkoholu
Nie/Tak 30(32,3)/63(67,7) 2(13,3)/13(86,7) 3.095 (0.656-14.597) 0.222
<kilka razy w tygodniu 90(96,8)/3(3,2) 15(100,0)/0(0,0) 0.834 (0.041-16.953) 1
<kilka razy w miesigcu 77(82,8)/16(17,2) 15(100,0)/0(0,0) 0.152 (0.009-2.661) 0.120
czgsto
Genotype HCV
1b/1a, n (%) 79(84,9)/10(10,8) 13(86,7)/2(13,3) 1.823 (0.442-7.522) 0.414
SNP rs12979860
CCICT/TT 10(10,8)/63(67,7)/20(21,5) |  7(46,7)/6(40,0/2(13,3)
CIT 83/103 20/10 0.403 (0.179-0.908) 0.030**
CCICT+TT 10(10,8)/83(89,2) 7(46,7)/8(53,3) 0.138 (0.041-0.461) 0.002%*
SNP rs8099917
TT/TGIGG 28(30,1)/59(63,4)/6(6,5) 9(60,0)/5(33,3)/1(6,7)
TIG 115/71 23/7 0.493 (0.201-1.208) 0.152
TT/TG+GG 28(30,1)/65(69,9) 9(60,0)/6(40,0) 0.287 (0.093-0.884) 0.038**
SNP rs12980275
AA/AG/GG 13(14,0)/66(71,0)/14(15,0) 746,7)/6(40,0)/2(13,3)
AIG 92/94 20/10 0.489 (0.217-1.102) 0.114
AAIAG+GG 13(14,0)/80(86,0) 7(46,7)/8(53,3) 0.186 (0.058-0.599) 0.007**

* Obwod pasa: prawidlowy dla kobiet: <80; prawidtowy dla mezczyzn: <94
** roznice istotne statystycznie 0znaczono kolorem czerwonym
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Sposrod 114 0s6b z grupy ktora wypehita ankiete, 15 0sob (13,1%) uzyskalo SVR
po zastosowanym leczeniu. U 67 0sob (58,8%) terapia okazata si¢ nieskuteczna, natomiast
u pozostatych 32 oso6b z tej grupy badanych (28,1%) terapi¢ przerwano zgodnie z prosba
pacjentow, glownie ze wzgledu na zlg tolerancje stosowanego leczenia lub nadzieje
zwigzane z leczeniem nowej generacji w przysztosci. Analiza wybranych parametrow
klinicznych pacjentéw poddanych terapii przeciwwirusowej, genotypu HCV oraz genotypu
genu IL28B wzgledem uzyskanej odpowiedzi na leczenie wskazuje jedynie na istotny
zwigzek miedzy odpowiedzig na leczenia a wystgpowaniem okreslonych polimorfizmow
genu IL28B 1512979860, rs8099917, rs12980275. Ustalono, ze u chorych z genotypem
rs12979860CC szansa na uzyskanie odpowiedzi na leczenie jest okoto 13 razy wigksza niz
u nosicieli allelu T, z kolei u chorych z genotypem rs8099917TT jest okoto 4 razy wigksza
niz u nosicieli allelu G, a u chorych z genotypem rs12980275AA okoto 6 razy wicksza niz

u nosicieli allelu G. Oméwione wyniki zestawiono w tabeli 10.

Sposréd pacjentdéw poddanych terapii przeciwwirusowej, pomiaru aktywnosci
aminotransferazy alaninowej (ALT) przed rozpoczeciem terapii dokonano u 56 pacjentow.
Stwierdzono, ze chorzy bez otytosci (BMI < 25) maja istotnie wigksza szans¢ (okoto 3,5-
krotng) na prawidlowy poziom ALT w poréwnaniu do chorych z otyloscig (BMI > 25).

Wyniki analizy zestawiono w tabeli 11.
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Tabela 10

Analiza wybranych parametrow klinicznych w odniesieniu do uzyskania SVR w grupie

pacjentow z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C, ktorzy zwrocili ankiete.

. SVR Brak SVR OR
Zmienna (n=15) (n=67) (95% CI) P
Pleé¢
K/M, n (%) 5 (33,3)/10 (66,7) 32 (47,8)/35 (52,2) 0.643 (0.191-2.168) 0.475
Wiek
mediana (zakres) 41 (18-58) 44 (14-61) - 0.749
>40/<40, n (%) 9(60,0)/6 (40,0) 39 (58,2)/28 (41,8) 0.911 (0.275-3.011) 0.886
BMI
<25/>25, n (%) 6(40,0)/9 (60,0) 31 (46,2)/36 (53,8) 0.667 (0.205-2.165) 0.498
obwdéd pasa*
Prawidlowy/nieprawidtowy,
n (%) 5(33,3)/10 (66,7) 25 (37,3)/42 (62,7) 1.074 (0.305-3.781) 1
Cukrzyca
Nie/Tak , n (%) 15(100,0)/0 (0,0) 57(85,0)/10 (15,0) 6.506 (0.354-119.633) 0.181
Nadci$nienie
Nie/Tak, n (%) 12(80,0)/3 (20,0) 42 (62,7)/25 (37,3) 2.4 (0.596-9.671) 0.209
wysoki poziom cholesterolu
Nie/Tak, n (%) 13(86,7)/2 (13,3) 59 (88,0)/8 (12,0) 0.929 (0.167-5.17) 1
palenie papierosow
Nie/Tak, n (%) 13(86,7)/2 (13,3) 52 (77,6)/15 (22,4) 1,711 (0.331-8.850) 0.714
spozycie alkoholu
Nie/Tak, n (%)
rzadziej/kilka razy w miesiacu, n (%) 5(33,3)/10 (66,7) 18 (26,9)/49 (73,1) 1.186 (0.340-4.0) 1
rzadziej/kilka razy w tygodniu i cze$ciej 15(100,0)/0 (0,0) 58 (86,6)/9(13,4) 0.979 (0.038-25.288) 1
czgsto, n (%) 15(100,0)/0 (0,0) 66 (98,5)/1 (1,5) 5.602 (0.301-104.044) 0.182
genotyp HCV*
1b/1a, n (%) 15(100,0)/0 (0,0) 54 (80,6)/7 (10,4) 4.542 (0.241-85.746) 0.321
wiremia HCV RNA
mediana (zakres) x103 71 (9.43-10600) 55.85 (1.08-4050) - 0.904
<400 000/>400 000, n (%) 12 (80,0)/3 (20,0) 49 (73,1)/16 (23,9) 0.923 (0.215-3.967) 1
<600 000/>600 000, n (%) 13 (86,7)/2 (13,3) 52 (77,6)/13 (19,4) 1.5 (0.286-7.856) 0.721
<800 000/>800 000, n (%) 13 (86,7)/2 (13,3) 54 (80,6)/11 (16,4) 1.3 (0.24506.913) 1
SNP rs12979860 7 (46,7)/8 (53,3)/0 10(14,9)/45
CCICT/TT (0,0) (67,2)/112 (17,9)
CIT 221/8 65/69 4.019 (1.624-9.945) 0.002**
CCICT+TT 7 (46,7)/8 (53,3) 10 (14,9)/57 (85,1) 13.125 (2.793-61.687) 0.0009**
SNP rs8099917 10 (66,7)/5 (33,3)/0 | 25(37,3)/39 (58,2)/3
TT/TGIGG (0,0) ,
T/G 25/5 89 /45 3.136 (0.103-8.911) 0.027**
TT/TG+GG 10 (66,7)/5 (33,3) 25 (37,3)/42 (62,7) 4.4 (1.280-15.128) 0.014**
SNP rs12980275 7 (46,7)/8 (53,3)/0 13 (19,4)/47 (70,1)/7
AAJ/AGIGG (0,0) (10,5)
AIG 221/8 73/64 2.862 (1.165-7.034) 0.019**
AA/AG+GG 7 (46,7)/8 (53,3) 13 (19,4)/54 (80,6) 6.125 (1.625-23.088) 0.009**

* Obwod pasa: prawidlowy dla kobiet: <80; prawidtowy dla mezczyzn: <94
** rdznice istotne statystycznie oznaczono kolorem czerwonym
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Tabela 11

Analiza wybranych parametréw klinicznych w odniesieniu do poziomu ALT w surowicy

pacjentow z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C, ktorzy zwrocili ankietg.

ALT prawidlowy

ALT nieprawidlowy

Zmienna (<40) (n=23) (>40) (n=33) OR (95% CI) P
Ple¢ 13 (56,5) /10

K/M, n (%) (43,5) 13 (39,4) / 20 (60,6) 2.0 (0.679-5.892) 0.206
wiek (diagnoza) 42 (18-61)

mediana (zakres) 12 (52,2) /11 45 (18-59) - 0.596
>40/<40, n (%) (47,8) 18 (54,6) / 15 (45,4) 0.788 (0.266-2.333) 0.663
BMI 3.517 (1.136-

<25/>25,n (%) 16 (70,0) / 7 (30,0) 13 (39,4) / 20 (60,6) 10.884) 0.026**
obwod pasa*

Prawidlowy/nieprawidlowy, 10 (43,5) /13

n (%) (56,5) 9(27,3) /124 (712,7) 2.121 (0.666-6.760) 0.247
Cukrzyca

Nie/Tak , n (%) 21(91,3)/2(8,7) 29(87,9) /4 (12,1) 1.448 (0.242-8.656) 1
Nadci$nienie

Nie/Tak, n (%) 18 (78,3) /5 (21,7) 22 (66,7) /11 (33,3) 1.8 (0.528-6.140) 0.385
wysoki poziom cholesterolu

Nie/Tak, n (%) 19 (82,3) /4 (17,7) 29(87,9) /4 (12,1) 0.655 (0.146-2.942) 0.704
palenie papierosow

Nie/Tak, n (%) 18 (78,3) /5 (21,7) 25(75,8)/8(24,2) 1.152 (0.323-4.107) 0.823
spozycie alkoholu

Nie/Tak, n (%)

rzadziej/kilka razy w tygodniu, n (%) 5(21,7)/18(78,3) 13 (39,4) / 20 (60,6) 0.427 (0.127-1.436) 0.164
rzadziej/kilka razy w miesiacu i czgsciej 22 (95,7)/1(4,3) 33(100,0) /0 (0,0) 0.224 (0.009-5.745) 0411
czgsto, n (%) 19(82,3) /4 (17,7) 32(97,00/1 (3,0 0.148 (0.015-1.428) 0.147
genotyp HCV

1b/1a, n (%) 20(87,0)/3 (13,0 30(90,9)/3(9,1) 0.444 (0.068-2.903) 0.639
wiremia HCV RNA

mediana (zakres) x103 54.3 (1.69-4050) 71.2 (1.08-2900) - 0.522
<400 000/>400 000, n (%) 17 (73,9) /6 (26,1) 24 (72,7)19 (27,3) 1.275 (0.363-4.484) 0.762
<600 000/>600 000, n (%) 17 (73,9) /6 (26,1) 27(81,8) /6 (18,2) 0.756 (0.199-2.865) 0.739
<800 000/>800 000, n (%) 17 (73,9) /6 (26,1) 28 (84,8) /5 (15,2) 0.607 (0.153-2.409) 0.723
SNP rs12979860 5(21,7)/18(78,3) | 6(18,2)/20(60,6)/7

CCICT/TT /0 (0,0) (21,2)

CIT 28/18 32/34 1.653 (0.770-3.548) 0.196
CCICT+TT 5(21,7)/18(78,3) 6(18,2) /27 (81,8) 1.25 (0.331-4.718) 0.742
SNP rs8099917 9(39,1)/14 (60,9) | 15(45,4)/16 (485)/

TT/TGIGG /0(0,0) 2(6,1)

T/G 32/14 46/20 0.994 (0.438-2.253) 1
TT/TG+GG 9(39,1) /14 (60,9) 15 (45,4) /18 (54,6) 0.771 (0.261-2.276) 0.639
SNP rs12980275 6(26,1) /17 (73,1) | 8(24,2)/22(66,7)/3

AAJ/AGIGG /0(0,0) 9,1)

AIG 29/17 38/28 1.157 (0.581-2.722) 0.560
AAIAG+GG 6(26,1) /17 (73,1) 8(24,2) /25 (75,8) 1.103 (0.324-3.754) 1

* Obwod pasa: prawidlowy dla kobiet: <80; prawidtowy dla mezczyzn: <94
** rdznice istotne statystycznie oznaczono kolorem czerwonym
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5. Dyskusja

Od czasu zidentyfikowania w 1989 roku wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) jako
czynnika wywotujacego zapalenia watroby, dokonat si¢ olbrzymi postgp zaréwno w
rozpoznawaniu choroby, poznaniu kliniki zakazen HCV, jak i w jego leczeniu. Uwaza sig,
ze wirusem HCV zakazone jest okolo 2,4% - 3% s$wiatowe]j populacji tj. od 170 do 200
milionéw ludzi. Z powodu braku miarodajnych badan szacuje si¢, ze 1,9% polskiego
spoteczenstwa moze by¢ nosicielami wirusa HCV [49]. Istotnym problemem pozostaje niska
wykrywalnos$¢ i niedostateczna identyfikacja osob bedacych nosicielami HCV, co moze
skutkowa¢ stalym powiekszaniem sie¢ liczby osob zakazonych tym wirusem, pomimo
aktualnie stosowanych skutecznych form terapii. Zakazenie HCV zwykle przebiega bez
objawow lub skapoobjawowo, a okoto 60% sposrod osob zakazonych choruje na postaé
przewlekla. U okoto 20% chorych przewlekle zakazonych wirusem dochodzi do rozwoju
marskosci watroby lub raka watrobowo komoérkowego, a manifestacja pozawatrobowa
przewlektych zakazen HCV ma miejsce u 30-40% chorych. Wykazano udziat zakazenia
HCV w indukowaniu rozrostow nowotworowych takich jaki chloniaki limfocytarne, czy
szpiczaki, a inne choroby wspotwystepujace z zakazeniem HCV to krioglobulinemia
mieszana, schorzenia o podtozu autommunologicznym (zapalenie tarczycy, AIH), choroby
nerek (klebkowe zapalenie nerek), schorzenia dermatologiczne (liszaj ptaski, porfiria skorna

pdzna), czy cukrzyca.

Podstawowym celem prowadzonego leczenia jest eliminacja zakazenia HCV oraz
zatrzymanie lub ograniczenie ryzyka rozwoju marskosci watroby i raka watrobowo
komoérkowego [50]. Innym bardzo waznym celem leczenia jest eliminacja potencjalnych
zrédet nowych zakazen. Obecne opcje terapeutyczne — bezinterferonowe, oparte na DAA sa

nie tylko skuteczne, ale i bezpieczne, a zastosowanie w skojarzeniu ze sobg lekow z r6znych
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grup DAA podniosto jeszcze bardziej efektywno$¢ prowadzonego aktualnie leczenia.
Badanie genotypu HCV 1 ocena zaawansowania zmian chorobowych watroby byly
glownymi czynnikami roznicujgcym postgpowanie terapeutyczne. Wprowadzenie do terapii
lekow pangenotypowych spowodowato, ze oznaczanie genotypu HCV traci stopniowo na
znaczeniu. Uwaza si¢, ze leczenie jest skuteczne, jezeli po 12 tygodniach od jego
zakonczenia nie stwierdza si¢ we krwi HCV-RNA lub antygenu rdzeniowego (HCVCAQ)
[51]. Na przebieg choroby i skutecznos¢ terapii poza rodzajem leczenia wpltywajg rOwniez
czynniki zalezne od gospodarza, takie jak genotyp IL28B, pochodzenie etniczne, wiek,
otylo$¢, zaawansowanie wioknienia watroby, wspotistniejace zakazenie innymi wirusami,
miano wiremii czy niekorzystne nawyki zywieniowe oraz naduzywanie alkoholu i palenie

papierosow.

IFNL3 (IFN-A3, IL28B) wraz z IFNL1 (IFN-A1, IL29) i IFNL2 (IFN-A2, IL28A) naleza
do rodziny cytokin, z ktorych wszystkie sg kodowane przez geny skupione na chromosomie
19. IFNL, podobnie jak IFN-o i B regulujg transkrypcje genow stymulowanych przez
interferon (ISG), ktére s3 wymagane do kontroli infekcji wirusowych. Ponadto stwierdzono,
ze IFNL3 wptywa roéwniez na adaptacyjng odpowiedz immunologiczng 1 zdolno$¢ do
hamowania replikacji HCV in vitro. Seria badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS)
wykazata, ze polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) genu IFNL3 (IL28B) jest silnie
powigzany z odpowiedzig na terapi¢ interferonowa u pacjentow z przewlektym zapaleniem
watroby typu C, a takze z naturalnym klirensem HCV RNA. Wdréd badanych SNP-ow
polimorfizmy rs12979860, rs8099917 1rs12980275 genu IL28B maja potwierdzong rolg w
przewidywaniu SVR i samodzielnej eliminacji HCV-RNA. Dokladny mechanizm
odpowiedzialny za te silne relacje pozostaje jednak niejasny. Uwaza si¢, ze korzystny allel

polimorfizmu IL28B jest zwigzany ze zmniejszona, indukowang przez HCV degradacja
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mRNA IL28B i w ten sposob ze zwickszong samoistng eliminacjg HCV. Co wiecej wydaje
si¢, ze w przypadku obecnosci korzystnych wariantow 1L28B, dwa miRNA indukowane
przez HCV (miR-208b i miR-499a-5p) nie mogg wigzaé si¢ z mRNA IL28B i hamowac¢ jego

ekspresji.

Majac powyzsze na uwadze w pracy przeanalizowano czestos¢ wystepowania
polimorfizméow rs12979860, rs8099917 i rs12980275 genu IL28B w grupie pacjentow z
przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C z rejonu Wielkopolski. Dodatkowo
przeanalizowano zwigzek wystepowania okreSlonego wariantu genu I1L28B z obrazem
klinicznym zakazenia, genotypem wirusa 1 jego kinetykg. Dokonano takze analizy
czynnikdw metabolicznych, konsumpcji alkoholu i palenia tytoniu oraz ich wptywu na
przebieg procesu leczenia u pacjentéw z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu
C. W tym ostatnim przypadku poshizono si¢ ankiets, ktora zawierata pytania do
samodzielnego wypetienia o charakterze pototwartym i1 otwartym. Pytania dotyczyty
zagadnien obejmujacych wystepowanie u ankietowanych choréb wspotistniejacych,
nawykow zwigzanych z paleniem papierosow czy spozyciem alkoholu oraz informacje o
przyjmowanych lekach, jak rowniez pytania dotyczace masy ciata i wzrostu. Odsetek zwrotu
ankiet wyniost 51,58%. Grupe badang stanowito 611 o0sob (332 mezczyzn i 279 kobiet) w
wieku 20 — 74 lat, bedacych pacjentami Poradni Chorob Zakaznych Wielospecjalistycznego

Szpitala Miejskiego im. J. Strusia w Poznaniu w latach 2014 - 2017.

Czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych wariantdw polimorfizmu genu IL28B jest
zmienna 1 $ci§le zwigzana z etnicznym pochodzeniem pacjentéw. Badania prowadzone w
krajach azjatyckich wykazuja istotnie wyzszg czgsto§¢ wystgpowania genotypu CC
polimorfizmu rs12979860. W Chinach warto$¢ ta wyniosta 93,94% [52] w Indiach 59,09%
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[53]. Dla poréwnania analiza czesto$ci wystepowania polimorfizméw IL28B prowadzona u
pacjentow rasy kaukaskiej wykazata, iz dominujacym wariantem polimorfizmu rs12979860
jest CT (50%). W grupie tej korzystny wariant homozygotyczny CC tego polimorfizmu.
stwierdzono u 39% badanych [54]. W badaniach prowadzonych we Wloszech uzyskano
bardzo zblizone wyniki — 52,8% pacjentow to warianty heterozygotyczne CT, natomiast
wariant homozygotyczny CC wystgpowat u 32,6% osob [55]. Podobne wyniki uzyskano w
niniejszej pracy - przewazajacym genotypem polimorfizmu rs12979860 IL28B u pacjentow
z obszaru Wielkopolski rowniez byt wariant CT (63,9% badanej grupy), natomiast korzystny
wariant CC wystgpil u stosunkowo niewielkiej grupy oséb — zaledwie u 16% badanych.
Analiza drugiego z badanych polimorfizméw — rs8099917 genu IL28B wykazala, iz
dominujagcym w badanej grupie genotypem byt wariant GT (50,2%), natomiast korzystny
dla tego polimorfizmu wariant homozygotyczny TT wystapit u 41,9% pacjentow.
Poréwnujac te wyniki do badan prowadzonych u pacjentow z rdéznych regiondow $wiata,
zaobserwowac¢ mozna nizszg niz oczekiwana czestos¢ wystepowania korzystnego genotypu.
Badania prowadzone na Tajwanie wykazaly czgsto$¢ wystepowania genotypu TT na
poziomie 94,4% [56], natomiast w Urugwaju 57,7% [57]. Badania prowadzone wérod
pacjentow rasy kaukaskiej wykazaty, iz 55% badanych posiada korzystny wariant TT [54].
Trzeci z analizowanych polimorfizméw — rs1298275 genu IL28B jest jak do tej pory
najrzadziej badanym. Przeprowadzona metaanaliza, do ktérej wilaczono szesnascie prac
poréownujacych  dziewigtnascie niezaleznych badan dotyczacych  wystgpowania
polimorfizmu rs1298275 (SNP A/G) u 0s6b zakazonych HCV, w tym u chorych z pWZW
C wykazala, iz pacjenci posiadajacy wariant homozygotyczny AA tego polimorfizmu
osiggaja SVR szybciej w stosunku do 0s6b bedacych nosicielami wariantow AG i GG [58].
Genotyp AA tego polimorfizmu genu IL28B byt czynnikiem, ktory determinuje szybsze

uzyskanie trwalej odpowiedzi wirusologicznej zwtaszcza w przypadku pacjentéw bedacych
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nosicielami wirusa HCV o genotypie 1 i 4. Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu
wykazaty, iz niemal wszyscy badani pacjenci z korzystnym polimorfizmem rs12979860
maja rowniez korzystny wariant polimorfizmu rs8099917 genu IL28B. Zjawisko to byto juz
wczesniej opisywane [59]. Dalsza analiza pozwolila ustali¢, ze niemal wszystkie te osoby
posiadajg rowniez korzystny wariant polimorfizmu rs1298275 genu IL28B. Stad wysuna¢
mozna wniosek, ze oznaczanie wszystkich trzech polimorfizméw genu IL28B nie jest
konieczne, gdyz wspotwystepowanie korzystnych wariantow pozwala na ograniczenie

badan do jednego polimorfizmu genu IL28B - najczesciej wystepujacego rs8099917.

Obecnos¢ co najmniej dwoch polimorfizméw genu IL28B w korzystnych wariantach
(CC, TT, AA) stwierdzono zaledwie u blisko 37% pacjentow. Wystepowanie homozygot w
wariantach korzystnych dla wszystkich trzech badanych polimorfizméw genu IL28B
odnotowano tylko u 16% pacjentéw. Stwierdzono, ze dystrybucja genotypow dla wszystkich
trzech badanych polimorfizmow genu IL28B nie byta zgodna z rozkladem oczekiwanym
zgodnie z prawem Hardy'ego-Weinberga (p <0,05). Dla wszystkich trzech badanych
polimorfizméw genu interleukiny 28B w analizowanej grupie chorych istotnie czesciej
obserwowano warianty niekorzystne w odniesieniu do przebiegu choroby i odpowiedzi na
zastosowane leczenie. NajczeSciej wystepujacym haplotypem genu IL28B byl haplotyp
CTA - stwierdzono go w ponad 47% przypadkow, najrzadziej za$, bo zaledwie w 1,1%
przypadkow wystepowat haplotyp CTG. Pozostate haplotypy wystepowaty odpowiednio z
czestoscig 31,5% - TGG, 15,1% - TTG i 4,4% - TTA. Pte¢ nie wptywala na istotnie czestsze
wystgpowanie okreslonego wariantu polimorficznego genu IL28B. Takie wystgpowanie
okreslonych wariantéw polimorficznych i haplotypdéw genu IL28B moze by¢ wyjasnione
przez fakt, ze badana grupa obejmowata tylko osoby, ktore nie wyeliminowaly wirusa

spontanicznie i rozwinely przewlekle zapalenie watroby. Zatem wyzsza czestos$e
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wystgpowania niekorzystnego polimorfizmu IL28B zwigzana z przetrwaniam zakazenia
HCV musiata by¢ obserwowana w badanej grupie chorych. Nalezy wspomnie¢, ze badanie
zostalo przeprowadzone u pacjentéw leczonych jeszcze przed rozpoczeciem stosowania
bezposrednich srodkow przeciwwirusowych (DAA). Odrgbnym pytaniem pozostaje jednak
czy warianty IL28B, korelujace ze znanym znaczeniem w przewidywaniu terapii opartej o

IFN, moga wptywac takze na odpowiedz podczas leczenia DAA.

Parametrem silnie prognozujagcym ostateczng odpowiedz wirusologiczng, réwniez W
przypadku leczenia schematami opartymi o interferon, byla kinetyka spadku liczby kopii
wirusowego RNA mierzona w 4 i 12 tygodniu kuracji [60]. Niemal wszyscy badani, ktorzy
uzyskali szybka odpowiedz wirusologiczng, posiadajacy korzystny genotyp IL28B
ostatecznie wyeliminowali HCV-RNA w 12 tygodniu leczenia (SVR). Bylo to podstawa
wilasciwie spersonalizowanej terapii obejmujacej polgczenie parametréw 0sobniczych
i wirusa i pozwalalo okre$li¢ z bardzo duzym prawdopodobiefistwem szans¢ uzyskania
SVR, czy tez braku odpowiedzi na leczenie [61]. W niniejszym badaniu zaobserwowano
dodatkowo zalezno$¢ pomigdzy poziomem wiremii HCV a wystgpieniem okreslonego
polimorfizmu genu 1L28B. Korzystnym wariantom rs12979860CC, rs8099917TT i
rs12980275AA genu IL28B istotnie czgsciej towarzyszyt wysoki poziom wiremii HCV w

surowicy wynoszacy powyzej 400 000 1U/ml.

Genotyp wirusa HCV przez wiele lat odgrywat istotng role w odpowiedzi na stosowane
leczenie, dobor terapii i sam przebieg choroby. Swiatowy rozktad genotypow HCV [62]
wskazuje na przewazajacy udziat genotypow la, 1b, 2a i 3a w Europie Zachodniej i USA.
W Afryce poocnej przewaza genotyp 4, w Europie Wschodniej dominuje genotyp 1b, w

Japonii, Chinach, Tajwanie, Hongkongu i Makao genotypy 2 i 6. W Polsce wystegpuje
66



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

glownie zakazenie genotypem 1 (podtyp a i b) oraz genotypem 3 i 4. W zakazeniach
genotypem 1 stosowano Harvoni, genotypami 3 (najcze¢sciej 3 a) 14 wirusa HCV stosowano
Sovaldi (Sofosbuvir) w polaczeniu z innym lekiem. W leczeniu przewleklego zapalenia
watroby typu C i marsko$ci zastosowano 3D (Viekirax + Exviera), uzywany glownie w
genotypie 1 i4 wirusa HCV. Od roku 2016 dopuszczono do stosowania leki pangenotypowe
w tym Epclusa (Sofosbuvir/Velpatasvir), Zepatier (Grazopewir/Elbaswir), Maviret
(Glecaprevirum + Pibrentasvirum) czy Daclinza + Asunaprevir (DCV + ASV), szczegdlnie
istotne u pacjentow zakazonych genotypem 3 wirusa HCV. W badanej grupie chorych
najczescie] wystepujacym genotypem byt genotyp 1b (u 75% pacjentow). Pozostale
genotypy wirusa wykrywano zdecydowanie rzadziej - genotyp 1a u 7% chorych a genotyp
3a, 2a, 4 1 6 w pojedynczych przypadkach. Wystepowanie mieszanych genotypoéw (la+1b)
stwierdzono u 3% badanych. Czesto$¢ wystgpowania poszczegdlnych genotypow HCV w
badanej grupie pacjentow jest porownywalna do danych wskazanych przez innych autoréw

[63].

Badania oceniajgce przebieg przewlektych zapalen watroby typu C wskazuja, iz istnieje
szereg czynnikow ,,pozagenetycznych”, ktére moga mie¢ bezposredni wptyw na przebieg
choroby oraz powodzenie terapii przeciwwirusowej u chorych na przewlekle zapalenie
watroby typu C. Wsrod najczesciej wskazywanych czynnikdw czolowe miejsce zajmuje
nadmierne spozycie alkoholu, ktorego naduzywanie przez chorych zakazonych wirusem
zapalenia watroby typu C zaostrza postgpujace procesy widknienia i marskosci watroby oraz
moze roOwniez sprzyja¢ powstawaniu nowotworu watroby. Zaro6wno proces metabolizmu
etanolu jak i1 rozwoju wirusa odbywa si¢ w hepatocytach prowadzac do stresu
oksydacyjnego, ktory z kolei sprzyja rozwojowi choroby i podatnos$ci gospodarza na

zakazenie HCV [64]. Badania innych autorow potwierdzity fakt gorszej odpowiedzi na
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prowadzone leczenie w terapiach z wykorzystaniem interferonu u chorych spozywajacych
alkohol [65]. Analiza wypehlionych ankiet pozwolita ustali¢ deklaratywng czgstos¢ spozycia
alkoholu — blisko 3% pacjentow spozywato alkohol kilka razy w tygodniu, ponad 22%
chorych raz do kilku razy w miesiagcu. Blisko 44% badanych spozywato alkohol rzadziej niz
raz w miesigcu, zas tylko blisko 31% chorych deklarowato, iz nie spozywa alkoholu wcale.
W grupie pacjentow, ktorzy uzyskali SVR po leczeniu z zastosowaniem terapii
interferonowej, blisko 33% chorych deklarowalo, iz nie spozywa alkoholu wcale lub
wskazuje na spozycie rzadkie. Az 67% badanych przyznalo si¢ do spozycia alkoholu na
poziomie kilku razy w miesigcu. Zblizone wyniki uzyskano w grupie, w ktorej prowadzone
leczenie przeciwwirusowe zakonczylo si¢ niepowodzeniem. Obserwowano nieco wigksza,
cho¢ nieistotng statystycznie liczbe osob, ktore alkohol spozywaly czesciej niz raz w
miesigcu (73% badanych). W grupie chorych, ktore nie odpowiedziaty na leczenie brak
spozycia lub spozycie rzadkie deklarowato zaledwie 27% badanych. Uzyskane wyniki sg
zblizone do wynikow podobnych badan prowadzonych we Wloszech, gdzie posrod
pacjentow z SVR okoto 30% deklarowato brak spozycia alkoholu lub spozycie rzadkie

(69,9%) [66].

Analizowano takze wplyw palenia papieroséw na przebieg terapii przeciwwirusowej u
pacjentow zakazonych wirusem HCV. Badania innych autoréw dowiodly, iz palenie wplywa
negatywnie na wyniki terapii, niezaleznie od wieku, plci czy nawet ilo$ci spozywanego
alkoholu [67]. Efekt ten wynika gtownie z wptywu nikotyny na metabolizm lipidow, poziom
widknienia watroby czy tez liczbe ptytek krwi. Badania prowadzone przez Zimmermanna i
wsp. dowiodly, iz w grupie palaczy chorujacych na przewlekle zapalenie watroby typu C
(genotyp 1 wirusa) leczonych po raz pierwszy, stosowana terapia dwulekowa byta

nieskuteczna bez wzgledu na pozostate czynniki takie jak stan wydolnosci watroby, ilo$¢
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spozywanego alkoholu, czy zazywane leki. Wyniki te potwierdzily si¢ takze w niniejszym
badaniu. Posrod analizowanych chorych ponad 32% odpowiedzialo, Ze pali okazjonalnie, a
blisko 22% byto natlogowymi palaczami. Sposrod oséb deklarujacych nalogowe palenie
papieroséw, zaledwie 2 osoby pozytywnie odpowiedzialy na stosowane leczenie, a u

pozostatych terapia byta nieskuteczna.

Kolejnym czynnikiem, ktory wptywa na przebieg choroby i wynik leczenia oraz na
ogolny stan watroby jest nadwaga. Pogarsza ona znacznie wydolno$¢ watroby, bedac
czynnikiem wptywajacym na poziom sttuszczenia i postepu wildknienia tego narzadu. Znane
sg publikacje udowadniajgce wplyw nadwagi na brak odpowiedzi na leczenie interferonem
lub peginterferonem alfa w polgczeniu z rybawiryng [29]. W badanej grupie pacjentow
srednia warto§¢ BMI wynosita 25,7, co odpowiada wynikom podobnych badan
prowadzonych u pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C we Wiloszech
($rednia BMI 24,8), Hiszpanii (Srednia BMI 26,2) czy Wielkiej Brytanii (Srednia BMI 26,0)
[66]. W niniejszych badaniach zwraca jednak uwagg istotnie nizszy odsetek pacjentow,
ktorzy uzyskali korzystny efekt stosowanego leczenia. Srednie wartosci BMI w odniesieniu
do uzyskania SVR po leczeniu przeciwwirusowym dla badanych pacjentow z Wielkopolski
w poréwnaniu do wynikow badan prowadzonych na swiecie przedstawia tabela 12. W pracy
na podstawie obliczonego wskaznika BMI ustalono, iz blisko 60% chorych posiadato
nadwage — BMI >25. Zaledwie 40% badanych posiadato BMI w przedziale 18,5 — 24,99.
Jedynie jedna osoba charakteryzowata si¢ niedowaga — BMI<18,5. W analizowanej grupie
pacjentow ponad 26% os6b chorowato na nadci$nienie, ponad 12% pacjentdw na cukrzyce,

a ponad 11% chorych deklarowato podwyzszony poziom cholesterolu.
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Stwierdzono takze, ze chorzy bez otylosci (BMI < 25) maja istotnie wigkszg szans¢
(okoto 3,5-krotng) na prawidlowy poziom ALT w poréwnaniu do chorych z otylosciag (BMI

> 25).

Tabela 12
Wartos¢ BMI a wystgpienie SVR u pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C

[Charlton i wsp., 2006].

Kraj Autorzy Liczba | Srednia | Genotyp HCV (%) SVR
pacjentow | wartos¢ (%)
BMI
1 2 3
Chiny Jian i wsp. 98 24 39 45 13 58
Wiochy Camma i wsp. 291 24,8 100 - - 36
Hiszpania | Romero- 159 26,2 71 23 52
Gomez i wsp.
Anglia D’Souza i wsp. 59 26 63 - 37 56
USA Sanyal i wsp. 110 30 91 3 3 brak
danych
Polska Wysocka- 114 25,8 100 - - 15
Leszczynska

Ocena wyjsciowego poziomu wiremii dokonana wzgledem dwoch wartosci 400 000
IU/ml i 600 000 TU/ml wykazata dla obu badanych zakresow istotng zalezno$¢ pomigdzy
poziomem wiremii a obecnoscig okreslonego polimorfizmu genu IL28B. Allel rs12979860C
1 1s12980275A wystepowat istotnie rzadziej u chorych z poziomem wiremii w surowicy
<400 000 IU/ml. Genotypom genu IL28B rs12979860CC, rs8099917TT i rs12980275AA

istotnie czesciej towarzyszyl wysoki poziom wiremii HCV w surowicy >400 000 IU/ml.
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Analiza wybranych parametréw klinicznych pacjentow poddanych terapii
przeciwwirusowej, genotypu HCV oraz genotypu genu IL28B wzgledem uzyskanej
odpowiedzi na leczenie wskazata jedynie na istotny zwigzek migdzy odpowiedzig na
leczenie a wystepowaniem okreslonych polimorfizméw genu IL28B rs12979860, rs8099917
1 1s12980275. Wykazano, ze u chorych z genotypem rs12979860CC szansa na uzyskanie
odpowiedzi na leczenie byta okoto 13 razy wyzsza niz u nosicieli allelu T. Z kolei u chorych
z genotypem rs8099917TT szansa na uzyskanie SVR byla okoto 4 razy wyzsza niz u
nosicieli allelu G, a u chorych z genotypem rs12980275AA okoto 6 razy w stosunku do

nosicieli allelu G.

W niniejszym badaniu nie wykazano zwigzku pomig¢dzy odpowiedzig na leczenie a
plcig, wiekiem czy wspolwystepowaniem cukrzycy lub nadci$nienia. Dodatkowo nie
zaobserwowano zwigzku pomiedzy nalogowym paleniem papierosOw oraz spozywaniem
alkoholu na przebieg choroby i skutecznos¢ terapii. Przedstawione wyniki maja swoje
ograniczenia. Glownym z nich jest retrospektywny charakter prowadzonych badan — analiza
objeta pacjentow w wiekszosci leczonych terapia dwulekowa z interferonem i rybawiryna.
Niemniej jednak, co nalezy podkresli¢, udato si¢ przeanalizowa¢ pelne dane kliniczne
pacjentow, przebieg zakazenia HCV 1 stosowane leczenie. W przyszto$ci ciekawym bedzie
poréwnanie wplywu czynnikow zaleznych od wirusa, jak genotyp i lekooporno$¢ wywotana
pojawiajacymi si¢ mutacjami warunkujacych oporno$¢ na DAA oraz czynnikow tzw.

,pozagenetycznych” u pacjentow aktualnie leczonych nowymi terapiami p/wirusowymi.

71



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

6. Whnioski

1. Dla wszystkich trzech badanych polimorfizméw genu interleukiny 28B w
analizowanej grupie chorych istotnie czesciej obserwowano warianty niekorzystne

w odniesieniu do przebiegu choroby i odpowiedzi na zastosowane leczenie.

2. Wystepowanie homozygot w wariantach korzystnych dla wszystkich trzech
badanych polimorfizméw genu interleukiny 28B obserwowano zaledwie u 16%

pacjentow.

3. Nie wykazano istotnie czgstszego wystgpowania okre§lonego wariantu
polimorficznego genu interleukiny 28B w grupie kobiet w poréwnaniu z grupg

mezczyzn.

4. Sposrod badanych polimorfizmow genu IL28B najczesciej wystepowat wariant CT
polimorfizmu rs12979860 (64% badanych), wariant GT polimorfizmu rs8099917

(50% badanych) oraz wariant AG polimorfizmu rs12980275 (61% badanych).

5. Warianty polimorficzne genu IL28B korzystne dla przebiegu choroby i odpowiedzi
na leczenie w badanej grupie chorych obserwowano istotnie rzadziej - wariant CC
polimorfizmu rs12979860 (16% badanych) i wariant TT polimorfizmu rs8099917

(42% badanych) oraz wariant AA polimorfizmu rs12980275 (21% badanych).

6. Czestos$¢ wystepowania wariantow dla wszystkich trzech badanych polimorfizméw
genu interleukiny 28B nie byla zgodna z rozkladem oczekiwanym zgodnie z
prawem Hardy'ego-Weinberga - niemal wszyscy badani z korzystnym wariantem
polimorfizmu rs12979860 posiadali rowniez korzystny wariant polimorfizmu

rs8099917 genu IL28B.
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7. Ocena poziomu wiremii przed rozpoczgciem terapii moze stanowi¢ wartos$¢
predykcyjna dla przebiegu zakazenia - korzystnym wariantom rs12979860CC,
rs8099917TT 1 rs12980275AA genu IL28B istotnie czgsciej towarzyszyt wysoki

poziom wiremii HCV w surowicy wynoszacy powyzej 400 000 IU/ml.

8. Analiza genotypu HCV pokazala, ze najczegsciej wystepujacym byt genotyp 1b.

9. Nie wykazano zwigzku pomigdzy przebiegiem choroby i odpowiedzig na leczenie a
picig, wicekiem, wspotwystgpowaniem chordob przewlektych - cukrzycy Ilub
nadci$nienia, otylo$ci czy natlogowym paleniem papierosOw oraz spozywaniem

alkoholu.

73



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

7. Pismiennictwo

10.

11.

12.

Choroby zakazne i zatrucia w Polsce, 2018;
http://wwwold.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld/2018/index_mp.html - data wejscia
16.05.2019.

WHO Global health sector strategy on viral hepatitis 2016-2021;
http://www.who.int/hepatitis/strateqy2016-2021/ghss-hep/en/ - data wejscia
28.05.20109.

Juszczyk J. Hepatitis C: patogeneza i terapia. Termedia, 2016;10-11,63-64.

Smith DB, Mellor J, Jarvis LM, i wsp.: Variation of the hepatitis C virus 5’ non-
coding region: implications for secondary structure, virus detection and typing.
The International HCV Collaborative Study Group. 1995; J Gen Virol 76:1749-
1761.

Kowala-Piaskowska A.: Wirus zapalenia watroby typu C — budowa i replikacja

a mozliwosci terapeutyczne 1 zjawisko opornosci. Postepy Biochemii 2006;
52:399-407.

Penin F, Brass V, Appel N i wsp.: Structure and function of the membrane
anchor domain of hepatitis C virus nonstructural protein 5A. J Biol Chem 2004;
279:40835-40843.

Lindenbach BD, Rice CM.: Flaviviridae: the viruses and their replication W:
Knipe DM, Howley PM (red) Fields Virology. 2001;991-1041.

Lesburg CA, Cable MB, Ferrari E i wsp.: Crystal structure of the RNA-
dependent RNA polymerase from hepatitis C virus reveals a Fuldy encircled
active site. Nat Struct Biol 1999;6:937-943.

Martell M, Esteban JI, Quer J, i wsp.: Hepatitis C virus (HCV) circulates as a
population of different but closely related genomes: quasispecies nature of HCV
genome distribution. J Virol 1992;66:3225-3229.

Rispeter K, Lu M, Behrens SE, i wsp.: Hepatitis C virus variability: sequence
analysis of anisolate after 10 years of chronic infection. Virus Genes
2000;21:179-188.

Thrift A, EI-Serag H, Kanwal F.: Global epidemiology and burden of HCV
infection and HCV-related disease. Nat Rev 2017;14:122-132.

Flisiak R, Halota W, Tomasiewicz K, i wsp.: Forecasting the disease burden of
chronic hepatitis C virus in Poland. Eur J Gastroenterol Hepatol 2015;27:70-6.

74


http://wwwold.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld/2018/index_mp.html
http://www.who.int/hepatitis/strategy2016-2021/ghss-hep/en/

mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Zakrzewska K, Stepien M, Szmulik K, i wsp.: Wirusowe zapalenie watroby typu
C w Polsce w 2016 roku. Przegl Epidemiol 2018;72:157-167.

Baron S, Dianzani F.: The interferons: a biological system with therapeutic
potential in viral infections. Antiviral Res 1994;24 97-110.

Kotenko S, Gallagher G, Baurin VV i wsp.: IFN-lambdas mediate antiviral
protection through a distinct class 11 cytokine receptor complex. 2003;4:69-77.

Clark PJ, Thompson AJ, McHutchison JG.: IL28B genomic-based treatment
paradigms for patients with chronic hepatitis C infection: the future of
personalized HCV therapies. Am J Gastroenterol 2011;106:38-45.

Dongliang Ge, Jacques Fellay, Alexander J Thompson I wsp.: Genetic variation
in IL28B predicts hepatitis C treatment-induced viral clearance. Nature 2009;
399-401.

Thompson AJ, Muir AJ, Sulkowski MS i wsp.: Interleukin-28B polymorphism
improves viral kinetics and is the strongest pretreatment predictor of sustained
virologic response in genotype 1 hepatitis C virus. Gastroenterology 2010;139:
120-129.

Aparicio E, Parera M, Franco S iwsp.: IL28B SNP rs8099917 is strongly
associated with pegylated interferon-a and ribavirin therapy treatment failure in
HCV/HIV-1 coinfected patients. PLoS One. 2010;29;e13771.

Fried M.W., D.R. Nelson i wsp.: Improved outcomes in patients with hepatitis C
with difficult-to-treat characteristics: randomized study of higher doses of
peginterferon alpha-2a and ribavirin. Hepatology, 2008,48,1033-1043.

Maekawa S., Enomoto N.: Viral factors influencing the response to the
combination therapy of peginterferon plus ribavirin in chronic hepatitis C. J.
Gastroenterol., 2009;44:1009-1015.

Halfon P., Locarnini S.: Hepatitis C virus resistance to protease inhibitors. J.
Hepatol., 2011;55:192-206.

Badri P, Dutta S, Coakley E.: Pharmacokinetics and dose recommendations for
cyclosporine and tacrolimus when coadministered with ABT-450, ombitasvir,
and dasabuvir. Am J Transplant 2015;15:1313-22.

Thomas D.L.: Predicting the response to the treatment of hepatitis C virus
infection. Clin. Liv. Dis., 2012;1:46-48.

75



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Chmielewska A, Rychtowska M, Krol E, i wsp.: Wirusowe zapalenie watroby
typu C — nowe metody leczenia i zapobiegania. Postepy Hig Med Dosw, 2015;
69:946-963.

Micallef JM, Kaldor JM, Dore GJ.: Spontaneous viral clearance following acute
hepatitis C infection: a systematic review of longitudinal studies. J Viral Hepat.
2006;13:34-41.

Thomas DL, Seeff LB.: Natural history of hepatitis C. Clin Liver Dis 2005;9:383
—398.

Osna AN, Ganesan M, Kharbanda KK.: Hepatitis C, Innate Immunity and
Alcohol: Friends or Foes? Biomolecules 2015;5:76-94.

Charlton MR, Pockros PJ, Harrison SA.: Impact of obesity on treatment of
chronic hepatitis C. Hepatology 2006;43:1177-86.

Zimmermann T, Hueppe D, Mauss S, i wsp.: Effects of smoking on Pegylated
Interferon Alpha 2a and First-Generation Protease Inhibitor-based Antiviral
Therapy In Naive Patients Infected with Hepatitis C Virus Genotype 1. J
Gastrointestin Liver Dis. 2016;25:15-24.

Wosek P, Gozdowska J, Durlik M.: Analiza zmian w schematach leczenia

przewlektego zapalenia watroby na tle zakazenia HCV na przestrzeni lat. Forum
Nefrol 2016;9:178-188.

Weiland O.: Interferon therapy in chronic hepatitis C virus infection. FEMS
Microbiol Rev 1994;14:279-288.

Janczewska E.: Postepy w leczeniu zakazenia HCV. Postepy Nauk Medycznych
2017;5:264-268.

Schiffman M, Salvatore J, Hubbard S i wsp.: Treatment of chronic hepatitis C
virus genotype 1 with peginterferon, ribavirin, and epoetin aplha. Hepathology
2007;46:371-379.

Reddy KR, Wright TL, Pockros PJ i wsp.: Efficacy and safety of pegylated (40-
kd) interferon alpha-2a compared with interferon alpha-2a in noncirrhotic
patients with chronic hepatitis C. Hepatology 2001;33:433-438.

Hadziyannis SJ, Sette H Jr, Morgan TR, i wsp.; PEGASYS International Study
Group: Peginterferon-alpha2a and ribavirin combination therapy in chronic

hepatitis C: a randomized study of treatment duration and ribavirin dose. Ann
Intern Med 2004;140:346-355.

76



mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Burney T, Dusheiko G.: Overview of the PROVE studies evaluating the use of
telaprevir in chronic hepatitis C genotype 1 patients. Expert Rev Anti Infect Ther
2011;9:151-160.

Jacobson I, McHutchison J, Dusheiko D i wsp.: Telaprevir for Previously
Untreated Chronic Hepatitis C Virus Infection. N Engl J Med 2011;364:2405-
2416.

Wawrzynowicz — Syczewska M.: Doustne bezposrednio dziatajace leki

przeciwwirusowe w leczeniu przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu
C. Gastroenterologia Kliniczna 2015;7:117-123.

Halota W, Flisiak R, Juszczyk J i wsp.: Rekomendacje Polskiej Grupy Ekspertow
HCYV dotyczace leczenia wirusowych zapalen watroby typu C w roku 2019.
Zakazenia XXI wieku. 2019;2:61-69.

Gheorghe L.: Alpha fetoprotein — a useful for follow-up of interferon-free treated
cirrhotic patients with de novo hepatocellular carcinoma after SVR. EASL HCC
Summit, Geneva, 2-5 February 2017.

Castano A.: Alpha fetoprotein (AFP) levels before and after sustained virological
response with direct-acting antivirals (DAAS) in patients with liver cirrhosis due
to hepatitis C virus (HCV). EASL HCC Summit, Geneva, 2-5 February 2017.

Parczewski M.: Opornos¢ na bezposrednio dziatajace leki anty-HCV -
podsumowanie biezacego stanu wiedzy. Forum zakazen 2017;8:291-298.

Ji Won Han, Pil Soo Sung, Kyung Hwan Kim i wsp.: Dynamic Changes in Ex
Vivo T-Cell Function After Viral Clearance in Chronic HCV Infection. The
Journal of Infectious Diseases 2019;220:1290-1301.

Smits M, Zoldan K, Ishaque N i wsp.: Follicular T helper cells shape the HCV-
specific CD4" T cell repertoire after virus elimination. The Journal of Clinical
Investigation. 2020;130:998-10009.

Eui-Cheol Shin, Pil Soo Sung, Su-Hyung Park.: Immune responses and immuno-
pathology in acute and chronic viral hepatitis. Nature Reviews Immunology
2016;16:509-523.

Ji Won Han, Pil Soo Sung, Seon-Hui Hong i wsp.: IFNL3-adjuvanted HCV DNA
vaccine reduces regulatory T-cell frequency and increases virus-specific T-cell
responses. Journal of hepatology. 2020. https://doi.org./10.1016/j.jhep. 2020.02. -
data wejscia 13.03.2020

Matkowski P., czerwiec 2018. 80% 0s6b nie wie o zakazeniu HCV.
https://newsrm.tv/80-0sob-nie-wie-o0-zakazeniu-hcv/ - data wejscia 17.04.2019

77


https://doi.org./10.1016/j.jhep.%202020.02
https://newsrm.tv/80-osob-nie-wie-o-zakazeniu-hcv/

mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

49.

50.

o1.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

Pyziak — Kowalska M.: Badanie czg¢stosci wystgpowania HCV wsrod pacjentow
zglaszajacych si¢ do Izby Przyje¢ i Poradni Wojewodzkiego Szpitala Zakaznego
w Warszawie. Forum Zakazen 2017;8:175-179.

Wedemeyer H, Dore GJ, Ward JW.: Estimates on HCV disease burden
worldwide — filling the gaps. J Viral Hepatitis 2015;22(Suppl 1):1-5.

Halota W, Flisiak R, Juszczyk J, i wsp.: Rekomendacje Polskiej Grupy

Ekspertow HCV dotyczace leczenia wirusowych zapalen watroby typu C w roku
2018. Hepatologia 2018;18:1-9.

Qiao K, Trieu C, Huo Z, Du Y, Hou W.: Distribution of IL28B rs12979860 and
rs8099917 Genotypes in Patients with Chronic Hepatitis C Virus Infection in
Tianjin, China. Clinical Laboratory 2018;64:543-550.

Siddapuram Sivaprasad, Padaki Nagaraja Rao, Rajesh Gupta, i wsp.: The
Distribution of Genotype and Allelic Frequency of IL28B Gene Polymorphism in
Andhra Pradesh, India. Journal of Clinical and Experimental Hepatology. 2012;2:
112-115.

L. Sticchi, A. Di Biago, E. Rappazzo i wsp.: Rs12979860 and rs8099917 single
nucleotide polymorphisms of interleukin-28B gene: simultaneous genotyping in
Caucasian patients infected with hepatitis C virus. Journal of Preventive
Medicine and Hygiene. 2013;54:83-86.

Falleti E, Bitetto D, Fabris C.: Role of interleukin 28B rs12979860 C/T
polymorphism on the histological outcome of chronic hepatitis C: relationship
with gender and viral genotype. J Clin Immunol. 2011;31:891-899.

Chun-HanCheng, Ching-ChungLin, Huan-LinChen.: High frequencies of a
favorable IL-28B rs8099917 polymorphism and the clinical implications in
patients with HCV in one multiracial area of Taiwan. The Kaohsiung Journal of
Medical Sciences 2017;33:510-515.

Echeverria N, Chiodi D, Lopez P, i wsp.: IL28B gene polymorphism
rs12979860, but not rs8099917, contributes to the occurrence of chronic HCV
infection in Uruguayan patients. Virology Journal. 2018;15:40.

HaozZheng, ManL.i, BingChi i wsp.: I1L28B rs12980275 variant as a predictor of
sustained virologic response to pegylated-interferon and ribavirin in chronic
hepatitis C patients: A systematic review and meta-analysis. Clinics and Research
in Hepatology and Gastroenterology; 2015;39,576-583.

Wysocka-Leszczynska J, Katuzna E, Swiatek B i wsp.: Distribution of
polymorphisms rs12979860, rs8099917 and rs12980275 IL28B in patients with

78


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Falleti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21647799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fabris%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21647799
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1607551X17301456#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/1607551X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/1607551X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22107401
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22107401

mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

chronic hepatitis C. Advances in Clinical and Experimental
Medicine. 2017;26:1257-1261.

Jacobson 1.M., Marcellin P., Zeuzem i wsp.: Refinement of stopping rules during
treatment of hepatitis C genotype 1 infection with boceprevir and
peginterferon/ribavirin. Hepatology,2012;56:567-575.

Pawlotsky J.M.: Treatment of hepatitis C: how will we use viral kinetics,
response-guided therapy? Curr. Gastroenterol. Rep., 2013;15:309.

Simmonds P.: Genetic diversity and evolution of hepatitis C virus—15 years on.
J Gen Virol 2004, 85:3173-3188.

Tomasiewicz K.: Epidemiologia zakazen HCV w Polsce. Doniesienie prasowe,
http://www.korektorzdrowia.pl/wp-content/uploads/2.-krzysztof-tomasiewicz.pdf
- data wejscia 19.03.2020.

Osna A. N, Ganesan M, Kharbanda K. K.: Hepatitis C, Innate Immunity and
Alcohol: Friends Or Foes? Biomolecules 2015;5,76-94.

Plumlee C R, Lazaro C A, Fausto N, i wsp.: Effect of etanol on innate antiviral
pathways and HCV replication in human liver cells. Virology Journal, 2005;2;89.
d0i:10.1186/1743-422X-2-89.

Zani C, Donato F, Chiesa M, i wsp.: Alcohol and coffee drinking and smoking
habit among subjects with HCV infection. Dig Liver Dis.2009;41:599-604.

Zimmermann T., Hueppe D, Mauss S, i wsp.: Effects of smoking on Pegylated
Interferon Ralpha 2a and First-Generation Protease Inhibitor-based Antiviral
Therapy In Naive Patients Infected with Hepatitis C Virus Genotype 1. J
Gastrointestin Liver Dis. 2016;25:15-24.

79


http://www.korektorzdrowia.pl/wp-content/uploads/2.-krzysztof-tomasiewicz.pdf

mgr inz. Joanna Wysocka-Leszczynska

,, Polimorfizm rs 12979860, rs8099917 i rs12980275 genu interleukiny 28B u pacjentow
Z przewlektym zapaleniem watroby typu C — zwigzek z obrazem klinicznym zakazenia”

8. Streszczenie

Rodzaj leczenia i jego skuteczno$¢ warunkowane okreslonym ,,genotypem” chorego
to aktualny trend wspolczesnej medycyny. Zainteresowanie tym zagadnieniem dotyczy
takze 0sOb zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C. Prowadzono badania w Kierunku
znalezienia czynnikow predykcyjnych jeszcze przed rozpoczeciem leczenia, ktore wskaza
najwyzsza mozliwos¢ eliminacji HCV. Jednym z najwazniejszych odkry¢ byta identyfikacja
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu genu kodujgcego interferon lambda 3 (INFL3) -
interleuking 28B (IL-28B). Badania wskazaty, iz okreslony genotyp genu kodujacego
interleuking 28B wplywa bezposrednio na przebieg choroby 1 odpowiedzZ na leczenie u 0sob
zakazonych wirusem HCV. Polimorfizmy IL28B to najsilniejszy, lecz nie jedyny czynnik
pozwalajacy prognozowac przebieg zakazenia i skuteczno$¢ prowadzonego leczenia. Do
grupy pozostalych czynnikéw zalicza si¢ pte¢ 1 wiek pacjenta, wspotwystepowanie innych
chorob, stan funkcji watroby, naduzywanie alkoholu 1 nalogowe palenie tytoniu.

Stad w pracy postawiono za cel okreslenie wystgpowania wariantow trzech
polimorfizméw rs12979860, rs8099917 i rs12980275 genu IL28B w grupic pacjentow z
przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C. Przeanalizowano zwigzek
wystepowania okreslonego wariantu polimorfizmu genu IL28B z obrazem klinicznym
zakazenia, genotypem wirusa 1 jego kinetyka. Analizie poddano takze wystgpowanie
okreslonych czynnikow metabolicznych, wspotistnienia chordb przewlektych, konsumpcji
alkoholu 1 palenia tytoniu i ich wplywu na przebieg procesu leczenia u pacjentow z
przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C.

Grupe badang stanowito 611 0sob (332 mezczyzn i 279 kobiet) w wieku 20 — 74 lat,
bedacych pacjentami Poradni Chorob Zakaznych Wielospecjalistycznego Szpitala

Miejskiego im. J. Strusia w Poznaniu w latach 2014 - 2017. Kryterium doboru do grupy
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badanej stanowilo potwierdzenie obecnosci HCV-RNA - materialu genetycznego wirusa C
zapalenia watroby w surowicy krwi pacjentéw. Analizowane dane obejmowaty: pte¢, wiek
badanych, rodzaj stosowanego leczenia, odpowiedz na leczenie, poziom aminotransferazy
alaninowej - ALT, genotyp wirusa i wielko$¢ wiremii HCV oraz rodzaj polimorfizméw genu
interleukiny 28B. Za kryterium odpowiedzi na zastosowane leczenie przyjeto uzyskanie
przez pacjentow trwalej odpowiedzi wirusologicznej (SVR), co bylo rownoznaczne z
brakiem obecnosci HCV RNA po 24 tygodniach terapii. Dodatkowo przeprowadzono
badanie ankietowe u 222 os6b grupy badanej, dla ktérych uzyskano pelne dane kliniczne -
co stanowilo 36,3%. Ankieta zawierala pytania dotyczace zagadnien obejmujacych
wystepowanie u ankietowanych chorob wspoétistniejacych, nawykéw zwigzanych z
paleniem papierosow czy spozyciem alkoholu oraz informacje o przyjmowanych lekach, jak
roOwniez pytania dotyczace masy ciata 1 wzrostu. Odsetek zwrotu ankiet wynidst 51,58%
(114 ankiet).

Rozktad pici w catej badanej grupie byt zblizony, a stosunek kobiet do mezczyzn
wynosit 1:1,19. Mediana wieku chorych catej grupy wyniosta 42 lata, w tym 37 lat dla kobiet
144 lata dla m¢zczyzn. Poréwnanie czestosci zachorowan w poszczeg6Inych przedziatach
wiekowych pomiedzy kobietami 1 mezczyznami wykazalo, ze najczgsciej chorowali
mezezyzni modsi (< 39 lat), cho¢ rdznica ta nie byla istotna.

W catej grupie badanych przeanalizowano wystepowanie trzech polimorfizmow
genu interleukiny 28B - rs12979860, rs8099917 i rs12980275. Przewazajacym genotypem
polimorfizmu rs12979860 IL28B u badanych osob byt wariant CT (64% badanych). Analiza
drugiego z badanych polimorfizmoéw — rs8099917 genu IL28B wykazata, iz dominujacym
w badanej grupie genotypem byt wariant GT (50% badanych). W przypadku trzeciego z
badanych polimorfizmow rs12980275, najczesciej wystgpowat wariant AG  (61%

badanych). Warianty polimorficzne genu IL28B korzystne dla przebiegu choroby i
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odpowiedzi na leczenie w badanej grupie chorych obserwowano istotnie rzadziej - wariant
CC polimorfizmu rs12979860 (16% badanych), wariant TT polimorfizmu rs8099917 (42%
badanych) oraz wariant AA polimorfizmu rs12980275 (21% badanych).

Obecnos¢ co najmniej dwoch polimorfizméw genu interleukiny 28B w korzystnych
wariantach (CC, TT, AA) stwierdzono u 37% pacjentow, w tym u 99 kobiet 1 125 mgzczyzn.
Wystepowanie homozygot w wariantach korzystnych dla wszystkich trzech badanych
polimorfizméw genu interleukiny 28B odnotowano u 16% pacjentow, w tym u 47 kobiet |
49 mezczyzn. Stwierdzono, ze dystrybucja genotypoéw dla wszystkich trzech badanych
polimorfizmoéw genu interleukiny 28B nie byla zgodna z rozktadem oczekiwanym zgodnie
z prawem Hardy'ego-Weinberga (p <0,05). Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu
wykazaty, iz niemal wszyscy badani pacjenci z korzystnym polimorfizmem rs12979860
maja rowniez korzystny wariant polimorfizmu rs8099917 genu IL28B. Dla wszystkich
trzech badanych polimorfizmoéw genu interleukiny 28B w analizowanej grupie chorych
istotnie czeSciej obserwowano warianty niekorzystne w odniesieniu do przebiegu choroby i
odpowiedzi na zastosowane leczenie. Nie wykazano istotnie czgstszego wystepowania
okreslonego wariantu polimorficznego genu interleukiny 28B w grupie kobiet w porownaniu
z grupg mezczyzn. Pordwnujac czgsto$¢ wystepowania poszezegdlnych alleli dla wszystkich
trzech polimorfizméw genu interleukiny 28B wykazano, ze najczg¢$ciej wystepowat allel T
rs809917, najrzadziej natomiast allel G rs809917. Najczgsciej wystepujacym haplotypem
genu interleukiny 28B byt haplotyp CTA - stwierdzono go w 47% przypadkow, najrzadzie]
za$, bo zaledwie w 1% przypadkow wystepowat haplotyp CTG.

Grupge 220 pacjentow poddanych badaniu ankietowemu 1 leczonych
przeciwwirusowo stanowito 89 kobiet 1 133 mezczyzn w wieku od 20 do 74 lat, z mediang
wieku wynoszaca odpowiednio 41 lat dla kobiet i 44 lata dla mezczyzn. Sredni poziom

wiremii przed rozpoczeciem leczenia miescil si¢ w granicach 2,13x103 — 12,36x10° lU/ml
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dla kobiet i 4,22x10"3 — 9,64x10° IU/ml dla mezczyzn. Analiza genotypu HCV w grupie
222 chorych pokazala, Zze najczgsciej wystepujacym genotypem byt genotyp 1b (u 75%
chorych). Pozostale genotypy wirusa wykrywano zdecydowanie rzadziej: genotyp la u 7%,
genotyp 3a u 1% osob oraz sporadycznie genotyp 2a, 4 i 6. Wystgpowanie mieszanych
genotypoéw la+1b stwierdzono u 3% osob. Sposrod wszystkich 222 ankietowanych oséb,
27% uzyskalo odpowiedz na zakonczenie terapii (48 tydzien, EOT- ang. End of Treatment
Response). Sposrod nich tylko 10% pacjentéw uzyskato trwalg odpowiedz wirusologiczng
(SVR- ang. Sustained Viral Response). Pozostale 90% osob ankietowanych to pacjenci,
ktorzy nie uzyskali trwatej eliminacji HCV RNA. W grupie chorych ankietowanych na
podstawie obliczonego wskaznika BMI ustalono, iz 60% o0sob posiadato nadwage — BMI
>25, 40% pacjentow posiadalo BMI w przedziale 18,5 — 24,99, a jedna osoba
charakteryzowala si¢ niedowaga — BMI<18,5. W analizowanej grupie 26% 0s6b chorowalo
na nadci$nienie, 12% pacjentéw na cukrzyce, a 11% chorych deklarowalo podwyzszony
poziom cholesterolu. Z calej grupy ankietowanych 32% odpowiedziato, ze pali okazjonalnie,
a 22% osob bylo nalogowymi palaczami. Blisko 3% spozywato alkohol kilka razy w
tygodniu, po 11% pacjentow raz lub kilka razy w miesigcu, 44% osOb rzadziej niz raz w
miesigcu, za$ 31% chorych deklarowato, iz nie spozywa alkoholu wcale. W grupie chorych
ankietowych zaobserwowano dodatkowo zalezno$¢ pomiedzy poziomem wiremii HCV a
wystgpieniem okreslonego polimorfizmu genu IL28B. Allel rs12979860C i rs12980275A
wystepowal istotnie rzadziej u chorych z poziomem wiremii w surowicy <400 000 1U/ml.
Korzystnym wariantom rs12979860CC, rs8099917TT irs12980275AA genu IL28B istotnie
czegsciej towarzyszyt wysoki poziom wiremiit HCV w surowicy wynoszacy powyzej 400 000
IU/ml. Analiza wybranych parametréw klinicznych pacjentéw ankietowych poddanych
terapii przeciwwirusowej, genotypu HCV oraz genotypu genu IL28B wzgledem uzyskanej

odpowiedzi na leczenie wskazata jedynie na istotny zwigzek migdzy odpowiedzia na
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leczenie, a wystgpowaniem okreslonych polimorfizméw genu IL28B 1512979860,
rs8099917 1 rs12980275. Wykazano, ze u chorych z genotypem rs12979860CC szansa na
uzyskanie odpowiedzi na leczenie byta okolo 13 razy wyzsza niz u nosicieli allelu T. Z kolei
u chorych z genotypem rs8099917TT szansa na uzyskanie SVR byla okoto 4 razy wyzsza
niz u nosicieli allelu G, a u chorych z genotypem rs12980275AA okoto 6 razy w stosunku
do nosicieli allelu G. W niniejszym badaniu nie wykazano zwigzku pomiedzy odpowiedzig
na leczenie a plcig, wiekiem czy wspotwystepowaniem chorob przewlektych cukrzycy lub
nadci$nienia 1 otylosci. Dodatkowo nie zaobserwowano zwigzku pomiedzy natogowym

paleniem papieros6w oraz spozywaniem alkoholu na przebieg choroby i skuteczno$¢ terapii.
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9. Abstract

Treatment type and its efficiency determined by the specific patient ‘genotype’ is a
current trend of the modern medical science. The interest in this issue also concerns persons
with hepatitis type C virus. Tests have been conducted aiming at finding the predictors before
commencing the treatment, which would indicate the greatest possibility of eliminating
HCV. One of the most important discoveries was identifying polymorphisms of a single
nucleotide of the gene encoding interferon lambda 3 (INFL3)-interleukin 28B (IL-28B).
Research demonstrated that the given genotype of the interleukin 28B encoding gene has a
direct impact on the course of the disease and response in persons with HCV. IL28B
polymorphisms constitute the strongest, yet not the only factor enabling the prognosis of the
course of infection and efficacy of the conducted therapy. The group of other factors include
sex and age of the patient, coincidence of other diseases, liver function status, alcohol
overuse and heavy tobacco smoking.

The purpose of the study was to determine the occurrence of variants of three
rs12979860, rs8099917 and rs12980275 polymorphisms of the IL28B gene in the group of
patients with chronic type C hepatitis. The relationship between the occurrence of the given
IL28B gene polymorphism variant with the clinical picture of the infection, virus genotype
and its kinetics. The analysis included occurrence of selected metabolic factors, coincidence
of chronic diseases, alcohol consumption and tobacco smoking ad their impact on the course
of the treatment process in patients with chronic type C hepatitis.

The study group comprised of 611 persons (332 men and 279 women) aged 2074,
patients of the J. Stru$ Clinic of Infectious Diseases of the Multidisciplinary City Hospital
in Poznan in the period 2014-2017. The selection criterion for the study group consisted in

confirming the presence of HCV-RNA, genetic material for the hepatitis C virus, in the blood
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serum of the patients. The analyzed data included: sex, age of the patients, type of treatment
used, response to treatment, level of alanine aminotransferase-ALT, viral genotype and the
HCV viremia level and type of the interleukin 28B gene polymorphisms. The criterion of
response to the administered therapy was assumed as patients obtaining sustained viral
response (SVR), which was equivalent to the absence of HCV RNA after 24 weeks of
therapy. In addition, an interview survey was conducted among 222 persons of the study
group, for whom complete clinical data were obtained-which constituted 36.3%. The survey
contained questions concerning issues on the occurrence of coincident diseases, habits
associated with cigarette smoking or alcohol consumption as well as information on the
drugs taken, as well as information on body weight and height. Return percentage for the
questionnaires was 51.58% (114 questionnaires).

The sex distribution in the whole study group was similar, and the women to men
ratio was 1:1.19. The age median for the whole group was 42, including 37 years for women
and 44 years for men. Comparison of the incidence in individual age groups between women
and men demonstrated that the highest incidence was found for younger men (< 39 years),
yet the difference was insignificant.

The presence of three interleukin 28B gene polymorphisms-rs12979860, rs8099917
and rs12980275 were analyzed in the entire subject group. The predominant genotype of
polymorphism rs12979860 IL28B in the examined people was the CT variant (64% of the
examined). Analysis of the second of the investigated polymorphisms-rs8099917 1L28B
revealed that the GT genotype was predominant in the examined group (50% of the
examined). In the case of the third of the tested polymorphisms-rs12980275, the AG variant
was most common (61% of the examined individuals). The polymorphic variants of the
IL28B gene favorable for the course of the disease and response to treatment in the examined

group of patients were observed significantly less frequently-CC variant of the rs12979860
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polymorphism (16% of the examined), TT variant of the rs8099917 polymorphism (42% of
the examined) and AA of the rs12980275 polymorphism (21% of the examined individuals).

Presence of at least two polymorphisms of the interleukin 28B gene in favorable
variants (CC, TT, AA) were found in 37% patients, including 99 women and 125 men. The
presence of homozygotes in the favorable variants for all three tested interleukin 28B gene
polymorphisms were recorded for 16% of patients, including 47 women and 49 men. It was
determined that distribution for all three investigated interleukin 28B gene polymorphisms
was not compliant with the distribution expected in line with the Hardy-Weinberg principle
(p < 0.05). Results obtained in the present study demonstrated that almost all patients with
favorable rs12979860 polymorphism also possess positive variant of the rs8099917 1L28B
polymorphism. For all three interleukin 28B gene polymorphisms in the analyzed group of
patients, unfavorable variants with regards to the course of the disease and response to the
administered treatment were observed significantly more frequently. No significantly more
frequent occurrence of the polymorphic interleukin 28B gene could be discerned for the
female group as compared with the male group. A comparison of the incidence rate of
individual alleles for all three interleukin 28B gene polymorphisms demonstrated that the T
allele rs809917 was most common, whereas G allele rs809917 was the least common. The
most common interleukin 28B gene haplotype was CTA-it was found in 47% of cases,
whereas the least common haplotype, found in only 1% of cases was CTG.

The group of 220 patients subject to the interview survey and treated against virus
comprised of 89 women and 133 men aged 20 to 74, with age median of 41 years for women
and 44 years for men, respectively. The mean viremia level prior to the treatment raged
between 2.13x10%-12.36x10° IU/ml for women and 4.22x10%-9.64x10° IU/ml for men. The
HCV genotype analysis within the group of 222 patients demonstrated that 1b was the most

common genotype (found in 75% patients). The remaining viral genotypes were detected
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considerably less frequently: 1a genotype in 7%, 3a in 1% of the patients and genotypes 2a,
4 and 6-sporadically. Occurrence of mixed genotypes la+lb was determined in 3% of
patients. Among all the 222 surveyed individuals, 27% obtained End of Treatment Response
(48 week, EQOT). Of them, only 10% patients obtained Sustained Viral Response (SVR). The
remaining 90% surveyed patients are those who did not obtain sustained HCV RNA
elimination. It was established based on the calculated BMI that 60% of the surveyed patients
had overweight-BMI >25, 40% had BMI in the range 18.5-24.99, and one person was
characterized by underweight-BMI<18.5. In the analyzed group, 26% patients had
hypertension, 12% diabetes, and 11% declared elevated cholesterol levels. Of the whole
surveyed group 32% patients stated occasional smoking, while 22% were heavy smokers.
Close to 3% consumed alcohol several times a week 11% once or several times per month,
44% less than once a month, and 31% of the patients stated no alcohol consumption at all.
In addition, in the group of surveyed patients, a relationship between HCV viremia and the
occurrence of the given IL28B gene polymorphism was observed. The rs12979860C and
rs12980275A alleles were significantly less common in patients with the <400,000 1U/ml
serum viremia level. Favorable rs12979860CC, rs8099917TT and rs12980275AA variants
of the IL28B gene were significantly more commonly accompanied by a high level of HCV
viremia in the serum, at above 400,000 IU/ml. Analysis of the selected clinical parameters
in the surveyed patients subject to antiviral therapy, HCV genotype and IL28B genotype
with regards to the obtained response to treatment only demonstrated a significant
relationship between treatment response and occurrence of specific IL28B gene
polymorphisms rs12979860, rs8099917 and rs12980275. We demonstrated that in patients
with the rs12979860CC genotype the likelihood for obtaining treatment response was
approximately 13 times higher than for T allele carriers. In turn, in patients with

rs8099917TT genotype, the likelihood for SVR was about 4 times higher than for G allele
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carriers, whereas in patients with rs12980275AA genotype it was approximately 6-fold
higher than for G allele carriers. The present study did not reveal a relationship between
treatment response and sex, age or coincidence of chronic diseases, diabetes, hypertension
or obesity. Furthermore, no relationship was observed between heavy cigarette smoking and

alcohol consumption on the course of the disease and efficiency of therapy.
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