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Problemy zakazen
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STRESZCZENIE

HCYV jest odpowiedzialny za rozwoj przewlektego
zapalenia watroby typu C, marskosci watroby oraz raka
watrobowokomoérkowego. W Polsce dominuje geno-
typ 1, a w nastgpnej kolejnosci wystepuja zakazenia
genotypami 3 i 4. Badania wykazaty, ze zmiany SNP
rs12979860 ludzkiego chromosomu 19 wptywaja na
mozliwo$¢ eliminacji zakazenia zarowno spontanicznie,
jak tez pod wptywem terapii przeciwwirusowe;j.

CELEM PRACY. byta ocena czestosci zakazenia
poszczegdlnymi genotypami HCV w wojewodztwie
podlaskim w okresie od 2002 do 2011 roku oraz okre-
Slenie czestosci wystgpowania poszczegolnych genow
zwigzanych z polimorfizmem miejsca rs12979860
wsrod kwalifikowanych i leczonych chorych.

BADANIA I METODY. Ocen¢ genotypow prze-
prowadzono u 923 0sob zakazonych HCV, a okreslenie
genow SNP rs12979860 wykonano u 126 chorych (97,
zakazonych genotypem 1, 17 - genotypem 3 i 12 - ge-
notypem 4). Zakazenie HCV stwierdzono na podstawie
wykrycia w surowicy krwi HCV-RNA i jego genotypu
metoda RT- nested - PCR (Syngen Biotech, USA).
Polimorfizm rs12979860 wykrywano metoda sekwen-
cjonowania, przy uzyciu metody PCR. Ostateczng ocen¢
okreslano korzystajac z aparatury 3500 Genetic Analy-
zer (Applied Biosystems, Foster City, USA).

WYNIKI. Zakazenie HCV obserwowano czesciej
wsrod mezezyzn (60%). Genotyp 1 stwierdzono u 66%
chorych, genotyp 3 u 27%, a genotyp 4 u 7% chorych.
W czasie 10 lat stwierdzono powolny wzrost odsetka
chorych zakazonych genotypem 4 HCV. Wsrod zaka-
zonych genotypem 1 HCV oczekujacych na leczenie
przeciwwirusowe i chorych po zakonczonej terapii
wystepowanie genotypu C/C stwierdzano u 21%, C/T
u 59%, a T/T u 20% badanych.

WNIOSKI. Najczesciej w Polsce pdinocno —
wschodniej wystepuje genotyp 1 HCV. Obserwuje si¢
powolny wzrost zakazen genotypem 4. U 79% chorych

ABSTRACT

HCV is responsible for the development of chronic
hepatitis C, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The
Polish population is mainly dominated by genotype 1
infections, genotypes 3 and 4 are less common. Studies
have shown that changes in SNP rs12979860 of human
chromosome 19 affect their ability to eliminate infection
both spontaneously and during the antiviral therapy.

THE AIM OF THIS STUDY was to evaluate the
frequency of different HCV genotype infections in the
Podlasie region during the period from 2002 to 2011 and
to determine the frequency of particular genes associ-
ated with rs12979860 polymorphism amongst patients
both eligible for treatment and currently undergoing
the treatment.

METHODS. Research and evaluation of the
genotypes was performed in 923 cases of HCV and
in 126 cases genes rs 12.97986 were identified (97
patients infected with genotype 1, 17 - genotype 3 and
12 - genotype 4). HCV infection was confirmed by the
detection of HCV-RNA and it’s genotype in serum with
RT-nested - PCR (Syngen Biotech, USA). Rs12979860
polymorphism was detected by sequencing, using PCR.
The final scores were determined using 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA).

RESULTS. HCV infection was more frequent
among men (60%). Genotype 1 was found in 66% of
patients, genotype 3 in 27% and genotype 4 in 7% of pa-
tients. During period of 10 years slow increase of geno-
type 4 HCV infection prevalence was observed. Among
patients infected with genotype 1 HCV waiting for the
treatment and those who already completed antiviral
therapy the presence of genotype C/C was found in
21%, C/T in 59% and T/T in 20%.

CONCLUSIONS. The most common in Northeast-
ern Poland is genotype 1 of HCV. There has been a slow
increase of infections with genotype 4. In 79% of pa-
tients infected with genotype 1 of HCV genotypes C/T
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zakazonych genotypem 1 HCV stwierdza si¢ genotyp
C/T lub T/T bedace niekorzystnym czynnikiem progno-
stycznym terapii.

Stowa kluczowe. genotypy HCV, zmiennos¢ genetyczna
1L-28B

WSTEP

HCV jest wirusem odpowiedzialnym za rozwoj
przewlektego zapalenia watroby typu C, marskos$ci
watroby oraz raka watrobowokomorkowego. Sposrod
6 znanych genotypoéw wirusa, w Europie i Ameryce
Potocnej dominuje genotyp 1, a w nastgpne;j kolejno-
$ci wystepuja zakazenia genotypami 2 i 3. Zakazenia
genotypem 4 dotycza najczesciej chorych z Afryki
Potocnej i Bliskiego Wschodu, jednak coraz cz¢$ciej,
zakazenie tym genotypem jest rozpoznawane rowniez
w Europie (1, 2).

Standardem w leczeniu przewlekle zakazonych
HCV jest terapia interferonem pegylowanym alfa w sko-
jarzeniu z rybawiryng. W 2011 roku zarejestrowane
zostaty rowniez dwa leki o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym (DAA — Direct Acting Antivirals),
inhibitory proteazy: Telaprewir (TVR) 1 Boceprewir
(BOC). Moga by¢ one dotaczane do terapii interferonem
irybawiryng u zakazonych genotypem 1 HCV, u ktorych
powoduja znaczaca poprawe skutecznosci leczenia.
Jednak nawet taka terapia trojlekowa nie zawsze jest
skuteczna. Wyniki wieloosrodkowych badan klinicz-
nych wskazuja na bardzo wysoka, jednak nie 100%
skutecznos¢ nowych lekéw przeciwwirusowych. Ob-
serwacje te potwierdzajg istnienie czynnikow zaleznych
od pacjenta i wptywajacych na efektywnos¢ terapii.
Najlepszymi predyktorami skutecznosci leczenia jest
uzyskanie odpowiedzi wirusologicznej w 4 tygodniu
(RVR), lub w 12 tygodniu (EVR) leczenia. Ostatecznym
wskaznikiem rownowaznym wyleczeniu jest uzyskanie
przetrwatej odpowiedzi wirusologicznej ocenianej w 6
miesi¢cy po zakonczeniu terapii (SVR). Badania nad
czynnikami warunkujacymi odpowiedz na leczenie,
ktore moga by¢ okreslone jeszcze przed rozpoczgciem
terapii stanowig bardzo zachgcajace wyzwanie. Jednym
z takich niedawno opisanych wskaznikow skuteczno-
$ci terapii jest polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(SNP) w promotorze genu [L-28B (rs12979860) zmapo-
wanym na chromosomie 19. Stwierdzono wystepowanie
zaleznosci pomiedzy wystepowaniem genotypow C/C,
C/T lub T/T, oraz prawdopodobienstwem spontanicznej
eliminacji zakazenia, a takze uzyskaniem odpowiedzi
na leczenie przeciwwirusowe.

Celem pracy byla ocena czgstosci wystepowania
genotypow HCV w wojewddztwie Podlaskim i ewentu-
alna jej zmienno$¢ w okresie od 2002 roku do 2011 roku.

or T/T have been found which is an adverse prognostic
factor of the treatment.

Key words: HCV genotype, genetic variation in IL28B

Ponadto okres§lono czesto$¢ wystepowania genotypow
polimorfizmu rs12979860 wsrod chorych kwalifikowa-
nych do leczenia w latach 2011-2012.

MATERIALY I METODY

HCV RNA w osoczu krwi pacjentow oznaczano
metodg RT-nested-PCR ze starterami reakcji swoistymi
wobec niekodujacego 5’-koncowego obszaru genomu
(5’-UTR) wirusowego. Genotyp wirusa okre§lano me-
toda bezposredniego sekwencjonowania uzyskanego
w reakcji PCR produktu. Polimorfizm rs12979860
oceniano na drodze sekwencjonowania produktu PCR
obejmujacego wyzej wymieniony SNP. Sekwencjono-
wanie wykonano metodg terminacji syntezy tancucha
z zastosowaniem gotowej mieszaniny reakcyjnej Big
Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA).

Izolacje DNA z krwi pelnej pacjentow oraz RNA
z osocza krwi wykonano na aparacie do automatycznej
izolacji kwasow nukleinowych EasyMag (Biomerieux,
Francja) technikg magnetyczng wedtug protokotu pro-
ducenta z wykorzystaniem gotowych odczynnikéw
tegoz producenta. Przed izolacja biatka krwi zostaty
strawione na drodze inkubacji z Proteinaza K (Sigma-
-Aldrich). Reakcje PCR wykonywano przy uzyciu
polimerazy DNA 7aq i mieszaniny dNTPs (EURXx,
Gdansk), odwrotng transkrypcje — polimerazy 7th (Epi-
centre, USA). Produkty PCR przeznaczone do sekwen-
cjonowania oraz produkty reakcji terminacji syntezy
tancucha oczyszczano z zastosowaniem gotowych ze-
stawow odczynnikéw ,,Gel-Out” oraz ,,Ex-Terminator”
(DNA 1I Gdansk, Gdansk). Sekwencjonowanie DNA
wykonano na automatycznym sekwenatorze kapilarnym
Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems, USA).
Uzyskane sekwencje analizowano przy uzyciu progra-
mu BLAST (NCBI, USA).

Analiza statystyczna. Analize statystyczng przepro-
wadzono uzywajac testow Spearmana i Chi-kwadrat
(x2). Istotnos¢ statystyczng okreslono jako p < 0,05.

WYNIKI

Genotyp HCV okreslono u 923 os6b chorych, prze-
wlekle zakazonych HCV (369 kobiet 1 554 mezczyzn)
w wieku od 25 do 81 lat. Genotyp 1 stwierdzano u 66%
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Ryc.1.  Wystgpowanie genotypow HCV wsrod badanych 923 osob przewlekle zakazonych HCV na terenie wojewodztwa
podlaskiego w okresie od 2002 do 2011 roku
Fig.1.  The occurrence of HCV genotypes among 923 patients with chronically infected HCV in the Podlasie region in

the period from 2002 to 2011

chorych, genotyp 3 u 27%, a genotyp 4 u 7% chorych.
W okresie ostatnich dziesigciu lat nie stwierdzano
istotnych zmian czestoSci wystgpowania genotypu
1, natomiast obserwowano zmniejszenie si¢ odsetka
chorych zakazonych genotypem 3 i wzrost liczby cho-
rych z genotypem 4 (ryc. 1). Zakazenie HCV czegsciej
stwierdzano wsrod mezczyzn (60%) niz u kobiet (40%),
(ryc.2).

Oceng polimorfizmu na rs12979860 przeprowa-
dzono u 126 chorych, w tym u 97 chorych zakazonych
genotypem 1. Oceniajac wszystkich chorych zakazo-
nych genotypem 1, przed i po leczeniu, C/C wyste-
powato u 21%, C/T u 59%, a T/T u 20% badanych.
W grupie chorych zakazonych genotypem 1 uprzednio
nie leczonych, oczekujacych na terapi¢ wykazano po-
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dobne odsetkowe wystgpowanie genotypow C/C-19%,
C/T-65%, T/T-16%, (ryc. 3). Rozktad polimorfizmu
na rs12979860 u zakazonych genotypami 3 i 4 cha-
rakteryzowat si¢ wyzszym odsetkiem wystgpowania
alleli C/C, ale stosunkowo nieduza liczebnos¢ tych grup
uniemozliwia wycigganie wnioskow (ryc.3).

DYSKUSJA

Wyniki naszych badan oceniajgce czg¢sto$¢ wyste-
powania poszczegdlnych genotypow HCV sg zblizone
do wynikow badan z Chorwacji, Niemiec czy tez
Francji (3, 4, 5), jednak, w przeciwienstwie do tych
krajow interesujgce jest, ze wsrod badanych przez
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2002 to 2011

Chorzy przewlekle zakazeni HCV badani w zalezno$ci od plci na terenie wojewoddztwa podlaskiego w okresie od

Patients with chronic HCV infected examination according to sex in the province of Podlasie in the period from
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nas chorych praktycznie nie obserwowalismy zakazo-
nych genotypem 2 HCV (tab.l). U zadnego pacjenta
w okresie ostatnich 10 lat nie stwierdzono zakazenia
genotypem 2 HCV. Natomiast charakterystyczny byt
wzrost czestosci wystepowania w ostatnich latach
odsetka chorych zakazonych genotypem 4. Byto to
obserwowane réwniez w innych krajach europejskich
1 wigzane gltéwnie z parenteralng transmisjg tego typu
HCV poprzez dozylne srodki odurzajace lub tatuaze
(6). W naszych, obserwacjach, podobnie jak opisuja
to inni autorzy, czegsto$¢ zakazenia HCV byla rzadsza
u kobiet (7), (tab.I).

Tabela I. Wystepowanie genotypéw HCV w wybranych
krajach europejskich

The occurrence of HCV genotypes in selected
European countries

Table I.

=L = =S =

S 8| B S S 5 |Inne

SE 8 8| 8] 8
Gregja (8) 973 | 41,9% | 7,2% |32,7% | 16,2% | 1,9% genotyp 5
Rumunia (9) 241 | 98% 0 0,8% | 1,2%
Chorwacja (3) | 1163 | 58,8% | 2,2% |35,6% | 3,4%
Francja (4) 356 59,4% | 9,2% [19,9% | 9,2% | 2% genotyp 5
Stowagja (10) | 198 | 90% | 1,7% | 6,6% | 1,7%
Czechy (11) 220 (793% | 1.0% |[19,7%| 0
Niemcy (5) [ 10326 61,7% | 34,9% 0

Wedtug réznych opracowan, czestos¢ wystgpowa-
nia genotypu C/C polimorfizmu rs12979860 w popu-
lacji kaukaskiej (USA, Austria, Wtochy, Hiszpania)
wynosi 36-46% (C/T: 40-52%, T/T: 10-17%), a wérod
Afro-amerykanow zaledwie 11-19% (CT: 48-61%,
TT: 20-35%), co warunkuje gorsza skuteczno$¢ tera-
pii w tej populacji. Wstepna, niepublikowana analiza
oparta o probki 117 polskich pacjentéw pochodzacych

Polimorfizm rs12979860 wsrdd badanych 126 chorych zakazonych réznymi genotypami HCV
Rs12979860 polymorphism among the examined 126 patients infected with different HCV genotypes

z r6znych badan klinicznych wskazywata na wystepo-
wanie genotypu C/C u 23%, C/T u 58% 1 T/T u 19%.
Analiza ta mogta by¢ obarczona ryzykiem btgedu wy-
nikajacego z selekcji chorych do leczenia w badaniach
klinicznych (pacjenci zazwyczaj w mtodym wieku,
bez wspétistniejacych ostrych i przewlektych chordb).
Jednak przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan
witasnych wskazuja na niezwykle zblizony rozktad
czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu
rs12979860, na ktory nie miata wplywu kwalifikacja
chorych do rozpoczecia terapii. Nalezy zwrdci¢ uwage,
ze wynika z tego, iz czestos¢ wystepowania genotypu
C/C jest w populacji podlaskiej (by¢ moze ogélnopol-
skiej) znaczaco nizsza od obserwowanej u przedstawi-
cieli rasy kaukaskiej w innych krajach. Niesie to ze sobg
konsekwencje w postaci gorszej skutecznosci terapii,
co mozna zniwelowac¢ przynajmniej cz¢Sciowo stosujac
w ramach terapii trojlekowej zarejestrowane w UE,
lecz niedostepne w Polsce inhibitory proteazy. Warto
zwroci¢ tez uwage na brak réznic rozkladu czestosci
wystepowania genotypdéw polimorfizmu rs12979860
pomiedzy zakazonymi genotypem 1 HCV wszystkimi
chorymi a chorymi wczesniej nieleczonymi, co wska-
zuje na brak wptywu na wyniki preselekcji wynikajacej
z nieskutecznosci wczesniejszego leczenia.

Badania przeprowadzone wsrdd kobiet cigzarnych
z obecnymi przeciwcialami anty-HCV wykazaty obec-
no$¢ HCV-RNA u 61% posiadajacych genotypy C/C
182% C/T lub T/T, co wskazuje na cze¢stsza eliminacje
spontaniczng w populacji chorych z genotypem C/C
(12). Potwierdzeniem tego byto badanie, ktore Tho-
mas i wsp. (13) przeprowadzili wérdéd Europejczykow
1 Afrykanczykow wykazujac czestg spontaniczng eli-
minacj¢ HCV zwigzang z genotypem C/C, szczegdlnie
u chorych z niska wiremi¢ HCV. Z kolei niska wiremia
wsrdd chorych posiadajacych genotypy C/T i T/T nie
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wptywata na spontaniczng eliminacje¢ wirusa. ROwniez
wsrod noworodkoéw obserwowano czesta, spontaniczng
eliminacj¢ HCV zalezng od obecnosci genotypu C/C
(12). Konsekwencja tego jest znacznie rzadsze wy-
stepowanie genotypu C/C niz C/T wsrod przewlekle
zakazonych HCV. Z drugiej strony trudno wytlumaczy¢
stosunkowo rzadkie wystepowanie alleli T/T, ktore nie
sprzyjaja spontanicznej eliminacji zakazenia. Jest to
zapewne zwigzane z procesami dziedziczenia i wymaga
dalszych badan.

Najwyzsza czestos¢ wystepowania genotypu C/C,
jako kluczowego czynnika predykcyjnego uzyskania
SVR, obserwowana jest wsrod Azjatow (ponad 90%),
rzadziej Europejczykoéw, Amerykanow i Latynosow,
a najrzadziej wsrod Afro-amerykanow (okoto 40%),
(14). Wyniki badan wtasnych wydaja si¢ by¢ zgodne.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W Polsce pétnocno-wschodniej najczescie]
obserwowane sg zakazenia genotypem 1 HCV. Na
przestrzeni ostatnich 10 lat obserwuje si¢ powolny
wzrost czestosci wystepowania zakazen genotypem 4.
U 79% zakazonych genotypem 1 HCV stwierdza si¢
genotypy C/T lub T/T polimorfizmu na rs12979860,
bedace niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
terapii. W zwiazku z tym, Ze odsetek ten jest wyzszy od
stwierdzanego u 0sob rasy kaukaskiej w innych krajach
Europy i USA, pacjenci w Polsce powinni uzyska¢ jak
najszerszy dostep do terapii trojlekowej, zwickszajacej
prawdopodobienstwo uzyskania trwatej odpowiedzi
wirusologiczne;.
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