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STRESZCZENIE

Genotyp CC u 0s6b z SNP rs12979860 sprzyja spontanicznej eliminacji zakazenia HCV.

CELEM PRACY byta ocena wptywu polimorfizmu rs12979860 na wiremi¢ HIV, HCV oraz liczb¢ CD3, CD4
1 CD8, a takze ewentualng eliminacj¢ zakazenia HCV u chorych ze

wspotzakazeniem HCV/HIV.

MATERIAL I METODY. Badaniem objeto 41 chorych ze wspotzakazeniem HCV/HIV. U wszystkich badanych
pacjentow oznaczano HIV RNA, HCV RNA, genotyp HCV, a takze genotyp miejsca polimorficznego rs12979860
oraz liczb¢ CD3, CD4 1 CDS .

WYNIKI. Genotyp CC 1512979860 stwierdzono u 16 z 41 chorych. W trakcie 4-letniej obserwacji u pieciu
chorych z genotypem CC (31%) stwierdzono eliminacje HCV RNA, czego nie odnotowano u zadnego chorego
z genotypami CT i TT. Nie stwierdzono istotnych r6znic poziomu wiremii HIV oraz liczby CD3, CD4 i CD8
w odniesieniu do polimorfizmu rs12979860. Wyjsciowy poziom HCV RNA u 0s6b z genotypem CC byl zna-
miennie nizszy w pordéwnaniu z chorymi z genotypami nie-CC (88546 £74181 vs. 726021 +30709 IU/mL).
WNIOSEK. Genotyp CC migjsca polimorficznego rs12979860 moze wplywac na nizsza wiremi¢ HCV w po-
roéwnaniu z chorymi z genotypami CT i TT oraz sprzyja spontanicznej eliminacji zakazenia HCV u chorych

wspotzakazonych HIV/HCV.

Stowa kluczowe: wspotzakazenie HIV/HCV, SNP rs12979860, eliminacja zakazenia HCV

WSTEP

Okolo 2, 4% oso6b na $wiecie jest zakazonych HCV
(1, 2). Jednym z najwazniejszych problemow w okresie
badan nad nowymi lekami przeciw HCV jest okreslenie
poczatkowych czynnikéw predykcyjnych wptywa-
jacych na skuteczno$¢ leczenia przeciwwirusowego
lub spontaniczng eliminacje wirusa (3). Spontaniczna
eliminacja HCV moze by¢ zwigzana z polimorfizmem
nukleotydow (SNP) w obrgbie genu rs12979860 chro-
mosomu 19. Pacjenci zakazeni HCV z genotypem
CC 1512979860 wykazuja spontaniczny klirens HCV
czgs$ciej niz osoby z genotypem CT lub TT. (4) Wyzsza
skutecznos$¢ leczenia pegylowanym interferonem alfa
(PeglFN o) i rybawiryna (RBV) zostala wykazana za-
réwno wsrdd zakazonych jedynie HCV, jak i u chorych
z koinfekcja HCV/HIV z genotypem CC w poréwnaniu
z pacjentami z genotypem nie-CC (5).

Celem badania byla ocena wplywu polimorfizmu
SNP 1512979860 na spontaniczny klirens HCV, wiremig
HCViHIV,jakiliczbe CD3, CD4 i CD8 w$rdd chorych
z koinfekcja HCV/HIV.

MATERIAL | METODY

Badaniem objg¢to 41 chorych (10 kobiet i 31 megz-
czyzn) w wieku od 27 do 50 lat, z rozpoznanym zaka-
zeniem HIV oraz z obecnoscia przeciwciat anty - HCV.
Pacjenci byli obserwowani, przez co najmniej 4 lata
($rednia 5,6 £ 0,2 2) i w tym czasie nie otrzymywali
leczenia przeciwwirusowego przeciwko HCV oraz HIV.
Wiremi¢ HIV, obecnos¢ HCV - RNA oraz liczbe CD3,
CD4 i CD8 okreslono na poczatku badania.

Rozpoznanie zakazenia HIV oparto na wykryciu
przeciwciat anty - HIV metoda ELISA i dodatnim tescie
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Western Blot (Cambridge Biotech Corporation, USA).
Ilosciowa oceng HIV okreslono metodg RT - PCR, przy
uzyciu 1,5 Cobas Amplicor JEGO (Ultra-Sensitive).
Subpopulacje CD3, CD4 i CD8 we krwi analizowano za
pomoca cytometrii przeptywowej uzywajac cytometru
Becton Dickinson 2. HCV - RNA i jego genotyp byty
oznaczane metodg RT — nested - PCR (Syngen Bio-
tech, USA), ktorej czutos¢ wynosita 25 IU/mL. Ocene
sekwencji polimorfizmu nukleotydow rs12979860
przeprowadzono przez bezposrednie sekwencjonowanie
produktu metoda PCR. DNA izolowano z krwi obwo-
dowej za pomoca zestawu odczynnikoéw i urzadzenia
do automatycznego izolowania kwasoéw nukleinowych
(Biomereueix EasyMag, Francja) zgodnie z protokotem
producenta. Mieszano 50 pl pelnej krwi mieszano z 500
pl Lysis Buffer (Biomereueix, Francja) i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 1 godzing z 30 ul Proteina-
zy K (10 mg/ml, Sigma). Nastgpnie przeprowadzano
proteolize wigzan DNA dodajac krzemionke (proteoliza
magnetyczna), (Biomereueix, Francja), ptukano w 50 ul
Washing Buffer 3 (Biomereueix, Francja). Wszystkie
etapy proteolizy krwi przeprowadzano automatycznie
przy uzyciu EasyMag. Fragmenty zmienne genu IL28B
powielono w reakcji PCR przy uzyciu 20 pl mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej 1xPCR bufor, 200 uM dNTPs,
0,5 uM startery kodon i antykodon, 1 U TagRed polime-
raz¢ DNA (EURX, Polska, Gdansk) i okoto 50 ng DNA.
Sekwencja starter6w byta nastepujaca: kodon-5’-GCT-
TATCGCATACGGCTAGG-3’, antykodon-5’-AGGCT-
CAGGGTCAATCACAG-3’. Warunki reakcji PCR dla
cyklu byty nastepujace: poczatkowo umieszczano probki
przez 5 minut w 95°C, nastepnie probki poddawano cy-
klom w 95°C 40 razy przez 15 sekund, w ciggu 1 minuty
60°C, a nastepnie do zakonczenia reakcji PCR przez 5 mi-
nut w temperaturze 72°C. Produkty PCR przenoszono na
zel agarozowy celem przeprowadzenia kolejnego etapu
(A&A Biotechnology, Polska, Gdansk). Produkty PCR
sekwencjonowano przy uzyciu “Big Dye Terminator
v3.1 Sequencing Standard Kit” i 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, USA).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode z Komi-
sji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.
Swiadoma zgoda, w tym zgody na badania genetyczne
zostala uzyskana od kazdego pacjenta.

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu
testu Manna -Whitneya. Wartosci p<0,05 uznano za
statystycznie znaczacg. W badaniach uzywano pro-
gramu Statystyka 10,0 dla systemu Windows (StatSoft
Inc, Tulsa, USA).

WYNIKI

Genotyp CC stwierdzono u 16 pacjentéw, natomiast
CTiTT polimorfizmu rs12979860 odpowiedniou 2015

chorych. U dwudziestu dwoch pacjentow stwierdzono
zakazenie genotypem 1 HCV, u siedmiu - genotypem 4
iréwniez u siedmiu - genotypem 3. W trakcie obserwa-
cji pacjentow, HCV - RNA stat si¢ niewykrywalny u pie-
ciu pacjentow, wszystkich z genotypem CC rs12979860
(31%). U tych pacjentdéw nie okreslono genotypu HCV.
Nie obserwowano eliminacji HCV u pacjentow z geno-
typami nie - CC rs12979860. Wyjsciowe stgzenie HCV
- RNA u pacjentéw CC (88546 + 74181 IU / ml) byto
znamiennie nizsze w porownaniu do pacjentow z ge-
notypami nie - CC (726021 + 30709 IU/ml, p = 0,048).
Stezenie HIV - RNA byto nizsze wérdd pacjentow z CC
w porownaniu do chorych z genotypami nie - CC, ale
réznica nie byla istotna statystycznie (32073 + 9165
vs. 52735 + 17730 IU/ml). Nie stwierdzono istotnych
réznic migdzy liczbg CD3, CD4 i CDS pacjentow z ge-
notypami CC inie - CC (Tab.1).

DYSKUSJA

Pierwsze publikacje wykazujace korzystny wptyw
genotypu CC rs8099917 na spontaniczng eliminacje
HCV oraz skuteczno$¢ leczenia przeciwwirusowego
chorych z genotypem 1 HCV, a zakazonych HIV/HCV
zostaty opublikowane w 2010 roku (6). Jednak publikacje
na temat spontanicznej eliminacji zakazenia HCV wsérod
zakazonych HCV/HIV sg sporadyczne. Sajadi wsp. (7)
wskazali na brak zwigzku migdzy zakazeniem HIV, jego
wiremig, a polimorfizmem rs12979860, ale z istnieniem
prawdopodobienstwa spontanicznej eliminacji HCV
wsrod chorych z koinfekcja HCV/HIV z genotypem
CC rs12979860. Wyniki badan wtasnych wydaja si¢
potwierdza¢ takg sytuacje. W badaniach wlasnych wy-
kazano znacznie mniejsza wiremi¢ HCV wsérdd chorych
z genotypem CC w porownaniu do chorych z genotypami
nie - CC, co samo w sobie wskazuje na mozliwos¢ sa-
moistnej eliminacji HCV. Mozna przyjac, ze genotyp CC
rs12979860 moze by¢ uzytecznym predyktorem klirensu
HCYV wsrod chorych z koinfekejg HCV/HIV (8). Jednak,
aby potwierdzi¢ te koncepcj¢ powinny by¢ przeprowa-
dzone szerokie, wieloletnie badania prospektywne w tej
populacji. Lunge wsp. (9) stwierdzili spontaniczng eli-
minacje HCV u 24,6% Brazylijczykow zyjacych z HIV/
HCYV, znamiennie czgstszg wsrodd pacjentdw z genotypem
CC. W badaniach Clausen’a wsp. (10) opisano po raz
pierwszy czesta spontaniczng eliminacje HCV (23%)
wsrod Europejezykow zakazonych jednocze$nie HCV/
HIV z genotypem CC (23%)).

PODSUMOWANIE

Genotyp CC miejsca polimorficznego rs12979860
moze wplywac¢ na nizsza wiremi¢ HCV w pordéwna-
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niu z pacjentami z genotypami CT i TT oraz sprzyja
spontanicznej eliminacji zakazenia HCV u chorych
wspotzakazonych HIV/HCV. Polimorfizm rs12979860
nie ma wplywu na BMI, wiremi¢ HIV i liczbg subpopu-
lacji limfocytow wsrod wspotzakazonych zakazonych
HIV/HCV.
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