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Introducere:

Desi intens studiat mecanismul patogenezei virusului hepatiei C (HCV) ramane evaziv. Factorii genetici ai
gazdei sunt incriminati a fi cei ce guverneaza patologia, agravarea sau regresia bolii impreund cu factorii
virali si factorii de mediu. Restrictia limfocitelor T conditionata de catre antigenele leucocitare umane HLA
(human leukocyte antigen), anticorpii secretati de limfocitele B, celulele natural kiler (NK) si citochinele
(IL28B) conditioneaza raspunsul imun in cadrul infectiei cu virusul hepatitei C. Prezentarea antigenelor
virale limfocitelor TCD4+ si TCD8+ de catre moleculele HLA de clasa a II si clasa I este cheia unui
raspuns imun optim si tot de aceasta depinde clearenceul sau persistenta virald. De asemenea a fost
observatd o neconcordanta in raspunsul la vaccinul impotriva virusului hepatitei B (HBV) si in tratamentul
cu interferon urmat de pacienti in urma infectiei cu virusul hepatitei B sau C. Raspunsul variat la vaccin
este datorat combinatiilor specifice ale polimorfismului foarte variat al alelelor HLA de clasa a II-a ce
influenteaza capacitatea moleculelor HLA clasa II sa lege si sa prezinte o mare diversitate antigenica
limfocitelor CD4+ care determind la randul lor productia de anticorpi si activarea limfocitelor T citotoxice
in scopul cleareanceului viral.

Numeroasele investigatii clinice si de laborator au identificat o serie de factori imunogenetici implicati
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in conditionarea evolutiei hepatitei virale C. Polimorfismul genetic si heterozigozitatea locilor HLA dau
posibilitatea moleculelor HLA sd prezinte o mare diversitate de epitopi virali si sa diversifice proprietatile
moleculelor HLA in acord cu legarea si prezentarea antigenului. Asocierea moleculelor HLA cu
susceptibilitatea la infectia cu hepatita C, protectie, severitatea bolii, raspunsul la tratamentul cu interferon
si la vaccinare au fost studiate intens in populatia globala. (anexa 3)

Teza este alcatuitd din partea generala, care realizeaza o sinteza a datelor publicate din literatura de
specialitae si dintr-o parte speciald, destinata cercetarilor si rezultatelor personale. Informatiile coroborate
la final vin sa concluzioneze catre o privire de ansamblu asupra frecventei alelelor “marker” HLA de clasa
a II-a DRB1/DQBI1 de protectie si susceptibilitate la pacientii infectati cu virusul hepatitei C in populatia
din Romania, cat si catre o directie de cercetare privind asocierea alelelor HLA cu factori importanti in
prognosticul bolii (viremie, gradul de fibroza hepatica, genotipul IL28B) si raspunsul la tratamentul clasic
cu interferon i ribavirind pe care-l urmeaza pacientii urmarind a realiza un profil genetic al pacientului
care poate orienta clinicianul pe mai departe in evolutia bolii.

Pe viitor exista posibiliatea ca rezultatele obtinute se vor aldtura celorlalte studii din populatia
globald 1n perspectiva ca in viitor sd poata fi concepute noi strategii pentru elaborarea unui vaccin
combinat impotriva hepatitei C si un management mai bun al terapiei cu interferon si ribavirind la acesti
pacienti. Elucidarea proceselor imunologice si virale ce duc la persistenta virald sau clearence viral in cazul
pacientilor infectati pot determina noi strategii terapeutice antivirale ce duc la stoparea infectiei cronice,
reducerea riscului dezvoltarii complicatiilor amenintatoare de viata si tratarea pacientilor mult mai eficient,
personalizat.

Motivatia si importanta cercetarii

Prin determinarea alelelor HLA-DRB1 si HLA-DQBI1 la subiectii nscrisi in acest studiu mi-am
propus sa stabilesc care dintre aceste alele, genotipuri sau haplotipuri generate de acestea, actioneaza ca
factori de risc sau de protectie pentru susceptibilitatea, persistenta virald si raspunsul la tratament.

Se observa in rezultatele studiilor publicate anterior o mare diversitate in asocierea HLA cu
susceptibilitatea, protectia, raspunsul la tratament si evolutia hepatitei virale C in diferitele regiuni si etnii
din populatia globala (anexa 3). Este observat faptul ca infectiile HBV si HCV tind sd se represeze una pe

cealalta. Infectia cu HBV si infectia cu virusul hepatitei D (HDV) pot supresa infectia cu virusul HCV iar
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pe de alta parte virusurile HCV si HDV pot avea efect negativ asupra virusului hepatitei B.

Tratamentul cu interferon poate activa prezentarea de antigen prin antrenarea mai multor limfocite T
citotoxice si astfel avand un raspuns protector impotriva agresiunii virale. Raspunsurile limfocitelor T cu
restrictie de clasa I si a II a impotriva virusului sunt eficiente, policlonale si multispecifice la pacientii cu
infectie acuta care se vindeca si elimind cu succes virusul sau pot fi relativ slabe si ineficiente la pacientii
infectati ce merg spre cronicizare. Cauza principald a persistentei virale in timpul infectiei cu virusul
hepatitei C este dezvoltarea unui raspuns imun slab impotriva antigenelor virale. Agresiunea celulara
hepaticd cronicd impreund cu procesele de raspuns inflamatorii si regenerative reprezintd stimulii
mutagenici §i mitogenici pentru dezvoltarea leziunilor la nivelul ADN-uli ce poate cauza carcinom
hepatocelular.

Sistemul HLA este foarte polimorf si fenotipul HLA al unui individ determind in mare masura
raspunsul la diverse antigene virale si evolutia bolii. Recent s-a demonstrat ca efectul protector al unor
alele HLA in cursul infectiei virale VHC ar putea fi explicat printr-un raspuns specific al limfocitelor T
CD4+ directionat impotriva epitopilor virali. Acest efect se poate datora prezentarii de antigeni mai
competenti prin intermediul molculelor HLA sau a unui polimorfism linkat dintr-o gend imunomodulatoare
vecina.

Exista numeroase motive pentru a studia asocierea dintre polimorfismele MHC si urmarile infectiei
cu HCV. Din punct de vedere al patologiei este cautatd explicatia pentru fenomenul prin care unii pacienti
se recupereaza dupa infectie fara sechele in timp ce alti pacienti dezvolta bola hepatica in faza terminala si
carcinom hepato-celular. De asemenea este important mecanismul imunologic care confera reactie
imunologicd de protectie impotriva infectiei. Importanta clinica a cercetarii o reprezintd evidentierea de noi

markeri de prognostic pentru a ghida conduita terapeutica individual in cazul fiecarui pacient.
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PARTEA PERSONALA

Obiectivele lucrarii

Prin lucrarea de fatd mi-am propus sa realizez efectuarea unui studiu analitic caz-martor privind existenta

unor markeri genetici ai organismului gazda, reprezentati de alelele genelor complexului major de

histocompatibilitate (HLA) de clasa a II-a, HLA-DRBI si HLA-DQBI, la un lot de pacienti infectati cu

virusul hepatitei C si un lot de control randomizat reprezentat de subiecti neinfectati persoane neinrudite,

neinfectate viral din aceeas populatie.

In acest scop am efectuat:

v

elaborarea modelului experimental pe baza documentatiei publicate anterior din literatura de
specialitate;

selectarea testelor de biologie moleculara si optimizarea protocoalelor de lucru folosite in scopul
genotipdrii subiectilor analizati,

stabilirea criteriilor de constituire a loturilor de pacienti inclusi in studiu;

constituirea lotului martor;

determinarea alelelor HLA-DRB1 si HLA-DQBI la toti subiectii luati in studiu, prin proceduri
specifice de biologie moleculard, in cadrul Laboratorului de Geneticd Moleculara al Facultatii de
Medicina Constanta;

alcatuirea bazei de date si informatii referitoare la subiectii inclusi 1n studiu;

determinarea existentei asocierii locilor HLA-DRBI1 si HLA-DQBI1 cu evolutia hepatitei C si
stabilirea genelor de susceptibilitate si de protectie prezente in cazul pacientilor cu hepatita C prin
studiul statistic comparativ al frecventei alelelor HLA-DRB1 si HLA-DQBI la pacienti si la lotul
martor;

determinarea existentei asocierii locilor HLA-DRB1 si HLA-DQBI1 cu anumiti factori de risc ce tin
de gazda (valorile viremiei, gradul de fibroza) ce pot fi prezenti la pacienti inainte de inceperea
tratamentului;

asocierea aleleor HLA-DRB/DQBI si genotipurilor IL28B cu clearenceul si persistenta virald dupa
efectuarea dublei terapi cu PeglFN si RBV in vederea definirii profilui pacientilor care au

probabilitate mai mare 1n a obtine raspuns virusologic sustinut (SVR).
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Metodologie generala

Alcatuirea studiului

In lucrarea de fatd am urmdrit efectuarea unui studiu in vederea asocierii alelelor HLA-DRBI si
HLA-DQBI1 ca markeri genetici pentru clearenceul/ persistenta virala la pacientii infectati cu virusul
hepatitei C in vederea orientarii catre un prognostic favorabil sau mai putin favorabil in ceea ce priveste
evolutia bolii si rdspunsul la tratamentul cu PegIFN/RBV.

Studiul se axeaza in principal pe compararea frecventelor diferitelor alele HLA in prezenta anumitor
factori de risc la pacientii infectati cu virusul hepatitei C cu raspuns variat la tratament si la subiectii din
lotul martor care ar putea orienta din punct de vedere clinic catre un anume prognostic in evolutia bolii.

Pentru a evidentia markeri genetici la pacientii cu hepatita C, am emis ipoteza cd anumite alele HLA-
DRBI/DQBI vor fi prezente in numar semnificativ crescut la grupul de pacienti cu valori viremice
crescute si un grad de fibroza mare, non-responderi la tratament, reprezentand alele ce confera risc pentru
cronicizare si persistenta virala, in vreme ce alte alele ale acelorasi gene vor fi mai bine reprezentate la
subiectii din lotul martor /pacienti ce au obtinut SVR la 6 luni dupa finalizarea tratamentului, reprezentand

alele de protectie in cazul persoanelor infectate cu virusul hepatic C.

Subiectii luati in studiu

Lotul studiat a cuprins un grup de 153 de subiecti din care 51 de pacienti aflati in evidenta Clinicii de
Boli Infectioase a Spitalului Judetean Constanta si un lot martor alcatuit din subiecti sdnatosi neinruditi din
aceeasi populatie nrolati in registrul donatorilor de maduva in cadrul Insitutului Clinic Fundeni, Bucuresti.

Pentru inscrierea subiectilor in studiu am participat la evaluarile periodice ale pacientilor
diagnosticati cu hepatita C, in perioada iunie 2012 — septembrie 2014. Inscrierea subiectilor in lotul de
pacienti cét si in lotul martor nu a fost dificild datoritd cazuisticii bogate n cazul bolii studiate din Clinica
de Boli Infectioase a Judetului Constanta am intalnit un numar relativ crescut de pacienti si de doritori in
participarea la studiu dar cu toate acestea din considerente de ordin material am selectat si inscris in studiu
un nr. de 51 de cazuri de la care am obtinut acordul pentru participare si probele de sange pentru efectuarea
determindrilor moleculare. Subiectii sdndtosi inscrisi in lotul de control ce au participat la studiu urmau a fi

testati pentru inrolarea 1n Registrul National al donatorilor de maduva in cadrul Centrului de
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imunogenetica si virologie al Institutului Clinic Fundeni, Bucuresti.

Criterii de includere:

subiecti de sex femin si masculin diagnosticati cu hepatitd cronica C genotip viral 1b;
stare clinica stabila, inclusiv hematocritul stabil
pozitivarea anticorpii HCV folosind un test de laborator de a treia generatie;

detectarea ARN-VHC pozitiv prin metoda Rt-PCR

0 000¢

biopsie hepatica in ultimele 18 luni, cu scorul Metavir > Al si > F1, sau > Al si > F2
ALT > 1,5 timp 1n intervalul normal in termen de 24 de saptamani inainte de includere;
pacientii care nu au mai fost tratati cu ribavirina, IFNalpha sau PEG-1FNalpha;

albumina si bilirubina in limite normale;

0 00

alfa-feto-proteind mai micd sau egala cu de 3 ori intervalul normal pentru laborator;
Criterii de excludere:
¢ infectie clinicd semnificativa, altele decat HCV, definit ca orice infectie virald, bacteriana,
fungicdsau acutd, care necesita terapie specifica (terapiile anti-infectioase trebuie sa fi fost
finalizate cu cel putin 14 zile inainte de intrarea in terapia cu PegIFN/RBV)
X co-infectiile cu virusul hepatitei B sau virusul imunodeficientei umane (HIV);
¥ hemocromatoza, boli de ficat legate de alcoolism, afectiuni cardiace, carcinom hepatocelular ;

X acienti cu ciroza hepatici agravati ;

Material si metoda

Analiza geneticd propriu-zisa a fost efectuatd in perioada Iunie 2013 — Decembrie 2014 in Laboratorul
de Genetica moleculara al Facultatii de Medicina, Universitatea “Ovidius” Constanta.
In vederea determinarii alelelor HLA-DRB1 si DQBI la subiectii pe care i-am luat in studiu am adaptat
tehnica de tipizare HLA pentru a putea aplica aceastd metoda in laboratorul nostru. Tehnicile prezentate in
continuare fac parte din protocolul de tipizare HLA de la Centrul de Imunogenetica si Virusologie,
Institutul Clinic Fundeni. Acest centru este acreditat EFI (Federatia Europeand de Imunogeneticd),
reprezentand centrul de referintd pentru imunologia transplantului in Romania, inclusiv pentru tipizarea

HLA.
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Metode de laborator
Identificarea tipului de antigene de histocompatibilitate prezente pe celulele unui individ poartd numele de
tipizare HLA. Datele de identificare ale pacientilor si martorilor, precum si haplotipurile HLA
corespunzatoare desemnate ale pacientilor si martorilor sunt prezentate in teza in anexa 5.
Pentru toti cei 153 de subiecti luati in studiu am efectuat tipizarea alelelor HLA-DRB1 si DQBI. De la
fiecare subiect s-au recoltat pentru tipizarea HLA 2 ml de sange integral recoltat pe EDTA. Din aceasta
cantitate, 200 — 600 upl au fost utilizati pentru izolarea ADN-ului genomic, iar sangele ramas a fost
conservat la —20°C.
Din sangele recoltat s-a extras ADN-ul genomic, care apoi a fost analizat prin una din metodele de tipizare
SSO (cu sonde oligonucleotidice specifice pentru secventd) sau SSP (cu primeri specifici pentru secventa)
pentru tipizarea HLA. Protocoalele prezentate sunt standard de operare pentru tipizarea HLA in
Laboratorul de Genetica moleculara al Facultatii de Medicina Constanta.

Alegerea metodei de tipizare HLA

Pentru tipizarea genelor HLA-DRB1 si DQBI1 la subiectii luati in studiu am ales folosirea initiala
pentru toate probele a metodei SSO, care are costuri mai scdzute. Aceastd metoda cu rezolutie medie-inalta
oferd posibilitatea unei tipizari la nivel de aleld pentru locusul HLA-DQB1 in majoritatea situatiilor; in
schimb pentru locusul HLA-DRBI, care este mai polimorfic, se obtine rezolutie de grup alelic (cu doua
cifre — joasd) sau nalta (cu 4 cifre) in functie de combinatia de gene prezenta. Un alt avantaj al metodei
este faptul ca se pot efectua simultan mai multe determinari, tipizarea facandu-se atat pentru mai multi loci,
cat si pentru mai multi pacienti In acelasi timp.

Pentru cazurile cand am obtinut rezultate ambigue la tipizarea prin metoda SSO, sau nu am putut
desemna un rezultat cu rezolutie alelica, am folosit metoda SSP cu kit-uri pentru rezolugie inaltid. Aceasta
metoda, desi dureazd mai putin decat metoda SSO, nu permite tipizarea decat a unei probe odata, si este
mai putin utild pentru grupuri mari de pacienti. In plus, tipizarea cu rezolutie inalta prin metoda SSP are un
cost ridicat si de aceea, nu a putut fi folositd ca metoda de prima alegere.

Extragerea ADN-ului genomic din probele prelevate
Pentru izolarea ADN-ului am folosit kit-uri de reactivi de la firma Qiagen — QIAmp DNA Blood

Mini Kit ce au la bazd o metoda rapida bazata pe centrifugari repetate a unei coloane filtrante, cu o
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manipulare minima a probei — contaminare redusa.

Concentratia ADN-ului extras din probe a fost determinata folosind un Nano fotometru, pentru a
compara raportul concentratiei de acid nucleic din proba (OD260) cu raportul contaminantolor: proteine si
substante organice (OD280); saruri si alcool (OD230). Mai mult decat atait ADN-ul izolat din probele de

sange (3M1) a fost Incarcat pe un gel de agaroza 1% si vizualizat prin colorare cu bromura de etidiu.

Metodele de detectare a polimorfismelor HLA (tipizarea HLA)

Tipizarea HLA prin metoda SSO- Amplificarea genelor HLA-DRBI si HLA-DQBI1 prin PCR cu sonde

oligonucleotidice specifice secventei de ADN (SSO)

Principiul metodei

Regiunile polimorfice ale genelor HLA de clasa a II-a au fost amplificate din ADN-ul genomic obtinut din
probele pacientilor printr-o reactie de PCR (polimerizare in lant), folosind primeri complementari cu
secvente din regiunile 5’ si 3’ invecinate; secventele folosite pentru proiectarea primerilor sunt conservate
intre indivizi, astfel asigurandu-se amplificarea indiferent de tipul alelei, precum si amplificarea egald a
celor doua alele prezente la indivizii heterozigoti (majoritatea cazurilor).

Dupa reactia de PCR, ADN-ul rezultat a fost folosit mai departe in reactia de hibridizare cu sonde
oligonucleotidice specifice pentru secventa (SSO) alese astfel incat sa depisteze regiunile cu polimorfisme.
Stringenta solutiilor utilizate permite fixarea specificd si detectarea fie si a unui singur nucleotid diferit
intre alele. Alelele sunt desemnate prin analiza reactiilor de hibridizare pozitive §i negative cu sondele
oligonucleotidice, fiecare specifica pentru o anumita secventa.

Metoda SSO aleasa in cazul studiului a permis mai multe determinari in acelasi timp, iar analiza produsilor
de amplificare prin hibridizarea specificd a acestora cu sondele SSO imobilizate pe o membrana de
nitroceluloza si dezvoltarea unei reactii de culoare (Fig.13), a conferit rezolutie joasd-medie ceea ce a
presupus posibilitatea aparitiei de rezultate ambigui in unele cazuri.

Kitul pentru detectare ce a fost folosit este RELI SSO HLA typing systems de la Invitrogen
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Fig.12 Imagine a unei serii de stripuri, dupa finalizarea
determinarii RELI SSO HLA-DRB1

Fig . 13 Interpretarea rezultatului RELI SSO HLA-DRBI

Cardul de citire HLA-DQB1 utilizat pentru identificarea
liniilor pozitive de pe strip. 38 de pozitii corespund liniilor
specifice, pozitiile 5 §i 41 reprezinta controlul de intensitate
al probei, iar pozitia 40 reprezinta controlul pozitiv al reactiei.
Specificitati pozitive: 3, 4, 20, 22, 25, 27, 36, 37, 41, 45, 48, 59, 60
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Tipizarea HLA prin metoda SSP - Amplificarea genelor HLA-DRBI1 si HLA-DQBI cu primeri specifici

pentru secventd (SSP)

Principiul metodei

Determinarea alelelor HLA prin metoda SSP s-a realizat prin amplificarea regiunii de interes a
genelor prin PCR cu mai multe perechi de primeri specifici diferitelor polimorfisme cunoscute, analiza
produsilor reactiei de amplificare prin electroforeza pe gel de agaroza si interpretarea rezultatelor obtinute.
Metoda se bazeaza pe faptul ca numai primerii ale caror secvente sunt perfect complementare cu cea a
ADN-ului din proba se vor lega de aceasta si vor produce un amplicon in reactia de PCR. Primerii
necomplementari, pe de alta parte, nu se leaga de ADN, iar amplificarea nu se produce.

Kiturile folosite au continut diferite seturi de primeri dispusi in placi PCR cu 20-96 de godeuri. in
godeurile placii se adaugd alicote dint-un amestec de reactie ce contine tamponul de reactie, ADN-ul
genomic; si Taqg ADN-polimeraza. La incheierea amplificarii produsii de PCR se incarca pe un gel de
agaroza, se migreaza si se coloreaza cu bromurd de etil. Gelul este apoi fotografiat si se interpreteaza

rezultatele. Am analizat genele de clasa a 1I-a HLA-DRB1 si HLA-DQBI, folosind doua tipuri de kit-uri
comerciale pentru tipizarea cu rezolutie Tnalta: AllSet+TM Gold SSP de la Invitrogen™ si Protrans HLA SSP

Kits.

Metode statistice folosite in realizarea studiului

Metodele utilizate in prelucrarea datelor statistice in cazul de fatd au fost studiile de asociere
considerate utile pentru stabilirea contribufiei unor gene la susceptibilitatea pentru o afectiune sau un
anumit fenotip ce sunt de obicei folosite in familii sau populatii.
Cu toate ca genele HLA sunt cunoscute de mulfi ani si Intregul complex major de histocompatibilitate a
fost secventiat, studiile de asociere HLA sunt folosite in continuare pentru a identifica genele predispozante
si protectoare specifice anumitor afectiuni, pentru a preciza profilul imunogenetic al pacientilor, pentru
evaluarea riscului si uneori pentru stabilirea masurilor terapeutice.

In cadrul studiului 1 si 2 am urmarit realizarea unui studiu de asociere caz-martor prin determinarea
distributiei alelice HLA din grupul DRB1/DQBI1 la pacienti infectati cu virusul hepatitei C genotip 1b,
intre un lot de pacientii diagnosticati cu HCV si un lot martor alcatuit din subiecti neinfectati clinic

sandtosi, recrutati dintre persoanele din registrul donatorilor de maduva.
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Am ales realizarea unui studiu caz martor pentru ca ne da posibilitatea s comparam persoanele sanatoase
cu cele bolnave, pentru a identifica o eventuala legatura intre boala si factorul de risc presupus a fi implicat
in producerea sau evolutia ei (In acest caz, prezenta anumitor alele HLA-DRBI si/sau DQB1). Frecventa
alelelor sau frecventa haplotipurilor au fost calculate in functie de numarul total de cromozomi, nu de
numarul de subiecti luati In studiu (numarul de cromozomi este dublul numarului persoanelor), iar
frecventa genotipurilor a fost calculatd in functie de numarul subiectilor. Experimentul a inceput cu o
ipoteza nuld care postuleaza ca nu este nici o diferenta intre cele doua loturi, extrase din aceeasi populatie,
din punct de vedere al parametrului testat. Atunci canad ipoteza nuld a fost respinsa printr-un test statistic,

ipoteza alternativa (ca existd o diferentd intre cele douda loturi) a fost acceptatd. Pentru testarea

semnificatiei statistice am folosit testul x2 (hi patrat) , ipoteza a fost respinsa cand testul x2 a furnizat o
valoare p <0.05, iar pentru a compara cele doud loturi am folosit un tabel de contingenta 2x2. Pentru
studiul trei am realizat o analiza statistica folosind testele de asociere ale alelelor HLA 1n cele doud loturi
de pacienti responderi si non responderi la terapiea cu interferon si am calculat riscul relativ intre variabila
“Raspuns la tratament” (non respondrei-Non-R / responderi-SVR) si variabilele alelice HLA DRB1/DQB1
(Prezent / Absent)

Existenta unei relatii de dependenta (de asociatie, de legatura) s-a facut prin detrminarea XZ, si calculearea
raportului dintre probabilitea (odd) de expunere la pacienti si probabilitatea (odd) de expunere la martori,
OR ,valoare semnificativa statistic, cand intervalul de confidentda 95% IC for OR nu contine valoarea 1
(risc egal). A fost considerat urmatoarele semnificatii ale valorii obtinute a RR:

RR =1 alela testata nu modifica riscul pentru raspunsul la tratamentul cu interferon;

RR<1 risc scazut in prezenta alelei, alela testatd modificad riscul pentru aparitia raspunsului la
tratament $i actioneaza ca alela protectoare conferind clearence viral — conferd protectie pentru boala;

RR>1 risc crescut in prezenta alelei, alela testata modifica riscul pentru aparitia non raspunsului la
tratament si actioneaza ca aleld de susceptibilitate pentru boald ducand la persistentd virald si cronicizare
impreunad cu aparitia complicatiilor asociate bolii.

Programul folosit in prelucrarea datelor experimentale a fost programul de statisticA IBM SPSS
Statistics versiunea 20, iar procedurile utilizate au fost: statistici descriptive (variabile de caracterizare

definite in baza de date), grafice, teste statistice neparametrice.
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Graficul 3. Repartitia pe intervale de varsta a lotului studiat

Studiul 1- Determinarea distributiei alelice HLA din grupul DRB1 si DQB1 la pacienti
infectati cu virusul hepatitei C genotipul 1b

3.4. Rezultate

Analiza generala a lotului studiat

Cei 153 de pacienti din lotul studiat au avut varsta medie la inrolare de 40.01 ani (interval 13-75 ani).
Lotul a inclus 76 de subiecti de sex feminin (49.7%) cu varsta medie 40.3 ani (interval 18-68 ani) si 77 de
subiecti de sex masculin (50.3%) cu varsta medie 39.6 ani (interval 13-75 de ani).

Numarul de pacienti care au raspuns la terapie este mai mare (32) cu o diferentd mica intre cele doua
sexe, acesta fiind usor crescut in cazul pacientilor de sex feminin in nr 17 cu o medie de varsta de 47.8
(intre 26 - 68 ani) comparativ cu persoanele de sex masculin care au atins SVR (15) la care media de

varsta este mai scazuta 41.1 ani (intre 14 si 65 ani).

Vérsta si sexul in raport cu réspunsul la tratament

Raspuns la Sex nr. Minimum Maximum Media Deviatia Std.

tratament

o Masculin Varsia (ani) 13 25.00 75.00 43.0000 16.17096
Feminin Varsia (ani) 6 40.00 63.00 53.8333 9.36839

e Masculin Varsia (ani) 15 14.00 65.00 41.1333 16.30016
Feminin Varsia (ani) 17 26.00 68.00 47.8235 11.02971

. Masculin Varsia (ani) 49 13.00 63.00 38.3673 12.17527
Feminin Varsta (ani) 53 18.00 65.00 36.4151 11.63455

Tabelul 5. Repartitia pe sexe si varsta a lotului studiat in raport cu raspunsul la tratament
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Graficul 4. Frecventa alelelor HLA-DRBI la lotul de pacienti Graficul nr 5.Frecventa alelelor HLA-DRBI la lotul martor

Rezultate obtinute in urma genotiparii HLA la subiectii din lotul de studiu.
Alelele individuale HLA-DRBI1 si HLA-DQBI1, genotipurile si haplotipurile DRB1/DQBI1 ale celor 51 de
pacienti si 102 de subiecti martor sunt prezentate desfasurat in teza in anexa 5.
Distributia alelelor HLA-DRB1* la lotul de pacienti si lotul martor
Prin analiza alelelor HLA-DRBI la cei 51 de pacienti cu hepatita C am identificat 102 alele HLA-DRBI,
cu urmatoarea distributie redata in Graficul nr. 4
— grupurile alelice DRB1*01 cu doua alelele *0101 (13.72%), *0102 (2.94%), DRB1*07 (9,80%), si
DRBI1*11 *1104 (6.86%) ,*1101 (14.71%) au avut cea mai mare frecventa in randul pacientilor.
- grupul alelic DRB1*04 a prezentat cea mai mare variabilitate alelica (alele *0401, *0404, *0405,
*0407) si nu au fost gasite nici o aleld din grupurile alelice DRB1*12 si *08.
In cazul lotului martor la cei 102 subiecti am identificat 204 alele HLA-DRBI, cu urmitoarea distributie
prezentata in Graficul nr. 5.
- grupul alelic DRB1*03(6.86%), DRB1*04, DRB1*07 (12,25%) si DRB1*13 cu alele *1301(5.88%)

s1 *1302 (3.43%) au fost cele mai frecvente alele in lotul de control.
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Alelele HLA-DQBI1
Alelele HLA-DQBI1 au fost determinate la cei 153 de subiecti prin metoda SSO. Datorita faptului ca
locusul DQB1 este mai putin polimorf si existentei informatiilor referitoare la dezechilibrul de linkage prin

care aceste gene se transmit, am putut desemna cele 306 de alele, fara ambiguitati dupa tipizarea prin

metoda SSO.
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Graficul nr.7. Frecventa alelelr DOBI la lotul de pacienti ~ Graficul nr.8. Frecventa alelelor DQBI1 in lotul de control
Distributia alelelor DQBI1 la lotul de pacienti si lotul martor
Prin analiza alelelor HLA-DQBI la pacientii luati in studiu cu hepatita C au fost identificate 102 de
alele HLA-DQBI1, cu urmatoarea distributie redata in Graficul nr.7.
alele din grupul DQBI1*02 (18.63%), DQ7 cu alela *0301(23.59%), DQB1*05 cu trei alele
*0501(14.69%), alela *0502 (11.76%), *0503 (5.90%) au fost cele mai frecvent in grupul de pacienti.
Prin analiza alelelor HLA-DQBI la lotul martor am identificat 204 alele HLA-DQB1, cu urméatoarea
distributie prezentata in Graficul nr.8.
— Alele din grupul DQB1*02 *0201(20.59%), DQ7 *0301(24.51%), sunt net mai bine reprezentate
comparativ cu celelalte alele DQB1 din grupul pacientilor.
Distributia haplotipurilor DRB1/DQB1
Haplotipurile DRB1/DQBI1 reprezinta regiunea genelor HLA-DRB1 si DQBI1 care se transmit in

grup la descendenti, datoritd unui puternic dezechilibru de linkage care exista intre cei doi loci. Dupa
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desemnarea alelelor HLA-DRBI1 si DQBI, haplotipurile au fost desemnate la randul lor cu ajutorul bazei

de date pentru complexul major de histocompatibilitate (dbMHC) a NCBI, resursa electronicad creatd cu

ajutorul Universitatii Medicale din Gratz, Austria.(234) Cele mai frecvente haplotipuri DRB1/DQBI care

pot fi intalnite in populatiile din Europa sunt prezentate in teza in anexa 3.

Distributia haplotipurilor DRB1/DQBI la lotul de pacienti si lotul martor

Am desemnat cele 102 haplotipuri DRB1/DQBI la toti pacienti, reprezentate printr-un nr de 17
combinatii cu urmatoarea distributie (Graficul nr 8) iar la lotul martor am desemnat cele 204 haplotipuri

DRB1/DQBI in 18 combinatii ale alelelor. (Graficul nr.11)

—  haplotipurile cu aceeasi aleld din grupul DR11, *1101 si *1102 au reprezentat cele mai frecvente
haplotipuri (21.56%) in combinatia *1101/*0301 (14.70%) si *1102/*0301(6.86%) iar haplotipul *
1601/*0502 a fost al doilea ca frecventd in grupul pacientilor (11.70%)

~ haplotipul *1501/*0602 a fost cel mai frecvent intalnit haplotip (18.62%) iar haplotipul *0701/*0201,

a fost al doi-lea ca frecventa in lotul de control (12.25%), in contrast slab reprezentate au fost
haplotipurile *0801/*0302 cu 4 cazuri (1,96%), haplotipul *1201/*0301 intalnit in 3 cazuri (1.47%)
si haplotipul *1001/*0501 in doar un singur caz (0.49%);
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Graficul nr.10. Frecventa haplotipurilor HLA-DRB1/ DQBI Graficul nr.11. Frecventa haplotipurilor HLA-DRB1/
in lotul de pacienti DOQBI in lotul martor
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Concluzii :

Alelele grupului DRBI care au fost prezente intr-o proportie semnificativ crescuta la lotul de pacienti
au fost *0101(16.66%), *0301(8.82%), *1601 (11.76%), iar alele grupului care au predominat la lotul
martor au fost reprezentate de alela DRB1*0701 (12.25%),*1104 (8.82%) s1 *1501(14.70%) .

Cand au fost comparate toate frecventele alelelor grupului DQ din lotul de pacienti si lotul de
control, distributia polimorfismelor alelice a predominat in grupul de control prin alelele grupului
DQB1*02 care au fost mai frecvent intalnite la lotul martor (20.59%) la fel grupul serologic DQ7 (24.51%)
si alela DQB1*0302(13.24%) si alelele grupului DQB1*05 au fost mai semnificativ crescute la pacienti
(15.69%).

Studiul 2 — Corelatii intre evaluarea posibililor factori genetici de risc diferit prezenti la
pacienti inaintea inceperii tratamentului si prezenta alelelor HLA-DR-DQ

Material si metoda
In studiul de fatd, am investigat asocierea viremiei la debut si gradul de fibroza hepatici in raport cu

genotipurile HLA la pacientii infectati cu virusul hepatitei C. .
In functie de gradul de fibroza si acivitatea necroinflamatorie corespunzitor scorului METAVIR pacientii
au fost mpartiti: -pacienti cu fibrozad minimalad (FO-F1,F1: -fibroza portald stelata fara septuri; AO-Al,
Al: activitate minimad), pacienti cu grad de fibroza moderatd (F1-F2, F2- fibroza portala cu rare septuri
A1-A2,A2- activitate moderatd) si pacienti care au prezentat un grad de fibroza relativ sever (F3; F3-F4-
fibroza cu numeroase septe, fara ciroza, A2-A3- activitate necroinflamatorie moderat- marcata ), iar in
functie de valorile Incarcaturii viremice Tnainte de inceperea tratamentului pacientii au fost impartiti in
doua grupuri dupa cum urmeaza:-pacienti cu viremie mica-medie 1.000.000 copii/ml — 5.000.000 copii/
ml si pacienti cu viremie mare -foarte mare 5.000.000 — 25.000.000 copii/ml si peste.

Rezultate :

Din totalul pacientilor luati in studiu 29 de pacienti au prezentat niveluri bazale crescute ale viremiei

(ARN VHC) corelate cu niveluri mai ridicate ale transaminazelor hepatice inaintea de inceperea

tratamentului standard cu PegIlFN/RBV. Din cele 102 alele prezente la pacientii cu HCV un numar

crescut de alele 58 au fost prezente in cazul pacientilor ce au prezentat incarcdturi viremice ridicate vs
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22 cazuri de paienti ce au prezentat viremie mica-medie ( un numar total de 44 alele).

In ceea ce priveste gradul de fibrozi prezentat de pacienti la inrolarea in studiu lotul are o distributie relativ

omogena, existdnd o usoara diferenta ce se observa intre grupul de pacienti care au prezentat fibroza

minimald, 17 cazuri (34 de alele studiate, aprox 33.3% din lotul studiat), 20 de cazuri (40 alele studiate,

39.2% din lotul total) reprezentand pacienti cu un grad de fibroza moderata si pacientii cu fibroza severa

14 cazuri (28 de alele studiate, 27.4% din lotul de studiu).

Distributia alelelor HLA-DRB1 -DQB]1in raport cu viremia la debut la pacientii cu HCV

Alele din grupurile DR *03 si *07 au fost prezente doar la pacientii cu viremie mare si foarte mare
prezentatd in teza in Tabelul nr 10:

- in grupul de pacienti cu viremie severa alele *0301(15.5%) si alela *0701 (17,2%) au fost foarte bine
reprezentate iar grupulrile alelice DR*11 (43.1%) si *04 cu alele *0401, *0404, *0405, *0407 au fost
mai bine reprezentate in cazul pacientilor cu viremie mica-medie. (Graficul nr.13)

Prin analiza alelelor HLA-DQBI la pacientii luati in studiu cu hepatita C au fost identificate alele HLA-

DQBI, cu urmatoarea distributie prezentata in teza in Tabelul nr.11

Alelele din grupul DQ*02 au fost prezente in toate cele 19 cazuri la pacientii cu viremie mare reprezentate

de alela *0201 avand cea mai mare pondere In aceastd categorie viremica comparativ cu alelele celorlate

grupuri 32.8%.
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Graficul nr.13. Asocierea genotipurilor HLA -DRBI* Graficul nr.14. 4socierea genotipurilor HLA -DQBI*
cu viremia la debut cu viremia la debut

— grupul alelic heterogen DQB1*03 a reprezentat cea mai mare parte a alelelor din grupul de pacienti
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cu viremie mica-medie (44, 43,2 %), iar alelele din grupul DQ2 au fost mai bine reprezentate prin
in cadrul grupului de pacienti cu viremie mare si foarte mare 38.2% sunt absente in grupul de
pacienti care au viremie micad sau medie.(Graficul 14)
Asocierea alelelor HLA DRB1, DQBI1 cu gradul de fibroza in cazul pacientilor cu HCV
Distributiile alelice HLA- DRBI si asocierea acestora cu gradul de afectare hepatica sunt prezentate in teza
in cadrul Tabelului nr. 13 si Graficului nr. 16.
= Grupul alelic DR *03 reprezentat prin alela 0301 nu a fost prezent in cazul pacientilor cu fibroza
minimald, fiind repartizat aproximativ uniform in celelate doud grupuri de pacienti cu fibroza
moderatd (10%) si severad (17.8%), de asemenea grupul DR *07 cu alela *0701 are cea mai mare
pondere 1n randul paceintilor cu fibroza severa (15% ).
= Grupul alelic DR*11 a fost de departe cel mai bine reprezentat in grupul de pacienti cu fibroza
minimald si moderata, reprezentat prin cele doua alele: - alela *1101 (37.6%) si alela *1104 (17.2%
Analiza alelelor HLA-DQBI la pacientii luati in studiu cu hepatita C a identificat alele cu urmatoarea
distributie Graficul nr.17:
Alelele din grupul DQ*02 au fost foarte rescute la pacientii cu fibroza severa 11 cazuri, 39.2% comparativ
cu grupul de pacienti cu fibroza minimala unde am gasit un singur caz cu aceasta alela.

— grupul alelic heterogen DQ*03 a reprezentat cea mai mare parte a alelelor din grupul de pacienti cu

fibroza minimala 38.1% si moderata 25.4%(Graficul nr. 17)
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Graficul nr.16. Frecventa genotipurilor DRBI in functie Graficul nr.17. Distributia alelelor si genotipurilor
de gradul fibrozei hepatice (scorul Metavir) HLA- DQBI in functie de gradul fibroza

Asocierea haplotipurilor HLA DRB1-DQBI1 cu viremia si gradul de fibroza la debut in cazul
pacientilor cu HCV
— Cea mai mare pondere este reprezentatd de haplotipul *0701/*0201 in cazul pacientilor cu valori
viremice ridicate inainte de inceperea tratamentului (Graficul.15), iar acientii care au avut valori
medii si mici ale viremiei au prezenat cel mai frecvent haplotipul *1101/*0301.

Cea mai mare pondere este reprezentatd de haplotipul *1101/*0301 in cazul pacientilor care au prezentat
fibroza minimala inainte de inceperea tratamentului (Graficul. nr.18),iar pacientii cu fibroza moderata au
prezenat cel mai frecvent haplotipul *1101/*0301, *¥1501/0602 sau *1601/%0502. In contrast haplotipul

*0701/*%0201 este cel mai frecvent haplotip prezent in cazul pacientilor cu fibroza marcata.
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in functie de viremia la debut a pacientilor cu HCV in functie de gradul fibroza

Concluzii:

Pentru locusul DRBI, alelele observate ce ar putea conferii predispozitie pentru persistenta virald si
cronicizare au fost din grupul DR *03 si *07 care au fost prezente doar la pacientii cu viremie severa,
*0301 (15.5%), *0701 (17,2%), aceleas grupuri alelice au fost la fel de bine reprezentate si in cazurile cu

fibroza severa *0701 (15%), *0301 fibroza moderata (10%) si severa (17.8%). Am constatat o frecventa
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mai mare a alelelor din grupul DR*11 bine reprezentat in cazul pacientilor cu valori viremice mici si
moderate (43,1%), de asemenea a fost de departe cel mai bine reprezentat si in grupul de pacienti cu
fibroza usoara, *1101 (37.6% ). Alelele din grupul DQ2 fiind cel mai bine reprezentate prin alela *0201
in cadrul grupului de pacienti cu valori ale ARN-HCV ridicate (38.2%) si activitate necroinflamatorie
moderat- marcata.
Studiul 3 — Corelatii intre variatia raspunsului la taratamentul cu PegIlFN/RBV si prezenta
genotipurilor HLA-DRB1-DQB1 si IL28B la pacientii cu hepatita C
Tinta tratamentului antiviral cu IFN/RBV a fost raspunsul virusologic sustinut (,,sustained virusological
response”, SVR) definit ca ARN-HCV nedetectabil la 6 luni dupa incheierea tratamentului ce a caracterizat
grupul de pacienti SVR, iar lipsa de raspuns virusologic (“non-response”) definit printr-o scadere a
viremiei cu <2 log10 fatd de nivelul de baza la 12 saptdmani de la inceputul tratamentului a definit grupul
de pacienti non responders (non-R) la care s-a intrerupt ulterior tratmentul antiviral In saptdmana 12.
Pacientii care au ramas negativi pentru ARN-VHC pe parcursul acestei perioade au fost grupati ca RVS in
timp ce ceilalti au fost grupati ca Non-R.
O medie de varsta generald mai scazutd s-a observat la toti pacientii ce au obtinut SVR indiferent de sex si
la pacientii din lotul de control (media la sexul masculin 38.367 min 13 ani - max 63ani si 36.415 la sexul

feminin (minl8ani -max 65ani). (Tabelul.16)

Sex (%) Media de virstd Deviatia standard
Rispunsul la
tratamcntul

i Frecy Masculi  Femint

’ n n Masculin Feminin Masculin - Feminin
RBVAFN nr. (%) " -
n=77 n=76
{n=153) {50,3%) {49,7%) min‘max min‘max
SVR 32 20,9 15 i7 41.133(25-73)  47.823(26-64) 16. 300 11.029
Non-R 19 124 13 6 45.000 (24-65)  53.833(40-63) 16,170 9.368
Lot control 102 66,7 49 33 J&367¢13-63) 36.415(15-65) 12.175 11.634

Tabelul.16. Frecventa cazurior studiate in grupurile de pacienti SVR, Non-R si in lotul de control in
functie de sex si media de varstd, n=nr. de subiecti.

Asocierea alelelor HLA DRB1-DQBI1 cu raspunsul la tratamentul cu PegIFN/RBV

Cand frecventa alelelor pentru cei 32 pacienti (P) SVR (2n=64) si cei 19 pacienti non-R (2n=38) la
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fiecare locus a fost comparatd cu cea obtinutd pentru cei 102 controli (C) (2n=204), o diferentd
semnificativa statistic a fost gasitd pentru alela HLA-DRB1*0101 in ambele comparatii facute intre
grupurile SVR vs. C (p=0.003) si non-R vs.C (p=0.06), ardtand o asociere cu lotul de pacienti fiind gasita
la o frecventd mult mai mare (7,8%) decat in lotul de control (1%). O alta asociatie semnificativa
statistic a fost gasitd pentru DRB1*0701 (P=0.012), cand au fost comparate grupurile de SVR vs. C,
avand o frecventd mai mare in lotul de control 12.3%. De asemenea alela *07 a avut semnificatie
statistica si in cazul comparatiei intre grupurile non-R vs.C (p=0.043), fiind una dintre alele comune in
randul pacientilor non-R 23,7%. Alte alele care au avut semnificatie statistici in urma comparatiilor
dintre grupuri au fost DRB1*0301 cu grupul de pacienti non-R (p=0.005) si DRB1*1101 (p=0.001) cu
grupul de pacienti SVR.
In urma comparatiilor ficute intre frecventa alelelor DQBI1 dintre grupurile de pacienti SVR vs. C
si grupul de pacienti non-R vs.C o singurd alela DQB1*0201 a fost gasitd avand importanta statistica .
p=0.002, OR 0.136 95% CI 0.03-0.58 aceasta avand o frecventa mai mare in lotul de C, iar cand s-au
comparat grupurile non-R vs. C (23.1%), asocierea semnificativa cu grupul de C a fost constatatd tot in
cazul alelei DQB1*0201, p=0.01, OR 3.42, 95% CI 1.65-7.09.
Riscul privind raspunsul la tratament la pacientii cu hepatita C conferit de alelele HLA-DRBI1-
DQBI1 in grupul de pacienti studiat
O asociere extrem de semnificativd a fost gasitd pentru HLA-DRB1*0701 (P<0.001), riscul de a avea
pacienti prezenti in grupul Non-R fiind de 19.55 ori mai mare, IC 95% pt. OR = (2,36-161,63), iar riscul
de a nu obtine SVR este de 15.15 ori mai mare decat la ceilati pacienti. IC 95% pt. Rr = (1,99-115,02).
(Tabelul nr.19) O altd asociere semnificativd in cadrul acestei comparatii de grupuri a fost a alelei
DRB1*0301 cu pacientii non responderi (P<0.001), riscul de a avea pacienti cu DRB1 *0301 prezenti in
grupul Non-R este de 16.80 ori mai mare IC 95% pt. OR = (2,00-140,50), iar riscul de non raspuns la
tratament este de 13.47 ori mai mare decat la ceilati pacienti IC 95% pt. Rr = (1,75-103,59).(Tabelul nr.19)
De asemenea analiza statistica a evidentiat alela *1101 ca fiind asociatd cu raspunsul la tratament in acest
caz p<0,001, riscul de a avea pacienti cu DRB1 *1101 prezenti in grupul Non-R este foarte mic de 0.30
IC 95% pt. OR = (0,09-0,96), iar riscul de a nu rdspunde la tratament este de asemenea scdzut in cazul

acestor pacienti 0.37 IC 95% pt. Rr = (0,13-1,02).(Tabelul nr.19)
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Pentru a determina riscul relativ in cadrul raspunsului la tratament la pacientii cu hepatita C frecventa
alelelor HLA DQBI in grupul de pacienti non-RVS a fost comparata cu grupul de pacienti care au obtinut
SVR si o asociere extrem de semnificativa a fost gédsita pentru HLA-DQB1*0201 (P<0.001), riscul de a
avea pacienti cu DQBI1 *0201 prezenti in grupul Non-R este de 25.09 ori mai mare IC 95% pt. OR = (5.34,
117.81), iar riscul de a nu raspunde la tratament este de 14.31 ori mai mare comparativ cu pacientii SVR IC
95% pt. Rr = (3.49, 58.58).(Tabelul nr.21). O alta asociere semnificativa in cadrul acestei comparatii de
grupuri a fost cea a aleleit DQB1*0301 cu pacientii responderi la terapie SVR (P<0.01), OR 0.25, 95% CI

0,08-0,82), acestia prezinta un risc foarte scazut de 0.33 de ori de a nu raspunde la tratament. (Tabelul nr.2

non-R V8. SVR
Alelay I frecv. ' pval. OR  95%CI RR  95%Cl
i non-R s, SVR
DRBI  nonR/  non-R/SVR  non-R Alela/
SVR (%) +SVR ous ™ frec. e pval.  OR  95%CI RR 95%Cl
(2n=102)
DQB]  nonR/ non-R/SVR  non-R +SVR
0101 5 2678 0,156 0282 031 003283 033 004277 SVR (%) (2n=102)
+
0102 355 7.9/7.8 0,001 0988 101 022449 101 025399 Q3
0201 172 44731 27237 <0001 2509 5341178 1431 349-5858
0301 8§/ L1016 11258 <0,001 16,80 2,00-140,50 1347 1,75-103,59
DQ7*
Mor 1z 2631 000 0387 085 0079356 034 00789 0301 420 105512 5691 <001 025 0081082 033 012091
0404 11 2,616 0,142 0707 1,70 0102803 1,68 0,1026,15 DQ8*
0302 25 5318 0242 0622 065 012358 067 013330
0701 9/ 23,716 13,195 <0,001 1955 236-161,63 1515 199-115,02
DQ5*
101 418 105281 4365 <001 030 00909 037 0,13-1,02
0501 411 105172 0843 0358 056 016-192 061 021178
B3or 23 3341 0017 0896 113 LI8708  LI2 0194642 0502 15 2678 0056 0282 031 00328 033 004277
1302 173 2,6/4,7 0267 0,605 055 005548 056 006520 DQ6*

- <2 s - X 0602 28 53125 1412 0235 0389 007-193 0421 009188
1501 218 53125 1412 0235 038 007-193 042 009188

0605 23 5347 0,017 0896 1,130 LIS708 1123 019642
1601 6/6 15894 0945 0331 1813 054608 1,684 05854852 ,

o604 13 2,64,7 0,267 0,605 0550 005548 0561 0,06-520
Tabelul. 19. Asocierea alelelor HLA -DRBI cu raspunsul la Tabelul.21. Riscul alelelor HLA —DQBI in cadrul
raspunsului
tratamentul cu FN/RBV studiu comparativ intre grupul pacientilor la terapia cu PeglFN/RBV prezentatd in comparatie intre
non-responderi (non-R )si pacientii responderi (SVR). Alele cu grupul de pacienti SVR si grupul de pacienti non-R: SVR
semnificatie statistica sunt marcate cu caractere in bold, unde “- 7 vs. grupul non-R. Asociatia cu boala (fie pozitiva sau
reprezinta alela lipsd, n= nr. de cromozomi. negativa) in cadrul grupului alelic DOBI este evidentiatd

cu caractere bold. Alelele individuale sunt prezentate cu
caractere italice. Frecveta alelica a fost calculata tinand
cont de numarul diploid de cromozomi in fiecare grup (2n).
Unde n=numarul de cromozomi.
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Asocierea polimorfismului genei interleukinei IL28B cu raspunsul la tratamentul cu PegIFN/RBYV in
lotul de pacienti cu HCV
In lotul analizat existd un procent scizut de pacienti homozigoti C/C in gena IL28B (15.1%), profil

confirmat ca predictor al evolutiei favorabile, fiind asociat cu obtinerea raspunsului virusologic rapid
(RVR) si a raspunsului virusologic sustinut (SVR).

Frecventa alelei C rs12979860 este observatd intr-un procent de 62.5% la pacientii cu genotipul C/C care

au obtinut un SVR in comparatie cu 48.3% la pacienti SVR care au fost heterozigoti C/T. In studiul de fata

am constatat cd desi alelele C sunt mai frecvente in randul pacientilor cu SVR, in mod paradoxal au fost

asociate si cu niveluri mai crescute de ARN-HCV (incércaturi viremice ridicate 5.000.000 — 25.000.000

copii/ml; < 25.000.000 copii/ml) in comparatie cu pacienti purtatori de alele T.

u C/IC mCT T

70.00%

58.33%
46.67%
35.00%
23.33%
11.67%

Relapser 0.00%

Graficul nr.21. Asocierea polimorfismului genei interleukinei IL28B cu
raspunsul la tratamentul cu PegIFN/RBYV in lotul de pacienti cu HCV

Niveluri mai mari de ARN HCV au fost observate si la o parte din pacienti inainte de inceperea
tratamentului si care erau purtdtori ai alelei C. Pacientii homozigoti purtatori ai alelei T/T au fost
evidentiati intr-un procent ridicat in grupul de pacienti non-R 58.3% si in grupul de pacienti care au
recazut (33.3%), un mic procent fiind prezent in cazul pacientilor care au obtinut SVR pe durata terapiei
(8.4%).

Concluzii:

In studiul efectuat privind Corelatii intre variatia raspunsului la taratamentul cu PegIFN/RBV si prezenta
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genotipurilor HLA-DRB1-DQBI1 si IL28B la pacientii cu hepatita C am observat atat asocieri pozitive
(alela/haplotipul conferd risc pentru boald) cat si negative (alela/haplotipul confera protectie pentru
boald). Analiza riscului relativ (RR) conferit de alelele locusului HLA-DRB1 a evidentiat valori ale
riscului relativ intre 25.09 (cea mai predispozantda aleld) si 0.03 (alela care confera cea mai mare
protectie). In cazul studiului prezentat a fost evidentiat un numar relativ mare de pacienti cu genotip
homozigot C/C care au avut recadere la diferite intervale de timp dupa Incetarea tratamentului si se poate
sd existe posibilitatea ca pacientii cu genotipul favorabil C/C sd prezinte o ratd adecvatd de SVR Ia
administrarea tratamentului standard pe o perioadd mai scurtd (24 saptamani vs. 48 sdptamani sau mai
mult timp). O altd explicatie este datd de un studiu recent care a demonstrat ca riscul de recadere dupa
tratmentul antiviral standard ar putea fi de asemenea dependent de viremia reziduald minima si nu de

genotipul IL28B.

Concluzii generale si perspective ale cercetarii

In analiza univariatd prezentd pacientii cu rispuns virusologic sustinut au varste semnificativ mai
mici (cu o medie de 42.8 ani), provin mai ales din mediul urban, au polimorfism CC al IL28B si
valori relativ mai crescute ale incarcaturii virale baseline (ARN HCV) la momentul initierii terapiei
cu IFN. De asemenea, acesti pacienti au avut valori reduse semificativ ale scorului Metavir pt
evaluarea gradului de fibroza si activititii necroinflamatorii hepatice si raspuns virusologic
favorabil la 4 si 12 sdptamani de tratament (RVR, respectiv raspuns virusologic rapid EVR).

Cand s-au comparat cele doud grupuri de pacienti in cazul raspunsului la tratament, asocieri
semnificative s-au observat la diferiti loci, mai ales atunci cand grupul de non-R a fost comparat cu
grupul SVR, o asociere extrem de semnificativa a fost gasita pentru alele HLA-DQB1*0201 HLA-
st DRB1 *0701 in cazul pacientilor Non-R, alela DRB1 #0701 avand o frecventd semnificativ mai
mare 1n acest grup comparativ cu grupul SVR. Fiind una dintre alele comune in rdndul pacientilor
non-R dar si in lotul de control se poate argumenta ca populatia studiatd este una de risc in privind
persistenta virald in hepatita C.

O alta asociere cu clearance-ul viral semnificativa a fost constatatd de asemenea in cazul alelei

HLA-DQB1*0301 in cazul in care grupul de Non-R a fost comparat cu grupul de SVR, sugerand ca
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ar putea exista o tendinta Tn asocierea a acestei alele cu o boala de ficat "mai putin severa”.

Aceste observatii sunt interesante deoarece indica un posibil mecanism prin care HLA-DQB1*0301
este cumva implicata in clearanceul viral spontan la pacienti cu imunitate naturald sau printr-un
sistem imunitar suplimentat de tratamentul cu IFN si putem presupune cd pacientii studiati ce au
prezentat HLA-DQB1*0301 nu au putut realiza in mod spontan eliminarea virusului, dar au avut
SVR in urma terapiei cu IFN.

In mod similar, comparatiile grupurilor s-au efectuat pentru haplotipuri, unde doar doud haplotipuri,
HLA-DRBI1*0701/DQB1*0201 si HLA-DRB1*1101/DQB1*0301, au demonstrat asocieri
semnificative cand grupul de non-R a fost comparat cu grupul SVR.

Am demonstrat o asociere negativa, atat pentru locusul DRB1 — alela *1101, cat si pentru DQB1 —
alela *0301 (DQ7); aceste doud alelele formeaza haplotipul DRB1/DQB1 *1104/*0301 care, la
randul lui a fost semnificativ crescut la pacientii SVR. Se poate afirma cd, pe esantionul studiat,
haplotipul *1104/*0301 confera protectie pentru hepatita C, preconizand un rdspuns virologic
sustinut, rezultat din actiunea eficientd a interferonului iIntr-un scenariu care duce favorabil
imunologic la distrugerea hepatocitelor infectate.

Deoarece alela DRB1 #1101 a fost gasita la o frecventd mai scazutd comparativ la pacientii non-R,
am presupus ca aceasta este probabil, responsabila pentru clearance-ul viral, in acord cu alte studii
anterioare din populatia Europeana caucaziana .

Nivelurile mai mari ale viremiei (ARN HCV) observate la pacientii purtatori ai alelei C care este
consideratd a fi asociatd cu o ratd mai crescutd a RVS in studiul de fata, ar putea fi explicat prin
faptul ca desi diferentele valorilor viremice nu sunt foarte mari, nivelurile mai mari de ARN HCV
la pacientii cu genotip C/C ar putea facilita activarea sistemului imun Tnnascut si controlul infectiei
in cursul tratamentului. S-ar putea presupune ca in plus fatd de nivelul bazal de ARN HCV,
genotipul IL28B ar putea influenta si cinetica raspunsului la tratamentul cu PeglFN/RBV.

Datele disponibile in studiu ar putea orienta cu privire la pacientii care prezintd un genotip
nefavorabil (C/T sau T/T) ce ar putea sa fie inclusi in categoria ,,dificil de tratat” in acelasi mod in
care sunt considerati si alti factori de prognostic negativ (ca de exemplu, fibroza avansatd) dar cu

toate acestea sunt necesare studii suplimentare pe un lot mai mare de pacientii pentru confirmarea
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acestui efect, deoarece este cunoscut faptul ca genotipul IL28B nu are o valoare predictiva pozitiva
de 100% pentru SVR, de aceea nu ar trebui utilizat ca factor predictiv unic in stabilirea deciziilor
terapeutice.

In lotul de subiecti analizat puternica asociere dintre DQB1*0201 cu raspunsul nefavorabil la
tratament sugereaza faptul ca nu un haplotip ci mai degrabd o alela este implicata Tn non raspunsul
la tratament aceasta fiind in dezechilibru de linkage este prezenta atat in alcatuirea hapltipului
DRB1*0701/DQB1*0201 cat si DRB1*0301/DQB1*0201 ambele alele DR *0701 si *0301 fiind
prezente la pacientii nonresponderi.

Péana 1n prezent nu am intélnit nici un alt studiu care a demonstrat asocierea unui haplotip sau alela
HLA-DRB1/DQBI cu evolutia VHC la pacientii din Romania, aceasta fiind dovedita de alte studii
asemanatoare efectuate la pacientii din alte populatii, indicand din nou necesitatea de a repeta astfel
de studii.

Informatiile prezentate in studiu ar putea avea implicatii importante pentru managementul
pacientilor cu HCV genotip 1 in Romania, spre deosebire de alte studii raportate in diferite
populatii europene si non europene, care au gasit o ratd de raspuns mai mare la tratament in cazul
pacientilor cu HLA-DRB1*0701, am constatat cd in populatia noastra acesti pacienti nu au putut
realiza clearence viral (SVR) considerand aceasta o alela de risc 1n studiul de fata pt populatia data.
Acest lucru este important daca va fi confirmat si de alte studii in populatia noastra, deoarece in
practica clinica normala in Roamania pacientii sunt tratati cu terapia standard IFN/RBV (din cauza
problemelor costului ridicat) iar daca tipizarea HLA la acesti pacienti ar putea fi realizata Tnainte de
inceperea tratamentului si o alela sau haplotip asociat cu persistenta virala a fost gasit, acesti
pacienti ar putea primii un tratament mai agresiv, in loc sa fie tratati cu terapia standard.

Importanta implicatiilor studiului actual sunt relevante numai pentru pacientii care au primit terapia
standard IFN /RBYV si ar putea sa nu fie valabil pentru pacientii care au primit alte tipuri de terapii
Studiul este valabil pentru tarile mai putin dezvoltate in care pacientii nu isi pot permite alte terapii
si In care tratamentul standard este in mare parte prima optiune.

Estimarea evolutiei infectiet HCV la ora actuald bazata doar si numai pe genotipurile HLA este

foarte putin probabil a se utiliza In paractica clinicd datoritd faptului cad s-a stabilit riscul relativ
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conferit de posedarea unei anumitei alele specifice a nu fi foare mare (in general intre 2 si 4), mai
ales atunci cand este calculat in populatia generala si se ia in considrare frecventa de reguld scazuta
a alelelor in populatia generald, aceasta este ca rezultat al gradului mare de polimorfisme la nivelul
locilor MHC.
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