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Summary: In the world 170 millions of people are infected with hepatitis C virus (HCV). Current
recommended therapy for chronic HCV infection is expensive, can have serious adverse reac-
tions and is unsuccessful in 50 % of genotype 1 cases. At present is not possible to identify
individuals who fail to clear the virus on therapy (nonresponders). Both viral and host factors
have been implicated in treatment outcome. Here we review recent progress made in the iden-
tification of the host determinants associated with HCV treatment response, using genome-
wide association studies (GWAS). GWA studies have provided evidence that several SNPs from
the region IL-28B gene are significantly associated with response to standard of care therapy.
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Wstep

Infekcje wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) s3 jedna
z epidemii XXI wieku. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) okoto 170 milionéw ludzi na $wiecie jest zakazonych
wirusem HCV. W Polsce liczba zakazonych HCV wynosi oko-
to 730 tys. [1]. Przewlekle zapalenie watroby typu C (pzw C)
dotyczace 80% przypadkéw, powoduje stopniowe uszkodze-
nie watroby, ktére u 20-25% pacjentéw prowadzi ostatecznie
do marskosci tego narzadu, a takze raka watrobowo-komoér-
kowego (ang. hepatocellular carcinoma; HCC). Nastepstwa
te stanowia gléwna przyczyng transplantacji watroby.

Zasadniczym celem leczenia zakazenn HCV jest osiagnie-
cie trwalej odpowiedzi wirusologicznej SVR (definiowanej

Jjako niewykrywalno§¢ wiremii 24 tygodnie po zakonczeniu
leczenia), przy zastosowaniu terapii jak najmniej obciazaja-
cej pacjenta. Leczenie pzw C oparte na terapii skojarzonej
pegylowanym interferonem alfa (pIFN) i rybawiryna (RBV)
jest obecnie standardem stosowanym na catym Swiecie[1,2].
Mimo stosowania od kilkunastu lat terapii przeciwwiruso-
wej pzw C, jej optymalizacji i indywidualizacji, Srednio oko-
to potowa pacjentéw nie uzyskuje trwatej odpowiedzi wiru-
sologicznej na leczenie. Stosowana terapia skojarzona pIFN
i RBV jest obarczona duzg iloScig dziatan niepozadanych
o r6znym charakterze i nasileniu. Dlatego prowadzi si¢ ba-
dania majace na celu optymalizacj¢ standardowego lecze-
nia tak aby mogto ono by¢ dostosowane do potrzeb kazdego
pacjenta, dazy si¢ do personalizacji leczenia pzw C. W tym
kontekscie jak i z ekonomicznego punktu widzenia istotna

73



staje sie mozliwos¢ przewidywania efektéw terapii przed jej
rozpoczeciem.

Czynniki prognostyczne

Przewlekle zapalenie watroby typu C jest choroba, w kt6-
rej okreslono wiele czynnikéw prognostycznych skutecz-
nosci terapii zaleznych zaréwno od wirusa jak i gospodarza
[3,4]. Wsréd nich najwieksza role odgrywa genotyp HCV,
wysoko$¢ wyjsciowe]j wiremii, wydolnos¢ uktadu immunolo-
gicznego osoby zakazonej oraz stopien zaawansowania cho-
roby (obecno$¢ wtdknienia i marskosci). Jednym z najwaz-
niejszych czynnikéw wirusowych jest genotyp HCV. W Polsce
najczesciej wystepuja zakazenia genotypem 1, rzadziej 3, spo-
radycznie stwierdza si¢ przypadki zakazen genotypami 214
[1,5]. Skutecznosc¢ leczenia chorych zakazonych genotypem
2, 3 HCV wynosi prawie 90% za$ w przypadku genotypu 1
i4 HCV okoto 50%. Oprécz genotypu HCV duze znaczenie
w prognozowaniu skutecznosci terapii ma wysoko$¢ wiremii
HCV przed leczeniem. Znacznie lepiej odpowiadaja pacjenci
z nizsza wiremia wyjSciowa (ponizej 400 000 IU/mL). Wsréd
czynnikow zaleznych od gospodarza wymienia si¢ rase, wiek,
pte¢, BMI, opornos¢ na insuling oraz odpowiedz w 4 a na-
stepnie 12 tygodniu leczenia, okreslane odpowiednio jako
szybka (RVR - rapid viral response) i wczesna odpowiedz
wirusologiczna (early viral response; EVR). Waznym czyn-
nikiem jest takze ,adherencja” pacjentéw oraz stopien za-
awansowania choroby [3,4].

Aktualne wyniki leczenia wskazuja na potrzebe okreslenia
dodatkowych niezaleznych czynnikéw o znaczeniu progno-
stycznym. Podlozem zr6znicowanej odpowiedzi na terapie in-
terferonowa sa pierwotne wlasciwosci genetyczne komérek
ukiadu immunologicznego jak i hepatocytéw. Dodatkowo,
trudnosci w leczeniu pzw C zwiazane sa ze zmieniona aktyw-
noscia genéw i biatek zainfekowanych komorek, wywotana
oddziatywaniem protein HCV na aparat komérkowy gospo-
darza. Naleza do nich gléwnie geny odpowiedzi na interfe-
ron (ang. interferon-stimulated genes; ISGs) [6].

Badanie GWAS

Zsekwencjonowanie genomu ludzkiego i rozwdj technik bio-
logii molekularnej w tym analiz mikromacierzowych umoz-
liwia prowadzenie badan na poziomie calego genomu. Od
kilku lat w przypadku chorych na pzw C znajduja one za-
stosowanie w poszukiwaniu czynnikéw prognostycznych od-
powiedzi na zastosowane leczenie na podstawie okre§lania
profilu ekspresji genéw komoérek watrobowych badz jedno-
jadrzastych krwi obwodowej [7-9]. Z badan w grupie oséb z
pzw C prowadzonych w ostatnich latach wynika, ze czynni-
kéw prognostycznych mozemy szukaé badajac polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymor-
phism; SNP) [10-12]. Warianty genetyczne spowodowa-
ne zamiang pojedynczego nukleotydu s3 odpowiedzialne
za 90% migdzyosobniczej zmiennosci genomu cztowieka
i moga wplywac na zmiennos¢ fenotypowa [13].

Technika, ktéra umozliwia réwnoczesna identyfikacji se-
tek tysigcy polimorfizméw SNP oraz okreslenie ich zwiaz-
ku z dana cecha nazywana jest badaniem asocjacyjnym ca-
tego genomu (ang. genome-wide association study; GWAS).
Oparta jest ona na technologiach plytek mikromacierzo-
wych zawierajacych sekwencje majace na celu wykrycie zna-
nych SNP z calego genomu, ktére funkcjonuja jako markery

genetyczne [14-16]. Badanie GWAS umozliwia odnalezienie
markeréw genetycznych danej cechy poprzez stwierdzenie
istotnych statystycznie réznic w czestosSciach wystepowania
jego polimorficznych wariantéw (alleli) w genomach dwoch
grup rézniacych sie pod wzgledem badanej cechy. Allele ta-
kie moga by¢ umiejscowione zaréwno w sekwencjach kodu-
jacych genéw potencjalnie zwiazanych z dang cecha jak tez
poza nimi w przestrzeni miedzy genowe;j.

Genetyczne markery skutecznosci terapii
w pzw C

W 2009 roku opublikowano wyniki niezaleznych badan
GWAS, ktorych celem bylo poszukiwanie miejsc genomu
cztowieka majacych wplyw na skutecznosci leczenia u cho-
rych na pzw C [17-21]. Temat ten byl juz wczesniej podej-
mowany w licznych publikacjach, niemniej jednak badania
te byly ograniczone do analiz zmiennosci genéw zaangazo-
wanych w procesy odpowiedzi organizmu na zakazenie wiru-
sowe [10-12]. Po raz pierwszy wykorzystano badania GWAS
u chorych na pzw C do wykrycia markeréw genetycznych
w postaci SNP zwiazanych ze skutecznoscia obecnie stoso-
wanego leczenia. Niezalezne zespoly badawcze zgodnie wy-
kazaly, ze na chromosomie 19 czlowieka w obrebie genu
II-28B, kodujacego jedno z biatek interferonéw typu lamb-
da oznaczone jako IFN-A-3, znajduja si¢ markery genetyczne
powiazane ze skutecznoscia leczenia. Wsréd nich najwazniej-
sze wydaja si¢ by¢ rs12979860 oraz rs8099917. Markery te
wyodrebniono poprzez poréwnanie réznic czestosci wyste-
powania ich wariantéw nukleotydowych w dwé6ch grupach
chorych na pzw C rézniacych si¢ wynikiem leczenia mierzo-
nym przez SVR. Badaniem zostali objeci pacjenci zakazeni
genotypem 1 HCV poddani standardowej terapii. Kazde
z tych badan byto przeprowadzone w réznych grupach et-
nicznych: Europejczykow, Afroamerykanow, Australijczykow
i Japoniczykow.

rs 12979860

Ge i wsp. przeprowadzili badania z udzialem 1137 pacjen-
téw nalezacych do trzech grupach etnicznych obejmujacych
Amerykan6w pochodzenia europejskiego, afrykanskiego oraz
Hiszpanéw, w ktérych zidentyfikowano marker genetyczny
1512979860 opisujacy polimorfizm SNP (T/C) potozony 3
tysigce par zasad powyzej genu IL-28B. W niezaleznych ana-
lizach w obrebie kazdej podgrupy jak i w analizie zbiorczej
wykazano istotny statystycznie zwiazek tego markera genetycz-
nego z SVR. Pacjenci o genotypie CC ponad dwukrotnie cze-
Sciej uzyskiwali SVR w stosunku do chorych o genotypie T/T
[17]. W innym badaniu przeprowadzonym w grupie ok. 1 tysia-
ca pacjentéw pochodzacych z 6 niezaleznych grup wykazano,
ze polimorfizm rs12979860 jest istotnie statystycznie zwiazany
ze spontaniczng eleiminacja zakazenia HCV [18]. Wykazano,
ze czestotliwos¢ wystepowania allelu C w stosunku do T byta
znacznie wicksza w grupie pacjentéw eliminujacych zakaze-
nie w stosunku do chorych na pzwC, niezaleznie od grupy
etnicznej. Analizy statystyczne ujawnily, Ze pacjenci o geno-
typie C/C maja trzykrotnie wieksze szanse spontanicznej eli-
minacji HCV w poréwnaniu do pacjentéw o genotypach CT
lub TT bez wzgledu na grupe etniczna, co zdaniem autoréw
wskazywa¢ moze na recesywnosc tego allelu.

Przeprowadzone przez te dwa zespoly badania populacyjne
allelu C rs12979860 ujawnily jego dwukrotnie wyzsza cze-
stoS¢ wystepowania u Europejczyk6éw niz u Afrykanczykéw
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[17,18]. Dodatkowo Thomas i wsp. zalezno$¢ ta wykazali
takze w grupie pacjentéw, ktorzy dokonali eliminacji zaka-
zenia HCV [18]. Autorzy zaobserwowali korelacje migdzy
czestoscia wystepowania allelu C w danych grupach etnicz-
nych a skutecznoscia terapii jakie prezentuja te populacje.
W grupach wykazujacych wieksza frekwencje wystepowania
allelu C obserwuje si¢ wyzsza skutecznos¢ leczenia. Wedlug
autoréw rozklad wystepowania rs12979860 mégtby wyja-
$nia¢ znaczace réznice w skutecznosci leczenia jakie wyste-
puja migdzy poszczegdlnymi grupami etnicznymi [17,18].
Wykazano takze, ze ochronny wplyw allelu C jest niezalezny
od wspolzakazenia wirusem HIV lub HBV oraz innych zna-
nych czynnikéw zaleznych od gospodarza [18].

Sekwencjonowanie genu /L 28Bu wybranych 96 pacjentéw
pozwolilo na identyfikacje dwéch innych SNP silnie sprzezo-
nych z wystgpowaniem markera rs12979860 j.: rs28416183
oraz rs8103142 [17]. Zaleznos¢ silnej nieréwnowagi sprzezen
migdzy rs12979860 a rs8103142 zostata takze opisana w ba-
daniach Thomas i wsp. [18]. Autorom obu prac nie udato
sie wykazac zwigzku wspotwystepowania tych SNP z wynika-
mi SVR lub eliminacja zakazenia. Jeden z autoréw wskazu-
je, ze polimorfizm rs8103142, ktérego wystapienie powodu-
je powstanie biatka o zmienionej sekwencji aminokwasowe;j
(K70R) moze wyjasnia¢ zwiazek markera rs12979860 z lep-
szym rokowaniem. Niemniej jednak do ustalenia tej zalez-
nosci niezb¢dne sa badania majace na celu okreslenie me-
chanizméw biologicznych odpowiedzialnych za ten zwiazek.

rs 8099917

Trzy niezalezne badania wykazaly zwiazek wystepowania
w poblizu genu IL28B niekorzystnego polimorfizmu SNP
(allelu G) w rs 8099917 z niepowodzeniem terapii [19-21].
We wstepnych badaniach GWAS przeprowadzonych wsréd
314 Japonczykow wykryto dwa polimorfizmy SNP, ktérych
niekorzystne allele byly znaczaco czesciej obserwowane
wsrod pacjentéw z catkowitym brakiem odpowiedzi na te-
rapie (ang. null virological response; NVR) w stosunku do
tych, ktorzy zareagowali na leczenie (ang. viral response;
VR) [19]. Istotnos¢ statystyczna dla rs12980275 wynosita
P=1.93x10(~13) a dla rs8099917 3.11x10(-15). Zwiazek ten
potwierdzono w niezaleznej grupie badawczej 172 pacjen-
t6w, przy czym dla rs12980275 istotno$¢ byta juz mniej zna-
mienna. Co ciekawe pacjenci homozygotyczni pod wzgle-
dem wystapienia omawianych SNP obserwowani byli tylko
w grupie NVR. Asocjacja tych markeréw z SVR takze oka-
zala si¢ by¢ istotna statystycznie i wynosita dla rs12980275
P=3.99x10(-24), a dla rs8099917 P=1.11x10(-27). Badania
przeprowadzone w populacji 293 Australijczykow z nieza-
lezna grupa walidacyjna 555 potwierdzily znaczenie marke-
ra rs8099917, dla ktérego wykazano najwigkszy istotnie sta-
tystycznie zwiazek z SVR (dla calej grupy P=9.25x10(-9))
[20]. Z kolei w badaniach Rauch i wsp. w grupie 1015 pa-
¢jentéw z pzw C oraz 347 z samoistng eliminacjq zakazenia
HCV wykazali, ze allel G rs8099917 jest zwiazany nie tylko
z brakiem odpowiedzi na terapi¢ (P=3.11x10(-8)) ale tak-
ze z chronicyzacja zakazenia HCV (P=6.07x10(-9)) [21].
Okreslono, ze czestotliwos¢ wystapienia allelu G u pacjen-
téw z samoistna eliminacja wynosi 24%, dla os6b przewle-
kle zarazonych kt6rzy odpowiedzieli na terapie 32% zas$ dla
tych ktérzy nie odpowiedzieli az 58%.

Mapowania regionu obejmujacego gen /1.-28B ujawnily obec-
no$¢ w tym miejscu kilkunastu SNP [19,20]. W pracy pod

kierunkiem Tanaka i wsp. w niezaleznej grupie 172 pacjent6w
po dodatkowych analizach tego regionu wyznaczono pulg 7
SNP jako najsilniej istotnie statystycznie zwiagzanych z NVR
(rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813, rs4803219,
rs8099917 i rs7248668; P=5.52x10(-28) - 2.68x10(-32);
OR=22.3-27.1) [19]. W drugim badaniu wykazano, ze obec-
nos¢ allelu C rs80999917 wiaze si¢ z wystgpowaniem haploty-
pu ztozonego tacznie z 6 SNP, ktéry jest znaczaco statystycz-
nie czeSciej spotykany u chorych nie odpowiadajacych na
leczenie [20]. Za pomoca technik iloSciowego RT-PCR wyka-
zano, ze pacjenci noszacy niekorzystny allel G w rs8099917
wykazuja obnizona ekspresje genu IL-28A [20] i IL-28B
[19,20]. Sugeruje si¢ ze polimorfizm ten moze regulowac
ekspresje IL-28B i w ten spos6b wplywac na sukces odpo-
wiedzi terapeutycznej.

IL 28B

Wyniki powyzszych badan podkreslaja znaczenie IL 28B
w prognozowaniu leczenia chorych na pzw C, cho¢ wyzna-
czone warianty genetyczne nie wplywaja w oczywisty spos6b
na funkcjonowanie tego genu. IL-28Brazem z IL-28Ai I1-29
zlokalizowany jest na chromosomie 19 w miejscu 19q13.13
i nalezy do genéw kodujacych interferony lambda. Jest to gru-
pa interferonow, ktora dzialajac przez wlasne receptory bie-
rze udziat w aktywacji szlakow transdukgji sygnatu JAK-STAT
odpowiedzialnych za stymulowanie genéw odpowiedzi na in-
terferon w infekgcji wirusowej. W badaniach in vitro udowod-
niono, ze interferony lambda stymulowane sa przez infekcje
wirusowa oraz wykazuja dziatanie przeciwwirusowe podobne
do interferonéw alfa [22,23]. W zakazeniu HCV wykazano
ze obecnosc¢ produktu genu IL-29wzmacnia przeciwwiruso-
we dzialanie interferonu alfa przez co biatko to stanowi po-
tencjalny cel w tworzeniu nowych terapii w pzw C [24,25].

PCR-RFLP jako metoda detekcji SNP
w praktyce laboratoryjnej

Metody biologii molekularnej bardzo szybko znalazly za-
stosowanie w szeroko rozumianej diagnostyce medycznej.
W przypadku choréb zakaznych ich stosowanie w testach
analitycznych staje si¢ wrecz nieodzowne. Korzystanie z wy-
odr¢bnionych genetycznych czynnikéw prognostycznych
wymaga wprowadzenia diagnostyki molekularnej do prakty-
ki medycznej. Do oznaczania genotypu najczesciej wykorzy-
stuje si¢ metode polimerazowej reakgji tancuchowej (ang.
polymerase chain reaction; PCR) w polaczeniu z metoda
analizy polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(ang. restriction fragment length polymorphism; RFLP)
[26, 27]. Analiza SNP umozliwia zidentyfikowanie polimor-
fizmu pojedynczego nukleotydu w obrebie badanej sekwen-
cji. W praktyce polega to na amplifikacji okreslonego frag-
mentu genomu w reakcji PCR przy zastosowaniu starteréw
okalajacych badane miejsce polimorficzne. Znajomos¢ se-
kwencji nukleotydowe]j powielanego odcinka jest niezbe¢d-
na dla przeprowadzenia PCR-RFLP. W nastepnym etapie na-
mnozony fragment poddaje si¢ trawieniu enzymatycznemu,
odpowiednio dobrana do sekwencji badanego miejsca poli-
morficznego endonukleaza restrykcyjna. W przypadku wysta-
pienia polimorfizmu sekwencja zostanie przeci¢ta i powsta-
ja dwie krétsze nici, ktére mozna zaobserwowac za pomoca
technik elektroforetycznych. Zalety tej techniki jest wysoka
wydajnos¢ identyfikacji polimorfizmu w obrebie badanej se-
kwencji, prostota, szybka detekcja, wada jest poki co stosun-
kowo wysoki koszt analizy.
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Podsumowanie

GWAS w odréznieniu od wezesniejszych badan poszukuja-
cych zwiazkéw miedzy polimorfizmami SNP a wynikami le-
czenia, nie ogranicza si¢ do analiz genéw kandydujacych
lecz odnosi sie do catego genomu, dzieki czemu umozliwia
uzyskanie catkowicie nowych informacji. Oméwione powyzej
wyniki badan, istotnie potwierdzaja znaczenie genu /1-28B
w zakazeniu HCV a jednoczesnie znaczenie zmiennosci ge-
netycznej cztowieka w chorobach zakaznych. GWAS ujaw-
nia istnienie pewnych zaleznosci, nie umozliwia jednak ba-
dania mechanizméw molekularnych jakie odpowiadaja za
ich wystepowanie. Poznanie ich moze przyczynic si¢ do opra-
cowywania nowych strategii terapeutycznych, ktére obecnie

PiS$miennictwo:

w przypadku interferon6w lambda sa w trakcie badan (IL-29)
[25]. W przypadku wprowadzenia nowych rozwiazan te-
rapeutycznych, pomocna okaze si¢ mozliwos¢ opracowa-
nia genetycznego testu predykcyjnego, ktéry umozliwiatby
u danego pacjenta ustalenie szans odpowiedzi na okreslo-
ne leczenie a tym samym kwalifikacje do odpowiedniego dla
niego typu leczenia. Sprzyja temu niewatpliwie postep dia-
gnostyki molekularnej, ktéry w obecnym czasie umozliwia
juz badanie niewielkiej ilosci polimorfizméw w praktyce la-
boratoryjnej. W miare jak w nasza wiedza o genomie czto-
wieka i jego zmiennoSci bedzie si¢ rozszerzac coraz bardziej
realna stanie si¢ wizja personalizacji medycznej czyli prakty-
ki w ktorej kazdy pacjent otrzyma leczenie najbardziej opty-
malne dla niego w oparciu o jego genetyczne wlaSciwosci.
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