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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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Wstęp

Infekcje wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV) są jedną 
z epidemii XXI wieku. Według Światowej Organizacji Zdrowia 
(WHO) około 170 milionów ludzi na świecie jest zakażonych 
wirusem HCV. W Polsce liczba zakażonych HCV wynosi oko-
ło 730 tys. [1]. Przewlekłe zapalenie wątroby typu C (pzw C) 
dotyczące 80% przypadków, powoduje stopniowe uszkodze-
nie wątroby, które u 20–25% pacjentów prowadzi ostatecznie 
do marskości tego narządu, a także raka wątrobowo-komór-
kowego (ang. hepatocellular carcinoma; HCC). Następstwa 
te stanowią główną przyczynę transplantacji wątroby.

Zasadniczym celem leczenia zakażeń HCV jest osiągnię-
cie trwałej odpowiedzi wirusologicznej SVR (definiowanej 

jako niewykrywalność wiremii 24 tygodnie po zakończeniu 
leczenia), przy zastosowaniu terapii jak najmniej obciążają-
cej pacjenta. Leczenie pzw C oparte na terapii skojarzonej 
pegylowanym interferonem alfa (pIFN) i rybawiryną (RBV) 
jest obecnie standardem stosowanym na całym świecie[1,2]. 
Mimo stosowania od kilkunastu lat terapii przeciwwiruso-
wej pzw C, jej optymalizacji i indywidualizacji, średnio oko-
ło połowa pacjentów nie uzyskuje trwałej odpowiedzi wiru-
sologicznej na leczenie. Stosowana terapia skojarzona pIFN 
i RBV jest obarczona dużą ilością działań niepożądanych 
o różnym charakterze i nasileniu. Dlatego prowadzi się ba-
dania mające na celu optymalizację standardowego lecze-
nia tak aby mogło ono być dostosowane do potrzeb każdego 
pacjenta, dąży się do personalizacji leczenia pzw C. W tym 
kontekście jak i z ekonomicznego punktu widzenia istotna  
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staję się możliwość przewidywania efektów terapii przed jej 
rozpoczęciem.

Czynniki prognostyczne

Przewlekłe zapalenie wątroby typu C jest chorobą, w któ-
rej określono wiele czynników prognostycznych skutecz-
ności terapii zależnych zarówno od wirusa jak i gospodarza 
[3,4]. Wśród nich największą rolę odgrywa genotyp HCV, 
wysokość wyjściowej wiremii, wydolność układu immunolo-
gicznego osoby zakażonej oraz stopień zaawansowania cho-
roby (obecność włóknienia i marskości). Jednym z najważ-
niejszych czynników wirusowych jest genotyp HCV. W Polsce 
najczęściej występują zakażenia genotypem 1, rzadziej 3, spo-
radycznie stwierdza się przypadki zakażeń genotypami 2 i 4 
[1,5]. Skuteczność leczenia chorych zakażonych genotypem 
2, 3 HCV wynosi prawie 90% zaś w przypadku genotypu 1 
i 4 HCV około 50%. Oprócz genotypu HCV duże znaczenie 
w prognozowaniu skuteczności terapii ma wysokość wiremii 
HCV przed leczeniem. Znacznie lepiej odpowiadają pacjenci 
z niższą wiremią wyjściową (poniżej 400 000 IU/mL). Wśród 
czynników zależnych od gospodarza wymienia się rasę, wiek, 
płeć, BMI, oporność na insulinę oraz odpowiedź w 4 a na-
stępnie 12 tygodniu leczenia, określane odpowiednio jako 
szybka (RVR – rapid viral response) i wczesna odpowiedź 
wirusologiczna (early viral response; EVR). Ważnym czyn-
nikiem jest także „adherencja” pacjentów oraz stopień za-
awansowania choroby [3,4].

Aktualne wyniki leczenia wskazują na potrzebę określenia 
dodatkowych niezależnych czynników o znaczeniu progno-
stycznym. Podłożem zróżnicowanej odpowiedzi na terapię in-
terferonową są pierwotne właściwości genetyczne komórek 
układu immunologicznego jak i hepatocytów. Dodatkowo, 
trudności w leczeniu pzw C związane są ze zmienioną aktyw-
nością genów i białek zainfekowanych komórek, wywołaną 
oddziaływaniem protein HCV na aparat komórkowy gospo-
darza. Należą do nich głównie geny odpowiedzi na interfe-
ron (ang. interferon-stimulated genes; ISGs) [6].

Badanie GWAS

Zsekwencjonowanie genomu ludzkiego i rozwój technik bio-
logii molekularnej w tym analiz mikromacierzowych umoż-
liwia prowadzenie badań na poziomie całego genomu. Od 
kilku lat w przypadku chorych na pzw C znajdują one za-
stosowanie w poszukiwaniu czynników prognostycznych od-
powiedzi na zastosowane leczenie na podstawie określania 
profilu ekspresji genów komórek wątrobowych bądź jedno-
jądrzastych krwi obwodowej [7–9]. Z badań w grupie osób z 
pzw C prowadzonych w ostatnich latach wynika, że czynni-
ków prognostycznych możemy szukać badając polimorfizm 
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymor-
phism; SNP) [10–12]. Warianty genetyczne spowodowa-
ne zamianą pojedynczego nukleotydu są odpowiedzialne 
za 90% międzyosobniczej zmienności genomu człowieka 
i mogą wpływać na zmienność fenotypową [13].

Technika, która umożliwia równoczesną identyfikacji se-
tek tysięcy polimorfizmów SNP oraz określenie ich związ-
ku z dana cechą nazywana jest badaniem asocjacyjnym ca-
łego genomu (ang. genome-wide association study; GWAS). 
Oparta jest ona na technologiach płytek mikromacierzo-
wych zawierających sekwencje mające na celu wykrycie zna-
nych SNP z całego genomu, które funkcjonują jako markery 

genetyczne [14–16]. Badanie GWAS umożliwia odnalezienie 
markerów genetycznych danej cechy poprzez stwierdzenie 
istotnych statystycznie różnic w częstościach występowania 
jego polimorficznych wariantów (alleli) w genomach dwóch 
grup różniących się pod względem badanej cechy. Allele ta-
kie mogą być umiejscowione zarówno w sekwencjach kodu-
jących genów potencjalnie związanych z daną cechą jak też 
poza nimi w przestrzeni między genowej.

Genetyczne markery skuteczności terapii 
w pzw C

W 2009 roku opublikowano wyniki niezależnych badań 
GWAS, których celem było poszukiwanie miejsc genomu 
człowieka mających wpływ na skuteczności leczenia u cho-
rych na pzw C [17–21]. Temat ten był już wcześniej podej-
mowany w licznych publikacjach, niemniej jednak badania 
te były ograniczone do analiz zmienności genów zaangażo-
wanych w procesy odpowiedzi organizmu na zakażenie wiru-
sowe [10–12]. Po raz pierwszy wykorzystano badania GWAS 
u chorych na pzw C do wykrycia markerów genetycznych 
w postaci SNP związanych ze skutecznością obecnie stoso-
wanego leczenia. Niezależne zespoły badawcze zgodnie wy-
kazały, że na chromosomie 19 człowieka w obrębie genu 
IL-28B, kodującego jedno z białek interferonów typu lamb-
da oznaczone jako IFN-l-3, znajdują się markery genetyczne 
powiązane ze skutecznością leczenia. Wśród nich najważniej-
sze wydają się być rs12979860 oraz rs8099917. Markery te 
wyodrębniono poprzez porównanie różnic częstości wystę-
powania ich wariantów nukleotydowych w dwóch grupach 
chorych na pzw C różniących się wynikiem leczenia mierzo-
nym przez SVR. Badaniem zostali objęci pacjenci zakażeni 
genotypem 1 HCV poddani standardowej terapii. Każde 
z tych badań było przeprowadzone w różnych grupach et-
nicznych: Europejczyków, Afroamerykanów, Australijczyków 
i Japończyków.

rs12979860

Ge i wsp. przeprowadzili badania z udziałem 1137 pacjen-
tów należących do trzech grupach etnicznych obejmujących 
Amerykanów pochodzenia europejskiego, afrykańskiego oraz 
Hiszpanów, w których zidentyfikowano marker genetyczny 
rs12979860 opisujący polimorfizm SNP (T/C) położony 3 
tysiące par zasad powyżej genu IL-28B. W niezależnych ana-
lizach w obrębie każdej podgrupy jak i w analizie zbiorczej 
wykazano istotny statystycznie związek tego markera genetycz-
nego z SVR. Pacjenci o genotypie CC ponad dwukrotnie czę-
ściej uzyskiwali SVR w stosunku do chorych o genotypie T/T 
[17]. W innym badaniu przeprowadzonym w grupie ok. 1 tysią-
ca pacjentów pochodzących z 6 niezależnych grup wykazano, 
że polimorfizm rs12979860 jest istotnie statystycznie związany 
ze spontaniczną eleiminacją zakażenia HCV [18]. Wykazano, 
że częstotliwość występowania allelu C w stosunku do T była 
znacznie większa w grupie pacjentów eliminujących zakaże-
nie w stosunku do chorych na pzwC, niezależnie od grupy 
etnicznej. Analizy statystyczne ujawniły, że pacjenci o geno-
typie C/C maja trzykrotnie większe szanse spontanicznej eli-
minacji HCV w porównaniu do pacjentów o genotypach CT 
lub TT bez względu na grupę etniczną, co zdaniem autorów 
wskazywać może na recesywność tego allelu.

Przeprowadzone przez te dwa zespoły badania populacyjne 
allelu C rs12979860 ujawniły jego dwukrotnie wyższą czę-
stość występowania u Europejczyków niż u Afrykańczyków  
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[17,18]. Dodatkowo Thomas i wsp. zależność tą wykazali 
także w grupie pacjentów, którzy dokonali eliminacji zaka-
żenia HCV [18]. Autorzy zaobserwowali korelacje między 
częstością występowania allelu C w danych grupach etnicz-
nych a skutecznością terapii jakie prezentują te populacje. 
W grupach wykazujących większą frekwencję występowania 
allelu C obserwuje się wyższą skuteczność leczenia. Według 
autorów rozkład występowania rs12979860 mógłby wyja-
śniać znaczące różnice w skuteczności leczenia jakie wystę-
pują między poszczególnymi grupami etnicznymi [17,18]. 
Wykazano także, że ochronny wpływ allelu C jest niezależny 
od współzakażenia wirusem HIV lub HBV oraz innych zna-
nych czynników zależnych od gospodarza [18].

Sekwencjonowanie genu IL 28B u wybranych 96 pacjentów 
pozwoliło na identyfikację dwóch innych SNP silnie sprzężo-
nych z występowaniem markera rs12979860 tj.: rs28416183 
oraz rs8103142 [17]. Zależność silnej nierównowagi sprzężeń 
między rs12979860 a rs8103142 została także opisana w ba-
daniach Thomas i wsp. [18]. Autorom obu prac nie udało 
się wykazać związku współwystępowania tych SNP z wynika-
mi SVR lub eliminacją zakażenia. Jeden z autorów wskazu-
je, że polimorfizm rs8103142, którego wystąpienie powodu-
je powstanie białka o zmienionej sekwencji aminokwasowej 
(K70R) może wyjaśniać związek markera rs12979860 z lep-
szym rokowaniem. Niemniej jednak do ustalenia tej zależ-
ności niezbędne są badania mające na celu określenie me-
chanizmów biologicznych odpowiedzialnych za ten związek.

rs 8099917

Trzy niezależne badania wykazały związek występowania 
w pobliżu genu IL28B niekorzystnego polimorfizmu SNP 
(allelu G) w rs 8099917 z niepowodzeniem terapii [19-21]. 
We wstępnych badaniach GWAS przeprowadzonych wśród 
314 Japończyków wykryto dwa polimorfizmy SNP, których 
niekorzystne allele były znacząco częściej obserwowane 
wśród pacjentów z całkowitym brakiem odpowiedzi na te-
rapie (ang. null virological response; NVR) w stosunku do 
tych, którzy zareagowali na leczenie (ang. viral response; 
VR) [19]. Istotność statystyczna dla rs12980275 wynosiła 
P=1.93×10(–13) a dla rs8099917 3.11×10(–15). Związek ten 
potwierdzono w niezależnej grupie badawczej 172 pacjen-
tów, przy czym dla rs12980275 istotność była już mniej zna-
mienna. Co ciekawe pacjenci homozygotyczni pod wzglę-
dem wystąpienia omawianych SNP obserwowani byli tylko 
w grupie NVR. Asocjacja tych markerów z SVR także oka-
zała się być istotna statystycznie i wynosiła dla rs12980275 
P=3.99×10(–24), a dla rs8099917 P=1.11×10(–27). Badania 
przeprowadzone w populacji 293 Australijczyków z nieza-
leżną grupą walidacyjną 555 potwierdziły znaczenie marke-
ra rs8099917, dla którego wykazano największy istotnie sta-
tystycznie związek z SVR (dla całej grupy P=9.25×10(–9)) 
[20]. Z kolei w badaniach Rauch i wsp. w grupie 1015 pa-
cjentów z pzw C oraz 347 z samoistną eliminacją zakażenia 
HCV wykazali, że allel G rs8099917 jest związany nie tylko 
z brakiem odpowiedzi na terapię (P=3.11×10(–8)) ale tak-
że z chronicyzacją zakażenia HCV (P=6.07×10(–9)) [21]. 
Określono, że częstotliwość wystąpienia allelu G u pacjen-
tów z samoistną eliminacją wynosi 24%, dla osób przewle-
kle zarażonych którzy odpowiedzieli na terapię 32% zaś dla 
tych którzy nie odpowiedzieli aż 58%.

Mapowania regionu obejmującego gen IL-28B ujawniły obec-
ność w tym miejscu kilkunastu SNP [19,20]. W pracy pod 

kierunkiem Tanaka i wsp. w niezależnej grupie 172 pacjentów 
po dodatkowych analizach tego regionu wyznaczono pulę 7 
SNP jako najsilniej istotnie statystycznie związanych z NVR 
(rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813, rs4803219, 
rs8099917 i  rs7248668; P=5.52×10(–28) – 2.68×10(–32); 
OR=22.3–27.1) [19]. W drugim badaniu wykazano, że obec-
ność allelu C rs80999917 wiąże się z występowaniem haploty-
pu złożonego łącznie z 6 SNP, który jest znacząco statystycz-
nie częściej spotykany u chorych nie odpowiadających na 
leczenie [20]. Za pomocą technik ilościowego RT-PCR wyka-
zano, że pacjenci noszący niekorzystny allel G w rs8099917 
wykazują obniżoną ekspresję genu IL-28A [20] i  IL-28B 
[19,20]. Sugeruje się że polimorfizm ten może regulować 
ekspresje IL-28B i w ten sposób wpływać na sukces odpo-
wiedzi terapeutycznej.

IL 28B

Wyniki powyższych badań podkreślają znaczenie IL 28B 
w prognozowaniu leczenia chorych na pzw C, choć wyzna-
czone warianty genetyczne nie wpływają w oczywisty sposób 
na funkcjonowanie tego genu. IL-28B razem z IL-28A i IL-29 
zlokalizowany jest na chromosomie 19 w miejscu 19q13.13 
i należy do genów kodujących interferony lambda. Jest to gru-
pa interferonów, która działając przez własne receptory bie-
rze udział w aktywacji szlaków transdukcji sygnału JAK-STAT 
odpowiedzialnych za stymulowanie genów odpowiedzi na in-
terferon w infekcji wirusowej. W badaniach in vitro udowod-
niono, że interferony lambda stymulowane są przez infekcję 
wirusową oraz wykazują działanie przeciwwirusowe podobne 
do interferonów alfa [22,23]. W zakażeniu HCV wykazano 
że obecność produktu genu IL-29 wzmacnia przeciwwiruso-
we działanie interferonu alfa przez co białko 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 znalazły za-
stosowanie w szeroko rozumianej diagnostyce medycznej. 
W przypadku chorób zakaźnych ich stosowanie w testach 
analitycznych staje się wręcz nieodzowne. Korzystanie z wy-
odrębnionych genetycznych czynników prognostycznych 
wymaga wprowadzenia diagnostyki molekularnej do prakty-
ki medycznej. Do oznaczania genotypu najczęściej wykorzy-
stuje się metodę polimerazowej reakcji łańcuchowej (ang. 
polymerase chain reaction; PCR) w połączeniu z metodą 
analizy polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych 
(ang. restriction fragment length polymorphism; RFLP) 
[26, 27]. Analiza SNP umożliwia zidentyfikowanie polimor-
fizmu pojedynczego nukleotydu w obrębie badanej sekwen-
cji. W praktyce polega to na amplifikacji określonego frag-
mentu genomu w reakcji PCR przy zastosowaniu starterów 
okalających badane miejsce polimorficzne. Znajomość se-
kwencji nukleotydowej powielanego odcinka jest niezbęd-
na dla przeprowadzenia PCR-RFLP. W następnym etapie na-
mnożony fragment poddaje się trawieniu enzymatycznemu, 
odpowiednio dobraną do sekwencji badanego miejsca poli-
morficznego endonukleazą restrykcyjną. W przypadku wystą-
pienia polimorfizmu sekwencja zostanie przecięta i powsta-
ją dwie krótsze nici, które można zaobserwować za pomocą 
technik elektroforetycznych. Zaletą tej techniki jest wysoka 
wydajność identyfikacji polimorfizmu w obrębie badanej se-
kwencji, prostota, szybka detekcja, wadą jest póki co stosun-
kowo wysoki koszt analizy. 
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Podsumowanie

GWAS w odróżnieniu od wcześniejszych badań poszukują-
cych związków między polimorfizmami SNP a wynikami le-
czenia, nie ogranicza się do analiz genów kandydujących 
lecz odnosi się do całego genomu, dzięki czemu umożliwia 
uzyskanie całkowicie nowych informacji. Omówione powyżej 
wyniki badań, istotnie potwierdzają znaczenie genu IL-28B 
w zakażeniu HCV a jednocześnie znaczenie zmienności ge-
netycznej człowieka w chorobach zakaźnych. GWAS ujaw-
nia istnienie pewnych zależności, nie umożliwia jednak ba-
dania mechanizmów molekularnych jakie odpowiadają za 
ich występowanie. Poznanie ich może przyczynić się do opra-
cowywania nowych strategii terapeutycznych, które obecnie 

w przypadku interferonów lambda są w trakcie badań (IL-29) 
[25]. W przypadku wprowadzenia nowych rozwiązań te-
rapeutycznych, pomocna okaże się możliwość opracowa-
nia genetycznego testu predykcyjnego, który umożliwiałby 
u danego pacjenta ustalenie szans odpowiedzi na określo-
ne leczenie a tym samym kwalifikację do odpowiedniego dla 
niego typu leczenia. Sprzyja temu niewątpliwie postęp dia-
gnostyki molekularnej, który w obecnym czasie umożliwia 
już badanie niewielkiej ilości polimorfizmów w praktyce la-
boratoryjnej. W miarę jak w nasza wiedza o genomie czło-
wieka i jego zmienności będzie się rozszerzać coraz bardziej 
realna stanie się wizja personalizacji medycznej czyli prakty-
ki w której każdy pacjent otrzyma leczenie najbardziej opty-
malne dla niego w oparciu o jego genetyczne właściwości.
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