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EREDETI KÖZLEMÉNYEK

Krónikus C-hepatitises betegekből izolált 
hepatitis C-vírus lb protein kináz kötő 
régiójának szerkezeti analízise és 
ennek összefüggése az interferon kezelés 
eredményességével
Gervain Judit dr.1, Czibula Ágnes2, Simon Judit dr.3 és Kalmár Tibor2
Fejér Megyei Szent György Kórház, Székesfehérvár, I. Belgyógyászat, Hepato-Pancreatologiai 
Részleg és Vírusszerológiai Laboratórium (főorvos: Gervain Judit dr.)1 
Magyar Tudományos Akadémia Szegedi Biológiai Központ, Genetikai Intézet 
(igazgató: Raskó István dr.)2
Centre fo r Outcomes, Research and Effectiveness, Sub-Department o f Clinical Health Psychology, 
University College o f London, Egyesült Királyság (igazgató: Steve Pilling)3

Bevezetés: Magyarországon a krónikus C-hepatitist 
91,5%-ban a hepatitis C-virus 1b (HCV 1b) szubtipusa 
okozza. Japán kutatók összefüggést ta láltak e vírus 
NS5A genomszakaszának egy része, nevezetesen az 
RNS-függő proteinkináz kötő régió (PKR-BR: aa 2209- 
2274) és az ezen belül található „in te rferon  érzé­
kenységet meghatározó régió" (ISDR: aa 2209-2248) 
szerkezete és az interferon- (IFN-) terápia eredmé­
nyessége között. Több európai tanulmány ezt a meg­
állapítást nem tudta  megerősíteni. Célkitűzések: 1. 
Krónikus C-hepatitises betegekből izolált HCV 1b 
PKR-BR nukleotidszerkezetének elemzése alapján a 
vírus magyarországi prototípusának meghatározása. 
2. A HCV 1b ISDR fenotípusosan expresszálódó nukle- 
otid mutációi és az IFN-terápia hatásossága közötti 
összefüggés vizsgálata. Betegek: A szerzők retro­
spektiven analizálták 21 (nő:13; férfi: 8) HCV 1b-fer- 
tőzött, IFN-kezelt (3 tartósan reagáló, 18 nem rea­
gáló) krónikus C-hepatitises beteg terápia e lő tti szé­
rumát. Módszerek: Nested reverz transzkriptáz poli- 
meráz láncreakció és d irekt nukleotid szekvencia 
analízis. Eredmények: 1. A hazai HCV 1b szerkezete 
különbözik a nemzetközileg prototípusként elfoga­
do tt japán HCV 1 b-J-től. 2. Összefüggés található az 
ISDR típusa és az IFN hatékonysága között. A mutáns 
típusú (> 4 aminosavcsere) ISDR prediktív értékű a 
tartós reagálás szempontjából (p = 0,012). 3. Az ami- 
nosav-szubsztitúciók helyei és típusai közül a 2218 
pozícióban lévő argininnek van terápiarezisztenciát 
előjelző értéke. Következtetések: Az eredmények az 
eredeti japán megállapítással összhangban megerősí­
tik  a kezelés e lő tti nukleotidszekvenálás prediktív ér­
tékét. Nemzetközi kutatási eredmények hazai adap­
tálásánál figyelemmel kell lenni az eltérő hazai HCV 
1b quasispeciesből esetlegesen fakadó különbözősé­
gekre.

Kulcsszavak: HCV-fertőzés, interferon kezelés, RNS-függő 
proteinkináz kötő régió (PKR-BR), interferon érzékenységet 
meghatározó régió (ISDR)

Structure analysis of the PKR-Binding Region of HCV 1b 
samples from patients with chronic hepatitis C and the 
correlation with IFN-sensitivity. Introduction: 91.5% of 
all chronic HCV infections are of 1b-type in Hungary. Ja­
panese researchers found a correlation between the 
outcome of interferon (IFN) therapy and the structure 
o f the PKR-Binding Region (aa: 2209-2274) of the viral 
NS5A domain, especially a particular subsection o f the 
PKR-BR, the Interferon Sensitivity Determining Region 
(ISDR: aa 2209-2248). Several international studies could 
not confirm these findings. Aims: The objectives o f this 
study were 1. to determine the Hungarian prototype of 
HCV 1b based on the nucleotide sequence analysis of 
the PKR-BR of HCV 1b samples from patients w ith  chro­
nic hepatitis C; and 2. to  investigate the relationship 
between the phenotypically expressed mutations of 
ISDR and the response to  IFN therapy. Patients: Pre-tre­
atment serum samples o f 21 chronic hepatitis C patients 
(13 women, 8 men), infected w ith HCV 1b and treated 
w ith IFN-a (3 sustained responders, 18 non-responders), 
were analysed retrospectively. Methods: Nested reverse 
transcriptase-polimerase chain reaction (RT-PCR) and di­
rect nucleotide sequencing were applied. Results: 1. The 
dominant Hungarian quasispecies of HCV 1b differs 
from the Japan HCV 1b-J, the internationally accepted 
prototype. 2. The results showed significant correlation 
between the type o f ISDR and the interferon response. 
Mutant type ISDRs (4 > amino acid substitutions) have 
predictive value fo r sustained response (p = 0.012). 3. 
The types and locations o f substitutions are not charac­
teristic, except that arginine in position 2218 has predic­
tive value for therapy resistance. Conclusions: The 
authors' study results are in accordance with the earlier 
Japanese findings and confirm the predictive value of 
pre-treatment nucleotide sequencing in Hungary. Full 
adaptation of international research results to a Hunga­
rian context should be treated w ith caution due to  the 
between-countries virus prototype differences.
Key words: HCV infection, interferon therapy, RNA-depen- 
dent protein kinase binding region (PKR-BR), interferon 
sensitivity determining region (ISDR)
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A  k ró n ik u s  C -v íru s h e p a titis  k e z e lé s é b e n  m é g  m a  is a  
le g h a té k o n y a b b  gyógyszer a z  in te r fe r o n  ( IF N )  ( 1 ) .  3 
fő  t íp u s a  is m e rt: IFN-oc, IF N -ß  és IF N -y . E ze k  c e llu lá -  
ris p ro te in e k , te rm e lő d é s ü k e t k ü lö n b ö z ő  in g e re k ,  
g y a k r a n  v íru s in fe k c ió k  v á lt já k  k i .  A n tiv irá lis  h a tá s u ­
k a t  n e m  k ö z v e t le n ü l a v íru s o k ra  fe j t ik  k i, csu p án  i n ­
d u k á ljá k  az a n tiv irá lis  á lla p o to t. E n n e k  e re d m é n y e ­
k é n t  ú n . e f fe k to r fe h é ijé k  te r m e lő d n e k , m e ly e k  g á ­
to ln i  tu d já k  a  v íru s o k  s za p o ro d ásá t. A  v íru s h e p a t it is ­
b e n  a lk a lm a z o t t  IF N -o t s z á m o s  e f fe k to r p r o te in  
k é p z ő d é s é é rt  fele lős . K ö z ü lü k  tö b b  h a tá s m e c h a n iz ­
m u s a  m a  m á r  részle tesen  is m e rt. E g y ik ő jü k  az R N S -  
fü g g ő  p ro te in k in á z , a P K R , m e ly  k ö z p o n ti s ze re p e t  
já ts z ik  az IF N  á lta l in d u k á lt  a n t iv irá l is  és a n t ip r o li fe -  
ra t ív  h a tá s b a n . E m e c h a n iz m u s  k u lcs fo n to sság ú  lé ­
pése az R N S -fü g g ő  p ro te in k in á z  a k tiv á c ió ja . K e ttő s  
szá lú  R N S  je le n lé té b e n  a P K R  fo s z fo r ilá lja  a p r o te in  - 
in ic iá c ió s  fa k to r  2 a  a legységét, a z  e IF -2 a - t .  E n n e k  
e re d m é n y e k é n t  az m R N S  tra n s z lá c ió já n a k  és a p r o ­
te in s z in té z is n e k , ezen  k e re s z tü l a  v íru s  re p lik á c ió já -  
n a k  g átlása  jö n  lé tre . A  b io g e n e z is  során  a v íru s o k  
szám os v é d e k e z ő  m e c h a n iz m u s t é p íte tte k  k i ,  m e ­
ly e k k e l  a k ü lö n b ö z ő  a n t iv irá lis  fa k to r o k  m ű k ö d é s é t ,  
je le n  e s e tb e n  a p ro te in k in á z t  b lo k k o lh a t já k  (4 , 5 , 9 ) .

A  h e p a tit is  C -v íru s  kb . 9 4 0 0  n u k le o t id b ó l á lló  g e -  
n o m ja  3 0 1 0 - 3 0 3 0  a m in o s a v a t ta r ta lm a z ó  p r o te in t  
k ó d o l. A z  1 9 7 3 - 2 4 2 0  a m in o s a v a k  k ö zé  eső részt n e ­
v e z z ü k  „ n o n -s tru c tu ra l 5 A "  (N S 5 A )  fe h é r jé n e k , m e ­
ly e n  b e lü l ta lá lh a tó  a P K R -t  k ö tő  te rü le t  (aa  2 2 0 9 -  
2 2 7 4 ) .  E z  a szakasz m e g  tu d ja  k ö tn i  a P K R -t , e z z e l 
fe lfü g g e s z ti a n n a k  m ű k ö d é s é t, és e zá lta l s za b ad d á  
v á lik  az  ú t a v íru s  s za p o ro d á s á h o z  és á tté te le s e n  a 
h e p a to c y ta  m a lig n u s  tra n s z fo rm á c ió já h o z  ( i .  á b r a ) .

H a z á n k b a n  a k ró n ik u s  C -h e p a tit is e s  b e te g e k  k e ­
ze lése  in te r fe ro n n a l 1 9 9 2 -b e n  k e z d ő d ö tt  m e g . A z  
e lső  é v e k b e n  IF N -m o n o te rá p iá t , m a jd  e n n e k  r ib a v i-  
r in n e l  tö r té n ő  k o m b in á c ió já t  a lk a lm a z tu k . A  g y ó g y ­
s zert az  e lső  é v e k b e n  6 h ó n a p ig , m a jd  12 h ó n a p ig  
a d tu k , h e t i  9 - 1 8  m illió  IU  d ó z is b a n . E n n e k  h a tá s á ra  
b e te g e in k  1 3 % -a  és 2 2 % -a , k o m b in á c ió s  te r á p iá v a l  
3 6 % -a  v á lt  csupán  ta rtó s a n  v íru s m e n te s s é  (p o l im e -  
rá z  lá n c re a k c ió  m ó d s ze ré v e l a  b e te g  a te rá p ia  b e fe je ­
zése u tá n  6 h ó n a p p a l is v íru s m e n te s )  (1 9 ) .  E z  a 
n e m z e tk ö z i a d a to k k a l ö s s ze h a s o n lítv a  a la cs o n y a b b  
te rá p iá s  h a té k o n y s á g o t je le n t e t t  (2 3 , 2 6 ) .  E n n e k  l e ­
hetséges m a g y a rá z a tá t a H C V  h a z a i s z u b típ u s m e g -  
o sz lá s á n a k  m e g h a tá ro zá sa  a d ta . A  m a g y a ro rs z á g i 
b e te g e k  v íru s típ u s  a n a líz is é v e l 1 9 9 6 -b a n  a H C V  lb  
9 1 % -o s ,  ú ja b b  e r e d m é n y e in k  a la p já n  9 1 ,5 % - o s  
e lő fo rd u lá s á t ig a z o ltu k  (1 0 ,  1 3 , 1 8 ). Is m e rt, h o g y  ez  
a le g n e h e z e b b e n  e l im in á lh a tó  v íru s  szu b típ u s , és ez  
m a g y a rá z z a  az a lacsony g y ó g y u lá s i a rá n y t. T o v á b b ra  
is k é rd é s  m a ra d t  a zo n b a n , h o g y  azonos v íru s  s z u b tí-  
p u s o n  b e lü l  m ily e n  egyéb  té n y e z ő k tő l fü g g  a  g y ó ­
g y u lta k  és a n e m  re a g á ló k  szé tvá lása .

Rövidítések: ALT = alanin-aminotranszferáz; anti-HCV = hepa­
titis C-vírus ellenanyag; HAI = hisztológiai aktivitási index; HCV 
= hepatitis C-vírus; HCV lb-J = hepatitis C-vírus lb (japán) szub- 
típusa; IFN = interferon; ISDR = interferonérzékenységet megha­
tározó régió; NS5A = hepatitis C vírus genom nem strukturális 5 A 
régiója; PCR = polimeráz láncreakció; PKR-BR = RNS-függő pro­
tein kináz kötő régió; RT-PCR = reverz transzkripciós polimeráz 
láncreakció

5i—|mac| E1| E2 | NS2 | í j ü  | NS4 | NS5 |-u„3'
r» ■ ' i i  i
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1. ábra: A hepatitis C-vírus NS5A dómén RNS-függő protein 
kináz kötő régió működésének elmélete 
[Gale, M. J. és mtsai, Mol. Cell. Bioi., 1998, 18, 5216.)

A  H C V  lb  s zu b típ u s  e lő fo rd u lá s a  a ja p á n  p o p u lá ­
c iób an  a m a g y a r  a d a to k h o z  h a s o n ló a n  ig e n  m agas, 
7 3 %  (3 ) .  J a p á n  tu d ó s o k  é v e k  ó ta  in te n z ív e n  k u t a t ­
já k  a v íru s  s z e rk e z e te  és a te ráp iás  vá laszkészség  k ö ­
z ö tti összefüggést (1 2 ,  16, 1 7 ). 1 9 9 5 -b e n  E n o m o to  N .  
és m u n k a tá r s a i  ö s s ze h a s o n líto ttá k  az in te r fe ro n r a  r e ­
agáló  és az in te r fe r o n r a  rezisztens H C V  l b  s z e rk e z e ­
té t. A z  H C V  lb - J  ( ja p á n  típ u s) v íru s t  a la p u l v é v e  
m e g á lla p íto ttá k , h o g y  a P K R -B R  d ó m é n  e g y  s za k a ­
szának  a m in o s a v -v á lto z á s o k b a n  e x p re ss zá ló d ó  m u ­
tác ió i d ö n tő e n  b e fo ly á s o ljá k  az in te r fe r o n r a  a d o tt  
vá laszt. E z t a te r ü le te t  „ in te r fe ro n  s e n s it iv ity  d e te r ­
m in in g  r e g io n '-n a k  ( IS D R ) n e v e z té k  e l. E te r ü le te n  
m e g je le n ő  a m in o s a v c s e ré k  szám a a la p já n  ú n . „ w i ld -  
ty p e "  (0  s z u b s z titú c ió ), „ in te r m e d ie r - ty p e "  ( 1 - 3  
s zu b s ztitú c ió ) és „ m u ta n t - ty p e "  (4  v a g y  tö b b  s zu b ­
s z titú c ió ) v íru s c s o p o rto k a t a la k íto tta k  k i,  és e s ze rin t  
a n a liz á ltá k  a te rá p iá s  e re d m é n y e k e t  (7 ) .

S ta tis z tik a i összefüggést m u ta t ta k  k i  az  IS D R  fe n ­
ti típ u s a i és a z  IF N  h a té k o n y s á g a  k ö z ö tt . A z ó ta  tö b b  
ja p á n  szerző  m e g e rő s íte tte  ezt, az  e u ró p a i és a m e r i­
k a i v iz s g á la to k  a z o n b a n  egy k iv é te lé v e l n e m  ju t o t ­
ta k  h a s o n ló  e re d m é n y r e  (1 5 , 2 0 - 2 2 ,  2 4 , 2 5 , 2 7 ) .  
K ö z é p -K e le t -E u r ó p á b a n , íg y  M a g y a ro rs z á g o n  sem  
v é g e z te k  e z id e ig  h a s o n ló  e lem zé s t.

T a n u lm á n y  je le n t  m e g  a J a p á n b a n  és a v ilá g  tö b ­
b i ré s zé n  e lő fo r d u ló  H C V  lb  n u k le o t id s z e rk e z e té -  
n e k , „ q u a s is p e c ie s '-e in e k  k ü lö n b ö z ő s é g é rő l. M e g ­
h a tá ro z tá k  a n e m z e tk ö z i G e n B a n k -b a n  n y i lv á n ta r ­
to tt  és a J a p á n b a n  iz o lá lt  v íru s o k  s z e rk e z e té t. E n n e k  
a la p já n  az l b  s z u b típ u s n a k  3 c s o p o rtjá t k ü lö n íte t té k  
el: „J" ( ja p á n ) ,  „ N J "  (n e m  ja p á n ) és a  „ W "  (w o r ld w i­
d e ). E z  a d ta  az  a la p já t  a n n a k  a té z is n e k , h o g y  ez  a 
k ü lö n b ö z ő s é g  le h e t  az o ka  a ja p á n  k u ta tó k  á lta l a „J"  
s z u b típ u s ra  m e g á l la p íto t t  s z e rk e z e t i és te rá p iá s  
összefüggés és a n e m z e tk ö z i e r e d m é n y e k  k ö z ö tt i  e l ­
té ré s n e k  (1 4 ) .

J e le n  m u n k á n k b a n  az á lta lu n k  k e z e lt  21 e lté rő  
te rá p iá s  v á la s z t a d ó  k ró n ik u s  H C V  l b  p o z it ív  b e ­
teg b ő l iz o lá lt  v íru s  N S 5 A  ré g ió já n a k  s z e rk e z e ti a n a ­
líz is é t v é g e z tü k  e l. A  v izsgált g en o m s za k a s z  a z t a k b . 
2 0 0  a m in o s a v a t  (aa  2 1 3 0 - 2 3 3 0 )  k ó d o lja , m e ly  az  
R N S -fü g g ő  p r o te in  k in á z  k ö tő  ré g ió t (aa  2 2 0 9 -  
2 2 7 4 )  is m a g á b a n  fo g la lja . A  P K R -B R  k é t  rö v id e b b  
szakaszb ó l é p ü l fe l, e z e k  a m á r  e m lí te t t  in te r fe ro n é r -
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1. táblázat: Betegeink elemzett adatai

Vizsgált paraméterek
Életkor (év)
HAI grading score 
HAI staging score 
ALT (lU/ml)
HCV PCR (lU/ml)
IFN összdózis (MU) 
Ribavirin összdózis (mg)

Tartós választ adó betegek
34 (24-45)

4 (1-7)
0 (0- 0)

151 (92-530)
403 000 (263 000-902 000) 

468-780 
403 200-436800

(A mediánértékek, zárójelben a tartományok szerepelnek.)

Nem válaszoló betegek
41 (30-64)

5 (1-8)
2(0-4)

94.5 (39-167)
351 500 (44000-1 779000) 

432-936 
210 000-436800

zéken ység e t m e g h a tá ro z ó  rég ió  ( IS D R  aa 2 2 0 9 - 2 2 4 8 )  
és a I I .  ré g ió . A  k a p o tt  e re d m é n y t  ö s s z e h a s o n líto ttu k  
a H C V  lb - J  m e g fe le lő  szakaszán ak  s ze rk e z e té v e l. 
E g yrészt a rra  k e re s tü n k  v á laszt, h o g y  a m a g y a ro r ­
szági b e te g e k b ő l iz o lá lt  v íru s o k  s ze rk e ze te  a zo n o s -e  
a J a p á n b a n  e lő fo rd u ló  v íru s sa l. M ás ré s z t, h o g y  v a n -  
e összefüggés az IS D R  a m in o s a v -s z u b s z títú c ió in a k  
szám a és az e lé rő  te rá p iá s  e re d m é n y e k  k ö z ö tt?  L e n ­
n e -e  g y a k o r la t i  é r té k e  a n u k le o t id s z e k v e n c ia  te rá p ia  
e lő tt i m e g h a tá ro z á s n a k  a k l in ik á m b a n ?

Betegek

A  vizsgálatban 21 H C V  lb  fertőzött beteg (nő: 13; férfi: 8) 
szérum át re tro spek tív  m ó d on  ana lizá ltu k . B eteg e ink  
elem zett adatait az 1. tá b lá za t  tartalm azza. É le tko ru k  
2 4 -6 4  év között változott (átlag 43 ,8  év). A  krónikus C- 
hepatitis diagnózisának k rité riu m a i a következők voltak: a 
szérum alan in -am inotranszferáz (ALT) m in im u m  6 h ó n a ­
pon át a norm á lé rték  felső határának kétszerese legyen; 
a n ti-H C V  pozitivitás; szérum  H CV-RNS kim utathatósága  
PCR alapú vizsgálattal több, m in t 6 hónapon át; m ájb iop- 
sziával b izonyíto tt hisztológiai aktivitás.

Terápiás protokoll: 11 beteg (nő: 7; férfi: 4 ) kezelése 
IFN-oc2a vagy IF N -a 2 b  m o n o te rá p iá v a l (teljes dózis 
4 3 2 -9 3 6  m illió  IU ), 10 beteg (nő: 6; férfi: 4 ) kezelése 
IFN-cc2a vagy IF N -a 2 b  (teljes dózis 4 6 8 -7 8 0  m illió  IU )  +  
ribavirin  (teljes dózis: 210  6 0 0 -4 3 8  000 m g) kom binációs  
terápiával tö rtén t 4 8 -5 2  hétig. M in d en  beteget köve ttü nk  
a terápia előtt m in im u m  6 hónapig és a terápia u tán  leg­
alább 1 évig. A  tan u lm á n y  pro tokollja  az 1975. évi hels in ­
ki megállapodás alapján  készült, és a tájékoztatott betegek  
írásos beleegyezésüket adták.

A n a litik a i m ódszerek: A  terápiás eredm ény alapján  a be­
teget tartósan gyógyu ltnak (sustained responder) é rtéke l­
tük, ha az IF N -te ráp ia  utánkövetési szakaszában is n o rm á ­
lis ALT-szintje és negatív  H C V -R N S (PCR) eredm énye volt. 
Ellenkező esetben „n o n  responder'-ként d efin iá ltuk .

A  viro lóg iái fak to rok  IFN -érzékenységet előjelző érté ­
kének szem pontjából analizá ltuk  az ISD R  típusát és a 
PK R -B R -en  belü l az am inosav-szubsztitúciók pozícióját és 
fajtáját. Az IS D R -b en  lévő, H C V  lb -J  szerkezetéhez viszo­
n yíto tt aminosavcserék száma szerint a betegek kezelés 
előtti m in tá it h árom  csoportba osztottuk. „Vad típusú"- 
nak ("wild-type") defin iá ltuk , ha nem  vo lt am inosav-vá l- 
tozás, in te rm ed ie r típusúnak ("interm ediate-type"), ha  
1 -3  helyettesítés volt, és m utáns típusúnak, ha 4  vagy 
több am inosav-különbséget ta lá ltunk . Vizsgáltuk az össze­
függést az IF N -te ráp iáva l elért eredm ény és a különböző  
param éterek között is: m ódosított hisztológiai aktivitási

index (H A I), necro in flam m atiós grading és a staging 
score-ok (Ishak és m tsai, 1995), bazális ALT-érték és vírus- 
tite r (11 ).

Módszerek

A z an ti-H C V  e llen an yag  vizsgálata H. vagy I I I .  generációs 
enzim im m uno-assay (A B B O TT) teszttel történt.

A  H CV-RNS m en nyiség i vizsgálatát a betegek kezelés 
előtti szérum ából reverz transzkripciós polim eráz láncre­
akció m ódszerével (RT-PCR), A m plicor H C V  M o n ito r  2.0  
(Roche) teszttel végeztük.

A  H C V g en o tip izá lá s  A m plicor H C V  (Roche) és In n o -L i-  
pa H C V  2 .0  (Innogenetics) PCR és reverz hibridizációs  
m ódszerekkel történ t.

A  H CV P K R -B R  n u k leo tid szekven ciá ján ak  vizsgálatát nes­
ted RT-PCR term ék  szekvenciaanalízisével, E nom oto  N . és  
m tsai által használt p rim erekke l végeztük (N . Engl. J. 
M ed ., 1996, 334, 7 7 -8 1 ).

RNS-extractio: A  vizsgálathoz az A m plicor H C V  2.0  
teszt m egfelelő  részét használtuk, de csak 50 p l H C V  D il- t  
adtunk m in den  m in tához.

cDNS-szintézis: A  szérum preparátum ok reverz transz­
kripciója 20 pl reakciókeverékben történt, m ely R N S -o l- 
datot, M o lo n e y  m u rin e  leukaem ia  vírus reverz transzkrip - 
tázt (G IB C O -B R L), R N -áz-in h ib ito rt, random  h exam ert, 
dNTP-t, Tris-puffert, K C l-t  és M gC12-t tartalm azott. A  k e ­
verékek inkubációja u tán  az N S 5A  dom ain am plifikáció ját 
nested PCR -techinikával végeztük. A  p rim erek szekvenci­
ái az alábbiak voltak:

5' outer forw ard: 5TG G A TG G A G TG C G G TTG C A C A G  
G TA 3' (6 7 0 3 -6 7 2 7 ) ,

3' outer reverse: 5'TCTTTCTCCG TGG AG G TG G TATTG  
G 3' (7 2 9 6 -7 3 2 0 ) ,

5' in n er forw ard: 5 'C A G G TA C G C TC C G G C G TG C A 3' 
(6 7 2 2 -6 7 4 1 ) ,

3 ' in n e r reverse: 5 'G G G G C C TTG G TA G G TG G C A A 3' 
(7 2 7 5 -7 2 9 4 ) .

PCR I.: cDNS-oldat, ou ter p rim erek, dNTP, Taq p o lim e ­
ráz, Taq™ és puffer keverékével 40  am plifikációs ciklust 
végeztünk.

PCR II.: A  m ásodik körben  a fen ti összetevők a cDNS  
helyett az első körből származó oldatot és az in n e r p rin te ­
reket tartalm azták. Ebben a körben  az am plifikációs c ik lu ­
sok száma 35 volt.

M in d k é t am plifikációs ciklus PTC-1™  Program m able  
Therm o C ontro ller-ben  történ t.

A  PCR term éket 1 ,5% -os agaróz gél elektroforézissel 
analizá ltuk  és G enElute™  agaróz oszlopon tisztíto ttuk. A  
tisztított m in ta  m in d ké t szálát szekvenáltuk D ye te rm in a -  
ter Cycle Sequence k it-te l (P erk in  E lm er) 373 D N S -szek-
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venátorral. A  szekvenciaanalízist B io E d it p rogram m al v é ­
geztük. A  P K R -B R  nukleotidszekvencia alapján kapo tt  
am inosav-összetételét a H C V lb -J  prototípus szerkezeté­
hez hasonlítottuk.

G enetikai kapcsolatrendszer v izsg á la ta :  A z analizált am in o -  
sav-szekvenciák kapcsolatrendszerét N etw ork  2 .0  p ro g ­
ram  felhasználásával vizsgáltuk (2 ).

Sta tisztika i analízis: A  m inőségi változókat C h i-S quare  
teszttel, a m ennyiségi változókat M a n n -W h itn e y  U -teszt- 
tel ana lizá ltuk  SPSS v.10 szoftver felhasználásával. A  szig- 
nifikanciaszintet 5% -n ak  választottuk. (A  0 ,05 -n é l kisebb  
p -értéket tek in te ttü k  statisztikailag szignifikánsnak.)

Eredmények

A vizsgált 21 betegünkből 3 beteg lett tartósan gyó­
gyult (sustained responder), 18 beteg a terápia fel­
függesztése után vírus pozitív maradt (non-respon- 
der). A monoterápiával kezelt csoportban 1 tartósan 
reagáló és 10 nem reagáló beteg volt, a kombinációs 
terápiás csoportban 2 tartósan reagáló és 8 nem re­
agáló volt. A nemzetközi normáknak megfelelően 
non-respondernek definiáltuk azokat a betegeket is 
(6/21), akiknél a kezelés végén normális ALT- és ne­
gatív HCV-RNS-értéket találtunk, de az utánköveté- 
si időszakban újra víruspozitívvá váltak („transient 
responder"). Az életkor és a nemi megoszlás hason­

ló volt a tartósan reagáló és a nem reagáló csoport­
ban. Betegeink PKR-BR aminosavszekvencia ered­
ményei a 2. ábrán láthatóak.

Vírusszekvencia eredményeink a nemzetközi 
NCBI GenBank-ban AF 522299-AF 522320 sorszá­
mokkal nyilvántartásba kerültek, és az NCBI hon­
lapján: www.ncbinlm.nih.gov alatt megtekinthetőek.

Az összes vizsgált mintát véve az aminosav- 
szubsztitúciók száma 0-7 között váltakozott az ISD 
régióban, és 3-6 között volt a II. régióban. Az ISDR 
aminosav-változásainak médián értéke a tartósan re­
agálóknál 3, a nem reagálóknál 0,5 volt. Bár ez a kü­
lönbség jelentős, de statisztikailag nem szignifikáns.

Az IFN-rezisztens betegeknél a 2218. aminosav- 
pozícióban az összes eset közel egyharmadában 
(6/21) hisztidin helyett arginint találtunk. A szub­
sztitúciónak ezt a típusát egy esetben sem észleltük 
az IFN-ra reagálóknál. Ez a jelenség megerősíti Fran- 
geul és munkatársai korábbi eredményeit, akik össze­
függést találtak a non-responder státus és az arginin 
jelenléte között a 2218-as pozícióban (8). A PKR-BR 
II. régiójának domináns szubsztitúciós helyei a 2259. 
(20/21), 2262. (21/21) és a 2266. (14/21) aminosa- 
vak voltak, más pozíciókban lévő aminosav változá­
sok aránya nem haladta meg az 50%-ot. A 2259. he­
lyen az esetek 95%-ában leucin helyettesítette az 
izoleucint (20/21), egy betegnél pedig valin. A 2262- 
es pozícióban lévő valin helyett minden betegünk­
nél glutaminsavat (21/21) találtunk, a 2266 pozíció-
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3. ábra: A HCV1b pozitív betegek NS5A-ISDR aminosav szekvenciái közötti genetikai kapcsolatrendszer vizsgálatának eredménye

ban lévő arginint pedig 67%-ban (14/21) glicin he­
lyettesítette. A n. régió aminosavcseréi nem bizo­
nyultak csoportspecifikusnak a terápiára adott vá­
lasz tekintetében. A nem említett pozíciókban lévő 
aminosav-változások aránya nem haladta meg az 
50%-ot.

Az ISDR szerkezetét elemezve azt találtuk, hogy a 
„sustained responder"csoportban 1/3:1/3:1/3 volt a 
„ vad", az „ intermedier" és a „ mutáns" típusok ará­
nya. „Non-responder"-ek között ez az arány 
1 /2:1 /2:0 volt.

Megállapítottuk, hogy az IFN-terápia eredményes­
sége függ az ISDR típusától (p = 0,043) és a mutáns 
típusú HCV lb-fertőzésnek prediktív értéke van a 
„sustained responder"státusra (p = 0,012). Hasonló 
prediktív értéket sem a HCV lb „vad"-, sem az „in- 
termedier'-típusánál nem találtunk. Szignifikáns 
összefüggést találtunk még a tartós gyógyulás és a 
májbiopszia módosított HAI staging score-ja között. 
A gyógyultaknál ez jelentősen alacsonyabb volt, 
mint a nem reagálóknál (médián: 0 v. 2, p = 0,017). 
Nem találtunk összefüggést a terápiás kimenetel és a 
többi vizsgált klinikai változó között.

Genetikai kapcsolatrendszer vizsgálat eredménye: Ele­
meztük az izolált HCV lb ISDR aminosav-szekvenci- 
ái közötti kapcsolatot. Olyan aminosavpoziciót vagy- 
típust kerestünk, mely jellemző lenne a sustained 
responder terápiás válaszolók csoportjára. Referen­
ciaként a HCV lb-J-t használtuk. Amint a 3. ábrán 
látható, nem találtunk olyan aminosav-változást, 
melyből eredő szekvenciák jól elkülönült rendszert

alkottak volna. Ez arra utal, hogy nincsen olyan jól 
meghatározott mutáció vagy mutációkombináció, 
melynek jelenléte feltétlenül szükséges és egyértel­
műen előre jelezné a terápiára adott választ.

Következtetések

A HCV lb PKR-BR és az ezen belül lévő ISDR-régi- 
óban található mutációk és az IFN-terápia közötti 
összefüggést vizsgáltuk 21 magyar betegnél. A tanul­
mány eredményei megegyeznek azzal a japán meg­
állapítással, hogy összefüggés van az ISDR típusa és 
a terápiára adott válasz között. Magyar betegeinknél 
is azt találtuk, hogy a mutáns típusú ISDR prediktív 
értékű a pozitív terápiás eredményre, de erre egyér­
telműen jellemző szubsztitúciós típust vagy helyet 
nem tudtunk meghatározni. Bár a 2218-as pozíció­
ban a hisztidin-arginin csere csak a non-responde- 
reknél található, ez a változás egyedül nem tudja 
megmagyarázni a vírus IFN-érzékenységi státusát, 
mivel a 18 nem reagáló betegből 12-nél ez a szub­
sztitúció hiányzik.

A vizsgált klinikai paraméterek közül a módosí­
tott HAI staging score mutat összefüggést a kezelés 
eredményével. A sustained responder betegeknél ez 
az érték szignifikánsan alacsonyabb.

Az azonos aminosav-eltérések magas aránya a 
2259. (95%), a 2262. (100%) és a 2266. (67%) po­
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° tartósan  válaszoló betegek  (1, 2, 3) 
•  nem válaszoló betegek (4-21)



z íc ió k b a n  a rra  enged k ö v e tk e z te tn i ,  h o g y  e z e k  n e m  
v é le t le n s z e rű  m u tá c ió k , h a n e m  a H C V  lb  p r o to t íp u ­
sa k ü lö n b ö z ik  a H C V  lb - J - tő l  h a z á n k b a n . A z  a n a l i ­
z á lt  m in tá k  a la p já n  a P K R -B R  le g g y a k o rib b  a m in o -  
s a v -s z e k v e n c iá ja  M a g y a ro rs z á g o n  a k ö v e tk e z ő :

P S L K A T C T T H H D S P D A D L IE A N L L W R Q E M G G N I-  
T R V E  S E N K W IL D  S F D P L R A E E D E  G E IS  V P A E I.

E n n e k  is m e re té b e n  a n e m z e tk ö z i k u ta tá s i e r e d ­
m é n y e k  h a z a i ad a p tá lá s á n á l f ig y e le m m e l k e l l  le n n i  
a z  e lté rő  m a g y a r  H C V  lb  „ quas ispec ies"-bő l e s e tle ­
g esen  fa k a d ó  k ü lö n b ö z ő s é g e k re .

A  „ su s ta in e d  resp o n d er" b e te g e k  a lacso n y  s zá m a  
k o r lá to z z a  a  ta n u lm á n y  s ta tis z tik a i e re jé t, m e ly  m a ­
g y a rá z a to t a d  az IS D R  a m in o s a v -s z u b s z titú c ió k  t e l ­
je s  s zá m á b a n  ta lá lt  n e m  s z ig n ifik á n s  k ü lö n b s é g re . A  
k is  e le m s z á m  a zo n b a n  te rm é s z e te s  k ö v e tk e z m é n y e  
a n n a k , h o g y  h a z á n k b a n  k e v é s  a ta rtó s a n  re a g á ló ,  
k ró n ik u s  H C V  lb -fe r tő z é s b ő l vég le g es e n  m e g g y ó ­
g y u lt  b e teg . A  v izsgált b e te g e k  s zá m á t e s e tü n k b e n  
to v á b b  c s ö k k e n te tte  az a lk a lm a s s á g i sze lek tá lás .

E lő v igyázato sság ga l k e ll  k e z e ln i  a z o k n a k  a b e te ­
g e k n e k  a b esoro lását is, a k ik  k e z d e tb e n  re a g á lta k  az  
IF N - r a  (n o rm á lis  A L T -s z in t és n e g a tív  H C V -R N S  
P C R ), de p o z it ív a k k á  v á lta k  a z  u tá n k ö v e té s i p e r ió ­
d u s b a n  ( 6 /2 1 ) .  V ita th a tó  a z  a  n e m z e tk ö z ile g  a lk a l ­
m a z o tt ,  E n o m o to  és m u n k a tá r s a i  á lta l b e v e z e te tt  b e ­
osztás, m e ly  sze rin t ezen  a t ra n z ie n s  re s p o n d e r b e te ­
g e k e t a n o n -re s p o n d e r c s o p o rtb a  s o ro lju k . K ü lö n ­
b ö z ő  tu d o m á n y o s  e lm é le te k  v a n n a k  az  á tm e n e t i  r e ­
agálás m e c h a n iz m u s á ra , de e g y ik e t  sem  s ik e rü lt  m é g  
h ite le s e n  b iz o n y íta n i. A  b e te g e k  p o n to s ab b  c s o p o r­
tos ítása  é rd e k é b e n  a tra n z ie n s  re s p o n d e r b e te g e k  
k e ze lé s  u tá n i s z é ru m m in tá it  a  k é s ő b b ie k b e n  to v á b b  
k e lle n e  v izs g á ln i.

K öszön etn yilván ítás: G. J. köszönetét m o n d  Dr. Raskó István  
professzor ú rn ak  a M TA  Szegedi B iológiai Központ G en e ­
tik a i In tézet igazgatójának szakm ai tanácsaiért és az In té ­
zetében végzett m unkája tám ogatásáért.

K iem elt köszönet ille ti asszisztensnőit, Papp Is tvánnét 
és Szabóné Bartha Katalint, v a la m in t a Szegedi B io lógiai 
K özpont G enetikai Intézet asszisztensnőjét, Radoné Dudás  
M á riá t  technikai segítségükért.
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