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EREDETI KOZLEMENYEK

Kronikus C-hepatitises betegekbdl izolalt
hepatitis C-virus 1b protein kinaz kot6
régiojanak szerkezeti analizise és

ennek osszefliggése az interferon kezelés

eredményességével

Gervain Judit dr.", Czibula Agnes?, Simon Judit dr.’ és Kalmar Tibor’

Fejér Megyei Szent Gyorgy Kérhaz, Székesfehérvar, I. Belgyogyaszat, Hepato-Pancreatologiai
Részleg és Virusszerolégiai Laboratérium (féorvos: Gervain Judit dr.)’
Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kozpont, Genetikai Intézet

(igazgatd: Rasko Istvan dr.)?

Centre for Outcomes, Research and Effectiveness, Sub-Department of Clinical Health Psychology,
University College of London, Egyestilt Kirdlysag (igazgatoé: Steve Pilling)?

Bevezetés: Magyarorszagon a kronikus C-hepatitist
91,5%-ban a hepatitis C-virus 1b (HCV 1b) szubtipusa
okozza. Japan kutatok Osszefliggést talaltak e virus
NS5A genomszakaszanak egy része, nevezetesen az
RNS-flggé proteinkinaz koté régié (PKR-BR: aa 2209-
2274) és az ezen belll taladlhaté ,interferon érzé-
kenységet meghatarozé régio” (ISDR: aa 2209-2248)
szerkezete és az interferon- (IFN-) terapia eredmé-
nyessége kozott. Tobb eurdpai tanulmény ezt a meg-
allapitast nem tudta megerdésiteni. Célkitlzések: 1.
Krénikus C-hepatitises betegekbdl izolalt HCV 1b
PKR-BR nukleotidszerkezetének elemzése alapjan a
virus magyarorszagi prototipusanak meghatarozasa.
2. A HCV 1b ISDR fenotipusosan expresszalédé nukle-
otid mutacioi és az IFN-terapia hatasossaga kozotti
osszefliggés vizsgalata. Betegek: A szerzdk retro-
spektiven analizaltak 21 (n6:13; férfi: 8) HCV 1b-fer-
t6z6tt, IFN-kezelt (3 tartésan reagald, 18 nem rea-
galé) kréonikus C-hepatitises beteg terdpia el6tti szé-
rumat. Moédszerek: Nested reverz transzkriptaz poli-
meraz lancreakcio és direkt nukleotid szekvencia
analizis. Eredmények: 1. A hazai HCV 1b szerkezete
kulonbozik a nemzetkozileg prototipusként elfoga-
dott japan HCV 1b-J-tél. 2. Osszefliggés talalhaté az
ISDR tipusa és az IFN hatékonysaga kozott. A mutans
tipusi (= 4 aminosavcsere) ISDR prediktiv értéki a
tartés reagalas szempontjabdl (p = 0,012). 3. Az ami-
nosav-szubsztiticiok helyei és tipusai kozul a 2218
poziciéban lévé argininnek van terapiarezisztenciat
elSjelzé értéke. Kovetkeztetések: Az eredmények az
eredeti japan megallapitassal 6sszhangban megerdsi-
tik a kezelés el6tti nukleotidszekvenalas prediktiv ér-
tékét. Nemzetkozi kutatasi eredmények hazai adap-
talasanal figyelemmel kell lenni az eltéré hazai HCV
lbkquasispeciesbél esetlegesen fakado kilonbozésé-
gekre.

Kulcsszavak: HCV-fertézés, interferon kezelés, RNS-fliggé
proteinkinaz koté régié (PKR-BR), interferon érzékenységet
meghatarozé régié (ISDR)

Structure analysis of the PKR-Binding Region of HCV 1b
samples from patients with chronic hepatitis C and the
correlation with IFN-sensitivity. /ntroduction: 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
of the PKR-Binding Region (aa: 2209-2274) of the viral
NS5A domain, especially a particular subsection of the
PKR-BR, the Interferon Sensitivity Determining Region
(ISDR: aa 2209-2248). Several international studies could
not confirm these findings. Aims: The objectives of 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 with 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 of 21 chronic hepatitis C patients
(13 women, 8 men), infected with HCV 1b and treated
with 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 of ISDR and the interferon response.
Mutant type ISDRs (4 = amino acid substitutions) have
predictive value for sustained response (p = 0.012). 3.
The types and locations of 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 with 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 krénikus C-virushepatitis kezelésében még ma is a
leghatékonyabb gydgyszer az interferon (IFN) (1). 3
fé tipusa ismert: IFN-a, IFN-B és IFN-y. Ezek cellula-
ris proteinek, termelddésiiket kiillonbozé ingerek,
gyakran virusinfekciok valtjak ki. Antiviralis hatasu-
kat nem kozvetlentil a virusokra fejtik ki, csupan in-
dukaljdk az antivirdlis dllapotot. Ennek eredménye-
ként tun. effektorfehérjék termelGédnek, melyek ga-
tolni tudjdk a virusok szaporodasat. A virushepatitis-
ben alkalmazott IFN-a szamos effektorprotein
képzddéséért felelds. Koziiliik tobb hatasmechaniz-
musa ma mar részletesen ismert. EgyikGjiik az RNS-
fliggd proteinkindz, a PKR, mely kozponti szerepet
jatszik az IFN altal indukalt antivirdlis és antiprolife-
rativ hatasban. E mechanizmus kulcsfontossaga 1é-
pése az RNS-fiiggd proteinkinaz aktivacidja. Kettds
szalii RNS jelenlétében a PKR foszforildlja a protein-
inicidcios faktor 2o alegységét, az elF-2a-t. Ennek
eredményeként az mRNS transzlaciéjanak és a pro-
teinszintézisnek, ezen keresztiil a virus replikacidja-
nak gatldsa jon létre. A filogenezis soran a virusok
szamos védekezd mechanizmust épitettek ki, me-
lyekkel a kiilonbozé antiviralis faktorok mikodését,
jelen esetben a proteinkindzt blokkolhatjdk (4, 5, 9).

A hepatitis C-virus kb. 9400 nukleotidbél allo ge-
nomja 3010-3030 aminosavat tartalmazé proteint
kodol. Az 1973-2420 aminosavak kozé eso részt ne-
vezziik ,non-structural 5A” (NS5A) fehérjének, me-
lyen beliil taldlhat6 a PKR-t kotd tertilet (aa 2209-
2274). Ez a szakasz meg tudja kotni a PKR-t, ezzel
felfliggeszti annak mikodését, és ezaltal szabadda
valik az Gt a virus szaporodasdhoz ¢és attételesen a
hepatocyta malignus transzformaciéjahoz (1. dbra).

Hazdnkban a kronikus C-hepatitises betegek ke-
zelése interferonnal 1992-ben kezdddott meg. Az
elsé években IEN-monoterdpiat, majd ennek ribavi-
rinnel torténdé kombindcidjat alkalmaztuk. A gyogy-
szert az elsé években 6 hénapig, majd 12 honapig
adtuk, heti 9-18 millié IU d6zisban. Ennek hatasara
betegeink 13%-a és 22%-a, kombindcids terapiaval
36%-a valt csupdn tartésan virusmentessé (polime-
raz lancreakcié modszerével a beteg a terapia befeje-
zése utan 6 honappal is virusmentes) (19). Ez a
nemzetkozi adatokkal dsszehasonlitva alacsonyabb
terapias hatékonysagot jelentett (23, 26). Ennek le-
hetséges magyarazatat a HCV hazai szubtipusmeg-
oszlasanak meghatarozasa adta. A magyarorszagi
betegek virustipus analizisével 1996-ban a HCV 1b
91%-0s, Gjabb eredményeink alapjan 91,5%-0s
el6forduldsat igazoltuk (10, 13, 18). Ismert, hogy ez
a legnehezebben elimindlhaté virus szubtipus, és ez
magyarazza az alacsony gyogyuldsi aranyt. Tovabbra
is kérdés maradt azonban, hogy azonos virus szubti-
puson beliil milyen egyéb tényezdéktdl fiigg a gyo-
gyultak és a nem reagalok szétvalasa.

Réviditések: ALT = alanin-aminotranszferiz; anti-HCV = hepa-
titis C-virus ellenanyag; HAI = hisztol6giai aktivitasi index; HCV
= hepatitis C-virus; HCV 1b-J = hepatitis C-virus 1b (japan) szub-
tipusa; IFN = interferon; ISDR = interferonérzékenységet megha-
tarozoé régio; NS5A = hepatitis C virus genom nem strukturalis 5A
régidja; PCR = polimeraz lancreakci6; PKR-BR = RNS-fiiggd pro-
tein kindz kot6 régié; RT-PCR = reverz transzkripciés polimerdz
lancreakcié
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1. dbra: A hepatitis C-virus NSS5A domén RNS-fiiggé protein
kinaz koté régié mikodésének elmélete
(Gale, M. J. és mtsai, Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 5216.)

A HCV 1b szubtipus eléforduldsa a japan popula-
cioban a magyar adatokhoz hasonléan igen magas,
73% (3). Japan tudosok évek ota intenziven kutat-
jak a virus szerkezete €s a terapias valaszkészség ko-
zOtti osszefliggést (12, 16, 17). 1995-ben Enomoto N.
és munkatdrsai 6sszehasonlitottdk az interferonra re-
agalo és az interferonra rezisztens HCV 1b szerkeze-
tét. Az HCV 1b-J (japan tipus) virust alapul véve
megallapitottak, hogy a PKR-BR domén egy szaka-
szanak aminosav-valtozasokban expresszalodé mu-
tacioi dontden befolyasoljak az interferonra adott
valaszt. Ezt a tertletet ,interferon sensitivity deter-
mining region”nak (ISDR) nevezték el. E tertileten
megjelend aminosaveserék szama alapjan un. , wild-
type” (0 szubsztitticié), ,intermedier-type” (1-3
szubsztiticié) és ,mutant-type” (4 vagy tobb szub-
sztitticié) viruscsoportokat alakitottak ki, és eszerint
analizaltdk a terapids eredményeket (7).

Statisztikai Osszefliggést mutattak ki az ISDR fen-
ti tipusai és az IFN hatékonysdga kozott. Azota tobb
japan szerz6 megerdsitette ezt, az eurdpai €s ameri-
kai vizsgdlatok azonban egy kivételével nem jutot-
tak hasonlé eredményre (15, 20-22, 24, 25, 27).
Kozép-Kelet-Europaban, igy Magyarorszagon sem
végeztek ezideig hasonlé elemzést.

Tanulmany jelent meg a Japanban és a vilag tob-
bi részén el6fordulo HCV 1b nukleotidszerkezeté-
nek, ,quasispecies™einek kiilonbozdoségérdl. Meg-
hataroztak a nemzetkozi GenBank-ban nyilvantar-
tott és a Japanban izolalt virusok szerkezetét. Ennek
alapjan az 1b szubtipusnak 3 csoportjat kiilonitették
el: ,J” (japan), ,NJ” (nem japan) és a , W” (worldwi-
de). Ez adta az alapjat annak a tézisnek, hogy ez a
kiilonbozdoség lehet az oka a japan kutatok éltala ,J”
szubtipusra megallapitott szerkezeti ¢és terdpids
osszefliggés és a nemzetkozi eredmények kozotti el-
térésnek (14).

Jelen munkankban az altalunk kezelt 21 eltérg
terdpids valaszt ad6 kronikus HCV 1b pozitiv be-
tegbdl izolalt virus NS5A régidjanak szerkezeti ana-
lizisét végeztiik el. A vizsgdlt genomszakasz azt a kb.
200 aminosavat (aa 2130-2330) kodolja, mely az
RNS-fiiggé protein kinaz kot régiot (aa 2209-
2274) is magaban foglalja. A PKR-BR két rovidebb
szakaszbodl épiil fel, ezek a mar emlitett interferonér-
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1. tablazat: Betegeink elemzett adatai

Vizsgalt paraméterek Tartés valaszt ad6 betegek Nem vélaszolé betegek
Eletkor (év) 34 (24-45) 41 (30-64)
HAI grading score 4 (1-7) 5(1-8)
HAI staging score 0 (0-0) 2 (0-4)
ALT (IU/ml) 151 (92-530) 94.5 (39-167)
HCV PCR (IU/ml) 403 000 (263 000-902 000) 351 500 (44 000-1779 000)
IFN 6sszdézis (MU) 468-780 432-936
Ribavirin 6sszd6zis (mg) 403 200-436 800 210000-436 800

(A medianértékek, zarojelben a tartomanyok szerepelnek.)

z€ékenységet meghatdrozo régio (ISDR aa 2209-2248)
és a II. régio. A kapott eredményt sszehasonlitottuk
a HCV 1b-J megfelel6 szakaszanak szerkezetével.
Egyrészt arra kerestiink valaszt, hogy a magyaror-
szagi betegekbdl izolalt virusok szerkezete azonos-e
a Japanban el6fordulé virussal. Masrészt, hogy van-
e Osszefliggés az ISDR aminosav-szubsztitticidinak
szama €s az elérd terapids eredmények kozott? Len-
ne-e gyakorlati értéke a nukleotidszekvencia terapia
el6tti meghatarozasnak a klinikumban?

Betegek

A vizsgalatban 21 HCV 1b fert6zott beteg (né: 13; férfi: 8)
szérumdt retrospektiv. modon analizaltuk. Betegeink
elemzett adatait az I. tdbldzat tartalmazza. Eletkoruk
24-64 év kozott valtozott (atlag 43,8 év). A krénikus C-
hepatitis diagnoézisanak kritériumai a kovetkezdk voltak: a
szérum alanin-aminotranszferaz (ALT) minimum 6 hdona-
pon at a normalérték felsé hatdranak kétszerese legyen;
anti-HCV pozitivitds; szérum HCV-RNS kimutathatésdga
PCR alapti vizsgdlattal tobb, mint 6 hénapon at; majbiop-
sziaval bizonyitott hisztologiai aktivitds.

Terapias protokoll: 11 beteg (né: 7; férfi: 4) kezelése
IFN-a2a vagy IFN-o2b monoterdpiaval (teljes dozis
432-936 milli6 IU), 10 beteg (nG: 6; férfi: 4) kezelése
IFN-02a vagy IFN-02b (teljes d6zis 468-780 milli6 TU) +
ribavirin (teljes dézis: 210 600-438 000 mg) kombinacids
terapiaval tortént 48-52 hétig. Minden beteget kovettiink
a terapia el6tt minimum 6 hoénapig és a terdpia utdn leg-
alabb 1 évig. A tanulmany protokollja az 1975. évi helsin-
ki megallapodas alapjan késziilt, és a tdjékoztatott betegek
irdsos beleegyezésiiket adtdk.

Analitikai mddszerek: A terapias eredmény alapjan a be-
teget tartésan gyogyultnak (sustained responder) értékel-
tiik, ha az IFN-terdpia utdnkovetési szakaszaban is norma-
lis ALT-szintje és negativ HCV-RNS (PCR) eredménye volt.
Ellenkezd esetben ,non responder™ként definidltuk.

A virologiai faktorok IFN-érzékenységet elGjelzd érté-
kének szempontjabdl analizdltuk az ISDR tipusdt és a
PKR-BR-en beliil az aminosav-szubsztitticiok pozicidjat és
fajtajat. Az ISDR-ben 1év6, HCV 1b-J szerkezetéhez viszo-
nyitott aminosavcserék szama szerint a betegek kezelés
el6tti mintdit harom csoportba osztottuk. , Vad tipusi™
nak (‘wild-type”) definidltuk, ha nem volt aminosav-val-
tozas, intermedier tipustiinak (‘intermediate-type”), ha
1-3 helyettesités volt, és mutans tipustinak, ha 4 vagy
tobb aminosav-kiilonbséget talaltunk. Vizsgaltuk az 6ssze-
fiiggést az IFN-terdpidval elért eredmény és a kiillonbozé
paraméterek kozott is: modositott hisztologiai aktivitasi

2003 = 144. évfolyam, 24. szém

index (HAI), necroinflammatiés grading és a staging
score-ok (Ishak és mtsai, 1995), bazalis ALT-érték és virus-
titer (11).

Modszerek

Az anti-HCV ellenanyag vizsgéalata II. vagy III. generacios
enzimimmuno-assay (ABBOTT) teszttel tortént.

A HCV-RNS mennyiségi vizsgalatat a betegek kezelés
el6tti szérumdbdl reverz transzkripcids polimeraz lancre-
akcié médszerével (RT-PCR), Amplicor HCV Monitor 2.0
(Roche) teszttel végeztiik.

A HCV genotipizalas Amplicor HCV (Roche) és Inno-Li-
pa HCV 2.0 (Innogenetics) PCR és reverz hibridizdcios
modszerekkel tortént.

A HCV PKR-BR nukleotidszekvencidjanak vizsgalatat nes-
ted RT-PCR termék szekvenciaanalizisével, Enomoto N. és
mtsai altal haszndlt primerekkel végeztik (N. Engl. J.
Med., 1996, 334, 77-81).

RNS-extractio: A vizsgdlathoz az Amplicor HCV 2.0
teszt megfeleld részét hasznaltuk, de csak 50 pul HCV Dil-t
adtunk minden mintdhoz.

¢DNS-szintézis: A szérumpreparatumok reverz transz-
kripcidja 20 pl reakciokeverékben tortént, mely RNS-ol-
datot, Moloney murine leukaemia virus reverz transzkrip-
tazt (GIBCO-BRL), RN-az-inhibitort, random hexamert,
dNTP-t, Tris-puffert, KCI-t és MgCl2-t tartalmazott. A ke-
verékek inkubaciéja utdn az NS5A domain amplifikaciéjat
nested PCR-techinikdval végeztiik. A primerek szekvenci-
ai az aldbbiak voltak:

5" outer forward: 5TGGATGGAGTGCGGTTGCACAG
GTA3’ (6703-6727),

3’ outer reverse: S'TCTTTCTCCGTGGAGGTGGTATTG
G3’ (7296-7320),

5" inner forward: 5'CAGGTACGCTCCGGCGTGCA3’
(6722-6741),

3" inner reverse: 5GGGGCCTTGGTAGGTGGCAA3’
(7275-7294).

PCR L.: cDNS-oldat, outer primerek, dNTP, Taq polime-
raz, Tag™ és puffer keverékével 40 amplifikacios ciklust
végeztiink.

PCR II: A madsodik korben a fenti OsszetevGk a ¢DNS
helyett az elsé korbdl szarmazé oldatot és az inner prime-
reket tartalmaztak. Ebben a korben az amplifikaciés ciklu-
sok szama 35 volt.

Mindkét amplifikdciés ciklus PTC-1™ Programmable
Thermo Controller-ben tortént.

A PCR terméket 1,5%-o0s agaroz gél elektroforézissel
analizaltuk és GenElute™ agar6z oszlopon tisztitottuk. A
tisztitott minta mindkét szdlat szekvendltuk Dyetermina-
ter Cycle Sequence kit-tel (Perkin Elmer) 373 DNS-szek-

ORVOSI
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venatorral. A szekvenciaanalizist BioEdit programmal vé-
geztiik. A PKR-BR nukleotidszekvencia alapjan kapott
aminosav-osszetételét a HCV1b-J prototipus szerkezeté-
hez hasonlitottuk.

Genetikai kapcsolatrendszer vizsgdlata: Az analizdlt amino-
sav-szekvencidk kapcsolatrendszerét Network 2.0 prog-
ram felhaszndlasaval vizsgaltuk (2).

Statisztikai analizis: A mindGségi valtozokat Chi-Square
teszttel, a mennyiségi valtozokat Mann-Whitney U-teszt-
tel analizaltuk SPSS v.10 szoftver felhaszndldsaval. A szig-
nifikanciaszintet 5%-nak valasztottuk. (A 0,05-nél kisebb
p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.)

Eredmények

A vizsgdlt 21 beteglinkbdl 3 beteg lett tartésan gyo-
gyult (sustained responder), 18 beteg a terdpia fel-
fliggesztése utdn virus pozitiv maradt (non-respon-
der). A monoterapiaval kezelt csoportban 1 tartésan
reagalo és 10 nem reagalé beteg volt, a kombindcios
terdpias csoportban 2 tartésan reagalé és 8 nem re-
agalo volt. A nemzetkozi normdknak megfeleléen
non-respondernek definialtuk azokat a betegeket is
(6/21), akiknél a kezelés végén normalis ALT- €s ne-
gativ HCV-RNS-értéket taldltunk, de az utankoveté-
si idoszakban tjra viruspozitivva valtak (,transient
responder”). Az életkor és a nemi megoszlas hason-

16 volt a tartésan reagalod és a nem reagalo csoport-
ban. Betegeink PKR-BR aminosavszekvencia ered-
ményei a 2. dbrdn lathatoak.

Virusszekvencia eredményeink a nemzetkozi
NCBI GenBank-ban AF 522299-AF 522320 sorsza-
mokkal nyilvantartasba kertiltek, és az NCBI hon-
lapjan: www.ncbinlm.nih.gov alatt megtekinthetdek.

Az Osszes vizsgdlt mintat véve az aminosav-
szubsztitiiciok szama 0-7 kozott valtakozott az ISD
régioban, és 3-6 kozott volt a II. régioban. Az ISDR
aminosav-valtozasainak median értéke a tartésan re-
agaloknal 3, a nem reagaloknal 0,5 volt. Bar ez a kii-
lonbség jelentds, de statisztikailag nem szignifikans.

Az IFN-rezisztens betegeknél a 2218. aminosav-
pozicibban az 0Osszes eset kozel egyharmaddban
(6/21) hisztidin helyett arginint taldltunk. A szub-
sztitticionak ezt a tipusat egy esetben sem észleltiik
az IFN-ra reagalokndl. Ez a jelenség megerdsiti Fran-
geul és munkatdrsai korabbi eredményeit, akik dssze-
fliggést taldltak a non-responder stdtus és az arginin
jelenléte kozott a 2218-as pozicioban (8). A PKR-BR
11. régi6janak domindns szubsztitticios helyei a 2259.
(20/21), 2262. (21/21) és a 2266. (14/21) aminosa-
vak voltak, mas poziciokban lévé aminosav valtoza-
sok aranya nem haladta meg az 50%-ot. A 2259. he-
lyen az esetek 95%-aban leucin helyettesitette az
izoleucint (20/21), egy betegnél pedig valin. A 2262-
es pozicioban 1évé valin helyett minden beteglink-
nél glutaminsavat (21/21) taldltunk, a 2266 pozici6-

aa 2209

v
HCV-1b (HCV-J)

2248 2274
\ v

PSLKATCTTHHDS PDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFDPIRAVEDEREISVPAET

SR

9 ———mmmm- R-—— = mmmmm e

10 -—=—---—- R mmmmmm e

Mutacidk szama

\:

---------------- IQ=E===Gmm======  0+4
---------------- L-TE-G-G--======  7+5
---------------- V--E-G=G-=======  3+4
---------------- L--E---G-----=-= 043
---------------- L-=E-====V-===== 143
——————— I--======L==E-==G--======  0+4
———————————————— L=E-====V-===== 143
---------------- 1Q-E--GG----A---  0+6
---------------- IK-E---G-V-===== 145
---------------- L--E-==G-V-===== 144
---------------- L--E-==G--=--=== 043
---------------- Lr=E=====V-I-=== 144
---------------- LH-E---G--=-==-=  1+4
———————————————— IQ-E--=G-=======  0+4
---------------- LY-E---=-V-===== 244
---------------- L--E-G---V--====  0+4
———————————————— L—-E---G-V-I----  0+5
--------------- L--E---G-----=-= 043

---------------- L--E---G-------=  0+3
——————————————— L--E--GG-----=-= 144

——————————————— L--E-—---V-——=—— 143

2. abra: Krénikus C-hepatitises betegeink IFN-terapia eldtti mintainak HCV1b PKR- BR aminosav-szekvencia eredményei
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5,7, 9, 10, 11, 14, 16-19

12,21, 22

3

o tartésan valaszolé betegek (1, 2, 3)
® nem valaszol6 betegek (4-21)

3. abra: A HCV1b pozitiv betegek NS5A-ISDR aminosav szekvenciai kozotti genetikai kapcsolatrendszer vizsgalatanak eredménye

ban 1évé arginint pedig 67%-ban (14/21) glicin he-
lyettesitette. A II. régi6 aminosavcseréi nem bizo-
nyultak csoportspecifikusnak a terapiara adott va-
lasz tekintetében. A nem emlitett poziciokban 1évG
aminosav-valtozasok aranya nem haladta meg az
50%-ot.

Az ISDR szerkezetét elemezve azt talaltuk, hogy a
. sustained responder” csoportban 1/3:1/3:1/3 volt a
,vad”, az ,intermedier” és a ,mutans” tipusok ara-
nya. ,Non-responder”™ek kozott ez az arany
1/2:1/2:0 volt.

Megallapitottuk, hogy az IFN-terapia eredményes-
sége fligg az ISDR tipusatol (p = 0,043) és a mutans
tipusti HCV 1b-fert6zésnek prediktiv értéke van a
»sustained responder” statusra (p = 0,012). Hasonld
prediktiv értéket sem a HCV 1b ,vad™, sem az ,in-
termedier”™-tipusdndl nem taldltunk. Szignifikdns
oOsszefliggést talaltunk még a tartos gyogyulds és a
majbiopszia médositott HAI staging score-ja kozott.
A gyodgyultakndl ez jelentésen alacsonyabb volt,
mint a nem reagdloknal (medidan: O v. 2, p = 0,017).
Nem talaltunk Gsszefiiggést a terdpias kimenetel és a
tobbi vizsgalt klinikai valtozo kozott.

Genetikai kapcsolatrendszer vizsgalat eredménye: Ele-
meztiik az izolalt HCV 1b ISDR aminosav-szekvenci-
ai kozotti kapcsolatot. Olyan aminosavpoziciot vagy-
tipust kerestiink, mely jellemzé lenne a sustained
responder terdpias valaszolok csoportjara. Referen-
ciaként a HCV 1b-J-t hasznéltuk. Amint a 3. dbrdn
lathat6, nem taldltunk olyan aminosav-valtozast,
melybdl eredd szekvencidk jol elkiilonilt rendszert

2003 = 144, évfolyam, 24. szém

alkottak volna. Ez arra utal, hogy nincsen olyan jol
meghatdrozott mutacié vagy mutdciokombindacio,
melynek jelenléte feltétleniil sziikséges és egyértel-
mtuen elore jelezné a terapiara adott valaszt.

Kovetkeztetések

A HCV 1b PKR-BR és az ezen beliil 1évé ISDR-régi-
6ban taldlhaté mutaciok és az IFN-terapia kozotti
Osszefliggést vizsgaltuk 21 magyar betegnél. A tanul-
many eredményei megegyeznek azzal a japan meg-
allapitdassal, hogy Osszefliggés van az ISDR tipusa és
a terapiara adott valasz kozott. Magyar betegeinknél
is azt taldltuk, hogy a mutdns tipusi ISDR prediktiv
értéki a pozitiv terdpias eredményre, de erre egyér-
telmten jellemz$ szubsztiticios tipust vagy helyet
nem tudtunk meghatarozni. Bar a 2218-as pozicio-
ban a hisztidin-arginin csere csak a non-responde-
reknél taldlhatd, ez a valtozds egyediill nem tudja
megmagyarazni a virus IFN-érzékenységi statusat,
mivel a 18 nem reagdl6 betegbdl 12-nél ez a szub-
sztitticio hianyzik.

A vizsgdlt klinikai paraméterek koziil a mdodosi-
tott HAI staging score mutat osszefiiggést a kezelés
eredményével. A sustained responder betegeknél ez
az érték szignifikansan alacsonyabb.

Az azonos aminosav-eltérések magas aranya a
2259. (95%), a 2262. (100%) és a 2266. (67 %) po-
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ziciokban arra enged kovetkeztetni, hogy ezek nem
véletlenszerd mutaciok, hanem a HCV 1b prototipu-
sa kiilonbozik a HCV 1b-J-t6] hazankban. Az anali-
zalt mintak alapjan a PKR-BR leggyakoribb amino-
sav-szekvencidja Magyarorszagon a kovetkezd:

PSLKATCTTHHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNI-
TRVESENKVVILDSFDPLRAEEDEGEISVPAEL

Ennek ismeretében a nemzetkozi kutatasi ered-
mények hazai adaptdlasanal figyelemmel kell lenni
az eltéré magyar HCV 1b , quasispecies™bdl esetle-
gesen fakado kiilonbozdségekre.

A ,sustained responder” betegek alacsony szama
korldtozza a tanulmdny statisztikai erejét, mely ma-
gyarazatot ad az ISDR aminosav-szubsztituciok tel-
jes szdmadban talalt nem szignifikdns kiilonbségre. A
kis elemszam azonban természetes kovetkezménye
annak, hogy hazdnkban kevés a tartésan reagdld,
kronikus HCV 1b-fert6zésbdl véglegesen meggyo-
gyult beteg. A vizsgdlt betegek szamat esetiinkben
tovabb csokkentette az alkalmassagi szelektalas.

Eldvigyazatossaggal kell kezelni azoknak a bete-
geknek a besorolasat is, akik kezdetben reagéltak az
IFN-ra (normalis ALT-szint és negativ HCV-RNS
PCR), de pozitivakkd vdltak az utankovetési perio-
dusban (6/21). Vitathato az a nemzetkozileg alkal-
mazott, Enomoto és munkatdrsai altal bevezetett be-
osztas, mely szerint ezen a tranziens responder bete-
geket a non-responder csoportba soroljuk. Kilon-
bo6z6 tudomanyos elméletek vannak az atmeneti re-
agalds mechanizmusara, de egyiket sem sikertilt még
hitelesen bizonyitani. A betegek pontosabb csopor-
tositdsa érdekében a tranziens responder betegek
kezelés utani szérummintdit a késébbiekben tovabb
kellene vizsgdlni.

Kdoszonemyilvdnitds: G. J. koszonetet mond Dr. Raskoé Istvan
professzor irnak a MTA Szegedi Biol6giai Kozpont Gene-
tikai Intézet igazgatéjanak szakmai tandcsaiért és az Inté-
zetében végzett munkaja tdmogatdasaért.

Kiemelt koszonet illeti asszisztensndit, Papp Istvannét
¢s Szaboné Bartha Katalint, valamint a Szegedi Biologiai
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