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Summary

Molecular techniques have become regular in clinical practice, becoming
the basic tool in diagnosing infections, analyzing their natural histories, as well
as it has become a significant marker in choosing therapeutical procedures.

Correlation was shown between HBV-DNA viral load and dynamics of clini-
cal progression of HBV infection. The appearance of HBV-DNA in patients suc-
cessfully treated, precedes other markers ofthe loss of therapeutical control. As
a result, only routine, systematic viraemia monitoring in course of therapy and
analysis of mutatating HBV appearance optimize therapeutic procedures.

Results of the RNA quantitative examinations and genotypes in HCV in-
fected are the basis for the length oftherapy. They are routinely performed dur-
ing the period of treatment to predict its efficiency (RVR, cEVR, pEVR, EOT and
SVR).
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1. Wstep

Obraz kliniczny choroby zakaznej jest efektem konfrontacji
wrazliwosci osobniczej z chorobotwdrczoscig patogenu. Od
znajomosci patomechanizmu choroby oraz wiasciwosci biolo-
gicznych zarazka, zalezy skuteczno$¢ prognozowania naturalnego
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zaj$cia choroby, a tez indywidualizowanie procesu terapeutycznego. Najbardziej
spektakularnym przykladem postepu w tym zakresie sg przewlekle zakazenia wiru-
sami HBV i HCV.

Przetomem okazato sie wprowadzenie metod biologii molekularnej do praktyki
klinicznej. Trudno sobie obecnie wyobrazi¢ diagnozowanie i leczenie zakazen wiru-
sami hepatotropowymi bez mozliwosci oznaczania wiremii, genotypéw i mutacji
wirusow zakazajgcych. W konsekwencji techniki molekularne, zwtaszcza metoda
polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR) staly sie podstawowym narzedziem lekar-
skim w wyznaczaniu metod postepowania, rowniez w zakresie indywidualizacji kry-
teriow terapeutycznych i leczenia (leczenie a' la carte, tailoring).

Wczesniej decyzje lekarskie podejmowane byly na podstawie wynikéw badan
biochemicznych, serologicznych i morfologicznych watroby, co nie pozwalato na ich
spersonalizowanie”. Badanie bioptatu watroby, ktérego wynik w istocie stanowit
podstawowe kryterium diagnostyczno-terapeutyczne, stracito range ,ztotego stan-
dardu”. jesli wczytamy sie w polskie zalecenia dotyczace leczenia choréb wywo-
tywanych przez HBV czy HCV, to nie ma watpliwosci, ze wyniki badan molekular-
nych posiadajg decydujgce znaczenie. Staly sie one podstawg rozpoznania, terapii,
a tez prognozowania czy to historii naturalnej, co ma miejsce w zakazeniach HBV,
czy przewidywania efektéw terapeutycznych w obu omawianych zakazeniach.

2. Zakazenia HBV

Oznaczenia HBV DNA w surowicy krwi, znakomicie pomagajg w ocenie stanu
chorobowego, aczkolwiek nie majg zasadniczej wartosci w rozpoznawaniu tego za-
kazenia, gdyz znany od ponad 40. lat antygen HBs wyczerpuje te potrzeby.

Minireplikacja HBV u os6b seronegatywnych w kierunku HBsAg to wazny pro-
blem Kliniczny, ktéry bez technik PCR bytby nadal nieznany. Metody te zrewolucjo-
nizowaty prognozowanie historii naturalnej oraz kryteria terapeutyczne (1,2).

Na wykresach 1 i 2 przedstawiono korelacje miedzy wielko$cig wiremii a historig
naturalng wirusowego zapalenia watroby typu B.

Okazato sie, ze czestos¢ niekorzystnych nastepstw zakazenia HBV jest skorelo-
wana z wielkoscig wiremii, ktéra stanowi bezwzgledne kryterium terapeutyczne (3).
Znajduje to odzwierciedlenie w polskich standardach terapii (4). Leczymy chorych
z HBV DNA powyzej 20 000 IU/mL, HBeAg seropozytywnych oraz HBV DNA powyzej
2000 IU/mL, HBeAg ujemnych, ktorzy wykazujg zmiany histopatologiczne w watro-
bie, niezaleznie od aktywnosci AIAT. Badania morfologiczne watroby sg zbedne, gdy
aktywnos$¢ ta przekracza wartosci prawidtowe.

Systematyczne monitorowanie HBV DNA jest rutynowym postepowaniem w prze-
biegu leczenia, o ktérego skutecznosci przesgdza niewykrywanie wiremii. Najwczes-
niejszym wyktadnikiem pojawienia sie lekoopornosci jest wykrycie HBV DNA u oso-
by wczesniej skutecznie leczonej. Wykrycie HBV DNA w przebiegu skutecznej tera-
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Rys. 2. Rak watrobowokomaorkowy.

pii wyprzedza tak zwany przetom biochemiczny i Kkliniczny, podobnie jak pojawie-
nie sie kwaséw nukleinowych wirusa HBV po zakonczeniu leczenia jest pierwszym
wyktadnikiem nawrotu choroby (5,6).

W przypadku lekoopornosci dalsze decyzje terapeutyczne bez diagnozowania
rodzaju mutacji moga by¢ nietrafne.
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3. Zakazenia HCV

Techniki molekularne odegraty podstawowg role w odkryciu czynnika etiolo-
gicznego choroby nazywanej wczesniej wirusowym zapaleniem watroby typu nie-A,
nie-B. Zidentyfikowanie HCV oraz wprowadzenie testow diagnostycznych do prak-
tyki laboratoryjnej ujawnito range kliniczng tego patogenu. Wprowadzenie tych ba-
dan do rutynowej praktyki klinicznej pozwolito ponadto na stworzenie pojecia epi-
demiologii molekularnej zakazerh HCV oraz opracowanie kryteridow leczenia i pro-
gnozowania jego efektywnosci. Staly sie one tez podstawowg metodg oceny niesku-
tecznosci terapeutycznej, precyzyjnie ilustrujac zjawisko pierwotnej lekoopornosci,
przelomu czy nawrotu (rys. 3) (7).

Wykazano jednoznaczne korelacje miedzy skutecznos$cia terapii, a kinetyka wi-
remii w poczatkowym okresie leczenia. Na podstawie wynikéw monitorowanych ba-
dan wirusologicznych mozna byto odejs¢ od standardowych, arbitralnie przyjetych
metod terapii, réznigcych sie wczesniej wylacznie w zaleznosci od zakazajgcych ge-
notypow HCV (8,9).

Indywidualizowanie czasu leczenia oparte na wynikach tych badan pozwolito na
wylonienie chorych wymagajacych krétszego lub dluzszego okresu terapii (10-12).

Na rysunku 4 przedstawiono przestanki wirusologiczne proponowanych zmian.

Chorzy szybko odpowiadajacy (RVR, ang. Rapid Viral Response) niezaleznie od ge-
notypu sg kandydatami do krotszych terapii (13,14).

Przy niskiej wyjsciowej wartosci wiremii (ponizej 600 000 IU/mL) leczenie zaka-
zonych genotypem 1/4 HCV moze by¢ skrocone do 24. tygodni, natomiast w przy-
padku genotypu 2/3 do 16. tygodni. RVR stat sie najlepszym kryterium prognozowa-
nia sukcesu terapeutycznego, czyli trwatej odpowiedzi wirusologicznej (SVR, ang.
sustained viral response) (15-17).

Wczesna odpowiedz wirusologiczna (EVR, ang. Early Viral Response) to niewykry-
wanie wiremii w 12. tygodniu terapii tub jej obnizenie sie o0 2 logarytmy w stosunku

Rys. 3. Modele nieskutecznej terapii.
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RVR = niewykrywanie HCV RNA w 4. tygodniu
cEVR = niewykrywanie HCV RNAw 12. tygodniu

PEVR = niewykrywanie HCV RNA w 24. tygodniu
pod warunkiem obnizenia wiremii o co najmniej
2 log w 12. tygodniu

ETR = niewykrywanie HCV RNA w okresie
zakorczenia terapii

SVR = niewykrywanie HCV RNA w 24. tygodniu
od zakoriczenia terapii

HCV RNA
(50 1U/mML)
— — .‘1
24 48 72 tygodnie
RVR cEVR PEVR ETR SVR

Rys. 4. Modele kinetyki wiremii w przebiegu leczenia u zakazonych genotypem 1 HCV.

do wyjsciowej wartosci. Wykazano, ze kontynuowanie leczenia przy braku EVR kon-
czy sie sukcesem terapeutycznym tylko u 2% pacjentéw. Mimo ze definicja ta jest
znana od lat, okazato sie, iz jej dwuczlonowosc¢ stanowi istotng réznice w progno-
zowaniu skutecznosci terapeutycznej przy standardowym czasie leczenia zakazen
genotypem 1 HCV. Petna wczesna odpowiedz wirusologiczna (cEVR, ang. Complete
EVR) jest lepszym predyktorem odpowiedzi terapeutycznej niz czesciowa (pEVR,
ang. Partial EVR) w ciggu 48-tygodniowego leczenia. Wykazano, ze chorzy z pEVR,
ktérzy obnizajg wiremie do poziomdw niewykfywalnych w 24. tygodniu leczenia
uzyskujg podobne odsetki SVR jak ci z cEVR, pod warunkiem wydtuzenia terapii do
72. tygodni (18-20).

Mimo ze kombinacje lekéw, pegylowanego interferonu z rybawiryng wyraznie
poprawity skutecznos¢ leczenia przewleklych zapalen watroby typu C (okoto 50%
w zakazeniach genotypem 1/4 HCV i niespelna 90% u zakazonych genotypem
2/3 HCV), systematycznie wzrasta grupa chorych leczonych nieskutecznie. Coraz
czesciej wskazuje sie, ze niektdrzy z nich powinni by¢ leczeni powtdrnie. Problem
ten nie budzi kontrowersji w przypadkach, gdy nie byli oni wczes$niej leczeni inter-
feronem pegylowanym, lub gdy w Swietle obecnej wiedzy byli leczeni zbyt krétko,
tj. 48 zamiast 72 tygodni. Wykazano jednakze, ze powtérzenie terapii rowniez u po-
zostatych moze przynies¢ korzysci. W badaniu REPEAT sukces terapeutyczny osigg-
neto 57% pacjentéw, ktorzy mieli niewykrywalny HCV RNA w 12. tygodniu reterapii
(21). W tych przypadkach dobre efekty terapeutyczne uzyskuje sie zwtaszcza u cho-
rych zakazonych genotypem 2/3 HCV oraz z niskimi stezeniami wiremii, a tez gdy
LSnhawrot” przesadzit o nieskutecznosci terapii (22).

Reasumujgc, wprowadzenie technik molekularnych do rutynowej praktyki Kli-
nicznej znacznie usprawnito diagnozowanie i leczenie przewleklych wirusowych za-
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palen watroby. W przebiegu zakazen HBV wyniki tych badan staly sie istotnym kry-
terium prognozowania, wykrywania opornosci na leki, a tez przestankg do leczenia,
réwniez w przypadkach pojawienia sie mutaciji.

Podobne znaczenie odgrywajg badania molekularne w rozpoznawaniu i leczeniu
zakazen HCV. Bez oznaczen wyjsciowych stezerh wiremii oraz genotypu zakaza-
jacego wirusa nie jest mozliwe wyznaczenie standardowego czasu terapii. Analiza
kinetyki wiremii w pierwszym okresie leczenia dostarcza dodatkowych danych na
ten temat, prowadzgc do skracania lub wydluzania czasu terapii w celu uzyskania
jak najwyzszego odsetka trwatych odpowiedzi wirusologicznych. Badania wirusolo-
giczne u chorych leczonych nieskutecznie sg istotnym narzedziem ich kwalifikacji
do reterapii i prognozowania jej skutecznosci.

Niezaleznie od typu wirusowego zapalenia watroby podstawowym warunkiem
uzyskania sukcesu terapeutycznego jest obnizenie wiremii ponizej progu wykrywal-
nosci.
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