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Introducere

Infectia cu virusul hepatitei C (VHC) este una dintre cele mai importante amenintari
la adresa sanatatii, la nivel mondial inregistrandu-se aproximativ 71 de milioane de infectari
[1]. Prevalenta VHC variaza la nivel global, prevalenta infectiei cu VHC este de 3,23% in
Romania fiind una dintre cele mai mari comparativ cu alte tari europene [2].

Este cunoscut faptul ca infectia cu VHC se asociaza cu hepatita acutd sau cronica si cu
cancerul hepatic [3, 4]. O serie de factori ca genotipul viral, factorii de mediu si/sau
comportamentali (coinfectii, consumul de alcool), factorii genetici ai gazdei exercitd un
impact major asupra evolutiei infectiei cu VHC [5, 6].

Prima linie de aparare impotriva infectiilor virale precum VHC este sistemul imunitar
inndscut reprezentat de celulele dendritice si celulele natural killer (NK). Celulele NK, joaca
un rol crucial in apdrarea impotriva tumorilor si a infectiilor virale contribuind, de asemenea,
la raspunsul imun din cadrul infectiilor cronice cu VHC [13-15].

Celulele NK pot recunoaste hepatocitele infectate cu virus datorita interactiunii dintre
receptorii lor si moleculele sistemului major de histocompatibilitate (MHC) de clasa I
exprimate pe suprafata tuturor celulelor nucleate [16]. Odata ce au fost detectate, celulele
infectate sunt eliminate prin apoptoza mediatd de receptorii NK, fie prin eliberarea de
granule citotoxice, fie prin inducerea unui raspuns imun mediat de celule T [17, 18]. Este
bine stabilit faptul ca receptorii killer cell immuno-globulin-like (KIRs) sunt cei mai
polimorfi receptori ai celulelor NK [19] si au capacitatea de a se lega de liganzii specifici,
avand ori un efect stimulator, ori un efect inhibitor asupra celulelor NK [20, 21].

La nivel mondial, mecanismele genetice responsabile de debutul si evolutia hepatitei
cronice VHC precum si variatiile lor geografice sunt sub intensi cercetare. In acelasi timp,
niciun studiu nu s-a concentrat asupra legaturii dintre variabilitatea genelor KIR / HLA si
infectia VHC la pacientii romani. In acest context, scopul specific al prezentului studiu a fost
investigarea prevalentei liganzilor KIR si alelelor HLA de clasa I la pacientii romani cu
hepatitd cronica C si sd exploreze posibilele asocieri intre genele KIR si liganzii HLA
respectivi. De asemenea, ne-am propus, in studiul de fata sa corelam parametrii virusologici
si biochimici cu genele KIR si liganzii lor specifici pentru a afla importanta clinica a acestora
la pacientii infectati cu VHC.

Obiectivele studiului:

Dintre obiectivele prezentei teze enumeram:

e analiza frecventei genele KIR si a alelelor HLA de clasd I atat la pacientii cu
infectie cronicd VHC, cét si la grupul control;
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e identificarea unor asocieri intre genele KIR si liganzii HLA corespunzatori;

e identificarea unor asocieri intre genele KIR si progresia fibrozei catre ciroza;

e distributia alelelor HLA-A, HLA-B, HLA-C la pacientii cu HCV ce prezinta

diferite grade de fibroza;

e corelatii intre genele KIR si parametrii biochimici (ALT, AST, GGT, bilirubina,

ALP, AFP), corelatii intre genele KIR si valorile viremiei.

Pacienti si metode

Pentru acest studiu de tip transversal, au fost selectati un numar de 127 de pacienti cu
infectie cronicd VHC din cadrul Departamentului de Gastroenterologie si Hepatologie a
Institutului Clinic Fundeni. Dintre acestia un numar de 73 (57%) a fost reprezentat de
barbati, iar un numar de 54 (43%) a fost reprezentat de femei. In prima faza s-au colectat
date despre varsta infectarii, durata infectiei, valorile viremiei (la debutul tratamentului, la
12 saptamani dupa tratament, la 24 saptamani dupa tratament, la 48 saptamani dupa
tratament, respectiv la 1 an dupa tratament), tipul de antivirale administrate, valorile
anumitor markeri biochimici, comorbiditati asociate. Ulterior, prin metode de biologie
moleculara au fost analizate genele KIR si alelele HLA de clasa I (HLA-A, HLA-B, HLA-
C) atat la grupul de studiu, cat si la grupul control (reprezentat din 130 de persoane
sanatoase).

Testele diagnostice au inclus:

e Teste pentru depistarea infectiei cu VHC:

- teste serologice pentru depistarea anticorpilor anti-VHC prin metoda
imunoenzematica cu ajutorul analizorului ARCHITECT i1000SR

- teste moleculare pentru detectarea genotipului viral si evaluarea Incarcéturii virale:
RT-PCR (Cobas 6800, Roche Molecular Diagnostics).

e Teste biochimice: ALT, AST, GGT, ALP, bilirubina totald, bilirubina directa.
Acestea au fost efectuate prin metoda spectrofotometricd folosind analizorul Dimension®
EXL ™ 200 (Siemens Healthcare GmbH, Germania) impreuna cu kiturile de detectare
specifice.

e Teste ale markerilor tumorali: alfa-fetoproteina (AFP), a fost analizat[ prin
intermediul unui test de chemiluminiscentd pe analizorul ARCHITECT 2000 (Abbott,
SUA).



e Teste genetice:
- genotiparea KIR s-a efectuat utilizand metoda PCR-SSP (KIR Ready Gene, Inno-
Train Diagnostik GmbH, Germany).
S-au analizat urmatoarele:
v"gene inhibitorii: KIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3;
v’ gene activatoare: 2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1;
v" 2 pseudogene: 2DP1, 3DP1.

Genele framework (KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 si KIR3DP1) au fost prezente la
toti indivizii si au fost utilizate ca parametrii pentru validarea tehnicii utilizate in studiu.
Haplotipurile KIR, au fost determinate de prezenta sau absenta anumitor gene KIR in functie
de genotipul fiecarui individ.

- genotiparea alelelor HLA de clasa I HLA-A, HLA-B, HLA-C a fost efectuata la
pacientii cu VHC folosind o metoda PCR-SSP, conform instructiunilor producatorului
(AllSet + ™ Gold SSP, OneLambda, SUA). De asemenea, am identificat prezenta a trei
grupuri majore de ligand KIR: HLA-C1, HLA-C2 si HLA-Bw4.

e Examinare ecografica a ficatului

Pentru evaluarea fibrozei hepatice s-a folosit FibroScan®, denumit elastografie
unidimensionala tranzitorie (TE) ca forma neinvazivd de masurare a gradului fibrozei
hepatice. Aceastd procedura neinvaziva a Inlocuit biopsia hepaticd la pacientii cu infectie
VHC deoarece are valoare predictiva pozitiva mare pentru fibroza hepatica avansata/severa.

Stadiile fibrozei au fost clasificate pe o scara de la 0-4:

- FO = fara fibroza;

- F1 = fibroza usoara (<8 kPa) ;

- F2 = fibroza moderata (8,0-10,5 kPa);
- F3 = fibroza severa (10,0-14,0 kPa);

- F4 = ciroza (> 14,0 kPa).



Rezultate

1. Caracteristici generale ale grupului de studiu

Lotul de studiu analizat a fost alcatuit din 127 pacienti cu hepatitd cronicd VHC, dintre
care 73 (57.5%) fiind femei si 54 (42.5%) fiind barbati. Varsta medie a pacientilor a fost
58.2 ani, cu o varsta medie a infectarii 51.1 si cu o evolutie a bolii de 5 ani (q1=3.0; q3=10.0).

Evaluarea incéarcaturii virale inainte de tratamentul cu AAD a ardtat o valoare medie a
ARN-VHC de 351.000 UI/mL, iar la evaluarea post-tratament viremia a fost nedectabila la
12, 24 si 48 de saptamani.

In urma analizei parametrilor biochimici ce evalueazi functia hepatica, s-a observat o
scadere de 2x a valorii medianei pentru AST (58.0 U/L vs 25.0 U/L) si ALT (65.0 U/L vs
24.0 U/L) dupa initierea tratamentului.

Analiza gradului de fibroza prin Fibroscan® a aratat prezenta fibrozei avansate/severe
la 60 pacienti (47,2%). Din numarul total de pacienti VHC analizati, 8 pacienti (6.3%) nu au
prezentat semne de fibroza (F0), 30 pacienti (23.6%) au avut fibroza usoara (F1), 29 pacienti
(22.8%) fibroza moderata (F2), 23 pacienti (18.1%) fibroza avansata (F3) si 37 pacienti
(29.1%) au prezentat fibroza severa (F4).

In grupul nostru de studiu, cele mai frecvente comorbidititi asociate cu infectia VHC
au fost in ordinea aparitiei: sindrom metabolic (44,1%), patologii ale sistemului
cardiovascular (35,4%) si bolile urogenitale (23,6%).

Grupul de control a fost format din 130 de indivizi cu serologie VHC negativa, 60
(46,2%) dintre acestia fiind de sex masculin cu o varsta medie de 54,6 ani; nu au existat
diferente semnificativ statistice in ceea ce priveste sexul sau varsta cazurilor si controalelor

incluse Tn acest studiu.

2. Distrubutia alelelor HLA-A in grupul pacientilor cu hepatita cronica VHC si

in grupul control
Genotiparea HLA de clasa I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) a fost realizata folosind
tiparea de Tnaltd rezolutie SSP-PCR, pentru a releva posibilele asocieri cu infectia VHC.
Genotiparea fiabild a fost obtinuta pentru toti pacientii si grupul control. In total, au fost
identificate 28 de alele HLA-A, 48 alele HLA-B si 29 alele HLA-C prezente la grupul
studiat. La nivelul locusului HLA-A, 13 alele (A*01:01, A*02:01, A*02:05, A*03:01,
A*11:01, A*23:01, A*24:02, A*26:01, A*29:01, A*30:01, A*31:01, A*32:01, A*68:01) au



prezentat frecvente > 1% la pacientii cu VHC cronica, reprezentand 70% din totalul alelelor
HLA-A identificate.

HLA-A*23:01 (p = 0.030) a fost semnificativ mai frecvent in grupul pacientilor cu
VHC decat in grupul control (Tabel 2.1)

Atunci cand pacientii cu VHC cronica au fost stratificati in functie de grupele de varsta
(<65 de ani, respectiv >65 de ani), frecventa HLA A*23:01 (p = 0.017) a fost semnificativ

mai mare in grupul celor <65 de ani.

Tabel 2.1 Distrubutia alelelor HLA-A in grupul pacientilor cu hepatita cronica VHC

si in grupul control

Pacienti VHC Controale Pacienti vs
HLA-A 254 alele 260 alele Controale
n % n % p- value*

*01:01 29 114 33 12.7 0.657
*02:01 59 23.2 71 27.3 0.287
*02:05 3 1.2 0 0 0.079
*02:06 1 0.4 0 0 0.311
*02:09 1 0.4 0 0 0.311
*02:11 2 0.8 2 0.8 0.981
*02:17 1 0.4 1 0.4 0.987
*03:01 32 12.6 30 11.5 0.712
*03:02 1 0.4 0 0 0.311
*11:01 26 10.2 24 9.2 0.701
*23:01 9 35 2 0.8 0.030
*24:02 34 13.4 30 115 0.526
*24:03 0 0 2 0.8 0.161
*24:07 0 0 2 0.8 0.161
*25:01 1 0.4 3 1.2 0.327
*26:01 12 4.7 16 6.2 0.475
*29:01 3 1.2 0 0 0.079
*29:02 2 0.8 0 0 0.152
*30:01 6 24 4 1.5 0.499
*30:02 1 0.4 0 0 0.311




*31:01 4 1.6 4 15 0.973

*32:01 12 4.7 15 5.8 0.596

*33:01 2 0.8 3 1.2 0.672

*33:03 1 0.4 6 2.3 0.061

*66:01 2 0.8 1 0.4 0.549

*68:01 9 3.5 9 3.5 0.960

*68:02 0 0 2 0.8 0.161
Testul *74:01 1 0.4 0 0 0.311 *Chi-
square a fost

utilizat pentru a estima diferentele dintre pacientii cu hepatita cronica VHC si grupul control;

n: numarul de cazuri cu genotipuri relevante; semnificatia a fost stabilitd la o valoare p <0.05.

3. Frecventa alelelor HLA-B in grupul pacientilor cu hepatita cronica VHC si in

grupul control

In urma genotiparii de inalta rezolutie a alelelor HLA-B s-a obtinut o valoare
semnificativ statisticd a alelei HLA-B*44:02 in randul pacientilor cu VHC cronica (26
(10.2%) vs. 11 (4.2%), p = 0.008). De asemenea, la limita semnificatiei statistice a fost alela
HLA-B*27:02 (2 (0.8%) vs. 8 (3.1%), p=0.060) (Tabel 3.1).

Genotiparea fiabila a fost obtinutd pentru toti pacientii si grupul control, fiind
identificate un numar de 48 alele HLA-B prezente la grupul studiat. La nivelul locusului
HLA-B, 27 alele (B*07:02, B*08:01, B*13:02, B*14:02, B*15:01, B*18:01, B*27:05,
B*35:01, B*35:02, B*35:03, B*35:08, B*37:01, B*38:01, B*39:01, B*40:02, B*40:06,
B*41:01, B*44:02, B*44:03, B*44:05, B*48:01, B*49:01, B*51:01, B*52:01, B*55:01,
B*56:01, B*58:01) au prezentat frecvente > 1% la pacientii cu VHC cronica, reprezentand
56% din totalul alelelor HLA-B identificate.

HLA B*49:01 (p = 0.027) a fost semnificativ mai frecvent in grupul >65 de ani al
pacientilor cu VHC cronica atunci cand pacientii au fost stratificati in functie de grupele de

varsta (<65 de ani, respectiv >65 de ani).



Tabel 3.1 Distrubutia alelelor HLA-B in grupul pacientilor cu hepatita cronici VHC

si in grupul control

Pacienti VHC Controale Pacienti
VHC vs
HLA-B 254 alele 260 alele

Controale

n % n % p- value*

*07:02 14 5.5 14 5.4 0.949
*07:05 2 0.8 0 0 0.152
*08:01 12 4.7 17 6.5 0.373
*13:01 1 0.4 0 0 0.311
*13:02 8 3.1 13 5.0 0.289
*14:02 5 2.0 8 3.1 0.424
*15:01 3 1.2 9 3.5 0.087
*15:03 1 0.4 0 0 0.311
*15:08 1 0.4 1 0.4 0.987
*15:17 0 0 1 0.4 0.322
*18:01 29 11.4 20 1.7 0.151
*18:03 0 0 1 0.4 0.322
*18:04 1 0.4 0 0 0.311
*27:02 2 0.8 8 3.1 0.060
*27:03 1 0.4 0 0 0.311
*27:05 6 24 8 3.1 0.619
*35:01 15 5.9 20 1.7 0.421
*35:02 4 1.6 5 1.9 0.763
*35:03 11 4.3 12 4.6 0.876
*35:05 1 0.4 0 0 0.311
*35:08 3 1.2 1 0.4 0.304
*37:01 3 1.2 3 1.2 0.977
*38:01 9 35 12 4.6 0.539
*39:01 5 2.0 6 2.3 0.790
*39:06 0 0 3 1.2 0.086
*40:01 1 0.4 3 1.2 0.327
*40:02 5 2.0 8 3.1 0.424
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*40:06 5 2.0 3 1.2 0.456
*41:01 5 2.0 3 1.2 0.456
*41:02 2 0.8 1 0.4 0.549
*41:03 2 0.8 0 0 0.152
*44:02 26 10.2 11 4.2 0.008
*44:03 6 24 4 1.5 0.499
*44:05 3 1.2 1 0.4 0.304
*44:06 1 0.4 0 0 0.311
*47:.01 2 0.8 4 1.5 0.428
*48:01 3 1.2 0 0 0.079
*49:01 8 3.1 3 1.2 0.118
*50:01 1 0.4 2 0.8 0.576
*51:01 25 9.8 24 9.2 0.813
*51:07 1 0.4 0 0 0.311
*51:08 0 0 1 0.4 0.322
*52:01 10 3.9 10 3.8 0.958
*55:01 4 1.6 4 1.5 0.973
*56:01 3 1.2 6 2.3 0.330
*57:01 1 0.4 1 0.4 0.987
*58:01 3 1.2 7 2.7 0.215
*73:01 0 0 2 0.8 0.161

Testul *Chi-square a fost utilizat pentru a estima diferentele dintre pacientii cu hepatita
cronicd VHC si grupul control; n: numarul de cazuri cu genotipuri relevante; semnificatia a

fost stabilitd la o valoare p <0.05.

4. Frecventa alelelor HLA-C in grupul pacientilor cu hepatita cronica VHC si in

grupul control

De asemenea, au fost evaluate prin SSP de inalta rezolutie alelele HLA-C atat la
pacientii cu VHC cronic cét si la lotul control. Genotiparea fiabila a fost obtinuta pentru toti
pacientii si grupul control, fiind identificate un numar de 29 alele HLA-C prezente la grupul
studiat. La nivelul locusului HLA-C, 19 alele (C*01:02, C*02:02, C*03:03, C*03:04,
C*04:01, C*04:02, C*05:01, C*06:02, C*07:01, C*07:02, C*07:04, C*08:01, C*08:02,
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C*12:02, C*12:03, C*14:02, C*15:02, C*16:01, C*17:03) au prezentat frecvente > 1% la
pacientii cu VHC cronica, reprezentand 65% din totalul alelelor HLA-C identificate.
Studiul a relevat prezenta HLA-C*04:02 (7 (2.8%) vs. 0 (0%), p = 0.007) doar in
randul pacientii cu VHC cronici. In acelasi timp, HLA-C*03:04 (3 (1.2%) vs. 11 (4.2%), p
= 0.034) s-a dovedit a fi semnificativ mai frecvent in grupul de control decat in grupul de
studiu (Tabel 4.1).
Atunci cand pacientii cu VHC au fost stratificati in functie de grupele de varstd (<65

de ani, respective >65 de ani), nu s-au obtinut diferente semnificativ statistice.

Tabel 4.1 Distrubutia alelelor HLA-C in grupul pacientilor cu hepatita cronici VHC

si in grupul control

Pacienti VHC Controale Pacienti
VHC vs
HLA-C 254 alele 260 alele

Controale

n % n % | p-value*

*01:01 0 0 1 0.4 0.322
*01:02 16 6.3 15 5.8 0.801
*02:01 1 0.4 0 0 0.311
*02:02 21 8.3 21 8.1 0.937
*03:02 2 0.8 5 1.9 0.267
*03:03 5 2.0 6 2.3 0.790
*03:04 3 1.2 11 4.2 0.034
*04:01 36 14.2 36 13.8 0.915
*04:02 7 2.8 0 0 0.007
*05:01 9 3.5 8 3.1 0.768
*05:02 1 0.4 0 0 0.311
*06:02 19 7.5 25 9.6 0.387
*07:01 39 154 37 14.2 0.720
*07:02 9 35 18 6.9 0.086
*07:04 4 1.6 3 1.2 0.681
*08:01 3 1.2 0 0 0.079
*08:02 3 1.2 8 31 0.138
*08:03 2 0.8 0 0 0.152
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*12:02 10 3.9 13 5.0 0.560
*12:03 28 11.0 29 11.2 0.963
*14:02 4 1.6 4 1.5 0.973
*15:02 18 7.1 13 5.0 0.320
*15:05 2 0.8 2 0.8 0.981
*15:11 0 0 1 0.4 0.322
*16:01 3 1.2 1 0.4 0.304
*16:02 2 0.8 1 0.4 0.549
*16:04 1 0.4 0 0 0.311
*17:01 2 0.8 0 0 0.152
*17:03 4 1.6 2 0.8 0.395

Testul *Chi-square a fost utilizat pentru a estima diferentele dintre pacientii cu hepatita
cronica VHC si grupul control; n: numarul de cazuri cu genotipuri relevante; semnificatia a

fost stabilita la o valoare p <0.05.

5. Distributia liganzilor HLA la pacientii cu hepatita cronica cu VHC ce prezinta

diferite stadii de fibroza

Liganzii HLA ai pacientilor cu infectie cronicd VHC, au fost analizati in cele 2 grupuri
rezultate in urma impartirii pe grade de fibroza (FO-F2 vs F3-F4). Astfel, s-au obtinut
rezultate semnificativ statistice pentru ligandul HLA A3 si A11, acesta fiind mai frecvent in
randul pacientilor cu un grad de fibroza severa sau de ciroza (F3-F4) comparativ cu grupul
de fibroza usoara-moderata (F0-F2) (31 (51.7%) vs 22 (32.8%), p=0.047, CI 95%= 1.066-
4.486, OR=2.187).

De asemenea, pentru liganzii Bw4, Bw6, C1, C2, homozigot C1C1, homozigot C2C2
si heterozigot C1C2 nu s-au obtinut rezultate semnificativ statistice intre cele doua grupuri

(FO-F2 vs F3-F4),

Table 5.1. Distributia liganzilor HLA la pacientii cu hepatita cronica cu VHC ce
prezinta diferite stadii de fibroza (F0-F2 vs F3-F4)

) N FO-F2 F3-F4 Valoarea-
Liganzii HLA OR (95% CI)
(n=67) (n=60) p
A3 si All 22 (32.8) 31 (51.7) 0.047 2.187 (1.066 — 4.486)
Bw4 46 (68.7) 36 (60.0) 0.355 0.685 (0.330 — 1.421)
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Bw6 21(31.3) |24(40.0) 0355 1.460 (0.704 — 3.031)
C1C1 17 (25.4) |22(36.7) |0.183 1.703 (0.796 — 3.643)
c1c2 34(50.7) |24(40.0) |0.285 0.647 (0.320 — 1.309)
c2C2 15(22.4) |14 (23.3) 1.000 1.055 (0.460 — 2.418)
c1 51(76.1) |46 (76.7) 1.000 1.031 (0.454 — 2.342)
C2 50 (74.6) |38(63.3) |0.183 0.587 (0.274 — 1.256)

fost urmatoarele:

O valoare p <0.05 a fost considerata semnificativ statistica.

Alelele prezente in populatia studiata ce se leaga de liganzii Bw4, Bw6, C1 si C2 au

Bw4: *13, B*15:17, B*27, B*32:01, B*37:01, B*38, B*44, B*47, B*49,
B*51, B*52, B*57 si B*58;
Bw6: B*07, B*08, B*14, B*15, B*18, B*35, B*39, B*40, B*41, B*48,
B*50, B*55, B*56 si B* 73;

C1: C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*14 51 C*16;
C2: C*02, C*04, C*05, C*06, C*15 51 C*17.

6. Distributia alelelor HLA de clasa I la pacientii cu HCV ce prezinta diferite

grade de fibroza (F0-F2 vs F3-F4)

Alelele HLA de clasa I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) au fost analizate in cele doua
grupuri FO-F2 vs F3-F4. Frecventa HLA-A*02:01 la pacientii cu fibroza F3-F4 a fost
semnificativ mai mica decat grupul de fibroza FO-F2 (18 (30.0%) vs 33 (49.3%); p = 0.031;
OR =0.442, Cl =0.213 - 0.,917). De asemenea, frecventa HLA A*23:01 este semnificativ
mai mare in grupul pacientilor cu fibroza usoara-moderata FO-F2, comparativ cu grupul

pacientilor cu fibroza severa F3-F4 (8 (11.9%) vs 1 (1.9%); p = 0.035; OR = 0. 0.125, Cl =

0.015-1.031.

In ceea ce priveste distributia alelelor HLA-B la pacientii cu HCV ce prezinta diferite

grade de fibroza nu s-au putut demonstra rezultate semnificativ statistice intre cele doua

grupuri FO-F2 vs F3-F4.
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In schimb, prezenta HLA-C*12:02 a fost semnificativ mai mare in grupul cu fibrozi

F3-F4 decat la pacientii cu fibroza FO-F2 (11,7% vs 1,5%; p = 0,026; OR =8,717, Cl = 1,040
- 73,077).

6. Corelatii intre genele KIR si parametrii biochimici specifici

O alta linie de cercetare a fost evaluarea posibilelor legaturi intre datele biochimice ale

pacientilor infectati cu VHC, prezenta genelor KIR si a liganzilor lor HLA. Au fost luati In

considerare urmatorii parametrii biochimici: AST inainte si dupd tratament, ALT inainte si

dupa tratament, GGT, bilirubina totala, bilirubina directd, ALP si AFP.

Rezultatele studiului au aratat urmatoarele asocieri cu semnificatie statistica:
prezenta KIR2DL2 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei AST dupa tratament
(27.0 U/L (g1=22.0; g3=40.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
(22.5 U/L (g1=18.3; q3=29.5)), p=0.013;
prezenta KIR2DL2 s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mari ale medianei
bilirubinei directe (0.3 mg/dl (q1=0.2; q3=0.5)) comparativ cu valorile Tnregistrate in
absenta genei (0.2 mg/dl (q1=0.2; g3=0.4)), p=0.028;
prezenta KIR2DL3 s-a asociat cu valori mai mici ale medianei ALT Tnainte de
tratament (56.0 U/L (q1=35.0; q3=104.0)) comparativ cu valorile Tnregistrate in
absenta genei (117.5 U/L (47.0; 325.0)), p=0.011;
prezenta KIR2DL3 s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mici ale medianei GGT
(45.0 U/L (q1=26.0; g3=76.0) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
(98.5 U/L (g1=39.5; g3=172.0)), p=0.021;
prezenta KIR2DL4del s-a asociat cu valori mai mici ale medianei AST dupa
tratament (24.0 U/L (q1=19.0; 3=32.0) comparativ cu valorile inregistrate in
absenta genei (29.0 U/L (q1=23.0; q3=42.8)), p=0.018;
prezenta KIR2DL4del s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mici ale medianei AFP
(4.1 ng/mL (q1=2.8; q3=6.2)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
(6.0 ng/mL (g1=3.5; g3=12.4), p=0.017,;
prezenta KIR2DL5null s-a asociat cu valori mai mari ale medianei AST dupa
tratament (31.0 U/L (g1=23.0; q3=42.0)) comparativ cu valorile nregistrate in
absenta genei (24.0 U/L (q1=19.3; g3=31.0)), p=0.009;
prezenta KIR2DL5null s-a asociat cu valori mai mari ale medianei GGT (65.0 U/L
(91=32.0; g3=158.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (43.4 U/L
(g1=25.3; 93=82.8)), p=0.046;
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prezenta KIR2DP1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei AFP (5.1 ng/mL
(91=3.4; q3=8.8)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (3.8 ng/mL
(91=2.4; q3=5.9)), p=0.043;

prezenta KIR2DS2 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei GGT (56.5 U/L
(91=32.3; g3=124.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (38.0 U/L
(g1=24.0; 93=66.0)), p=0.014;

prezenta KIR2DS3 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei ALT dupa tratament
(29.0 U/L (2q1=0.5; q3=44.0) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
23.0 U/L (q1=16.0; 393=4.0)), p=0.013;

prezenta KIR2DS3 s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mari ale medianei GGT
(70.0 U/L (g1=32.5; q3=147.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
(42.4 U/L (g1=25.8; g3= 68.5)), p=0.034;

prezenta KIR2DS4del s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mari ale medianei ALP
(88.0 U/L (g1=65.0; g3=110.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei
(84.0 U/L (g1=72.0; g3=118.0)), p=0.020;

prezenta KIR3DL1 s-a asociat cu valori mai mici ale medianei bilirubinei totale (0.6
mg/dl (0.4; 0.9)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (0.9 mg/dl (0.6;
1.5)), p=0.040.

7. Corelatii intre liganzii HLA ai genelor KIR si parametrii biochimici

In urmitoarea etapa, s-au analizat corelatiile intre liganzii HLA ai genelor KIR si

parametrii biochimici: AST inainte de tratament, AST dupa tratament, ALT inainte de

tratament, ALT dupa tratament, GGT, ALP, AFP, bilirubina totala, bilirubind direct. De

asemenea, S-au analizat corelatiile intre liganzii HLA ai genelor KIR si ARN-VHC inainte

de tratament, la 12 saptamani dupa tratament, la 24 saptamani dupa tratament si la 12 luni

dupa tratament.

Rezultatele studiului au aratat urmatoarele asocieri cu semnificatie statistica:
prezenta KIR2DL2/2DL2 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei ALT Tnainte de
tratament (113.0 U/L (q1=45.0; q3=325.0)) comparativ cu valorile Tnregistrate n
absenta genei (57.5 U/L (q1=35.0; g3=105.5)), p=0.029
prezenta KIR2DL2/2DL2 s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mari ale medianei
GGT Tnainte de tratament (95.0 U/L (q1=38.0; q3=166.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (45.0 U/L (q1=26.3; q3=82.8)), p=0.048
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prezenta KIR2DL2/2DL3 s-a asociat cu valori mai mici ale medianei bilirubunei
directe inainte de tratament (0.3 mg/dl (q1=0.2; q3=0.6)), comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (0.7 mg/dl (q1=0.5; q3=1.1)), p=0.026

prezenta KIR2DL3/2DL3 s-a asociat cu valori mai mici ale medianei AST dupa
tratament (23.0 U/L (q1=19.0; g3=30.0)) comparativ cu valorile inregistrate in
absenta genei (26.5 U/L (q1=21.3; 9g3=39.8)), p=0.022

prezenta KIR2DL3/2DL3 s-a asociat, de asemenea, cu valori mai mici ale medianei
bilirubunei directe Tnainte de tratament (0.2 mg/dl (q1=0.2; g3=0.4)), )) comparativ
cu valorile inregistrate in absenta genei (0.3 mg/dl (q1=0.2; g3=0.5)), p=0.026
prezenta KIR3DL2-HLA -A3, -All s-a asociat, cu valori mai mici ale medianei
bilirubunei directe Tnainte de tratament (0.2 mg/dl (q1=0.2; g3=0.4)), )) comparativ
cu valorile inregistrate in absenta genei (0.3 mg/dl (q1=0.2; g3=0.5)), p=0.009
prezenta KIR2DS2- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei GGT (56.5
U/L (g1=33.8; g3=136.0)) comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (39.0
U/L (q1=27.0; q3=73.0)), p=0.011

prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei ARN-
VHC fTnainte de tratament (2125520.0 Ul/ml (g1=249000.0; 3=5213469.3))
comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (253800.0 Ul/ml (q1=2340.5;
03=1578265.0)), p=0.020

prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei AST
fnainte de tratament (72.0 U/L (g1=43.0; 93=250.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (53.5 U/L (q1=32.5; q3=82.7)), p=0.041

prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei ALT
fnainte de tratament (122.0 U/L (q1=53.0; 93=325.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (57.5 U/L (q1=34.3; q3=109.0)), p=0.016

prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei GGT
fnainte de tratament (108.0 U/L (q1=44.0; g3=174.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (45.0 U/L (q1=26.3; q3=82.8)), p=0.016

prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
ARN-VHC Tinainte de tratament (2673245.0 Ul/ml (q1=1224010.0; q3=4878862.5))
comparativ cu valorile inregistrate in absenta genei (313000.0 Ul/ml (q1=2990.0;
03=1993025.0)), p=0.046
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- prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
AST Tinainte de tratament (88.5 U/L (q1=64.3; q3=271.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (54.0 U/L (q1=32.0; g3=86.5)), p=0.023

- prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
AST dupa tratament (46.0 U/L (g1=35.0; 93=63.3)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (24.0 U/L (q1=20.0; q3=32.0)), p=0.009

- prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
ALT inainte de tratament (142.0 U/L (q1=112.0; q3=325.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (59.0 U/L (q1=34.5; q3=111.0)), p=0.006

- prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
ALT dupa tratament (68.5 U/L (g1=35.0; q3=77.0)) comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei (23.0 U/L (q1=19.0; g3=34.5)), p=0.015

- prezenta KIR2DL2/2DL2- HLA-C1C1 s-a asociat cu valori mai mari ale medianei
GGT (151.0 U/L (ql=125.8; g3=185.8)) comparativ cu valorile inregistrate in
absenta genei (45.0 U/L (g1=26.5; q3=88.0)), p=0.003

- prezenta KIR2DL3/2DL3- HLA-C1 s-a asociat cu valori mai mici ale medianei AST
dupa tratament (21.0 U/L (q1=18.0; g3=29.5)) comparativ cu valorile inregistrate in
absenta genei (26.0 U/L (q1=21.0; g3=34.5)), p=0.029

Concluzii

Rezultatele prezentate in acest studiu au aratat o asociere semnificativ crescutd a
alelelor HLA A*23:01, B*44:02 si C* 04:02 s1 a genelor KIR2DL3, KIR2DLS5, KIR2DS4
norm, KIR3DL3, KIR2DP1, KIR3DP1 in grupul pacientilor cu hepatita cronicd C. Atunci
cand au fost impartiti pe categorii de varsta (<65 de ani, respectiv > 65 de ani), s-a observat
o frecventa semnificativ mai mare a alelet HLA-A*23:01 la pacientii <65 de ani si a alelei
HLA-B*49:01 la pacientii > 65 de ani.

Evaluarea distributiei liganzilor HLA s-a realizat si in functie de gradul fibrozei,
pacientii cu hepatitd cronica VHC fiind Tmpartiti in doua categorii: grupul de fibroza usoara-
moderata (FO-F2) comparativ cu grupul de fibrozi severa sau de ciroza (F3-F4). Tn ceea ce
priveste liganzii HLA, s-au obtinut rezultate semnificativ statistice pentru ligandul HLA-A3
si -All, acesta fiind mai frecvent in randul pacientilor cu un grad de fibroza F3-F4

comparativ cu grupul de fibroza FO-F2.
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La pacientii cu fibrozd F3-F4 s-a observat o scadere a frecventei HLA-A*02:01 si
HLA A*23:01 si o crestere a frecventei HLA-C*12:02, comparativ cu grupul de fibroza FO-
F2.

Analiza corelatiilor intre genele KIR si parametrii biochimici specifici au indicat
asocierea genei inhibitorii KIR2DL2 cu valori mai mari ale medianei AST dupa tratament si
ale bilirubinei directe, iar gena inhibitorie KIR2DL3 s-a asociat cu valori mai mici ale
medianei ALT si GGT 1nainte de tratament. Valori mai mici ale medianei bilirubinei totale
S-au inregistrat la pacientii la care gena KIR3DL1 a fost prezenta.

Genele activatoare KIR2DS2 si KIR2DS3 s-au asociat cu cu valori mai mari ale GGT,
iar In cazul genei KIR2DS3 raportandu-se si asocierea cu valori mai mari ale ALT dupa
tratament.

Genele KIR2DL2/2DL2, KIR2DL2/2DL2 -C1 si KIR2DL2/2DL2 -C1C1 s-au asociat
cu valori mai mari ale medianei ALT, AST, GGT inainte de tratament comparativ cu valorile
inregistrate in absenta genei respective. De asemenea, viremia ARN-VHC a inregistrat valori
mai mari Tnainte de tratament la pacientii cu genotipul KIR2DL2/2DL2 -C1.

Valori mai mici ale medianei bilirubunei directe Thainte de tratament s-au raportat la
pacientii cu genele KIR2DL2/2DL3, KIR2DL3/2DL3 si KIR3DL2-HLA -A3, -All. Genele
inhibitorii KIR2DL3/2DL3, cu sau fara ligandul C1 s-au asociat cu valori mai mici ale
medianei AST dupa tratament, iar prezenta genei activatoare KIR2DS2- HLA-C1 s-a asociat
cu valori mai mari ale medianei GGT.

O incdrcdturd viralda mai mare s-a raportat la pacientii la care KIR2DL2/2DL2-HLA-
C1 si KIR2DL2/2DL2-HLA-C1C1 au fost prezente.

Sistemul imun Tnnascut are un rol important in imunitatea antivirald a infectiei cu
VHC, in special in fata epuizarii / pierderii potentei raspunsurilor celulelor T si B, celulele
NK avand o influentd protectoare impotriva infectiei prin modularea receptorilor activatori
si inhibitori. In infectia cronica, VHC influenteazi semnificativ compartimentul celulelor
NK, atat prin repertoriul receptorilor cat si prin functiile efectoare contribuind la progresia
hepatitei cronice. Intelegerea memoriei celulelor NK si efectele rezultate asupra acestora in
infectia cu VHC va putea ajuta la dezvoltarea de viitoare vaccinuri precum si tratamente

curative si preventive pentru VHC.
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