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INTRODUCERE

Infectia cu virusul hepatic C este o problema majora de sanatate la nivel global, avand un
impact socio-economic important, pe de-o parte asupra calitatii vietii pacientilor, prin
complicatiile aparute in contextul bolii, iar pe de alta parte asupra sistemului de sdnatate fiind o
boala cronic progresiva cu necesitatea spitalizarilor repetate. Prevalenta infectiei cu VHC este la
nivel global de 2,2 %. Hepatita cronica VHC creste riscul aparitiei complicatiilor, a cirozei
hepatice si una din cele mai grave complicatii, aparitia hepatocarcinomului.

Principalul obiectiv al tezei de doctorat este de a evalua pacientii cu infectic VHC
diagnosticati recent, monitorizandu-i din punct de vedere biologic dar si imagistic, evidentiind
elemente noi in aprecierea progresiei bolii hepatice dar si a raspunsului la tratament. In afara de
aceasta teza 1si propune sa descrie o abordare epigenetica a bolii, incercand sa evidentieze specii
de miRNA ca noi markeri de diagnostic si tratament in monitorizarea moderna a hepatitei VHC.

Prin urmare teza isi propune sa urmareasca dinamica AFP (alfafetoproteinei) la pacientii
cu VHC inainte si dupa tratamentul antiviral cu DAA (agenti antivirali directi), precum si gradul
de fibroza hepaticd masurata prin FibroScan si a incidentei CM (Crioglobulinemiei mixte) in
absenta glomerulopatiei specifice.

Privind abordarea epigenetica, teza isi propune sa valideze si sa aprecieze in dinamica
markeri epigenetici consacrati: miR 7-1, miR 21, miR 122 si miR 885 la pacientii cu RVS
(raspuns viral sustinut) si sa evidentieze modul in care acestia se coreleaza cu gradul de citoliza
si colestaza hepatica, cu nivelul inflamatiei cuantificat prin PCR, VSH si Fibrinogen, cu nivelul
viremiei VHC si al gradului de fibroza hepatica.

Metodologia cercetarii stiintifice a inclus urmatoarele etape:

Studiul s-a efectuat pe 63 de pacienti, dintre acesti 36 de pacienti, voluntari sanatosi au
constituit lotul control iar 27 de pacienti au constituit lotul de studiu. Cei 27 de pacienti inclusi in
lotul de studiu au fost evaluati in momentul diagnosticului infectiei VHC si la 3 luni distanta.

Prima faza a lucrarii doctorale s-a axat pe analiza comparativa a datelor demografice. S-au
considerat urmatorii parametri: varsta, genul pacientului, statutul social, statutul de fumator,
indicele de masa corporala.

In etapa urmatoare s-au determinat spectrofotometric nivelul plasmatic al albuminei (g/dl),
AST (U/l), ALT (U/l), GGT (U/l), FA (U/l), BD (mg/dl), BT (mg/dl), PCR (mg/l), trigliceride



(mg/dl) si colesterol total (mg/dl), Nivelul plasmatic al AFP (ng/ml) si prezenta crioglobulinemiei
mixte au fost prin chemiluminiscentd. Hemograma a fost determinatd automat cu ajutorul unui kit
dedicat prin citometrie de flux.

Coagulograma a fost realizatd din mostre de sange recoltate pe vacutainere cu EDTA. Au
fost determinati urmatorii parametri: aPTT (sec), PT/INR (sec) si fibrinogenul plasmatic. Pentru
aprecierea non-invaziva a fibrozei hepatice s-a folosit tehnologia FibroScan®.

Nivelul replicarii virale a fost stabilit cu ajutorul RT-PCR .

Principalele etape au inclus: colectarea ARN total, reverse transcrierea si amplificarea genei

de interes, conform protocolului total.

Teza de doctorat este structurata in doua parti: o parte generald si o parte speciala.

Partea generala a tezei de doctorat include 13 capitole. Primele capitole se refera intr-0
maniera ilustrativa la infectia cu VHC. Sunt oferite n aceste capitole informatii referitoare la
epidemiologie, etiologie, mod de transmitere al virusului VHC, fiziopatologia bolii, tablou clinic,
diagnostic paraclinic, aspecte imagistice ale hepatopatiilor cronice, stadializare in functie de
gradele de severitate, aspecte histopatologice caracteristice, diagnostic diferential, complicatiile
infectiei cu VHC cat si prognosticul si evolutia bolii.

Accentul este pus Tn capitolul 12 pe principiile de tratament precum si actualitati referitoare
la noul tratamentul cu DAA.

Partea speciala include patru capitole originale care fac referire la ipoteza de lucru si
obiective generale, metodologia generala a cercetdrii stiintifice precum si partea experimentala
care abordeaza pe rand cele trei perspective de cercetare luate in discutie: biochimica, imagistica
si epigenetica.

Partea experimentala este compusd dintr-o scurtd introducere, materiale si metode
specifice, rezultate, discutii si concluzii.

Tn final sunt structurate concluziile tezei de doctorat. Au fost precizate obiectivele

confirmate dar si ipotezele infirmate. Au fost evidentiate contributiile proprii dar si rezultatele

concordante cu literatura de specialitate.



PARTEA SPECIALA

Ipoteze de lucru si obiective generale ale studiului

Lucrarea doctorala de fatd abordeaza dimensiunea biochimica, imagistica si epigenetica a
pacientilor infectati cu VHC precum si evolutia acestora la distanta, secundar terapiei antivirale
moderne bazata pe agenti antivirali directi.

Scopul analizei datelor considerate este de a evidentia o potentiala strategie diagnostica si
de monitorizare a eficientei terapeutice din perspectiva unor biomarkeri inovativi.

Principalele obiective ale studiului sunt:

e Analiza demograficd a cohortei incluse 1n studiu tinand cont de principalele caracteristici
antropometrice si sociale: genul pacientului, mediu de provenientd, statutul de
fumator/nefumator, BMI, varsta medie

e Analiza comparativa a nivelului plasmatic al AFP in cazul pacientilor cu infectie VHC, in
faza acutd, replicativa dar si la 3 luni de la diagnostic consecutiv tratamentului antiviral in
cazul pacientilor cu RVS, in absenta HCC

e Analiza comparativa a nivelului fibrozei hepatice evaluata non-invaziv (FibroScan®) in
cazul pacientilor cu VHC in fazd acuta, replicativd fata de voluntari sdnatosi precum si
aprecierea variabilitdtii ei ca urmare a raspunsului terapeutic la 3 luni.

e Analiza comparativa a incidentei prezentei CM 1n cazul pacientor cu VHC 1n faza acuta si
secundar terapiei antivirale moderne, in absenta glomerulopatiei specifice.

e Identificarea unui model diagnostic bazat pe studiul corelativ al nivelului plasmatic al AFP
cu urmatorii markeri biologici clasici: AST, ALT, GGT, FA, BD, BT, CRP, trigliceride,
cholesterolul total, albuminemia, parametri coagulogramad, parametri hematologici clasici,
nivelul replicarii virale in faza acuta a hepatitei VHC.

e Validarea unor markeri epigenetici inovativi in infectia cu VHC: miR 7-1, miR 21, miR
122, miR 885

e Aprecierea in dinamicd a panelului de markeri epigenetici considerati in cazul pacientilor
cu RVS secundar tratamentului antiviral direct.

e Analiza corelativd a nivelului plasmatic al miR 7-1 fata de biomarkerii clasici considerati:

AST, ALT, PCR, replicarea virala, AFP, GGT, FA, VSH, fibrinogenemie, precum si fata
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de gradul fibrozei hepatice in cazul pacientilor infectati cu VHC in faza acutd, replicativa,
in scop diagnostic si prognostic.

e Analiza variabilitatii miR 21 fatd de markerii biochimici considerati: AST, ALT, PCR,
replicarea virala, AFP, GGT, FA, VSH, fibrinogenemie, precum si fata de fibroza hepatica
in cazul pacientilor infectati cu VHC in faza acuta, replicativa, in scop diagnostic si
prognostic.

e Analiza corelativa a expresiei miR 122 fatd de nivelul plasmatic al AST, ALT, PCR,
replicarea virala, AFP, GGT, FA, VSH, fibrinogen si al fibrozei hepatice in faza replicativa.

e Analiza corelativa a nivelului miR 885 fata de biomarkerii considerati: AST, ALT, PCR,
replicarea virala, AFP, GGT, FA, VSH, fibrinogen si al fibrozei hepatice in faza acutd a

hepatitei virale C.

Metodologia generala a cercetarii stiintifice

Studiul de fatd este un trial clinic interventional, prospectiv, randomizat, dublu-orb ce a
inclus o cohorta initiald de 104 pacienti in perioada februarie 2020- decembrie 2020. Au fost
inclusi voluntari sandtosi ce au constituit lotul control si pacienti infectati cu VHC in faza
replicativa, acuta, fara tratament antiviral anterior.

Toate procedurile clinice s-au realizat in urma aprobarii Consiliului de Etica al Institutului
Clinic Fundeni (48358/01/10/2019) in acord cu directiva 2001/20/EC a Consiliului European si
respectand normele de confidentialitate a datelor cu caracter personal conform directivei europene
95/46/EC. Consimtamantul informat a fost obtinut de la toti subiectii inclusi In studiu.

Pacientii prezentdnd cirozd decompensatd, boald renala cronicd, speranta de viata sub 12
luni, insuficientd cardiacd decompensatd, afectare extrahepatica in cadrul infectiei cu VHC,
consumul de alcool sau de substante stupefiante, co-infectie VHB sau HIV, au fost exclusi din
studiu. Douzeci si cinci de pacienti au prezentat cel putin un criteriu de excludere. Alti 16 pacienti
au refuzat Inrolarea in studiu iar 9 pacienti nu au prezentat RVS la terapia antivirala directa.

Din cei 63 de pacienti ramasi, 36 de pacienti, voluntari sdnatosi au constituit lotul control
iar 27 de pacienti au constituit lotul de studiu. Cei 27 de pacienti inclusi in lotul de studiu au fost
evaluati Tn momentul diagnosticului infectiet VHC si la 3 luni distantd dupd obtinerea RVS

secundar terapiei antivirale cu agenti directi.

10



Etapele constituirii loturilor de studiu este redata in Fig. 14

Cohorta initiala (N=104)

/— Pacienti exclusi (N=41): —\\

- Refuzi inrolarea in
> studiu (N=16)

. Prezinta criterii de
excludere (N=16)

\‘_ « Absenta RVS (\=9_)/)

Pacienti inrolati (N=63)

v v

Lot studiu (VHC/RVS)

Lot control (N= 36) N=27)

Figura 1 Flowchart cu loturile studiate

Asadar loturile analizate au fost:
e Lot Control (n=36) constituit din voluntari sanatosi
e Lot VHC (n=27) constituit din pacienti infectati cu VHC in momentul diagnosticului, in faza
replicativa
e Lot SVR (n=27) constituit din pacienti cu raspuns viral sustinut la 3 luni de la initierea terapiei cu

agenti antivirali directi.
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Analiza dinamicii AFP in hepatita virala C

Prima faza a lucrarii doctorale s-a axat pe analiza comparativa a datelor demografice. S-au
considerat urmatorii parametri: varsta, genul pacientului, statutul social, statutul de fumator,
indicele de masa corporala.

Markerii biochimici au fost testati in laboratorul clinic dupd un protocol local. Sange
integral de la fiecare pacient a fost recoltat in vacutainere dedicate si mentinute la 4°C pana cand
proba s-a coagulat. Dupa coagulare, probele au fost centrifugate timp de 20 de minute la 1000xg
iar detrmindrile au fost procesate imediat pentru markerii enuntati mai jos.

S-au determinat spectrofotometric nivelul plasmatic al albuminei (g/dl), AST (U/l), ALT
um, GGT (U/l), FA (U/), BD (mg/dl), BT (mg/dl), PCR (mg/l), trigliceride (mg/dl) si colesterol
total (mg/dl), folosind kituri compatibile pentru Siemens Advia 1800 Reader (Siemens, Erlangen-
Germany). Nivelul plasmatic al AFP (ng/ml) si prezenta crioglobulinemiei mixte au fost
determinate cu ajutorul aparatului Advia Centaur XPT Reader (Siemens, Erlangen- Germany) prin
chemiluminiscentd. Hemograma a fost determinatd automat cu ajutorul unui kit dedicat prin
citometrie de flux (Sysmex XN-1000 Reader) (Sysmex, Kobe- Japan) iar rezultatele au fost
exprimate per ml sange.

Coagulograma a fost realizata din mostre de sange recoltate pe vacutainere cu EDTA,

conform recomandarilor producatorului cu ajutorul StaR Max 3 Reader (Stago, France). Au fost
determinati urmatorii parametri: aPTT (sec), PT/INR (sec) si fibrinogenul plasmatic.
Nivelul replicarii virale a fost stabilit cu ajutorul RT-PCR (Montania 4896 Real Time PCR Reader,
Anatolia, Istanbul- Turkey), folosind kitul de cuantificare Bosphore HCV quantification (Anatolia,
Istanbul-Turkey), conform recomandarilor producatorului. Principalele etape au inclus: colectarea
ARN total, reverse transcrierea si amplificarea genei de interes, conform protocolului total.
Determinarile s-au realizat in triplicat iar replicarea virald a fost exprimatd in copii virioni/ml.

Pentru aprecierea non-invaziva a fibrozei hepatice s-a folosit tehnologia FibroScan®,

model 530 compact (Echosens, France). Rezultatele au fost exprimate in kPa.

Analiza biomarkerilor epigenetici in HVC in absenta HCC
Pentru determinarea speciilor de miRNA considerate, ARN total a fost izolat din 200 pl de
plasma cu ajutorul kitului miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Hilden, Germany), fiind omogenizat

in 20 pl, in acord cu recomandarile producatorului. O cantitate de 3 pl de ARN astfel obtinut, a
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fost reverse transcris intr-un volum total de 10 pl cu ajutorul kitului miRCURY LNA RT (Qiagen,
Hilden, Germany), in acord cu recomandarile producatorului.

Pentru fiecare proba, sase reactii de amplificare a 1 ul de cDNA per reactie au fost realizate
cu ajutorul miIRCURY miRNA Assays (Qiagen, Hilden, Germany). Speciile de miR considerate
au fost: miR-7-1-3p, miR-21-3p, miR122-5p, mMiR-885-5p si miR-16-5p (control endogen).
Reactiile s-au desfasurat conform recomadarilor producatorului folosind aparatul PCR 7500 Fast
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Valorile Ct obtinute au fost normalizate la control prin metoda dublu delta Ct, considerand
miR-16-5p controlul endogen la sugestia Qiagen si ddupa verificarea stabilitatii folosind
algoritmul (125). Nivelul plasmatic al miR a fost exprimat ca variatie fatd de control (fold-change)

2-AACt

pentru analiza comparativa intre loturile de studiu si ca pentru analiza corelativa.

Rezultate

Date demografice

Distributia pe genuri ale pacientilor a relevat un procent de 47.2% barbati in lotul control
fata de 30.7% in lotul de studiu (p=NS). In lotul control, au fost identificati 22.2% de pacienti
fumatori in timp ce in lotul de studiu ponderea lor a fost de 34.6% (p=NS). Tn lotul control, 75%
au provenit din mediul urban, fatda de 61.5%-ponderea pacientilor proveniti din mediul urban in
lotul de studiu.

Varsta medie in lotul control a fost de 50+2.3 ani fata de 61.8+2.3 ani in lotul de studiu
(p=NS). Tn ceea ce priveste distributia pacientilor in loturile studiate, se constati o valoare medie
a BMI de 25.6+3.8 kg/m? in cadrul lotului control, comparativ cu 27.06+5.6 kg/m? in lotul de
studiu.

Studiul AFP

Analiza comparativa a nivelului mediu plasmatic al AFP in loturile studiate este redata in
Fig. 2. Se observa nivelul plasmatic crescut al AFP atat in faza acuta (lotul HVC) cét si la distanta,
dupa un raspuns viral sustinut (lotul RVS) fata de lotul control: 5.79+0.7 vs. 2.4+0.3, P=0.0009,
respective 5.9+2.5 vs. 2.4+0.27, P=0.042. Nu au fost observate diferente semnificative statistic
intre loturile VHC si RVS: 5.79+0.73 vs. 5.94+2.5, P=NS.
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Figura 2 Analiza comparativa intre loturile de studiu a concentratiei plasmatice a AFP.
Datele sunt exprimate in medii + eroare standard a mediei. * semnifica p=0.05-0.01 iar

*** semnifica p=0.001-0.0001

Prezenta crioglobulinemiei mixte este redatd in Fig. 3. Am observat o crestere a incidentei
crioglobulinemiei mixte in lotul VHC comparativ cu lotul Control (46% vs. 14%, p<0.0001). De

asemenea, incidenta crioglobulinemiei mixte a scazut in lotul RVS fata de lotul VHC (25% vs.

46%, p<0.0001).

3k 3 3k Ak
3k 3k 3k Ak
—
100
] mm DA
=3 NU

Incidenta (%) crioglobulinemiei mixte

Figura 3 Incidenta crioglobulinemiei mixte in loturile studiate. **** semnifica p<0.0001
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Analiza comparativa a gradului fibrozei hepatice in loturile de studiu sunt redate in Fig. 4.
Se observa un grad crescut al fibrozei atat in lotul VHC cét si in lotul RVS comparativ cu lotul
control: 9.8+0.9 vs. 4.5+0.37, p=0.001, respectiv 13+3.2 vs. 4.5+£0.37, p=0.0006. Nu s-a observat
diferenta semnificativa statistic intre loturile VHC si RVS: 9.8+1 vs. 1343.2, p=NS.

%k %k
1
20 * %k
e | HEl Control
15— “' = VHC
= RVS

FibroScan (kPa)
o
1

a
|

o
|

1
» O e
& &S
S
Figura 4 Comparatie a gradului fibrozei intre loturile studiate (FibroScan®). **

reprezinta p=0.01-0.001

Analiza corelativa a nivelului plasmatic al AFP cu parametri considerati se observa in Fig.
5,6,7,8,9,s1 10. Se observa o corelatie pozitiva, semnificativa statistic intre valorile AFP si AST
(R?=0.37, p=0.0001), ALT (R?=0.37, p=0.0002), BT (R?=0.3, p=0.0009), GGT (R?=0.38,
p=0.0001), FA (R?=0.45, p<0.0001) si negativi intre AFP si fibrinogenemia (R?=0.15, p=0.002).

Nu s-au observat corelatii semficative statistic intre nivelul plasmatic al AFP si
FibroScan® (R?=0.0007, p=0.88), nivelul multiplicirii virale (R?=0.0009, p=0.86), Trombocite
(R?=0.9, p=0.08) sau PCR (R?=0.01, p=0.64).
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Figura5 Analiza corelativi a valorilor alfa-fetoproteinei si ale AST. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice.
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Figura 6 Analiza corelativa a valorilor alfa-fetoproteinei si ale ALT. R2 reprezinta

coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice.
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Figura 7 Analiza corelativi a valorilor alfa-fetoproteinei si ale bilirubinei totale . R?

reprezinta coeficientul de corelatie; p reprezintad valoarea semnificatiei statistice.
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Figura 8 Analiza corelativi a valorilor alfa-fetoproteinei si ale GGT. R? reprezinti
coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice.
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Figura 9 Analiza corelativi a valorilor alfa-fetoproteinei si ale FA. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice.

R?=0.15, p=0.02

800 —
S 600 e
E ® e
=
&, 400 -
o LI 1
= o*
S 200 e ®
(S
0t rrrrrrrr L I .
o 20 40 60

AFP (ng/ml)

Figura 10 Analiza corelativa a valorilor alfa-fetoproteinei si ale fibrinogenului plasmatic.

R? reprezinti coeficientul de corelatie; p reprezinti valoarea semnificatiei statistice

17



Biomarkeri epigenetici in HVC fara HCC

Analiza comparativa a expresiei miR 7-1-3p intre loturile studiate este redata in Fig 11.
Nu s-a observant nicio diferentd intre loturile Control si VHC (1+0.2 vs. 0.65+0.08, p=NS). S-a
observat o supraexpresie a miR 7-1-3p in lotul RVS fata de lotul HVC: 1.03+0.11 vs. 0.65+0.08
(p<0.006).

Suplimentar nu s-a corelat nivelul miR 7-1-3p cu niciun marker considerat : AST (R?=
0.007, p=0.67), ALT (R?=0.08, p=0.16), PCR (R?=0.32, p=0.23), viremia (R?>= 0.07, p=0.18), AFP
(R?=0.01, p=0.54), GGT (R?=0.03, p=0.47), FA (R?=0.01, p=0.75), VSH (R?= 0.15, p=0.09),
FibroScan® (R?=0.01, p=0.54).
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Figura 11 Expresia relativa a miR 7-1-3p intre lotrutile de studiu. Rezultatele sunt exprimate ca

medii+ eroare standard a mediei. ** semnifica p=0.01-0.001

S-a observat supraexpresia MiR 21-3p in grupul RVS fata de lotul Control: 2.76+0.52 vs.
1+0.29, p=0.17 (Fig. 12).
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Figura 12 Expresia relativa a miR 21-3p intre loturile de studiu. Rezultatele sunt exprimate ca

medii+ eroare standard a mediei. *semnifica p=0.05-0.01
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Analiza corelativa a expresiei miR 21-3p cu markerii standard considerati nu a identificat
nicio relatie semnificativi statistic: AST (R?=0.0001, p=0.95), ALT (R?=0.001, p=0.87), PCR
(R?=0.21, p=0.35), viremie (R?=0.03, p=0.75), AFP (R?=0.03, p=0.41), GGT (R?=0.1, p=0.19),
FA (R?=0.0001, p=0.98), VSH (R?=0.11, p=0.15), FibroScan® (R?=0.01, p=0.57).

In ceea ce priveste expresia MiR-122 in plasma, s-a observat supraexpresia acestui marker
atat in lotul VHC cét si in lotul RVS fatd de lotul Control: 6.24+1.5 vs. 1+£0.3 (p<0.001),
respectiv3.96+0.72 vs. 1£0.3 (p<0.001) (Fig. 13).
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Figura 13 Expresia relativa a miR 122-5p intre lotrutile de studiu. Rezultatele sunt

exprimate ca medii+ eroare standard a mediei. **** semnificd p<0.0001

Nivelul plasmatic al miR 122-5p s-a corelat pozitiv cu valorile AST (R?= 0.35, p=0.0018),
ALT (R?=0.3, p=0.0045) si PCR (R?=0.76, p=0.022) (Fig. 14-16). Ceilalti markeri nu au sugerat
corelatii semnificative statistic in asociere cu miR 122-5p: viremie (R?=0.03, p=0.37), AFP
(R?=0.009, p=0.65), GGT (R?=0.11, p=0.15), FA (R?=0.0006, p=0.93), VSH (R?=0.001, p=0.85),
FibroScan® (R?=0.008, p=0.67)
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Figura 14 Corelatii ale expresiei miR 122-5p cu nivelul plasmatic al AST. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezintad valoarea semnificatiei statistice
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Figura 15 Corelatii ale expresiei miR 122-5p cu nivelul plasmatic al ALT. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice
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Figura 16 Corelatii ale expresiei miR 122-5p cu nivelul plasmatic al PCR. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezinta valoarea semnificatiei statistice
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In ceea ce priveste miR-885-5p, s-a constatat o supraexpresie in lotul VHC comparative cu
lotul Control: 7.57£1.7 vs. 1£0.31, p<0.001 si o subexpresie a acestuia in lotul RVS fata de lotul
VHC: 2.96+0.44 vs. 7.57+1.7, p=0.007. Suplimentar, s-a observat o supraexpresie a miR 885-5p
in lotul RVS fata de lotul Control: 2.96+0.44 vs. 1+£0.31, p=0.001 (Fig. 17).
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Figura 17 Expresia relativa a miR 885-5p intre loturile de studiu. Rezultatele sunt

exprimate ca medii+ eroare standard a mediei. **** semnificd p<0.0001

Analiza corelativa a nivelului plasmatic al miR 885-5p cu markerii standard considerati au
relevat corelatii pozitive semnificative statistic ale acestuia cu nivelul plasmatic al AST (R?=0.16,
p=0.04) si PCR (R?=0.9, p=0.03) (Fig. 18-19).

Celelalte ipoteze corelative au fost invalidate: ALT (R?=0.06, p=0.22), viremie (R?>= 0.03,

p=0.39), AFP (R?=0.0002, p=0.93), GGT (R?=0.2, p=0.057), FA (R?=0.005, p=0.82), VSH
(R?=0.0001, p=0.96), FibroScan® (R?=0.01, p=0.52).
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Figura 18 Corelatii ale expresiei miR 885-5p cu nivelul plasmatic al AST. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezinta valoarea semnificatiei statistice
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Figura 19 Corelatii ale expresiei miR 885-5p cu nivelul plasmatic al ALT. R? reprezinti

coeficientul de corelatie; p reprezintd valoarea semnificatiei statistice
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE:

Concluziile tezei doctorale sunt:

Nivelul plasmatic al AFP, desi se afla sub valoarea prag pentru diagnosticul biochimic al unui
HCC, are valori crescute atét la pacientii cu VHC 1n faza initiala, replicativa, cat si la distanta,
dupa RVS secundar terapiei antivirale cu agenti directi.

Incidenta crioglobulinemiei mixte este crescutd in cazul pacientilor cu VHC pentru ca apoi sa
scada in conditiile unui RVS secundar terapiei.

VHC poate determina inca din fazele incipiente ale infectiei, fibroza hepaticd, ce se mentine si la
3 luni, in ciuda RVS postterapie.
Nivelul plasmatic al AFP in cazul pacientilor cu VHC la debut se coreleazd pozitiv cu
amplitudinea sindromului de citoliza hepatica relevant prin nivelul AST si ALT.
Nivelul AFP din sangele pacientilor cu VHC se coreleaza pozitiv cu amplitudinea sindromului de
colestaza relevant prin nivelul FA, GGT si BT.

Fibrinogenemia pacientilor cu VHC in faza replicativa se coreleaza negativ cu nivelul plasmatic
al AFP.

RVS secundar terapiei antivirale bazatd pe agenti antivirali directi, determina o crestere a miR 7-
1-3p plasmatic fata de etapa initiala, de replicare virala.

MiR 21-3p creste in plasma pacientilor cu RVS secundar terpiei antivirale fatd de voluntarii
sanatosi.

Infectia acuta cu VHC determina supraexpresia plasmatica a miR 122-5p, n timp ce secundar
tratamentului antiviral, acest biomarker epigenetic va scadea.

Nivelul plasmatic al miR 122-5p se coreleaza pozitiv cu intensitatea sindromului de citoliza
hepaticd in faza acuta, replicativa a infectiei cu VHC.

MiR 885-5p este supraexprimat in infectia acuta VHC si scade ulterior, secundar RVS, putand fi
un marker de apreciere a evolutiei infectiei cronice cu VHC precum si a raspunsului terapeutic.
Exista o corelatie directd minora intre nivelul miR 885-5p si ALT in cazul pacientilor cu VHC,

in faza replicativa.
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Statusul inflamator obiectivat cu ajutorul PCR se coreleaza pozitiv cu nivelul plasmatic al miR
122-5p si miR 885-5p.

Desi studii clinice viitoare sunt necesare pentru confirmarea ipotezelor si rezultatelor
confirmate in lucrarea de fatd, am evidentiat un panel epigenetic inovativ in diagnosticul precoce
al pacientilor infectati cu VHC dar si de monitorizare a raspunsului la terapia antivirala cu agenti
antivirali directi.

In plus, am relevat potentiale corelatii ale acestor biomarkeri cu analize biochmice si
determinari sonografice standard.

De asemenea, am enuntat, prin analize comparative si corelative, rolul AFP in cazul
pacientilor infectati cu VHC in absenta HCC precum si dinamica acestuia secundar terapiei

antivirale.

24



BIBLIOGRAFIE SELECTIVA

Alter MJ. Epidemiology of hepatitis C virus infection. World J Gastroenterol. 13: 2436- 2441,
2007

C T. Jake Liang, Barbara Rehermann, Leonard B. Seeff, Jay H. Hoofnagle. Pathogenesis, Natural
History, Treatment, and Prevention of Hepatitis C. Annals of Internal Medicine; 2000

Blackard JT, Shata MT, Shire NJ, Sherman KE. Acute hepatitis C virus infection: a chronic
problem. Hepatology. 47:321; 2008

Sebastiani G, Gkouvatsos K, Plebani M. Non-invasive assessment of liver fibrosis: it is time for
laboratory medicine. Clin Chem Lab Med. 49:13-32; 2011

Klibansky DA, Mehta SH, Curry M, Nasser I, Challies T, Afdhal NH. Transient elastography for
predicting clinical outcomes in patients with chronic liver disease. J Viral Hepat. 19(2):e184—
e193; 2012

Stephen A. Harrison. Utilization of FibroScan Testing in Hepatitis C Virus Management.
Gastroenterol Hepatol (N Y). 11(3): 187-189; 2015

Hashem B. El-Serag,Fasiha Kanwal, Peter Richardson, and Jennifer Kramer - Risk of
Hepatocellular Carcinoma after Sustained Virologic Response in Veterans with HCV-infection
Running Head: HCC after SVR. Hepatology. 64(1): 130-137; 2016

Jacinta A Holmes, Stephanie M Rutlendge, Raymond T Chung. Direct-acting antiviral treatment
for Hepatitis C. The Lancet. 393: 1392-1394; 2019

Hans Helmut Niller, Hans Wolf, Janos Minarovits. Viral hit and run-oncogenesis: genetic and
epigenetic scenarios. Cancer Lett. 305(2):200-17; 2011

Shira Perez, Antony Kaspi, Tom Domovitz, Ateret Davidovich et al. Hepatitis C virus leaves an
epigenetic signature post cure of infection by direct-acting antivirals. PLoS Genet. 15(6):
e1008181; 2019

Tomimaru Y, Eguchi H, Nagano H, Wada H, Kobayashi S, et al. Circulating microRNA-21 as a
novel biomarker for hepatocellular carcinoma. J Hepatol. 5(1) : 167-75; 2012

Jopling, C. Liver-specific microRNA-122: biogenesis and function. RNA Biol. 9: 137-142 ; 2012

25


https://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-diagnosis-and-treatment-of-acute-hepatitis-c-virus-infection-in-adults/abstract/1
https://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-diagnosis-and-treatment-of-acute-hepatitis-c-virus-infection-in-adults/abstract/1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4836588/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Serag%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26946190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanwal%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26946190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richardson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26946190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kramer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26946190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26946190
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Niller+HH&cauthor_id=20813452
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wolf+H&cauthor_id=20813452
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Minarovits+J&cauthor_id=20813452
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Perez+S&cauthor_id=31216276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaspi+A&cauthor_id=31216276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Domovitz+T&cauthor_id=31216276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Davidovich+A&cauthor_id=31216276

Roberts, A. P. E., Lewis, A. P. & Jopling, C. L. MiR-122 activates Hepatitis C virus translation
by a specialized mechanism requiring particular RNA components. Nucleic Acids Res. 39: 7716—
7729; 2011

Junhao Gui, Yaping Tian, Xinyu Wen, Wenhui Zhang, Pengjun Zhang, Jing Gao, Wei

Run, Liyuan Tian, Xingwang Jia, Yanhong Gao. Serum microRNA characterization identifies
miR-885-5p as a potential marker for detecting liver pathologies, Clin Sci (Lond) .120(5):183-93;
2011

26


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gui+J&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tian+Y&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wen+X&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+W&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+P&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gao+J&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Run+W&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Run+W&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tian+L&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jia+X&cauthor_id=20815808
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gao+Y&cauthor_id=20815808

