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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

            Ο ιός της ηπατίτιδας C (HCV) , αποτελεί την βασική αιτία της χρόνιας 

ενεργού µορφής της νόσου, η οποία µπορεί να εξελιχθεί σε µεγάλο ποσοστό σε 

κίρρωση ή ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα. Τα τελευταία έτη γίνεται προσπάθεια 

θεραπείας της χρόνιας ενεργού ηπατίτιδας C µε την χορήγηση INF-a , ή συνδυασµού 

µε άλλα φάρµακα . Η ανταπόκριση όµως των ασθενών στις διάφορες θεραπείες 

ποικίλουν και οι παράγοντες που καθορίζουν την ανταπόκριση αµφισβητούνται. 

ΣΚΟΠΟΣ. 

           Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν 

          Α.    Επιδηµιολογική µελέτη των ασθενούντων λόγω µόλυνσης µε τον ιό HCV 

στην ευρύτερη περιοχή της νήσου Κρήτης. Εξετάσθηκε αν υπάρχει αιτιολογική 

σύνδεση των διαφόρων γονότυπων του ιού µε το είδος της προκαλούµενης 

ηπατοπάθειας ,  και προσδιορίσθηκε τη σχέση µεταξύ των γονότυπων του HCV και 

δηµογραφικών, παθολογικών και ιολογικών παραµέτρων σε ασθενείς που έχουν 

προσβληθεί από τον ιό  

           Β.  Θεραπευτικά σχήµατα. Ανταπόκριση ασθενών σε θεραπείες. Μελέτη 

διαφόρων θεραπευτικών σχηµάτων , βραχυχρόνιος και µακροχρόνιος , βιοχηµική και 

ιολογική ανταπόκριση των ασθενών σε συνδυασµό φαρµάκων , και προσπάθεια 

καθορισµού παραγόντων που εξασφαλίζουν την βραχυχρόνια ή µακροχρόνια 

ανταπόκριση των ασθενών σε ένα συγκεκριµένο θεραπευτικό σχήµα. 

           Γ.  Μελέτη των µεταλλαγών  της NS-5A περιοχής του ανθεκτικού στην 

θεραπεία 1b υποτύπου του  ιού HCV και η συσχέτιση του αριθµού των µεταλλαγών , 

µε την ανταπόκριση ή όχι στην θεραπεία µε INF-a 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Α.    Επιδηµιολογική µελέτη του ιού HCV στην Κρήτη. 

        A1. Σε 102 ασθενείς του ηπατολογικού εργαστηρίου του ΠΕ.ΠΑ.Γ.Ν.Η 

υπόπτους για ηπατίτιδα C µε βάση την κλινική τους εικόνα ανιχνεύτηκε RNA του ιού 

ηπατίτιδας C µε µοριακές τεχνικές (home made nested RT-PCR) και επιβεβαιώθηκε η 

ασθένεια τους. 

       Α2. Για τους παραπάνω ασθενείς έγινε γονιδιακή ταξινόµηση σε υποτύπους µε 

τεχνική αντίστροφου υβριδισµού (INNO-Lipa της INNOGENETICS)  
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       Α3. Για τους εν λόγω ασθενείς µετρήθηκε το ιικό φορτίο µε εµπορικά διαθέσιµο 

Kit Amplicor HCV  της Roche. 

       Α4. Στους παραπάνω ασθενείς πάρθηκε βιοψία ήπατος , η οποία βαθµονοµήθηκε 

και αξιολογήθηκε µε βάση τα κριτήρια Ishak. 

 

• ∆εδοµένα σχετικά µε το φύλλο, την ηλικία, τις τρανσαµινάσες, το ιϊκό φορτίο, 

και τα ιστολογικά δεδοµένα πάρθηκαν από κάθε ασθενή και συσχετίστηκαν 

µε πολυπαραγοντική ανάλυση µε τον γονότυπο. Στο   64 % των ασθενών 

είχαν µολυνθεί ανιχνεύτηκε ο  γονότυπος 1, 13 % είχαν γονότυπο 2 , 18% 

είχαν γονότυπο 3 ,ενώ µόνο 5% εµφάνισαν γονότυπο 4. ∆εν ανιχνεύσαµε 

άλλο είδος γονότυπου 5 ή 6  

• Μεγαλύτερη ηλικία και οι  γυναίκες ήταν ανεξάρτητες µεταβλητές 

σχετιζόµενες µε το γονότυπο 1. 

• Μικρή ηλικία ,το χαµηλό ιικό φορτίο και το υψηλό staging σχετίστηκαν µε το 

γονότυπο 2. 

• Ιστορικό ή χρήστες ναρκωτικών και υψηλή ιαιµία συσχετίστηκαν µε γονότυπο 

3. 

• Χαµηλό staging και χαµηλή ιαιµία για γονότυπο 4. 

        Στατιστικά σηµαντική ήταν µόνο η σχέση ηλικίας και γονοτύπου. Οι ασθενείς µε 

γονότυπο 1 είχαν µέση ηλικία 55,8 σηµαντικά µεγαλύτερη από τους µη-1 γονότυπους 

(p=0.007) 

 

Β.  Θεραπευτικά σχήµατα. Ανταπόκριση ασθενών σε θεραπείες. 

        Μετά από διαγνωσµένη µε PCR ηπατίτιδα C, στην Γαστρεντερολογική κλινική 

του ΠΕ.ΠΑ.Γ.Ν.Η δηµιουργήθηκαν οι παρακάτω οµάδες: 

1. 30 ασθενείς υποβλήθηκαν  σε 3µηνη θεραπεία µε 3 MU INF-2a. 

2. 35 ασθενείς υποβλήθηκαν σε 6µηνη θεραπεία µε 5 MU  INF-2a. 

3. 60 ασθενείς υποβλήθηκαν σε 12µηνη θεραπεία µε 3 MU  INF-2a + UDCA. 

4. 35 ασθενείς υποβλήθηκαν σε 6µηνη θεραπεία µε 5 MU  INF-2a + D 

Penicillamine. 

5. 36 ασθενείς υποβλήθηκαν  σε 6µηνη θεραπεία µε  5 MU INF-2a + 

νιµεσουλίδη 

6. 21 ασθενείς υποβλήθηκαν σε 12µηνη θεραπεία µε INF-2a + Ριµπαβιρίνη. 
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Για όλους τους παραπάνω µετρήθηκαν τρανσαµινάσες , ιικό φορτίο πριν και µετά την 

θεραπεία. Ταξινοµήθηκαν γονιδιακά σε υποτύπους και υποβλήθηκαν σε βιοψία η 

οποία βαθµονοµήθηκε κατά Ishak. Τα συµπεράσµατα συνοψίζονται στα εξής  

• Οι βραχυχρόνιες βιοχηµικές ανταποκρίσεις κυµαίνονται από 80% για 

την οµάδα µε 5 MU  INF-2a + D Penycilamin έως 47% για την οµάδα 

µε 3µηνη θεραπεία µε 3 MU INF-2a. 

• Οι βραχυχρόνιες ιολογικές ανταποκρίσεις κυµαίνονται από 48% για 

την οµάδα µε 3 MU  INF-2a + rivabirin, έως 10%  για την οµάδα µε 

3µηνη θεραπεία µε 3 MU INF-2a. 

• Οι µακροχρόνιες βιοχηµικές ανταποκρίσεις κυµαίνονται από 33% για 

την οµάδα µε INF-2a + Ριβαµπιρίνη έως 14% για τις οµάδες µε 3µηνη 

θεραπεία µε 3 MU INF-2a και 6µηνη µε 5 MU INF-2a. 

• Οι µακροχρόνιες ιολογικές ανταποκρίσεις κυµαίνονται από 19% για 

την οµάδα µε INF-2a + Ριβαµπιρίνη  έως 0%  για την οµάδα 6µηνη 

θεραπεία µε 5 MU  INF-2a. 

                     Γενικώς η µακροχρόνιος βιοχηµική και ιολογική ανταπόκριση ήταν 

απογοητευτική. Η πολυπαραγοντική ανάλυση δεν έδειξε συσχέτιση της µακροχρόνιας 

ανταπόκρισης µε το φύλο , ηλικία , ιικό φορτίο , γονότυπο ή ιστολογικές 

παραµέτρους των ασθενών.  

 

Γ.  Ανάγνωση των  αλληλουχιών της NS-5A περιοχής του1b υποτύπου  (sequencing 

NS-5A region)και συσχέτηση µε την ανταπόκριση στην INF-2a  

 

            Σε 28 ασθενείς µε 1b υπότυπο ενισχύθηκε η NS-5A περιοχή (6741-7275) µε 

RT-nested PCR, αποµονώθηκε και καθαρίστηκε το PCR προϊόν και ακολούθως έγινε 

απ� ευθείας διάβασµα της αλληλουχίας σε αυτόµατο sequencer ALF-Express 

Pharmacia. Τα αποτελέσµατα συσχετίστηκαν µε την ανταπόκριση  σε θεραπεία µε 

INF-2a.  

Τα συµπεράσµατα συνοψίζονται στα εξής  

• Τα µεταλλαγµένα στελέχη είναι πολύ σπάνια στο υλικό µας. 

• Τα αρχέγονα (wild type) στελέχη είναι διαφορετικά σε επίπεδο νουκλεοτιδίων 

από τα Ιαπωνικά και όµοια µε τα Ευρωπαϊκά 
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• Η βιοχηµική ανταπόκριση των µεταλλαγµένων στελεχών είναι ευνοϊκή και 

µπορεί να προβλεφθεί από τον αριθµό των αµινοξικών µεταλλαγών 

.Αντιθέτως η  ιολογική ανταπόκριση δεν µπορεί να προβλεφθεί . 

 

 

SUMMARY 
 

 

INTRODUCTION 

Hepatitis C virus (HCV) is the cause of a chronic hepatitis that may frequently evolve 

into cirrhosis or hepatocellural carcinoma. In recent years many attempts of treating 

hepatitis C have been made with interferon, either alone or in combination with 

various drugs. Treatment response however is not uniform and factors determining a 

favourable outcome are still under investigation. 

 

AIM 

The aim therefore of the present investigation was: 

A. To perform an epidemiological study of HCV genotypes in patients with 

chronic hepatitis C in Crete. Associations among viral genotypes in patients 

with chronic hepatitis C in Crete. Associations among viral genotypes and 

disease severity, histological classification, demographic characteristics of 

patients and viral load were also examined. 

B. To assess response of patients to various therapeutic regimes. Short and long 

term biochemical and virological response was assessed and an effort to 

identity factors influencing treatment response was done through univariate 

and multivariate analysis. 

C. Finally mutation in the NS-5A region of HCV genome were examined as 

possible factors determining the response to interferon treatment in patients 

infected with the 1b genotype of HCV. 

 

RESULTS 

A. Genotype epidemiology: 

A1. By a home made nested RT-PCR the presence of HCV RNA was verified 

in 102 patients with liver biopsy proven chronic hepatitis. 
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             A2.  Genotypic classification according to Simmonds was performed using 

reversed   

             immunoblotting (INNO-Lipa, INNOFENETICS, Belgium). 

             A3.  Viral load was measured using the Amplicor Monitor System (Roche 

Diagnostics). 

             A4.  The Ishak classification was used for grading and staging of liver 

biopsies. 

 

• Age, sex, serum transaminases, alkaline phosphate, γ-GT, viral load , 

histological staging and grading were the variables used in univariate 

and  multivariate analysis to look for correlations with genotypes. 64% 

of patients were infected with genotype 1. Genotype 2 was present in 

13%, genotype 3 in 18% and genotype 4 in 5% of patients. Genotypes 

5 and 6 were not detected. 

• Female sex and older age were independent variables related to 

genotype 1. 

• Younger age, lower viral loads and high staging were related to 

genotype 2. 

• Intravenous drug abuse and higher viral loads were related to genotype 

3. 

• Lower staging and lower viral loads were related to genotype 4. 

        However, only the relation between statistically sign cant mean age of 

genotype 1 patients was 55,8 years, significantly higher than non � 1 genotypes 

(p=0,007) 

 

B. Treatment response  

6 treatment schedules were examined: 

Group   1  :  30 patients treated for 3 months with 3MU IFN three times a 

week 

Group   2  :  35 patients treated for 6 months with 5MU IFN three times a 

week 

Group  3 : 60 patients treated for 12 months with 3MU IFN three times a week 

plus 15mg/kgr ursodeoxycholate (UDCA) 
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Group   4  :  35 patients treated for 6 months with 5MU IFN three times a 

week plus 500 mg D-Penicillamine. 

Group   5 :  36 patients treated for 6 months with 5MU IFN three times a week 

plus 150mg nimesulide 

Group  6 : 21 patients treated for 12 months with 5MU IFN three times a week 

plus 1000mg Ribavirin 

              Serum enzymes, viral load and genotyping was performed in all these 

patients before and after treatment. A liver biopsy before treatment was grated and 

staged according to Ishak classification. 

 

o Short term biochemical response varied between 80% for the D-

penicillamine group and 47% for group 1. 

o Short term virological response varied between 48% for the ribavirin 

group and 10% for group 1 

o Long term biochemical response varied between 33% for the ribavirin 

group and 14% for groups 1 and 2. 

o Long term virological response varied between 19% for the ribavirin 

group and 0% for group 2 

 

Long term biochemical and virological response were generally disappointing. 

Multivariate analysis showed no relation to treatment response of age, sex, viral 

load, genotypes or histological grading and staging. 

 

C. Sequencing of NS-5A region of 1b genotype: 

An amplification of the region 6741-7275 of the NS-5A area of 1b genotype 

was performed by RT-nested PCR in 28 patients infected with this genotype. 

      The PCR product was isolated and purified and then a direct sequencing of 

nucleotides was done in an automatic sequencer. Results were correlated with 

response to IFN treatment. Conclusions can be summarized as follows: 

o Mutated viral clones were very rare in Crete 

o Wild type clones were different at nucleotide levels form Japanese 

clones and similar to other reported European clones. 
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o Biochemical response of mutated viruses is favorable and prediction of 

response can be made from the number of amino acid mutations. By 

contrast, virological response cannot be predicted. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

1.1.  Γενικά περί ιού ηπατίτιδας C 

 

            Μια µη� Α , µη� Β , ηπατίτιδα αναγνωρίστηκε στα µέσα της δεκαετίας 1970 

αλλά η ταυτοποίηση της µε συµβατικές µεθόδους αποδείχθηκε δύσκολη υπόθεση  (1-

2).Το 1989 ο Choo και οι συνεργάτες του χρησιµοποίησαν µοριακές τεχνικές  και 

κατάφεραν να κλωνοποιήσουν ένα γονιδίωµα ιού από χιµπατζήδες που είχαν 

πειραµατικά µολυνθεί µε ένα συµπυκνωµένο ανθρώπινο µολυσµατικό  παράγοντα 

(contaminated human factor VIII concentrate)(3) Στη συνεχεία µε την ανάπτυξη µιας 

ανοσολογικής δοκιµασίας βασιζόµενης στον προσδιορισµό των κυκλοφορούντων  

αντισωµάτων έναντι ενός  ανασυνδυασµένου  επίτοπου , απέδειξαν ότι ο ιός  αυτός , 

που είχε χαρακτηριστεί ως ιός ηπατίτιδας C (HCV) , ήταν η αιτία  των περισσότερων 

περιπτώσεων ανάπτυξης µη-Α ,µη -Β ηπατίτιδας (4) 

            Έτσι ο ιός της ηπατίτιδας C (HCV) υπήρξε ο πρώτος ιός ο οποίος έχει 

ανιχνευθεί και χαρακτηρισθεί αποκλειστικά  µε τη βοήθεια µεθόδων µοριακής 

βιολογίας , χωρίς προηγουµένως να έχουν καθοριστεί ειδικοί ορολογικοί δείκτες και 

πριν ακόµα δει κανείς τον ιό κάτω από το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο .Πριν ακόµα την 

κλωνοποίηση του ιού  , ήταν γνωστές µερικές από τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του. Ο 

ιός ήταν ευαίσθητος  σε οργανικούς διαλύτες όπως το  χλωροφόρµιο. Η διάµετρος 

του υπολογίσθηκε γύρω στα 55-65 nm από µελέτες µε φίλτρα διαφόρων πόρων και 

µετάδοση σε χιµπατζήδες . 

              Αρχικά διατυπώθηκε η υπόθεση ότι επρόκειτο για RNA ιό , συγγενικό µε  

τους Toga η Flavi (5-6) . Χρησιµοποιώντας τον αρχικό κλώνο σαν ανιχνευτή , 

κατέστη δυνατή η ανακάλυψη και άλλων κλώνων που κάλυπταν όλο το γονιδίωµα 

του ιού . Φάνηκε ότι η γενετική του οργάνωση ήταν όµοια µε εκείνη της οικογένειας 

των flaviviridae (7) .Στην οικογένεια αυτή µέχρι την ανακάλυψη του HCV ,υπαγόταν 

δυο γένη . Εκείνο των flavi-ιων , µε µέλη τον ιό του κίτρινου πυρετού (YF) του 

δαγειου πυρετού και των Pesti-ιων, που προκαλούν διάρροια στα βοοειδή 

(BVDV)και χολέρα στους χοίρους (HgCV) (8) . Οι διαφορές του HCV από αυτούς 

τους ιούς σε επίπεδο νουκλεοτιδίων αλλά και αµινοξέων , είναι ποικίλες ,ώστε 

δικαιολογείται η τοποθέτηση του  σε δικό του αποκλειστικά γένος . 
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1.1.1  Οργάνωση γονιδιώµατος 
 
          Ο HCV ιός είναι ένας θετικής αλυσίδας  RNA  ιός . Το γονιδίωµα του 

αποτελείται από περίπου 9500 νουκλεοτίδια που σχηµατίζουν ένα µονόκλωνο θετικής 

κατεύθυνσης RNA, το οποίο ενεργώντας ως αγγελιαφόρο RNA  µε ένα και µοναδικό 

πλαίσιο αναγνώσεως (ORF = open reading frame) , µπορεί να µεταφραστεί απευθείας 

σε πρωτείνη.  

           Στο 5΄άκρο του πλαισίου υπάρχουν  324-341 νουκλεοτίδια πού συνιστούν µία 

µη κωδικογραφούσα περιοχή (UTR = untranslated region). Η περιοχή αυτή είναι η 

πλέον συντηρηµένη περιοχή , γι αυτό χρησιµοποιείται για τον σχεδιασµό primers � 

εκκινητών για την ανίχνευση του ιού µε µοριακές τεχνικές PCR . Παρουσιάζει επίσης 

εκτεταµένη δευτεροταγή δοµή λόγω του ενδοµοριακού ζευγαρώµατος νουκλεοτιδίων 

µε αντίστοιχες περιοχές που έχουν συµπληρωµατική οµολογία . Αυτό το ζευγάρωµα 

έχει σαν αποτέλεσµα το σχηµατισµό αγκυλών που αποτελούνται από θηλιές και είναι 

αναγνωριστικά στοιχεία της περιοχής .Έχουν ρυθµιστικό ρόλο στην ανάγνωση του 

πλαισίου ORF. Επίσης είναι η εσωτερική περιοχή εισόδου των ριβοσωµάτων ( IRES 

= internal ribosome entry site ) 

            Στο 3΄ άκρο µια σειρά από πολυαδενίνες ποικίλου µήκους αποτελούν µια 

δεύτερη µη κωδικογραφούσα περιοχή  (9-11). Η περιοχή του 3΄ακρου έχει 

ρυθµιστικό ρόλο κατά την αναπαραγωγή του ιού και κυρίως για την σύνθεση του 

αρνητικής κατεύθυνσης γονιδιώµατος , που αποτελεί τη µήτρα για σύνθεση των 

θετικής κατεύθυνσης γονιδιωµάτων των νέων στελεχών του ιού . Τελευταία αποτελεί 

περιοχή � στόχο για εφαρµογή αντιικής θεραπείας µε anti-sense ολιγονουκλεοτίδια . 

            Το πλαίσιο αναγνώσεως κωδικογραφεί µια πολυπρωτείνη µήκους 3010 

αµινοξέων περίπου , η οποία µετά την µετάφρασή της διαιρείται στις δοµικές και µη 

δοµικές πρωτεΐνες του ιού. Η δοµική περιοχή που βρίσκεται στο αµινικό άκρο του 

γονιδιώµατος κωδικογραφεί την πρωτείνη του πυρηνοκαψιδίου (p22) µήκους 191 

αµινοξέων , και τις δυο γλυκοπρωτείνες του περιβλήµατος Ε1 (gp35) και E2/NS1 

(gp72) µήκους 192 και 367 αµινοξέων αντιστοίχως .  

             Η περιοχή του πυρηνοκαψιδίου είναι πολύ καλά διατηρηµένη µε οµολογία 

90-100% σε επίπεδο αµινοξέων µεταξύ γονοτύπων . Χρησιµοποιώντας συνθετικά 

ολιγοπεπτίδια εντοπίστηκε ένας αντιγονικός επίτοπος µεταξύ των αµινοξέων 31-45 
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που αντιδρά µε όλους τους ορούς . Έτσι δικαιολογείται η ευρεία χρησιµοποίηση της 

πρωτεΐνης αυτής στις διαγνωστικές δοκιµασίες δεύτερης γενιάς (12,13). 

                Οι γλυκοζυλιωµένες πρωτείνες του περιβλήµατος, οι γλυκοπρωτείνες Ε1 

και Ε2/ NS1 παρουσιάζουν ετερογένεια όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών στελεχών που 

έχουν αποµονωθεί σε διάφορα µέρη του κόσµου , αλλά και µεταξύ στελεχών που 

έχουν αποµονωθεί από διαφορετικούς ασθενείς ή και στον ίδιο ασθενή σε 

διαφορετικά χρονικά διαστήµατα. Συγκεκριµένα , µία περιοχή της Ε1 και δύο της Ε2 

παρουσιάζουν υπερµεταβλητότητα , πιο πολύ όµως η περιοχή µεταξύ των αµινοξέων 

386-411 της πολυπρωτείνης που βρίσκεται στην αρχή του αµινικού άκρου της Ε2/ 

NS1 (14). 

              Οι µη δοµικές πρωτεΐνες είναι γνωστές σαν NS2 , NS3 , NS4 , και NS5 

µήκους 256 , 482 , 471 και 1054 αµινοξέων αντιστοίχως. Χαρακτηριστικές 

λειτουργίες έχουν αποδοθεί στις µη δοµικές πρωτεΐνες λόγω της οµολογίας 

νουκλεοτιδίων µε άλλες πρωτεΐνες µε γνωστή λειτουργικότητα ή απευθείας 

χρησιµοποιώντας λειτουργικούς προσδιορισµούς ( functional assays).Για παράδειγµα 

αναφέρουµε ότι η περιοχή NS5 κωδικογραφεί µια πρωτεΐνη 1054 αµινοξέων που 

ενεργεί σαν RNA πολυµεράση στον πολλαπλασιασµό του ιού. Η άποψη αυτή 

βασίστηκε στην παρουσία του µοτίβου GDD, δηλαδή γλυκίνη και δύο µόρια 

ασπαραγινικού οξέος , που είναι χαρακτηριστικό όλων των RNA πολυµερασών 

θετικής κατευθύνσεως των RNA ιών ζώων και φυτών ( 15 ). 

                Η  NS2 έχει ιδιότητες µεταλλοπρωτεινάσης . Η  NS3 είναι από τις πιο 

πολυµελετηµένες πρωτεΐνες του ιού και αποτελεί στόχο για νέες προσεγγίσεις 

αντιικής θεραπείας . Έχει ιδιότητες σεριν-πρωτεάσης µε ρόλο στην επεξεργασία της 

πολυπρωτείνης , καθώς και ελικάσης σχετιζόµενης µε τον πολλαπλασιασµό του ιού. 

Η πρωτείνη αυτή δεν υπόκειται σε περαιτέρω πρωτεολυτική επεξεργασία για το 

διαχωρισµό των δύο ιδιοτήτων. Αυτό ίσως υποδηλώνει λειτουργική αλληλεξάρτηση 

µεταξύ των δύο τοµέων (16,17). 
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Σχήµα 1. Γενετική οργάνωση του γονιδιώµατος και της πολυπρωτείνης του  HCV. 

 

 

1.1.2 Eπιδηµιολογία του ιού της ηπατίτιδας C 
 
 
            Η ηπατίτιδα C αποτελεί σήµερα πολύ σηµαντικό πρόβληµα υγείας. Η 

παγκόσµια οργάνωση υγείας υπολογίζει ότι υπάρχουν τουλάχιστον 250 εκατοµµύρια 

φορείς σε παγκόσµια κλίµακα από τους οποίους 4 εκατοµµύρια είναι στις ΗΠΑ και 5 

εκατοµµύρια στη ∆υτική Ευρώπη (18) .  Μόνο στις ΗΠΑ ο HCV είναι υπεύθυνος για 

8.000-10.000 θανάτους ετησίως λόγω χρόνιας ηπατοπάθειας ή ηπατοκυτταρικού 

καρκίνου . Ο επιπολασµός φαίνεται να είναι υψηλότερος στην Ανατολική από ότι στη 

∆υτική Ευρώπη 

               Στο χάρτη που ακολουθεί φαίνεται ο επιπολασµός του ιού σε παγκόσµια 

κλίµακα 
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                  Η εµφάνιση νέων κρουσµάτων φαίνεται να είναι 1-3 περιπτώσεις ανά 

100.000 άτοµα ετησίως. Στην πραγµατικότητα η ταχύτητα διάδοσης είναι υψηλότερη 

διότι η πλειοψηφία των φορέων δεν εµφανίζει πρόβληµα υγείας. Παρά ταύτα ο όρος 

ασυµπτωµατικός φορέας δεν πρέπει να χρησιµοποιείται στην ηπατίτιδα C , δεδοµένου 

ότι τα περισσότερα των προσβεβληµένων ατόµων χωρίς συµπτώµατα ή βιοχηµικές 

διαταραχές εµφανίζουν ιστολογικές αλλοιώσεις στο ήπαρ. Φαίνεται όµως ότι η 

ταχύτητα εξάπλωσης έχει µειωθεί για δύο κυρίως λόγους  

• Η µετάδοση από το αίµα και τα παράγωγα του έχει σχεδόν µηδενιστεί, λόγω 

του έλεγχου των αιµοδοτών 

• Η προσοχή σε ενδονοσοκοµειακές και παραϊατρικές πράξεις έχει µειώσει την 

µετάδοση του ιού. Ο µόνος δρόµος για την µετάδοση µένει η παρεντερική 

χρήση ναρκωτικών . Αλλά και εκεί η ενηµέρωση για την µη χρήση βελόνων 
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πολλαπλών χρήσεων έχει επιφέρει κάποια θετικά αποτελέσµατα τουλάχιστον 

στο να µην αυξάνεται ο επιπολασµός 

              Η λοίµωξη από τον HCV χαρακτηρίζεται από υψηλού βαθµού µετάπτωση σε 

χρονιότητα , γεγονός που δηµιουργεί σοβαρά προβλήµατα δηµόσιας υγείας . Όπως 

εµφανίζονται στο σχήµα 2 τα συµπεράσµατα του Γαλλικού Συναινετικού Συνεδρίου 

1997 , το 80-85%  των προσβεβληµένων ατόµων θα µεταπέσουν σε χρόνια λοίµωξη , 

το 20% των ασθενών µε χρόνια ηπατίτιδα C θα αναπτύξει κίρρωση µετά από περίπου 

15 χρόνια , ενώ το 3-5% των κιρρωτικών από HCV  θα αναπτύξει καρκίνο (19) ( 

Σχήµα 2 ) 

Έτσι η ηπατίτιδα C είναι µια νόσος που αρκετοί από τους ασθενείς θα πεθάνουν από 

µια σχετική µε το ήπαρ αιτία , αλλά γενικά η πλειοψηφία των µολυνθέντων θα 

ζήσουν σχεδόν φυσιολογικά . Αρκετοί παράγοντες παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

πιθανή ανάπτυξη κίρρωσης 

• Η ηλικία κατά την στιγµή της µετάδοσης: Οι νεότεροι έχουν πιο βραδεία 

εξέλιξη της νόσου 

• Αλκοολισµός :Όλες οι µελέτες δείχνουν ότι το αλκοόλ είναι συνενεργός 

παράγοντας στην µετάπτωση από χρόνια ηπατίτιδα σε κίρρωση 

• Συν-µόλυνση µε HIV και HBV (19) 

 
1.1.3 Οµάδες υψηλού κινδύνου 
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               Το Γαλλικό συναινετικό Συνέδριο το 1999 (18)  έθεσε ερωτήµατα µε 

πρακτική σηµασία από πλευράς κλινικής ιατρικής και δηµόσιας υγείας , όπως για την 

αναγκαιότητα ορολογικού ελέγχου διαλογής (screening ) για ηπατίτιδα C . Η 

απάντηση στο ερώτηµα ποιοι πρέπει να εξετάζονται ορολογικά για πιθανή µόλυνση 

από τον HCV, περιλαµβάνει τις παρακάτω πληθυσµιακές οµάδες: 

• Πολυµεταγγιζόµενοι , άτοµα που είχαν πάρει προϊόντα αίµατος πριν το 1991 

• Ασθενείς σε αιµοκάθαρση 

• Άτοµα µε πολλαπλούς ερωτικούς συντρόφους 

• Άτοµα µε ιστορικό χρήσεως παρεντερικών ναρκωτικών ( IVDA ) 

• Άτοµα µε νοσοκοµειακές νοσηλείες 

• Πληθυσµοί περιοχών υψηλής HCV ενδηµικότητας 

• Λήπτες οργάνων 

 

 
 
 

Σχήµα 2 : Πιθανή εξέλιξη προσβολής από τον ιό της ηπατίτιδα C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 Αν 100 άνθρωποι προσβληθούν ταυτόχρονα από 

ιό ηπατίτιδας C 

Οι 80-85 θα αναπτύξουν 
χρόνια ηπατίτιδα C 

Οι 15-20 θα απορρίψουν τον ιό σε 2-3 µήνες
(αλλά θα συνεχίσουν να φέρουν αντισώµατα 

για το ίδιο χρονικό διάστηµα) 

Περίπου 20 
δε θα 

αναπτύξουν 
καµία βλάβη 

στο ήπαρ 

Οι 80-85 θα παρουσιάσουν 
µακροχρόνια συµπτώµατα βλάβης 

του ήπατος 
(µετά από περίπου 13 χρόνια ) 
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1.1.4 Οδοί µετάδοσης του ιού C 
 
 
          Ο ιός  της ηπατίτιδας C µεταδίδεται κυρίως παρεντερικά µε τις παρακάτω  

διαδικασίες   

• Αίµα και παράγωγα του αίµατος 

• Αιµοκάθαρση � Μεταµοσχεύσεις 

• Βελόνες ναρκοµανών 

• Τατουάζ � εµβόλια 

     Ως αφανείς παρεντερικοί  µηχανισµοί διασποράς ενοχοποιούνται  κυρίως η 

• γενετήσια επαφή 

• ενδοοικογενειακή σχέση 

• περιγεννητική  (µητέρα � νεογνό )     

         Το γενικό συµπέρασµα που προκύπτει από την συνεκτίµηση των 

αποτελεσµάτων των διαφόρων επιδηµιολογικών µελετών σε παγκόσµια κλίµακα , 

είναι ότι ο κύριος τρόπος µετάδοσης του HCV είναι η απ�εύθειας  παρεντερική 

έκθεση . Ο κίνδυνος διασποράς µε τους  αφανείς παρεντερικούς δρόµους είναι 

υπαρκτός αλλά πολύ περιορισµένος και σαφώς δυσκολότερος από τον τρόπο 

µετάδοσης του HBV . Η µετάδοση µε γενετήσια επαφή είναι σπάνια .Η µετάδοση 

από µολυσµένους αλλά σταθερούς ερωτικούς συντρόφους, είτε ετερόφυλους ,είτε 

οµοφυλόφιλους είναι υπαρκτή  αλλά µικρή ,ενώ είναι υψηλότερη σε άτοµα µε 

πολλούς ερωτικούς συντρόφους (20) . 

                  Η πιθανότητα µετάδοσης από την µητέρα στο παιδί είναι µικρότερη απο 

6% ( 21 ). Σηµαντικό ρόλο φαίνεται να παίζει στην πιθανότητα µετάδοσης από την 

µητέρα στο νεογνό , το επίπεδο  ιαιµίας  στην µητέρα   Ο ιός µεταδόθηκε σε ποσοστό 

50% σε νεογνά που γεννήθηκαν από µητέρες µε τίτλο HCV � RNA 106/ml , σε σχέση 

Οι 20-25 θα αναπτύξουν κίρρωση 
ήπατος 

(µετά από διάστηµα 20 χρόνων) 

Οι 5-10 θα αναπτύξουν 
ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα 

(µετά από διάστηµα 25-30 χρόνων) 
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µε νεογνά που γεννήθηκαν από µητέρες µε αρνητικό HCV � RNA ή µε τίτλο 

µικρότερο από 10 6 / ml  ( 22 ).Παρά ταύτα τα παιδιά συνήθως αρνητικοποιούν το 

HCV-RNA 6-12 µετά τη γέννηση τους. Αντιθέτως δεν συσχετίζεται ο θηλασµός µε 

την µετάδοση του ιού από τη µητέρα στο βρέφος (23) 

                Υπάρχει ένα σηµαντικό ποσοστό ασθενών που δεν έχει κανένα απολύτως 

ιστορικό παρεντερικής ή άλλης πιθανής οδού µετάδοσης της νόσου . Η άγνωστης 

οδού µετάδοσης ηπατίτιδα C φέρεται σαν σποραδική ή ως αποκτηθείσα στην 

κοινότητα  HCV λοίµωξη . Η κατά καιρούς ενοχοποίηση κουνουπιών  και γενικώς 

αρθροπόδων οχηµάτων µεταφοράς και µετάδοσης του HCV  δεν έχει αποκλειστεί 

ούτε επιβεβαιωθεί 

 
 

1.2   ∆ιάγνωση HCV λοίµωξης 

 
 
 

            Οι εργαστηριακές µέθοδοι  που χρησιµοποιούνται και είναι αποδεκτές σήµερα 

για την ανίχνευση του ιού της ηπατίτιδας C , και για την ταυτοποίηση της λοίµωξης 

είναι κυρίως  

• Ανίχνευση αντισωµάτων ( αντι � HCV ) 

- Ανοσοενζυµικές µέθοδοι 2ης και 3ης γενεάς ( ELISA � 2 , ELISA � 3 ) 

-  Ανοσοαποτύπωµα ανασυνδυασµένων αντιγόνων ή και συνθετικών 

πεπτιδίων 2ης και    3ης γενεάς  ( RIBA � 2 , RIBA � 3 ) 

• Προσδιορισµός HCV RNA 

- Ποιοτική ή ποσοτική εκτίµηση µε RT � PCR 

- Ποιοτική εκτίµηση µε ΤΜΑ 

             -     Ποσοτική εκτίµηση µε bDNA         

• Ταυτοποίηση γονοτύπων 

• Βιοψία ήπατος 

 
 
                  Οι  ELISA δοκιµασίες είναι σχετικά φτηνές και εύκολες στη χρήση και 

συνιστώνται για αρχικό έλεγχο γενικού πληθυσµού. (18). Αυτές οι δοκιµασίες είναι 

αξιόπιστες στους περισσότερους ασθενείς και στο γενικό πληθυσµό, ενώ µπορούν να 

παρουσιάσουν πρόβληµα στους αιµοκαθαριζόµενους και στους 
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ανοσοκατεσταλµένους. Eνας ποιοτικός προσδιορισµός του RNA του HCV 

ενδείκνυται για τελική θετική επιβεβαίωση στα άτοµα αυτά. 

                  Σε υψηλής επικινδυνότητας πληθυσµούς και σε κλινικές δοκιµασίες όπου 

υποψιαζόµαστε παρουσία ηπατίτιδας C , τα θετικά ELISA πρέπει να επιβεβαιώνονται 

µε ποιοτικό προσδιορισµός του RNA του HCV. Σε ασθενείς µε αρνητική  ELISA 

δοκιµασία και χρόνια ηπατίτιδα άγνωστης προέλευσης , πρακτικά δηλαδή σε 

αιµοκαθαριζόµενους και ανοσοκατεσταλµένους πρέπει να γίνεται ποιοτική ανίχνευση 

του RNA του HCV (Σχήµα 3). Γονοτύπηση και ποσοτική εκτίµηση του RNA 

συνίσταται µόνο σε ασθενείς πριν την ένταξη τους σε κάποιο θεραπευτικό σχήµα. 

 
 
 

Σχήµα 3 : Αλγόριθµος για ασθενή µε χρόνια ηπατοπάθεια 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΣΘΕΝΗΣ ΜΕ ΧΡΟΝΙΑ ΗΠΑΤΟΠΑΘΕΙΑ

Αντι � HCV (ELISA � 2 ή 3) +

Βιοψία ήπατος 

PCR 

Θετικό Αρνητικό 

Παρακολούθηση ; Όχι HCV 
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1.2.1 Ανοσοενζυµικές µέθοδοι 2ης και 3ης γενεάς ( ELISA � 2 , ELISA � 3 
 

 

            Οι 2ης γενεάς ανοσοενζυµικές µέθοδοι ανιχνεύουν αντισώµατα από την core ( 

C22 ) και τις µη δοµικές περιοχές 3 και 4  . Στην ορολογική αυτή µέθοδο 

χρησιµοποιούνται 4 αντιγόνα (C22 ) , ( C33 ) , ( C �100 �3 ) και (5-11) . Είναι 

εύκολη στη χρήση και αξιόπιστη .  

           Σχετικά πρόσφατα εφαρµόστηκε και η 3ης γενεας ανοσοενζυµική µέθοδος η 

οποία διαφέρει απο την 2ης ότι ενσωµατώνει αντιγόνα απο την µη δοµική περιοχή 5 

(NS5) . Είναι πιο ευαίσθητη από την ELISA � 2 αλλά η ευαισθησία εµφανίζεται στην 

ικανότητα ανίχνευσης κυρίως των αντι- C33 (12,13) . 

 
 

1.2.2  Ανοσοαποτύπωµα ανασυνδυασµένων αντιγόνων ή και συνθετικών πεπτιδίων 
2ης    και    3ης  γενεάς  ( RIBA � 2 , RIBA � 3 ) 

 

            Το ανοσοαποτύπωµα ανασυνδυασµένων αντιγόνων ή και συνθετικών 

πεπτιδίων 2ης       γενεάς  ( RIBA � 2 )   , ελέγχει την παρουσία των αντισωµάτων 

έναντι των 4 αντιγόνων      (C22 ) , ( C33 ) , ( C �100 �3 ) και (5-11)  που 

χρησιµοποιεί και η ELISA - 2. Η RIBA � 3 διαφέρει από τη RIBA � 2 , διότι έχει 

επιπλέον ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες από την NS5  περιοχή , συνθετικά πεπτίδια 

από την core και  NS3 περιοχή και έτσι βοηθά να αποσαφηνιστούν πολλά αµφίβολα 

µε τη  RIBA � 2 δείγµατα  . Τα αντιγόνα στη δοκιµασία RIBA είναι καθηλωµένα σε 

ταινίες . Θετική θεωρείται η δοκιµασία όταν αντιδρά µε δυο τουλάχιστον ιικά 

αντιγόνα . Η RIBA  τεχνικές δεν αποτελούν πραγµατικές επιβεβαιωτικές δοκιµασίες , 

διότι είναι ορολογικές εργαστηριακές µέθοδοι που χρησιµοποιούν τα ίδια αντιγόνα 

του HCV που χρησιµοποιούν και οι ELISA τεχνικές και επιπλέον είναι 100-1000 

φορές λιγότερο ευαίσθητες από την ELISA  Η τεχνική όµως είναι τέτοια ώστε να 

αποφεύγονται οι ψευδοθετικές αντιδράσεις που οφείλονται σε 

υπεργαµµασφαιριναιµία . Καλύτερα να αποφεύγονται και σαν επιβεβαίωση να 

χρησιµοποιείται η PCR ( 24,25 ). 

 
1.2.3  Ποιοτική ή ποσοτική εκτίµηση µε RT - PCR 

 

              Πραγµατικά, επιβεβαιωτική διαγνωστική εξέταση αποτελεί ο προσδιορισµός 

του HCV � RNA µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης  ( PCR ) . Η άµεση 
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ανίχνευση των νουκλεϊνικών οξέων του HCV σε ανθρώπινα δείγµατα , που έχει 

καταστεί δυνατή µε τη χρήση τεχνικών µοριακής βιολογίας , αντανακλά την ύπαρξη 

και τον αριθµό των ιικών σωµατιδίων και δίνει κατευθείαν στοιχεία σε σχέση µε τον 

πολλαπλασιασµό του . 

           Οι τεχνικές PCR αποτελούν τις πιο ευαίσθητες µεθόδους ανίχνευσης HCV � 

RNA, επιτρέποντας  την  ανίχνευση πολύ χαµηλών συγκεντρώσεων .Υπάρχουν 

τεχνικές PCR που αναπτύσσουν µεµονωµένα εργαστήρια , ( in house PCR ) , και 

εµπορικά διαθέσιµα kit . 

            Οι in house PCR έχουν το πλεονέκτηµα ότι µπορούν δυνητικά να ανιχνεύσουν 

πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις ( 50 � 100 HCV copies / ml ) ( 26 ) καθώς και πολύ 

χαµηλό κόστος . Τα σηµαντικά µειονεκτήµατα των τεχνικών αυτών είναι η χαµηλή 

αξιοπιστία και επαναληψιµότητα . Σε έλεγχο που πραγµατοποιήθηκε το 1993 σε 31 

Ευρωπαϊκά Εργαστήρια για την αξιολόγηση  της in house PCR µόνο το16% επέτυχε 

την απολύτως ορθή αξιολόγηση όλων των δειγµάτων (27) . Από τους διάφορους 

παράγοντες που µπορούν να συµβάλλουν στην αξιοπιστία της µεθόδου είναι 

 

• Συνθήκες αποθήκευσης 

• ∆ιαχείριση ορών 

• Σχεδιασµός εκκινητών  

• Μεταβλητότητα βιοχηµικών αντιδράσεων  

• Επιµόλυνση προϊόντων αντίδρασης  

• Ανίχνευση αποτελέσµατος  

• Προσωπικό υψηλής εξειδίκευσης 

 

        Η ανάγκη να υπάρξουν µέθοδοι ευρέως διαθέσιµοι χωρίς τα παραπάνω 

προβλήµατα της ποιοτικής PCR , που θα µετρούν τα επίπεδα ιαιµίας και θα 

προσαρµόζουν την θεραπεία αναλόγως , οδήγησε στην ανάπτυξη των ποσοτικών 

µεθόδων ανίχνευσης του HCV RNA  

         Οι κύριες  εµπορικά διαθέσιµες µέθοδοι PCR  έχουν παρασκευασθεί από την 

εταιρεία Roche Diagnostics . Πρόκειται για την Amplicor HCV (ποιοτική PCR) και 

Monitor HCV ( ποσοτική PCR ) Οι δοκιµασίες αυτές συνδυάζουν την τεχνική της 

PCR ,µε τον υβριδισµό σηµασµένων ανιχνευτών ,που δίνουν φωτοµετρικά 

ανιχνεύσιµο προϊόν δυνάµενο να µετρηθεί ποσοτικά .  
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          Στην  ποσοτική PCR , ο καθορισµός της αρχικής ποσότητας των µορίων � 

στόχων στην αντίδραση επιτυγχάνεται µε την χρήση µιας συνθετικής αλληλουχίας , 

που χρησιµεύει σαν εσωτερικός µάρτυρας και πολλαπλασιάζεται µαζί µε την 

αλληλουχία στόχο .  

           Η ευαισθησία και η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου είναι πολύ υψηλή αφού 

ανιχνεύει µέχρι και 1000 copies / ml .Στα µειονεκτήµατα της µεθόδου είναι ότι  

υπερτιµά τις συγκεντρώσεις του HCV RNA ορού σε ασθενείς µε γονότυπο 2, 3, και 4 

. Επίσης δεν έχει καλή αξιοπιστία σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις , οπότε χρειάζεται 

αραίωση των δειγµάτων ( 29 ,  28 ) 

 
 

1.2.4  Ποσοτική εκτίµηση µε bDNA 
 

                Η πλέον χρησιµοποιούµενη στην κλινική πράξη µέθοδο ποσοτικού 

προσδιορισµού είναι η τεχνική του διακλαδιζόµενου DNA ( bDNA ) .Η εταιρεία 

Chiron Diagnostics διαθέτει εµπορικά την µέθοδο ( Quantiplex 2.0 ) . Η τεχνική αυτή 

δεν απαιτεί πολλαπλασιασµό της αλληλουχίας στόχου, αλλά βασίζεται στον 

πολλαπλασιασµό του σήµατος που παράγεται µε τον υβριδισµό των νουκλεικών 

οξέων του ιού µε ειδικούς ανιχνευτές και ένα συνθετικό µόριο διακλαδιζόµενου DNA 

(30). 

               Η ευαισθησία της φθάνει στα 200.000 HCV Eq /ml . Αξιοσηµείωτο είναι ότι 

οι µονάδες copies / ml και  Eq / ml που χρησιµοποιούνται για την µέτρηση του HCV 

RNA , δεν είναι ισοδύναµες και κατά συνέπεια η ακριβής σύγκριση της ευαισθησίας 

των τεχνικών Monitor HCV και bDNA δεν είναι δυνατή  

               Τα σηµαντικότερα πλεονεκτήµατα της bDNA Quantiplex 2.0 είναι η καλή 

αξιοπιστία και επαναληψιµότητα ανεξάρτητα από τον γονότυπο . ∆εν παρουσιάζει 

συχνές επιµολύνσεις λόγω της απουσίας PCR .Βέβαια η πρώτης γενεάς bDNA  1.0 

της ίδιας εταιρείας  είχε χαµηλότερη ευαισθησία ( 350.000 Eq / ml ) και 

υποεκτιµούσε το ιικό φορτίο σε ασθενείς µε γονότυπο 2 ή 3 γεγονός που δεν 

συµβαίνει για το δεύτερης γενεάς bDNA Quantiplex 2.0. Παρά ταύτα η τεχνική αυτή 

σήµερα εγκαταλείπεται λόγω χαµηλής ευαισθησίας. 

 

1.2.5 Ποιοτική εκτίµηση µε TMA 
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              Η ποιοτική µέθοδος προσδιορισµού ΤΜΑ (Transcription-mediated 

Amplification ) είναι µια ισοθερµική αυτοκαταλυόµενη µέθοδος ενίσχυσης του 

στόχου RNA που εµφανίσθηκε στην αγορά πρόσφατα .Βασίζεται στην δέσµευση των 

RNA του ιού σε µαγνητικά σφαιρίδια και στην µετέπειτα ενίσχυση τους µε Τ7 RNA 

πολυµεράσης. Στα πλεονεκτήµατα της µεθόδου συγκαταλέγονται υψηλή ευαισθησία 

93% και 100% για 25 και 50 copies / ml αντίστοιχα (121).Η ευαισθησία αυτή 

αναφέρεται ότι είναι ανεξάρτητη από το είδος του HCV γονότυπου. 

Περιληπτικά η αρχή της µεθόδου περιλαµβάνει τα εξής στάδια (122) : 

1. Προετοιµασία δείγµατος : 550 µl ορού µε ένα εσωτερικό control 

επωάζεται µε ένα αντιδραστήριο λύσης . Ακολούθως το RNA 

υβριδίζεται και προσδένεται σε ακινητοποιηµένα ολιγονουκλεοτίδια 

πάνω σε µαγνητικά σφαιρίδια , ενώ µε πολλαπλές εκπλύσεις 

αποµακρύνεται οτιδήποτε άλλο εκτός από το εσωτερικό control και 

το RNA στόχο. 

2. Ενίσχυση στόχου : Προσθήκη δύο ενζύµων (Reverse trancriptase και 

T7 RNA polymerase) και δυο primers οπου ο ένας περιέχει την 

αλληλουχία του Τ7 promotor . Ο εκκινητής που περιέχει το Τ7 

promotor υβριδίζεται στο RNA στόχο και ξεκινά η σύνθεση του c-

DNA µε την Reverse trancriptase. Η T7 RNA polymerase 

αναγνωρίζει τον Τ7 promotor και συνθέτει αντίγραφα. 

3. Ανίχνευση � Προσδιορισµός : Για την ανίχνευση χρησιµοποιούνται 

probes σηµασµενοι µε εστέρες ακριδίνης που υβριδίζονται στα 

αντίγραφα του στόχου και στα εσωτερικά controls. 
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1.2.6  Ταυτοποίηση γονοτύπων 
                  

            Η  γονοτύπωση των ιών της ηπατίτιδας  C µας δίνει πολύτιµες πληροφορίες 

για επιδηµιολογικές µελέτες αλλά δεν µας βοηθά στη διάγνωση του ιού . Γενικά είναι 

παραδεκτό ότι οι γονότυποι 1 και 4 δεν ανταποκρίνονται τόσο καλά στην θεραπεία 

,όσο οι γονότυποι 2 και 3 , αλλά αυτό δεν αποτελεί λόγο για να µην ενταχθούν σε 

θεραπευτικά σχήµατα οι παραπάνω γονότυποι. Αναλυτικά η µέθοδος περιγράφεται 

στο κεφάλαιο υλικά και µέθοδοι. 

 

1.2.7  Βιοψία ήπατος 
 

              Η βιοψία ήπατος τείνει να είναι απαραίτητο πλέον στοιχείο τόσο στην 

διάγνωση ,όσο και στην πορεία της νόσου . Μας δίνει πολύτιµες πληροφορίες για να 

εκτιµήσουµε την απόδοση θεραπευτικών σχηµάτων. Είναι ενδεδειγµένο και πολύτιµο 

να έχουµε βιοψία πριν ξεκινήσει οποιοδήποτε θεραπευτικό σχήµα. Η βιοψία ήπατος 

µας δίνει την δυνατότητα να βαθµονοµήσουµε την σοβαρότητα της νέκρωσης που 

έχει επιφέρει η ασθένεια και να σταδιοποιήσουµε την εξέλιξη της ίνωσης (31) . Η 

εικόνα που µας δίνει η βιοψία σε συνδυασµό µε την υπολογιζόµενη διάρκεια της 

νόσου , την κλινική εικόνα και τις βιοχηµικές ανωµαλίες µας οδηγεί στις αποφάσεις 

που θα πάρουµε για το θεραπευτικό σχήµα . Γενικά είναι παραδεκτό ασθενείς µε ήπια 

ή σοβαρή ίνωση να εντάσσονται σε θεραπευτικά σχήµατα 

 
1.2.8  Αξιολόγηση των ποσοτικών µεθόδων 

 
 

                  Το επίπεδο ευαισθησίας της ποσοτικής PCR Monitor είναι 500 � 1000 

αντίγραφα / ml και της bDNA  version 2 είναι 200.000 genome Eq / ml . Όµως δεν 

αντιπροσωπεύουν συγκρίσιµη ποσότητα HCV RNA  διότι δεν υπάρχει αντιστοιχία 

µεταξύ των µονάδων τους ( copies / ml , και genome Eq / ml ) .  Εµφανής είναι 

επίσης η έλλειψης διεθνούς δείγµατος αναφοράς. Φαίνεται όµως ότι η ευαισθησία της 

ποσοτικής PCR Monitor υστερεί στην ανίχνευση γονότυπων 2 και 3 , ενώ η bDNA �2 

, έχει διορθώσει αυτή την αδυναµία . Ενδιαφέρον εµφανίζει η ΤΜΑ µέθοδος που έχει 

δυνατότητα να ανιχνεύσει 25 και 50 copies / ml µε ευαισθησία 93% και 100% 

αντίστοιχα (121). Η ευαισθησία αυτή αναφέρεται ότι είναι ανεξάρτητη από το είδος 
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του HCV γονότυπου. Όµως η µέθοδος αυτή δεν έχει ακόµη εφαρµοστεί ευρέως στην 

πράξη. 

                Παρόλα αυτά η µέθοδος ποσοτικής PCR παρουσιάζει συνολικά υψηλότερη 

ευαισθησία από την µέθοδο ενίσχυσης σήµατος . Έχει βρεθεί ότι το 10�30% των 

ασθενών θετικών µε PCR είναι αρνητικοί στο bDNA   (32)  . Γενικά όλοι οι ασθενείς 

που είναι αρνητικοί µε την µέθοδο bDNA πρέπει να ελεγχθούν µε ποσοτική PCR για 

να αποκλεισθεί το ενδεχόµενο να έχουν χαµηλά επίπεδα ιαιµίας που δεν ανιχνεύονται 

µε τη λιγότερη ευαίσθητη µέθοδο .Η παράµετρος της ευαισθησίας είναι πολύ 

σηµαντική για να αξιολογηθεί η ανταπόκριση στην θεραπεία , αφού αν υπάρχουν 

έστω και χαµηλά επίπεδα ιαιµίας στους 3 µήνες µετά την έναρξη της θεραπείας µε 

IFN συνιστάται η διακοπή της ως µη αποτελεσµατική ( 18 ) . 

                Όσον αφορά στην ειδικότητα και αξιοπιστία των µεθόδων, η ποσοτική PCR 

Monitor εµπεριέχει όλους τους κινδύνους µίας PCR ,. Βέβαια η ποσοτική PCR 

Monitor εµπεριέχει ενδογενές σύστηµα περιορισµού των επιµολύνσεων και κατά 

συνέπεια των ψευδώς θετικών αντιδράσεων. Στα µειονεκτήµατα της µεθόδου είναι 

ότι  υπερτιµά τις συγκεντρώσεις του HCV RNA ορού σε ασθενείς µε γονότυπο 2, 3, 

και 4 . Επίσης δεν έχει καλή αξιοπιστία σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις , οπότε 

χρειάζεται αραίωση των δειγµάτων (29,28). 

                   Η  bDNA  τεχνική δεν παρουσιάζει προβλήµατα επιµολύνσεων επειδή 

δεν έχουµε πολλαπλασιασµό του σήµατος . Τα δείγµατα µπαίνουν και διαβάζονται εις 

διπλούν σύµφωνα µε τον κατασκευαστή , αυξάνοντας κατά πολύ την ειδικότητα της 

µεθόδου . Η συχνότητα των ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων αυξάνεται στην µέθοδο 

bDNA στους υπερλιπιδαιµικούς όρους και στα όρια ευαισθησίας της µεθόδου (cut � 

off) Στις δύο αυτές περιπτώσεις τα αποτελέσµατα πρέπει να ερµηνεύονται µε 

προσοχή . 

                          Απαιτείται προσοχή κατά την ερµηνεία των αποτελεσµάτων σε ορούς 

σε ασθενείς υπό θεραπεία , γιατί µπορεί να παρατηρηθούν ανακολουθίες των τίτλων 

µε την µέθοδο Monitor λόγω της σχετικά χαµηλής επαναληψιµότητας της µεθόδου . 

Έτσι συνιστάται οι τιµές του HCV RNA να εκφράζονται σε δεκαδικούς λογαρίθµους 

και να µην αξιολογούνται διαφορές µικρότερες από 0,5 log 

                 Προσοχή απαιτείται στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων σε δείγµατα µε 

πολύ υψηλό τίτλο πάνω από  5x105 αντίγραφα / ml για το  Monitor και πάνω από 

120x106 Eq / ml για το bDNA , αλλά  και σε δείγµατα που δεν ανήκουν στο γονότυπο 

1 αφού η αξιοπιστία και των  δύο µεθόδων σε αυτές τις περιπτώσεις µειώνεται . 
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               Η αξιοπιστία των αποτελεσµάτων εξαρτάται από την συλλογή και την 

φύλαξη των δειγµάτων .Τα δείγµατα πρέπει να φυλάσσονται στους  �70 0C , δεν 

πρέπει να παγώνουν και να ξεπαγώνουν , δεν πρέπει να είναι αιµολυµένα ούτε να 

χρησιµοποιείται ηπαρίνη για δείγµατα που θα ελεγχθούν µε PCR   . 

 
 
 
 

1.3 Γενετική ετερογένεια και ταξινόµηση σε γονοτύπους 

 
1.3.1 Εισαγωγή - βασικές έννοιες 

 
                  Μία κοινή φυσική ιδιότητα πολλών RNA ιών είναι η γενετική 

ποικιλοµορφία τους Και ο ιός της ηπατίτιδας C εµφανίζει υψηλό βαθµό  ετερογένειας 

, η οποία µπορεί να έχει σηµαντικές βιολογικές επιπτώσεις (33). Η ιική ετερογένεια 

οφείλεται στο γεγονός ότι ο πολλαπλασιασµός των RNA ιών είναι µια διαδικασία 

επιρρεπής σε σφάλµατα  για δυο λόγους  

1-  Υπάρχει σε σηµαντικό βαθµό η πιθανότητα σφάλµατος της RNA 

πολυµεράσης (42) .Συγκεκριµένα η συχνότητα εσφαλµένης 

ενσωµάτωσης νουκλεοτιδίων είναι 10-4  έως 10-5 ανά νουκλεοτιδική θέση 

,ανά κύκλο πολλαπλασιασµού του HCV   . 

2-  Η RNA πολυµεράση δεν διαθέτει διορθωτική εξωνουκλεάση , άρα είναι 

εµφανής η απουσία οιουδήποτε µηχανισµού διόρθωσης των σφαλµάτων 

κατά την διάρκεια του πολλαπλασιασµού .  

                   Η κατανοµή  των µεταλλαγών  κατά µήκος του γονιδιώµατος δεν είναι 

τυχαία .Κατά πρώτον εξαρτάται από την επίδραση που θα έχουν στην µεταγραφή του 

ιού .Μεταλλαγές που διαταράσσουν το κύκλο ζωής του ιού προφανώς δεν είναι 

βιώσιµες. Έτσι διαφορετικού βαθµού ετερογένεια έχει παρατηρηθεί στις διάφορες 

περιοχές του HCV γονιδιώµατος . Η  5�  µη �κωδικοποιούσα περιοχή , η NS4B  και η 

περιοχή  του πυρηνοκαψιδίου είναι οι  πιο συντηρηµένες περιοχές . Αντίθετα οι 

περιοχές του περιβλήµατος , οι περιοχές NS2 , NS4 , NS5A  και 3� NCR 

παρουσιάζουν  την µεγαλύτερη ποικιλοµορφία .  Στο πίνακα 1 συνοψίζεται η 

ετερογένεια ανά περιοχή στο γονιδίωµα (33). 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ  1  :   Κατανοµή ετερογενειας ανά περιοχή του γονιδιώµατος του HCV 
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ΠΕΡ 5΄ΝCRCORE E1 E2 NS2 NS3 NS4 NS5A NS5B 3�NCR

A 0.015- 0.3-7.8 1.2-9.8 0.7-15.7 0.7-13.2 0.3-10.3 0.17-11 0.3-10.3 0.4-7.5 0.1-0.7

B 1-3.3 9.0-13.0 24.2-30 23.7-29 26.0-32 20.0-23 10.3-24 23.7-30 16.5-20 14.2-38

C 5.5-12 15.7-19 33.3-45 29.5-36 40.0-45 29.8-32 29.7-40 35.3-40 29.0-31 30.3-73

 

          A : Επί της εκατό διαφορές  δειγµάτων που ανήκουν στο ίδιο υπότυπους (από 

υπότυπους 1a ,1b , 2a , 2b ,3a ,3b) 

          B :Επί της εκατό διαφορές  δειγµάτων που ανήκουν στο ίδιο τύπο αλλά 

διαφορετικούς υπότυπους (από υπότυπους 1a ,1b , 2a , 2b ,3a ,3b) 

          C : Επί της εκατό διαφορές  δειγµάτων που ανήκουν σε διαφορετικό τύπο (από 

υπότυπους 1a ,1b , 2a , 2b ,3a ,3b) 

 

                 Έτσι σαν επακόλουθο της χαµηλής ακριβείας του µηχανισµού του ιικού 

πολλαπλασιασµού , ο HCV δεν υπάρχει ποτέ in vivo σαν οµοιογενής πληθυσµός   

ταυτοσήµων RNA γονιδιωµάτων . Από το 1990 που προσδιορίστηκε όλο το 

γονιδίωµα ενός HCV ιού , γνωστού σαν HCV-US η HCV-1 έως σήµερα , έχουν γίνει 

σηµαντικές προσπάθειες ταξινόµησης των ιών  σε οµάδες (34) . Σήµερα η διεθνής 

επιστηµονική κοινότητα  έχει αποδεχθεί ένα σύστηµα κατάταξης πού βασίζεται σε 

µια τριπλή ιεραρχία . Κάνοντας sequencing στην core / E1  και  η  στην NS5B 

περιοχή  και στην συνέχεια  φυλογενετική ανάλυση έχουν αποδεχθεί :  

1)  Γονιδιακές αλληλουχίες που διαφέρουν περισσότερο από 68% ανήκουν 

σε διαφορετικούς τύπους . 

2)  Aλληλουχίες που παρουσιάζουν οµοιότητες µεταξύ 77 και 80% ανήκουν 

στον ίδιο τύπο. 

3)   Αλληλουχίες των οποίων  οι οµοιότητες στο γονιδίωµα είναι 

περισσότερες από 85% ανήκουν στον ίδιο  υπότυπο και µαζί µε 

συγγενείς υπότυπους συνιστούν τύπο  

Ο ιός έχει ταξινοµηθεί σε τέσσερις ιεραρχικά κατηγορίες ( 34 ) . Κάθε επίπεδο 

αποτελείται από ιούς που δεν είναι ταυτόσηµοι µεταξύ τους , αλλά ποικίλουν και 

µεταξύ των διαφόρων ατόµων  και στο ίδιο άτοµο . 

                  *Γονότυποι (genotypes) .  Έξη κύριοι γονότυποι (1 έως 6) έχουν 

περιγραφεί , που διαφέρουν περισσότερο από 30% της αλληλουχίας ολόκληρου του 

γονιδιώµατος τους .  
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                  *Υπότυποι (subgenotypes) Περισσότεροι από  70 υπότυποι είναι σήµερα 

γνωστοί που διαφέρουν περισσότερο από 20% . Αναγνωρίζονται µε την προσθήκη 

µικρών στοιχείων της αλφαβήτου (1a , 1b , 1c κλπ ) 

                  *Στελέχη (isolates) Ο όρος στελέχη , αν και ανακριβής , χρησιµοποιείται 

συχνά για να ορίσει το ιικό στέλεχος που υπάρχει σε κάθε ασθενή 

                   *Σχεδόν είδη (qausispecies) . Τα σχεδόν είδη συµπεριλαµβάνουν ένα 

κύριο γονιδίωµα, που είναι ποσοτικά κυρίαρχο , και µια πληθώρα λιγότερο 

σηµαντικών γονιδιωµάτων ,που αντιπροσωπεύουν ποικίλες αναλογίες του συνολικού 

πληθυσµού  

 

 
1.3.2   Μέθοδοι προσδιορισµού του γονότυπου 

 

               Η διαδικασία για τον προσδιορισµό γονότυπου HCV είναι η ανάλυση της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ολόκληρου του γονιδιώµατος του υπό έρευνα στελέχους 

, η συστοίχιση των αλληλουχιών µε άλλα χαρακτηρισµένα στελέχη και φυλογενετική 

ανάλυση αυτών των γονιδιωµάτων ( 34,35 ) . 
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             Έχει αποδειχθεί ότι η ανάλυση µικρών αλλά τεκµηριωµένης διακριτικής 

ικανότητας γι¨αυτό το σκοπό  τµηµάτων  του γονιδιώµατος του HCV , αποτελεί 

αξιόπιστη µεθοδολογία για την ταξινόµηση των στελεχών σε διάφορους γονότυπους . 

Τέτοια τµήµατα είναι οι περιοχές Ε1 και  τµήµα 340 bp του NS5B .  Ειδικά για την 

αλληλουχία των συγκεκριµένων 340 βάσεων του NS5B γονιδίου , η ανάλυση της 

κατανοµής συχνοτήτων των φυλογενετικών αποστάσεων πολλών διαφορετικών 

στελεχών του HCV , έδειξε ότι στελέχη που ανήκουν στον ίδιο υπότυπο έχουν 

εξελικτικές φυλογενετικές αποστάσεις <0,127 και στελέχη που ανήκουν στον ίδιο 

τύπο <0,328, αντίστοιχα ( 36 ). Αυτές  οι φυλογενετικές  αποστάσεις µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν σαν αξιόπιστα αριθµητικά όρια για την ταξινόµηση των διαφόρων 

στελεχών σε τύπους και υπότυπους  

            Από πρακτική άποψη η ανάλυση της αλληλουχίας DNA των συγκεκριµένων 

τµηµάτων του γονιδιώµατος του HCV   που προαπαιτείται της φυλογενετικής 

ανάλυσης ,είναι ακριβή και εξειδικευµένη µέθοδος µε περιορισµένη  χρήση . Γι αυτό 

έχουν αναπτυχθεί δύο κατηγορίες τεχνικών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον 

προσδιορισµό του γονότυπου του HCV στον ορό αίµατος των ασθενών . 

1) Τεχνικές µε βάση την µοριακή βιολογία 

2) Τεχνικές ορολογικού προσδιορισµού 

 

 

 

1 ) Τεχνικές µε βάση την µοριακή βιολογία 

 

 

        Ι)    Η ανάλυση γίνεται µετά από δύο διαδοχικές PCR της περιοχής core  του 

HCV  , χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές (primers) για κάθε γονότυπο ( 37 ) . Η 

τεχνική αυτή είναι επίπονη και έχει υψηλό ποσοστό διασταυρούµενης ενίσχυσης του 

DNA , άρα µη ειδικό προσδιορισµό γονοτύπου . 

      ΙΙ)   ∆ιενέργεια  RT - PCR  , χρήση ενδονουκλεασών περιορισµού  και ανάλυση 

των πολυµορφισµών της σχετικά σταθερής γενετικά 5΄ µη κωδικογραφουσας 

περιοχής  (5΄ NC ).  Η τεχνική είναι εύχρηστη και χαµηλού κόστους όµως δεν 

κυκλοφορεί σε µορφή τυποποιηµένου αντιδραστηρίου . 

      ΙΙΙ) ∆ιενέργεια  RT - PCR , ανάλυση µε την µέθοδο του αντίστροφου υβριδισµού 

και χρήση ειδικων για κάθε γονότυπο ολιγονουκλεοτιδίων υβριδισµού ( probes ) που 
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αντιστοιχούν σε αλληλουχίες είτε της 5΄NC( INNO - LiPA , Innogenetics, Gent 

Belgium ) είτε της 5´NC και Core περιοχής  του γονιδιώµατος του HCV (Gen . 

EtikTM DEIA HCV , DiaSorin , Saluggia , Italy ) . Οι τεχνικές αυτές είναι 

τυποποιηµένες και εµπορικά διαθέσιµες (38). 

      ΙV)   Πρόσφατα έχει αναπτυχθεί µια τυποποιηµένη µέθοδος άµεσης ανεύρεσης 

και χαρακτηρισµού της αλληλουχίας νουκλεοτιδίων της 5΄NC  και της NS5B  

περιοχής του γονιδιώµατος του HCV  ( Tru  GeneTM , Visible Genetics Inc. Toronto, 

Ontario) . 

       

 

 

2 ) Τεχνικές ορολογικού προσδιορισµού 

 

 

            Οι τεχνικές ορολογικού προσδιορισµού βασίζονται στην ανίχνευση 

αντισωµάτων που υπάρχουν στους ασθενείς µε λοίµωξη C , σαν ειδική ανοσολογική 

απόκριση έναντι ειδικών για κάθε γονότυπο του HCV επιτόπων των πρωτεϊνών NS4  

και Core . 

             ∆ύο τεχνικές έχουν αναπτυχθεί  , µε βάση ανταγωνιστική ΕΙΑ ( Murex HC 1-

6 Serotyping Assay , Murex Diagnostics LtD , Dartford , UK ) και η 

ανοσοαποτύπωση (RIBATM HCV Serotyping Assay , Chiron Diagnostics , 

Emeryville California ) . Οι µέθοδοι ορολογικού  προσδιορισµού έχουν ευαισθησία 

κυµαινόµενη από 85% έως 90% σε σύγκριση µε τις µεθόδους µοριακής βιολογίας . Η 

ταυτότητα αποτελέσµατος σε σύγκριση µε τις µεθόδους αυτές είναι 95% κατά µέσον 

όρο , για δείγµατα που µπορούν  να τυποποιηθούν (39) . 

 

 

1.3.3  Γεωγραφική κατανοµή γονότυπων 
 
 
                 Η συσσώρευση των µεταλλαγών , η επιλογή των πλέον προσαρµοσµένων 

ιικών στελεχών ,και η µετάδοση των αντιστοίχων γονιδιωµάτων  µε την πάροδο  του 

χρόνου εντός συγκεκριµένων γεωγραφικών περιοχών , η επιδηµιολογικών οµάδων, 

συνετέλεσαν στην προοδευτικά χρονική γενετική διαφοροποίηση � απόσχιση των 
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γονοτύπων του HCV από το αρχέγονο στέλεχος του ιού , σαν φυσική συνέπεια µιας 

κλασσικής εξελικτικής διαδικασίας . 

                  Κάποιοι γονότυποι  αρχικά περιορισµένοι σε γεωγραφικά αποµονωµένες 

οµάδες πληθυσµού ενδέχεται να διαδόθηκαν εξαιτίας πληθυσµιακών επιµειξιών και 

ανάδυσης νέων αποτελεσµατικών τρόπων µετάδοσης του ιού .  

                  Η µετάγγιση αίµατος για παράδειγµα , φαίνεται να ευθύνεται για την 

παγκόσµια διάδοση του γονότυπου 1b  , που έχει πιθανώς την προέλευση του στην 

κεντρική η ∆υτική Αφρική . Η χρήση ενδοφλεβίων τοξικών ουσιών συσχετίζεται µε 

την µετάδοση του γονότυπου  3 a , που φαίνεται να προήλθε από την Ινδία η τη 

Νότιο-Ανατολική Ασία (40). 

                      Η γνώση της γεωγραφικής κατανοµής των γονότυπων παρέχει 

πληροφορίες όχι µόνο σε σχέση µε την αρχική εµφάνιση του ιού και τους τρόπους 

µετάδοσης του αλλά και σηµαντικές πληροφορίες σε σχέση µε την ανάπτυξη 

εµβολίων . Από επιδηµιολογικές µελέτες γνωρίζουµε ότι 

• Στην ∆υτική Ευρώπη και στις Ηνωµένες πολιτείες κυριαρχούν οι γονότυποι  1,2 

και 3 αν  και η συχνότητα τους ποικίλλει 

• Στη   Νότια και Ανατολική Ασία συχνότερα απαντάται ο γονότυπος 1b 

• Στη Μέση  Ανατολή όπως και στην Βόρεια και Κεντρική Αφρική επικρατεί ο 

γονότυπος 4 

•  Στη Νότιο Αφρική , πολύ συχνός είναι ο γονότυπος 5 που περιορίζεται σε αυτή 

τη γεωγραφική περιοχή  

• Ο γονότυπος 6 απαντάται µόνο στην Νότιο � Ανατολική Ασία (40). 

 

 
 
 

1.4  Σχεδόν � είδη ή παρόµοια γονιδιώµατα του HCV (quasispecies) 

 

1.4.1 Ορισµός - βασικές έννοιες 
 

               Ο ιός HCV , όπως και άλλοι RNA ιοί υφίσταται µεγάλο αριθµό λαθών κατά 

τη διάρκεια του πολλαπλασιασµού των , µε συνέπεια να συνυπάρχει ένας µεγάλος 

αριθµός στενά συσχετιζόµενων γονιδιωµάτων  αλλά γενετικά διακριτών στον ίδιο 
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ασθενή .Έτσι σε κάθε C λοίµωξη ενυπάρχουν παρόµοια γονιδιώµατα που 

παρουσιάζουν γενετική οµολογία νουκλεοτιδίων 95% - 99% .  

             Αυτή η διασπορά µη-οµοίων αλλά παροµοίων εξαιτίας των µεταλλαγών 

γονιδιωµάτων του ιού ορίζεται ως σχεδόν είδη (quasispecies ) . Είναι µια σύνθετη και 

εξελικτικά δυναµική γενετική κατανοµή , η οποία προσδίδει στον ιό σηµαντικό 

πλεονέκτηµα επιβίωσης κατά την διαδικασία  της µοριακής του εξέλιξης . 

             Η παρουσία τους προσφέρει ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα επιβίωσης  καθόσον 

η ταυτόχρονη παρουσία πολλαπλών γονιδιωµάτων και η ταχεία αναπαραγωγή νέων 

διευκολύνει την επιλογή µεταλλαγµένων γονιδιωµάτων µε καλύτερη 

προσαρµοστικότητα σε κάθε νέα περιβαλλοντική συνθήκη. Τα πλέον λοιµογόνα 

γονιδιώµατα επιλέγονται από την ικανότητα πολλαπλασιασµού τους , καθώς και από 

την πίεση επιλογής που εξασκείται από τα κύτταρα του ξενιστή και την ανοσολογική 

απόκριση .Εκλεκτική και ανοσολογικής φύσης , πίεση επιλογής εξασκείται σε 

περιοχές που κωδικογράφουν κυτταροτοξικούς  και αδρανοποιητικούς επιτόπους . 

Για παράδειγµα , η περιοχή HVR1 του γονιδιώµατος εδράζεται στο 5΄ άκρο του 

γονιδίου Ε2 του περιβλήµατος του ιού και κωδικογραφεί 27 αµινοξέα που αποτελούν 

τον κύριο στόχο των αδρανοποιητικών  αντισωµάτων έναντι του HCV . Είναι η 

περιοχή που χρησιµοποιήθηκε στις µελέτες για να µεγιστοποιήσει την ανίχνευση 

πολλαπλών σχεδόν � ειδών (41) .   

              Η ετερογένεια των παρόµοιων γονιδιωµάτων οφείλεται στην σηµαντική 

πιθανότητα σφάλµατος της RNA � εξαρτώµενης RNA πολυµεράσης που όπως 

έχουµε ήδη αναφέρει κωδικογραφείται από το γονίδιο NS5B (42). Εποµένως σε ένα 

άτοµο µε HCV λοίµωξη , ο ρυθµός µε τον οποίο επισωρεύονται οι µεταλλαγές κατά 

την διαδικασία του πολλαπλασιασµού του ιού , εξαρτάται από το επίπεδο πιστότητας 

της ιικης RNA πολυµεράσης  και την ιδιαίτερη κινητική � δυναµική 

πολλαπλασιασµού του κάθε στελέχους του ιού 

             Κατά την περίοδο της HCV λοίµωξης τα παρόµοια γονιδιώµατα του ιού είναι 

σε ένα στάδιο δυναµικής εξελικτικής ισορροπίας σε κάθε δεδοµένη χρονική στιγµή . 

Η σύσταση τους µπορεί να αλλάξει σε µικρό ή µεγάλο βαθµό από αλλαγές στο 

µικροπεριβάλλον του ιού . Τέτοιες αλλαγές περιλαµβάνουν : 

• Σύνθετες βιοχηµικές αλληλεπιδράσεις µε το ξενιστή 
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• Άλλες λοιµώξεις 

• Φάρµακα ή αντιική θεραπεία 

 

1.4.2  Κλινική σηµασία των παρόµοιων γονιδιωµάτων του HCV 

1) Εµµένουσα λοίµωξη 

Μετά την οξεία φάση της λοίµωξης , ο πολλαπλασιασµός του HCV  εµµένει στο 

85% των περιπτώσεων , µε αποτέλεσµα την εξέλιξη σε χρόνια ηπατοπάθεια . Η 

παρουσία των quasispecies φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο . Η εµµένουσα 

ιαιµία συσχετίζεται µε την πρώιµη γενετική πολυπλοκότητα , σε αντίθεση µε την 

αυτόµατη κάθαρση του ιού που συναρτάται µε γενετική οµοιογένεια (43). 

Κατά τον πολλαπλασιασµό του ιού νέα γονιδιώµατα παράγονται ικανά να 

διαφεύγουν την άµυνα του ξενιστή . Κύρια αιτία για την εξέλιξη αυτή είναι η υπέρ 

µεταβλητή περιοχή 1 (HVR1) . Η HVR1 ευρίσκεται στο 5΄ άκρο του δεύτερου 

γονιδίου του περιβλήµατος  (Ε2) ,και αποτελεί ένα από τους κύριους στόχους των 

αδρανοποιητικων αντισωµάτων . Η HVR1 όµως επιδεικνύει ανοχή στις περισσότερες 

υποκαταστάσεις αµινοξέων Έτσι κατά την διάρκεια του πολλαπλασιασµού του ιού 

παράγονται συνεχώς νέα γονιδιώµατα µε ιδιαίτερες HVR1 αλληλουχίες 

Είναι σήµερα αποδεκτό ότι η εµµένουσα λοίµωξη προκύπτει τουλάχιστο κατά ένα 

µεγάλο βαθµό από την συνεχή παραγωγή νέων µεταλλαγµένων στην HVR1 περιοχή 

γονιδιωµατων  και της συνεχούς επιλογής εκείνων που διαφεύγουν  την 

εξουδετέρωση από τα αδρανοποιητικά αντισώµατα (41) .  

2) Κυτταρική διαµερισµατοποίηση των quasispecies 

          Ο πολλαπλασιασµός του HCV  λαµβάνει χώρα κυρίως στο ήπαρ . Όµως 

,πειραµατικά δεδοµένα βασιζόµενα σε ανίχνευση αρνητικών ελίκων του HCV � RNA 

, που αποτελούν ενδιάµεσες µορφές κατά τον πολλαπλασιασµό του ιού , 

υποδεικνύουν και εξωηπατικά σηµεία πολλαπλασιασµού. Φαίνεται ότι ο HCV 

πολλαπλασιάζεται τουλάχιστο σε κάποια µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού 

αίµατος (PBMCs)  (44). 
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         Έχει αποδειχθεί ότι παρόµοια C γονιδιώµατα που ανιχνεύθηκαν και 

χαρακτηρίστηκαν από διαφορετικά διαµερίσµατα , όπως ήπαρ , ορός του αίµατος και 

τα PBMCs  του ίδιου ασθενή κατά την ίδια χρονική στιγµή , έχουν διαφορετικές 

αλληλουχίες , αν και η φυλογενετική τους ανάλυση καταδεικνύει την στενή τους  

σχέση και την προέλευση τους από το ίδιο λοιµώδες στέλεχος  

        Η διαµερισµατοποίηση αυτή των διαφόρων παροµοίων HCV γονιδιωµάτων 

πιθανόν να οφείλεται σε διαφορές στην κινητική της κάθε αλληλουχίας στα διάφορα 

διαµερίσµατα ή σε διαφορετικό ιστικό � κυτταρικό τροπισµό 

3) Επίδραση των quasispecies στην αντιική θεραπεία 

      Η γενετική πολυπλοκότητα των παρόµοιων HCV γονιδιωµάτων στην έναρξη της 

θεραπείας  είναι ένας σηµαντικός παράγοντας ιολογικής απόκρισης στην 

µονοθεραπεία µε IFN � α . Μόνο σε ασθενείς µε µικρού βαθµού γενετική 

πολυπλοκότητα και εντροπία , επιτυγχάνεται πλήρης και διαρκής κάθαρση του HCV 

(45) 

        Σε ασθενείς µε µεγάλου βαθµού εντροπία των quasispecies είναι σπανιότατη η 

πλήρης και διαρκή κάθαρση του ιού . Αυτό δικαιολογείται από το γεγονός ότι 

υπάρχει πάντα η πιθανότητα ένα από τα γονιδιώµατα να διαφύγει τη δράση της IFN � 

α και να αναδειχθεί ως κυρίαρχο . Συγχρόνως συντελούνται και σηµαντικές αλλαγές 

στη σύσταση των παροµοίων HCV γονιδιωµάτων σε διάφορες περιοχές του ιού όπως 

η HVR1 , NS5A , και η  5΄NC 

 
 

1.5   Αντιική θεραπεία και παράγοντες που την επηρεάζουν 

 

1.5.1 Εισαγωγή- Στόχοι της θεραπείας 
 
 

                      Τα περισσότερα άτοµα που έχουν µολυνθεί από τον ιό HCV έχουν 

χρόνια  ενεργό ηπατίτιδα , που µπορεί να εξελιχθεί σε κίρρωση και ηπατικό 

καρκίνωµα . Στις βιοµηχανικές χώρες της ∆ύσης ο θεωρητικά υπολογιζόµενος  

επιπολασµός είναι 1% έως 2% .Έως σήµερα το µόνο εγκεκριµένο φάρµακο για τη 

θεραπεία των χρόνιων HCV λοιµώξεων  είναι η Ιντερφερόνη άλφα (IFN). Όµως τα 
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αποτελέσµατα της θεραπείας είναι απογοητευτικά. Σε µετα-ανάλυση θεραπευτικών 

µελετών µε IFN σε ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα C , το ποσοστό των πλήρως 

βιοχηµικά ανταποκρινόµενων ασθενών δεν υπερέβαινε το 22% (46) Συνολικά είναι 

σήµερα αποδεκτό ότι ποσοστό ασθενών όχι µεγαλύτερο από 8-12% παρουσιάζουν 

πλήρη και διαρκή ιολογική ανταπόκριση µετά από θεραπεία (101,107,108,109) . 

                    Ο λόγος για τον οποίο το µεγαλύτερο ποσοστό των ασθενών ανθίσταται 

στη θεραπεία παραµένει υπό διερεύνηση . Αρκετοί παράγοντες έχουν επισηµανθεί 

που µπορούν να προβλέψουν την διαρκούσα ιολογική ανταπόκριση στην IFN . Η 

ηλικία , η παρουσία κίρρωσης του ήπατος στη βιοψία , ο τίτλος των IGM anti-HCV 

core , αλλά και αµιγώς ιολογικές παράµετροι  όπως ιαιµία , ο γονότυπος του ιού και η 

γονιδιακή ετερογένεια της υπερµεταβλητής περιοχής (HVR1) του γονιδιώµατος του 

ιού HCV έχουν κατά καιρούς µελετηθεί ( 47-54 ). Η µη προφανής συσχέτιση κάποιου 

από τους παραπάνω παράγοντες έχει οδηγήσει τους ερευνητές στο ερώτηµα αν 

ενδογενή χαρακτηριστικά στελεχών του HCV επιδίδουν την ευαισθησία ή την 

ανθεκτικότητα  στη θεραπεία µε IFN . 

                    Οι στόχοι της θεραπείας στη χρονία ηπατίτιδα C είναι να µειωθεί η 

βιοχηµική δραστηριότητα της νόσου , να επέλθει αν είναι δυνατόν ιολογική κάθαρση, 

να βελτιωθεί η ιστολογική εικόνα και να προληφθεί η εξέλιξη σε τελικού σταδίου 

ηπατική ανεπάρκεια η ακόµη και σε ηπατοκυτταρικό καρκίνο . Τελικός βέβαια 

στόχος είναι η µείωση της θνητότητας από την νόσο. 

 

 

1.5.2  Τα φάρµακα που διαθέτουµε και οι µηχανισµοί δράσης τους  
 

 
 
                     Οι φορείς της ηπατίτιδας C σε παγκόσµια κλίµακα ανέρχονται σε 

250Χ106 άτοµα Ένα ποσοστό 80% θα αναπτύξει χρόνια ενεργό ηπατίτιδα (18). Λόγω 

του µεγέθους του προβλήµατος γίνονται συνεχώς προσπάθειες µε διάφορες ουσίες µε 

στόχο την ίαση . Όµως αυτό που έως τώρα έχει επιτευχθεί είναι η αδρανοποίηση του 

ιού και όχι η πλήρης εξαφάνισης του από τα ανθρώπινα κύτταρα (ηπατοκύτταρα , 

λεµφοκύτταρα κ.λ.π) και αυτό σε κάποιο ποσοστό άρρωστων. 

                    Οι ουσίες που έχουν χρησιµοποιηθεί στην προσπάθεια αδρανοποίησης 

του HCV είναι : ιντερφερόνες , ριµπαβιρίνη , θυµοσίνη a1 , ιντερλευκίνη-2 , 
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αναστολείς πρωτεασών , αντιχολοστατικά φάρµακα  (UDCA), πεγκυλιωµένες 

ιντερφερόνες (PEG-IFN) , antisense ολιγονουκλεοτίδια (ODN) ,  κ.λ.π 

                     Όµως αποτελεσµατικότερα αποδεικνύονται τα σχήµατα που 

περιλαµβάνουν συνδυασµό ενός φαρµάκου µε ιντερφερόνη όπως αναλύονται σε 

επόµενο κεφάλαιο. 

 

1.5.2 Α   Iντερφερόνες (Interferons)  
 

                      Οι ιντερφερόνες  είναι σύνθετη οµάδα από µικρές , φυσικά υπάρχουσες 

πρωτείνες η γλυκοπρωτείνες , µε µη ειδική αντιιική  δράση σε οµόλογα κύτταρα. 

Υπάρχουν τρεις τύποι ιντερφερόνης που διακρίνονται µε βάση την κυτταρική τους 

προέλευση (alpha, beta, gamma) (55) 

                * H alpha � ιντερφερόνη είναι ανθρώπινη πρωτείνη που παράγεται από 

αρκετούς τύπους κυττάρων ( µακροφάγα , κύτταρα null ) , σαν απάντηση σε κάποιο 

ιικό η αντιγονικό ερεθισµό. Σαν φάρµακο έχει ευρεία χρήση και παράγεται είτε µε 

την τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA   (α-2α η α-2β) είτε από καλλιέργειες 

λεµφοκυττάρων (λεµφοβλαστοειδής  - α1) . 

            *Η beta � ιντερφερόνη παράγεται φυσικά από τους ινοβλάστες µετά από ιικό 

ερεθισµό και για φαρµακευτική χρήση µε τη τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA. 

Έχει  παρόµοια δράση µε την α-ιντερφερόνη . 

             *Η  gamma � ιντερφερόνη παράγεται από βοηθητικά Τ λεµφοκύτταρα και 

έχει έντονη ανασοτροποποιητική δράση αλλά περιορισµένη αντιική δράση .  

                     Από τους τρεις τύπους αυτός  που κυρίως  χρησιµοποιείται για θεραπεία 

είναι οι alpha - ιντερφερόνες 

 

  
Οι κυριότερες δράσεις της alpha � ιντερφερόνης 
 

Η alpha � ιντερφερόνη δρα µέσω επιφανειακών υποδοχέων και επάγει ένα  σύνολο  

ενδοκυττάριων ενζύµων  ( 56 ) .Οι κυριότερες δράσεις της alpha � ιντερφερόνης είναι  

            * Κυτταροτοξική  - κυτταροστατική . Πιθανολογείται ότι αναστέλλει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό , επάγοντας  ένζυµα όπως η φωσφοδιεστεράση , η 

πρωτεϊνική κινάση και η 2� , 5� �ολιγο-αδενυλική συνθετάση   ( 57 ). Τα ένζυµα αυτά 

είναι γνωστό ότι µειώνουν  η αναστέλλουν τη σύνθεση  του RNA και του DNA κατά 

την µεταµιτωτική περίοδο υποχρεώνοντας έτσι το κύτταρο είτε να µπει σε φάση 



 

 39

ηρεµίας είτε να εξακολουθήσει τον αναπαραγωγικό του κύκλο µε εξαιρετικό βραδύ 

ρυθµό ( 58 ). Ακόµη η alpha � ιντερφερόνη µπορεί να αναστέλλει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό δρώντας ως αρνητικός αυξητικός παράγοντας ,ο οποίος αναστέλλει 

την έκφραση των κυτταρικών ογκογονιδίων 

            *Ανοσο-τροποποιητική .Πιθανοί µηχανισµοί δράσης είναι η αύξηση της 

έκφρασης των HLA αντιγόνων στα µολυσµένα κύτταρα και η αύξηση της 

κυτταροτοξικότητας των Τ � λεµφοκύτταρων και των φυσικών φονικών κυττάρων 

.Όµως η άνοσο-τροποποιητική δράση των ιντερφερονων φαίνεται να ακολουθεί ένα 

διττό τρόπο δόσης � ανταπόκρισης . Ανάλογα µε την δοσολογία και τον χρόνο 

χορήγησης τους οι ιντερφερόνες µπορεί να αυξάνουν είτε να µειώνουν την 

κυτταροτοξική δραστηριότητα των Τ-λεµφοκυττάρων  , των φυσικών φονικών 

κυττάρων και των µακροφάγων καθώς και να αυξάνουν η να µειώνουν την 

δραστηριότητα των Β-λεµφοκυττάρων   ( 59 , 60 ).    

            *Αντι-ιική . Πιθανός µηχανισµός δράσης  η αναστολή της σύνθεσης των ιικών 

πρωτεϊνών . Η ιντερφερόνη συνδέεται µε την κυτταρική µεµβράνη ενός µη 

µολυσµένου κυττάρου µέσω ειδικού υποδοχέως , και δραστηριοποιεί το κύτταρο 

έναντι ενδεχόµενης προσβολής του από ιό , ενεργοποιώντας τα υπεύθυνα γονίδια για 

την παραγωγή ισχυρών αντί-ιικών ουσιών (ενζύµων) . Οι αντί-ιικές αυτές ουσίες 

πιστεύεται ότι παρεµβάλλονται στην πορεία σύνθεσης των πρωτεϊνών του ιού η ότι 

καταστρέφουν το πυρηνικό οξύ του ιού ( 61 ) . 

 

Η δράση της ιντερφερόνης στη χρόνια ηπατίτιδα C δεν είναι γνωστή. Φαίνεται ότι 

υπερτερεί η αντί-ιικη δράση έναντι της ανοσολογικής , ανοσοδιεγερτικής αφού µετά 

την έναρξη της θεραπείας δεν εµφανίζεται έξαρση της νόσου 

 

Προγνωστικοί δείκτες  καλής ανταπόκρισης στην ιντερφερόνη   στη χρονία ηπατίτιδα 
C κατά την έναρξη της θεραπείας 

 
 
 
Οι προγνωστικοί δείκτες  είναι δυνατόν να ταξινοµηθούν σε δύο κατηγορίες  

· Παράγοντες που έχουν σχέση µε τον ξενιστή 

- Νεαρή ηλικία 

- Βραχεία διάρκεια νόσου 

- Γυναικείο φύλο 
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- Απουσία κίρρωσης( 47 ) 

- Χαµηλό Σωµατικό βάρος 

- Χαµηλές τιµές γ-GT( 48 ) 

- Χαµηλός ιστολογικός δείκτης ( 49 ) 

- Χαµηλή περιεκτικότητα σιδήρου στην ηπατική βιοψία( 50 ) 

· Παράγοντες που έχουν σχέση µε τον ιό 

��Χαµηλό ιικό φορτίο(  51,52,53 ) 

��Απουσία µεγάλου αριθµού σχεδόν ειδών(quasispecies) ( 62 ) 

��Παρουσία γονότυπων 2 και 3 ( 47,54 ) 

��Παρουσία πολλαπλών µεταλλαγών στην περιοχή NS5A (2209-2248) για 

τον 1b γονότυπο ( 63 ) . 

��Παρουσία αντισωµάτων ΙgM διαφόρων περιοχών του ιού 

 

                       Από τους παραπάνω προγνωστικούς δείκτες πιο αξιόπιστοι θεωρούνται 

το χαµηλό ιικό φορτίο , η απουσία κίρρωσης και η απουσία γονότυπου 1 ( 64 ). Οι 

γονότυποι από την άλλη µεριά , αν και έχουν συζητηθεί πολύ , είναι πιθανόν να µην 

αποτελούν ανεξάρτητους προγνωστικούς παράγοντες στην ανταπόκριση στη 

θεραπεία . Πολλοί ερευνητές συσχετίζουν τον γονότυπο 1 µε µεγαλύτερο ιικό φορτίο 

( 65 ) και βαρύτερη ηπατική νόσο ( 66 ) , που είναι γνωστό ότι σχετίζονται µε 

πτωχότερη απάντηση στη θεραπεία . 

                         Τα αντισώµατα IgM κατά διαφόρων περιοχών του ιού έχουν κατά 

καιρούς συσχετισθεί µε την ανταπόκριση στη θεραπεία. Το IgM anti-c100-3 όταν 

είναι θετικό προ της θεραπείας , συσχετίζεται µε καλή ανταπόκριση. Η εξαφάνιση 

του στο τέλος της θεραπείας έχει συσχετισθεί µε µόνιµη µακρόχρονη ανταπόκριση ( 

67, 68 ) . Από την άλλη πλευρά όµως απουσία του IgM anti-core προ της θεραπείας 

έχει συσχετισθεί µε µόνιµη ανταπόκριση ( 48, 69, 70 ) . Αν και πολλές είναι οι 

ερευνητικές εργασίες που δηµοσιεύονται κάθε χρόνο  και αφορούν την πρόγνωση του 

αποτελέσµατος της θεραπείας στη χρόνια ηπατίτιδα C , τα αποτελέσµατα δεν 

φαίνεται να είναι άµεσα εφαρµόσιµα στη θεραπεία .  

 

1.5.2Β  Ριµπαβιρίνη (Ribavirin) 
 
 
                    Η Ριµπαβιρίνη (1-beta-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4-trazole-3-carboxamide) 

είναι γνωστή από το 1972 , οπότε επιτεύχθηκε η σύνθεση της  . Έχει ευρεία δράση 



 

 41

έναντι αρκετών DNA  και RNA ιών συµπεριλαµβανοµένων αυτών της οµάδας 

flavivirus  ( 72,73 )  Η αποτελεσµατικότητα της έχει δειχθεί σε κλινικές µελέτες 

έναντι ανθρωπίνων ιών όπως influenza A και  B , Lassa fever , respiratory syncytial 

virus .  

                      Η ριµπαβιρίνη είναι υδατοδιαλυτή νουκλεοσίδη ανάλογος της 

γουανοσιδης . Ο µηχανισµός δράσης της είναι εν πολλοίς άγνωστος . Πιθανολογείται 

οτι µειώνει την ενδοκυττάριο δεξαµενή της τριφωσφορικης γουανοσίδης µε 

αποτέλεσµα την σύνθεση RNA µε παθολογική 5΄cap δοµή , είτε ότι έχει άµεση 

κατασταλτική δράση στην ενεργοποίηση της ιικής RNA πολυµεράσης. Ενδεχόµενα 

να τροποποιεί την ανοσολογική απάντηση αναστέλλοντας τη δράση των Th2 

κυτταροκινών ( 73 ).  

                   Από πλευράς φαρµακοκινητικής έχει γρήγορη απορρόφηση , καλή 

βιοδιαθεσιµότητα , ρυθµό αποµάκρυνσης 6-14 ηµέρες και ψηλή συγκέντρωση στα 

ερυθρά αιµοσφαίρια . Η µονοθεραπεία µε ριµπαβιρίνη βελτιώνει τα επίπεδα των 

αµινοτρανσφερασών , αλλά δεν έχει καµία επίδραση στα επίπεδα του HCV RNA ( 71 

).    

             Ο Lee et al(71) µελέτησαν την επίδραση ριµπαβιρίνης στο ιικό φορτίο και 

την τυχόν µεταβολή στα quasispecies  

15 ασθενείς εντάχθηκαν σε θεραπευτικό σχήµα ριµπαβιρίνης 

17 ασθενείς παρακολουθήθηκαν παράλληλα. 

Στις 4 εβδοµάδες µετρήθηκε ιικό φορτίο και ανιχνεύθηκαν τα quasispecies µε single-

strand conformation polymorphism (sscp). 

6 από τους 15 της ριµπαβιρίνης µείωσαν τις ALT  τουλάχιστον κατά 30%. Κανείς 

από τους 17 µη ενταγµένους σε θεραπεία δεν µείωσε τις ALT. 

∆εν παρουσιάστηκε σηµαντικά στατιστική µεταβολή ιικού φορτίου, ούτε στην οµάδα 

της µονοθεραπείας µε ριµπαβιρίνη ούτε στην control οµάδα. Αλλαγές στα 

quasispecies  παρατηρήθηκαν σε 1 από την οµάδα ριµπαβιρίνης και σε 3 από την 

control οµάδα. Άρα η µονοθεραπεία µε ριµπαβιρίνη δεν έχει επίδραση στην αλλαγή 

quasispecies ή µεταβολή ιικού φορτίου. 

 
1.5.2 Γ  Ουρσοδεσοξυχολικό οξύ (UDCA) 

 
 
                 Είναι υδρόφιλο χολικό άλας που χορηγείται σε ασθένειες που 

χαρακτηρίζονται από χρόνια χολόσταση . Βελτιώνει την ηπατική βιοχηµεία χωρίς να 
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βελτιώνει τη φυσική ιστορία της νόσου , εκτός από περιπτώσεις πρωτοπαθούς 

χολικής κίρρωσης .Βελτιώνει την ηπατική βιοχηµεία στη χρόνια ηπατίτιδα C χωρίς 

να επιδρά στα επίπεδα του HCV RNA ( 74 ) . Φαίνεται ότι προκαλεί ελαφρά 

ανοσοκαταστολή . Όταν χορηγείται σε συνδυασµό µε IFN-a επισπεύδει τη βιοχηµική 

απάντηση και καθυστερεί τη βιοχηµική υποτροπή ( 75 ) . Είναι µή τοξικό και καλά 

ανεκτό από τους ασθενείς. Τυχαιοποιηµένη µελέτη 80 ασθενών , 40 µε IFN-a και 40 

µε συνδυασµό IFN-a και UDCA , έδειξε καλύτερη µόνιµη ανταπόκριση στο 

συνδυασµό χωρίς όµως η διάφορα να φθάσει σε στατιστικά σηµαντικά αποτελέσµατα 

( 38% έναντι 18% p=0,008 ) ( 76 ). 

 

1.5.2 ∆  Πεγκυλιωµένες Ιντερφερόνες (PEG-IFN) 
 

                 Η πεγκυλίωση της ιντερφερόνης είναι η προσθήκη µορίων πολυµερούς 

(πολυαιθυλικής γλυκόλης ) στο µόριο της πρωτείνης . Η προσθήκη αυτή µειώνει την 

ανοσολογική αντίδραση και έτσι αποφεύγεται η δηµιουργία αντισωµάτων και η 

βαρύτητα των παρενεργειών και δεύτερον ελαχιστοποιεί την διάσπαση του µορίου 

από πρωτεολυτικά ένζυµα , αυξάνοντας έτσι το χρόνο ηµιζωής και τα επίπεδα 

ιντερφερόνης στο αίµα. Η PEG-IFN έχει βρεθεί να παραµένει στο αίµα περισσότερες 

από 100 ώρες σε σύγκριση µε την απλή ιντερφερόνη που παραµένει για 8 ώρες      ( 

77 ). 

                Η ιδιότητα αυτή προσδίδει πλεονεκτήµατα στη θεραπεία γιατί οµαλοποιεί 

τα επίπεδα της ιντερφερόνης στο αίµα µε µια µόνο ένεση τη εβδοµάδα και 

αποφεύγεται έτσι το φαινόµενο της ανάδυσης µεταλλαγµένων στελεχών του ιού που 

κυρίως συµβαίνουν το διάστηµα που τα επίπεδα της ιντερφερόνης πέφτουν  κάτω από 

το θεραπευτικό επίπεδο αναστολής του ιού , πράγµα που συµβαίνει όταν χορηγείται 

IFN 3 φορές την εβδοµάδα 

 

 
1.5.2 Ε Consensus Ιντερφερόνη 

 
                 Η consensus ιντερφερόνη παρήχθη συνθετικά στο εργαστήριο , µετά από 

µελέτη της αλληλουχίας των αµινοξέων στο µόριο πολλών ιντερφερονών-α . Για κάθε 

θέση αµινοξέος της consensus ιντερφερόνης επιλέχθηκε το αµινοξύ που συχνότερα 

όλων των άλλων απαντάται στη συγκεκριµένη θέση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας 

των φυσικών ιντερφερονών-α ( 78 ). 
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              Με την παρασκευή της consensus ιντερφερόνης δηµιουργήθηκαν µεγάλες 

προσδοκίες για καλύτερα θεραπευτικά αποτελέσµατα. Με τη χορήγηση  15 µg CIFN 

τρεις φορές την εβδοµάδα για 24 ή 48 εβδοµάδες βρέθηκε να επιτυγχάνεται αρχική 

ιολογική ανταπόκριση σε ποσοστό 18% (26/144) των ασθενών που δεν είχαν 

ανταποκριθεί σε προηγούµενη χορήγηση 9 µg CIFN ή 3 MU IFNa ( 79 ). 

Μακροχρόνια ιολογική ανταπόκριση παρατηρήθηκε σε 13% (9/69) των ασθενών της 

παραπάνω µελέτης που έλαβαν CIFN για 48 εβδοµάδες και σε 5% (4/75) εκείνων που 

έλαβαν CIFN για 24 εβδοµάδες .  Από την ίδια οµάδα εδείχθη ότι ασθενείς που 

φέρουν γονότυπο µή-1 έχουν 4,7 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα για µακροχρόνια 

ανταπόκριση σε consensus ιντερφερόνη από ότι οι ασθενείς µε γονότυπο 1. 

                 Πρόσφατα η ίδια οµάδα ανακοίνωσε ( 80 ) ότι η θεραπεία µε 15 µg CIFN 

είχε σηµαντικά καλύτερα αποτελέσµατα σε ασθενείς µε φαινόµενα διαφυγής 

(παροδικά φυσιολογικές τρανσαµινάσες ή και αρνητικό HCV RNA ) κατά τη 

διάρκεια του αρχικού σχήµατος θεραπείας. Ειδικότερα το 28% (5/18) των ασθενών 

µε φαινόµενα διαφυγής παρουσίασε µακροχρόνια ιολογική ανταπόκριση , έναντι 8% 

(4/50) εκείνων χωρίς φαινόµενα διαφυγής κατά το αρχικό θεραπευτικό σχήµα 

(p=0,048) 

1.6  Η  NS5A  περιοχή του γονότυπου 1b σαν προγνωστικός παράγοντας στην 

ανταπόκριση θεραπείας µε IFN 

 
 
 

 

                   Ο ιός της ηπατίτιδας C θεωρείται ως η κύρια αιτία της µη � Α και µη � Β 

ηπατίτιδας .O HCV συνήθως υπάρχει σαν ένας πληθυσµός από ιούς µε διαφορετικές 

γονιδιακές αλληλουχίες ακόµη και στον ίδιο ασθενή , ένα φαινόµενο που 

περιγράφεται σαν «σχεδόν είδη» . Κλωνοποιώντας και  διερευνώντας την αλληλουχία 

των νουκλεοτιδίων στο DNA του ιού από ορό ασθενούς µολυσµένο µε ένα µοναδικό 

γονότυπο , προέκυψαν πολλαπλά σχεδόν είδη . Αµέσως προέκυψε το ερώτηµα ποία 

µπορεί να είναι η κλινική επίδραση αυτής της γενετικής ποικιλοµορφίας του HCV ; 

Αρχικά είχε αναφερθεί ότι ο γονότυπος 1b συσχετιζόταν µε πιο οξεία ασθένεια και 

πιο γρήγορη µετάπτωση σε κίρρωση σε σχέση µε άλλους γονότυπους και κυρίως µε 

τους 2 και 3 (47,54). Ωστόσο γρήγορα αµφισβητήθηκε αυτή η υπόθεση γιατί 

συσχετίστηκαν και άλλοι παράγοντες , όπως η ηλικία του ασθενούς , η διάρκεια της 
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µόλυνσης κ.λ.π Αυτό όµως που προέκυψε σαν γεγονός ήταν ο συσχετισµός των 

γονοτύπων µε την ανταπόκριση στην θεραπεία µε ιντερφερόνη . 

                  Η ιντερφερόνη αποτελεί την κύρια θεραπευτική αγωγή για την χρόνια 

ηπατίτιδα C  αν και µόνο ένα ποσοστό  25%  ανταποκρίνεται πλήρως µετά από 6 έως 

12 µήνες θεραπείας. Τα ποσοστά ανταπόκρισης στην θεραπεία µε ιντερφερόνη  

διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ των HCV γονότυπων (34). Σε πολλές µελέτες από 

διαφορετικές περιοχές του κόσµου αναφέρθηκε η συσχέτιση των γονοτύπων 1b και 

1a µε την χαµηλή µακροχρόνια ανταπόκριση στην θεραπεία µε IFN � a 

.Συγκεκριµένα , ενώ για το γονότυπο HCV � 1b το ποσοστό αρχικής πλήρους 

ανταπόκρισης κυµαίνεται από 10 έως 40% ,για τους γονότυπους HCV - 2a και  HCV 

- 2b κυµαίνεται σε ποσοστά από 60% έως 90% (81,49,82). Ανάλογα ισχύουν και για 

τους υπόλοιπους γονότυπους .  

           Ο HCV � 1b είναι ο πιο συχνά απαντώµενος  γονότυπος ανά την υφήλιο , µε 

επιπολασµό 37 έως 80% περίπου σε περιοχές όπως η Ασία , Αµερική και Ευρώπη . 

Τα  άτοµα που έχουν µολυνθεί από στελέχη HCV � 1b είναι πιθανότερο να 

αναπτύξουν κίρρωση και καρκίνο του ήπατος , εν σχέση προς τους υπόλοιπους 

οροθετικούς που έχουν µολυνθεί από διαφορετικό γονότυπο .  

        Ωστόσο η µη ανταπόκριση του HCV � 1b στην θεραπεία µε ιντερφερόνη είναι 

ένα σηµαντικό ζήτηµα στην αντιµετώπιση του προβλήµατος του HCV. Επειδή η 

ιντερφερόνη είναι πολύ ακριβή και µπορεί να προκαλέσει σοβαρές παρενέργειες στον 

ασθενή , θα ήταν πολύ χρήσιµο να µπορούσε να προβλεφθεί  η ανταπόκριση κάποιου 

ασθενή µε HCV � 1b λοίµωξη στη θεραπεία . 

 

 

NS5A: περιοχή που αποφασίζει την ευαισθησία στην ιντερφερόνη  (interferon 

sensitivity determining region, ISDR) 

 

             Με διάθεση να προσδιορισθεί η γενετική βάση της αντίστασης του ιού της 

ηπατίτιδας C στη θεραπεία µε IFN , ο  Enomoto και συν ( 83 ) προχώρησαν στην 

αλληλούχιση  όλου του γονιδιώµατος  στελεχών του γονότυπου 1b του ιού HCV ,από 

τρεις ασθενείς µε χρόνια ηπατίτιδα C οι οποίοι δεν ανταποκρίθηκαν σε διάφορες 
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δόσεις και σχήµατα INF - a . Έγινε ανάλυση πριν την έναρξη της θεραπείας και στο 

τέλος  της. Η ανάλυση αποκάλυψε πολλαπλές διαφορές στο επίπεδο των αµινοξέων 

σε διάφορες περιοχές του γονιδιώµατος , όπως στην Ε2 envelope πρωτείνη στην NS2 

πρωτείνη καθώς και στο �COOH ήµισυ της περιοχής NS5A (από το αµινοξύ 2209 � 

2248) . 

             Η κατευθείαν ανάλυση της NS5A περιοχής σε ορούς 6 µη ανταποκρινόµενων 

ασθενών σε σύγκριση µε ανάλυση της ίδιας περιοχής από 9 ασθενείς πού 

ανταποκρίθηκαν στην θεραπεία µε ΙFN έδειξε ενδιαφέροντα στοιχεία .  Τα στελέχη 

που παρουσίαζαν ανθεκτικότητα στην IFN  , είχαν αλληλουχία αµινοξέων στην 

αντίστοιχη περιοχή , πανοµοιότυπη µε την αλληλουχία του πρωτότυπου HCV 

γονότυπου 1b της Ιαπωνίας ( HCV�j, ΗCV�J4, HCV�JTa ) ( 84 ). Η περιοχή αυτή 

προτάθηκε από τους ερευνητές ως � η περιοχή που αποφασίζει την ευαισθησία στην 

ιντερφερόνη � (interferon sensitivity determining region , ISDR) . 

                  Η ίδια οµάδα , λίγο αργότερα , εξέτασε εάν η αλληλουχία αµινοξέων 

(2209 � 2248) στην NS5A περιοχή χαρακτηριζόµενη προ θεραπείας θα µπορούσε να 

χρησιµεύσει σαν παράγοντας πρόβλεψης της απάντησης  στη θεραπεία µε IFN 

ασθενών µε χρόνια ενεργό ηπατίτιδα HCV �1b (63) . Εξετάστηκαν 84 ασθενείς µε 

λοίµωξη HCV � 1b και τέθηκαν υπό 6µηνη θεραπεία µε IFN . Έγινε ανάγνωση της 

αλληλουχίας της υποτιθέµενης ISDR περιοχής και τα αποτελέσµατα ήταν τα εξής : 

 
• Κανείς από τους 30 ασθενείς ,των οποίων οι ISDR περιοχές ήταν 

πανοµοιότυπες µε αυτές του στελέχους HCV � J , δεν ανταποκρίθηκε 

πλήρως στη θεραπεία . Σαν πλήρη ανταπόκριση στη θεραπεία 

ορίστηκε η απουσία του HCV � RNA  στον ορό 6 µήνες µετά την 

διακοπή της IFN .  

 
• Όλοι οι ασθενείς µε 4 έως 11 υποκαταστάσεις αµινοξέων 

(αποκαλούµενα µεταλλαγµένα στελέχη ) είχαν πλήρη ανταπόκριση 

στη θεραπεία  

 



 

 46

             Επιπρόσθετα , στατιστική ανάλυση πολλαπλών µεταβλητών , υπέδειξε ότι ο 

αριθµός των υποκαταστάσεων των αµινοξέων στην περιοχή ISDR  ήταν η µόνη   

παράµετρος συσχετιζόµενη µε ένα ανεξάρτητο αποτέλεσµα , όσον αφορά το 

αποτέλεσµα της θεραπείας µε IFN στη µελέτη αυτή . 

          Συµπερασµατικά , τα αποτελέσµατα αυτά ήταν ενδεικτικά ενός σηµαντικού 

ρόλου του �COOH τελικού ηµίσεως του γονιδίου NS5A . Η λειτουργία του 

προϊόντος στη συνολική συµπεριφορά του ιού ως προς την ευαισθησία η 

ανθεκτικότητα στη θεραπεία µε  IFN παραµένει άγνωστη . Προφανώς αυτά τα 

ευρήµατα χρειάζονταν επιβεβαίωση . 

                   Επιβεβαιωτική της παραπάνω υπόθεσης ήταν και η δηµοσίευση των Gale 

MJ και συν ( 85 )που ανέφεραν ότι η πρωτεΐνη NS5A αλληλεπιδρά µε την επαγόµενη 

από την IFN � a πρωτεϊνική κινάση, εµποδίζοντας πιθανόν µε το τρόπο αυτό την 

αντιική της δράση 

            Η υπόθεση αυτή αποτέλεσε γεγονός έντονης επιστηµονικής διαµάχης τα 

τελευταία 3 χρόνια. Σύντοµα όµως εµφανίστηκαν εµφανώς αλληλοσυγκρουόµενα 

αποτελέσµατα από διαφορετικές οµάδες στην Αµερική και Ευρώπη. Οι Ιαπωνικές 

µελέτες φαίνεται να επιβεβαιώνουν τα αρχικά αποτελέσµατα των Enomoto και συν 

και να δηµιουργείται οµάδα υποστηρικτών της ISDR υπόθεσης (86, 45). Αντίθετα 

πολλοι Ευρωπαίοι ερευνητές δεν βρίσκουν καµµια συσχέτιση µεταξύ των 

αλληλουχιών NS5A και της απάντησης στη θεραπεία µε IFN στους ασθενείς τους ( 

87 ,88 , 89 , 90 ). Το ερώτηµα εµφανίζεται να αποκτά και γεωγραφικό ενδιαφέρον . 

Είναι Ιαπωνικό φαινόµενο και πώς ανταποκρίνονται οι Έλληνες ασθενείς ; 
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1  Υλικά 

               Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της παρούσας 

διατριβής προήλθαν από τις εταιρίες PROMEGA , PHARMACIA , QIAGEN , FMC , 

SIGMA CHEMICALS, GIBCO-BRL, MERCK .   

               Τα ένζυµα τροποποίησης � πολυµεράσες ήταν των εταιριών PROMEGA , 

GIBCO-BRL ενώ για την ανάγνωση αλληλουχιών DNA οι πολυµεράσες ήταν από 

την PHARMACIA και την ABI. Συγκεκριµένα περιγράφονται σε κάθε κεφάλαιο. 

                Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR και τα 

σηµασµένα µε Cy-5 που χρησιµοποιήθηκαν για την αλληλούχηση των PCR 

προϊόντων συντέθηκαν στο Εργαστήριο Μικροχηµείας του Ιδρύµατος Τεχνολογίας 

και Έρευνας σε 394 DNA Synthesizers Applied  Biosystems 

                  Οι οροί προήλθαν από την γαστρεντερολογική κλινική του ΠΕΠΑΓΝΗ ,οι 

βιοψίες έγιναν από τους εξειδικευµένους γαστρεντερολόγους του ηπατολογικού 

εργαστηρίου της παραπάνω κλινικής και αξιολογήθηκαν από τους ειδικούς 

παθολογοανατόµους του αντίστοιχου εργαστηρίου του  ΠΕΠΑΓΝΗ 

 

2.2  Μέθοδοι 

2.2.1   Αποµόνωση RNA από ορό αίµατος 
 

        ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ : Ο ορός ξεπάγωνε για µία µόνο φορά για να γίνει η αποµόνωση 

του RNA  Η αποµόνωση έγινε µε TRIzol της εταιρίας GIBCO-BRL . Το TRIzol είναι 

µονοφασικό διάλυµα από φαινόλη και isothiocyanate και λειτουργεί σύµφωνα µε την 

µέθοδο Chomczynski-Sacchi  (1987) . Κατά την διάρκεια της οµογενοποίησης το 

TRIzol διατηρεί την ακεραιότητα του RNA ενώ διαµελίζει τα κύτταρα και διασπά τις 

ενώσεις του . Η προσθήκη χλωροφορµίου διαχωρίζει την υδατική από την οργανική 

φάση και το RNA εκχυλίζεται στην υδατική φάση , απ όπου κατακρηµνίζεται µε 

ισοπροπανόλη . Στην οργανική φάση εκχυλίζονται οι πρωτείνες και στην µεσόφαση 

το DNA 

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ : Θερµοκρασία 15 � 30 0 C  
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ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗ : 0.25 ml ορού και 0.75 ml TRIzol. Επώαση για 5 min στους 

15-30 0C 

∆ΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΦΑΣΕΩΝ : 0.2 ml χλωροφόρµιο / 0.75 ml TRIzol . Ανακίνηση µε 

το χέρι για 15 sec . Επώαση για 2-15 min  σε θερµοκρασία 15-30 0 C . Φυγοκέντρηση 

στις 12000 στροφές για 15 min στους  2-8 0 C 

ΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ RNA : Μεταφέρουµε την υδατική φάση σε καθαρό σωληνάκι . 

Προσθέτουµε 5-10 µg (Rnase free) glycogen ως φορέα και 0,5 ml  ισοπροπανόλη . 

Επώαση για 10 min στους 15-30 0 C . Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 10 min 

στους  2-8 0 C 

ΠΛΥΣΙΜΟ RNA :Αποµάκρυνση υπερκείµενου . Πλύσιµο του ιζήµατος µε 75% 

αιθανόλη 1ml / 0.75ml TRIzol . Φυγοκέντρηση στις 7500 στροφές για 5 min στους  

2-8 0 C 

ΕΠΑΝΑ∆ΙΑΛΥΣΗ RNA : Στέγνωµα µε αέρα . Επαναδιάλυση σε 50 µl Rnase �free 

νερό  

ΦΥΛΑΞΗ RNA :Μετά την οµογενοποίηση και πριν την πρόσθεση χλωροφορµίου 

µπορεί να φυλαχτεί για 1 τουλάχιστο µήνα στους �70 0 C . Μετά τη φάση της 

κατακρήµνισης , σε  

75% αιθανόλη , στους  2-8 0 C για τουλάχιστον µια βδοµάδα , και στους �20 0 C για 

ένα χρόνο 

 
 
 
2.2.2.Αντίστροφη µεταγραφή RNA σε c-DNA και πολλαπλασιασµός του DNA µε τη 

µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) 
 

Γενικά 

Για την ανίχνευση HCV-RNA µε τη µέθοδο RT-PCR ακολουθήθηκε η παρακάτω 

διαδικασία  

 

Εκχύλιση ολικού RNA 

 

Μεταγραφή του HCV-RNA στο συµπληρωµατικό του DNA 

 

Εφαρµογή της τεχνικής της PCR 
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Ανίχνευση και προσδιορισµός του τελικού προϊόντος 

 

 

                Στο πρώτο βήµα της εκχύλισης αποδεσµεύουµε το RΝΑ από τις πρωτεΐνες, 

τις οποίες και αποµακρύνουµε µε τη χρήση οργανικών διαλυτών. Ακολουθεί η 

καθίζηση του RNA ιζήµατος σε διάλυµα αιθανόλης.  Καθόλη τη διάρκεια της 

εκχύλισης λαµβάνονται µια σειρά µέτρων για την προστασία του RNA από την 

αποδιάταξη.  

               Ακολουθεί το στάδιο της µεταγραφής του HCV-RNA στο συµπληρωµατικό 

του DNA. Βασίζεται στη λειτουργία του ενζύµου RNA εξαρτώµενη � DNA 

πολυµεράση η οποία χρησιµοποιεί ως εκµαγείο ένα µονόκλωνο RNA για να συνθέσει 

τη συµπληρωµατική του DNA � άλυσο. Όπως όλες οι πολυµεράσες στη φύση για την 

εκκίνηση της µεταγραφής χρειάζεται ένα εναρκτήριο DNA � µόριο. 

             Ένα ζευγάρι ολιγονουκλεοτίδια προσαρµόζονται στις DNA � αλύσους και 

αποτελούν εναρκτήρια µόρια για τη δράση της πολυµεράσης. Ακολουθεί η διαδοχική 

επανάληψη των κύκλων της PCR  για να πάρουµε τελικά σε µεγάλη ποσότητα το 

κοµµάτι του DNA που ορίζεται ανάµεσα στους δύο εκκινητές της αντίδρασης. Για να 

αυξήσουµε τώρα την ευαισθησία της ανίχνευσης εφαρµόζουµε και δεύτερη PCR, 

αυτή τη φορά στο προϊόν της πρώτης, µε τη χρησιµοποίηση ενός δεύτερου ζευγαριού 

ολιγονουκλεοτιδίων. 

             Επαναλαµβάνεται η ίδια διαδικασία µε τους διαδοχικούς κύκλους για να 

πάρουµε το τελικό προϊόν που είναι ένα κοµµάτι DNA µε αλληλουχία αντίστοιχη της 

περιοχής του γονιδιώµατος του ιού που έχουµε ενισχύσει. Αυτό το προϊόν της PCR  

ανιχνεύεται στο τελευταίο στάδιο της µεθοδολογίας που αναπτύσσουµε. 

           Έχουµε ξεκινήσει από µερικά µόρια του ιού για να καταλήξουµε σε απείρως 

περισσότερη ποσότητα DNA που εύκολα ανιχνεύεται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης. Εδώ έχουµε τον διαχωρισµό των επιµέρους κλασµάτων DNA, ανάλογα µε 

το µοριακό τους βάρος. Χρησιµοποιείται µια χρωστική, η οποία αφενός µεν 

δεσµεύεται χηµικά από τα πυρηνικά οξέα αφετέρου δεν έχει την ιδιότητα να φθορίζει 

υπό την επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας. Σε µια πετυχηµένη εφαρµογή της 

µεθόδου εµφανίζεται στην ηλεκτροφόρηση ένα µόνο κλάσµα DNA µε το 

αναµενόµενο µήκος. 

                  Στα παραπάνω δείγµατα, µετά την εκχύλιση του ολικού RNA και τη 

µεταγραφή του HCV-RNA στο συµπληρωµατικό του DNA, εφαρµόστηκε διπλή 
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PCR, µε σκοπό την ανίχνευση του HCV-RNA. Το DNA � προϊόν της 2ης PCR 

εµφανίζεται στην ηλεκτροφόρηση ως ένα κλάσµα DNA  µε 217 bp. 

 

 

              Η αντίστροφη µεταγραφή (RT) του HCV-RNA σε cDNA και ο 

πολλαπλασιασµός του µε την µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

(PCR) έγινε µε το Access RT-PCR System της Promega. Το σύστηµα είναι 

σχεδιασµένο για να λειτουργεί στις ίδιες συνθήκες η AMV αντίστροφη µεταγραφαση 

και η Tfl DNA πολυµεράση. Έτσι σε ένα στάδιο συνδυάζεται η αντίστροφη 

µεταγραφή και οι πρώτοι κύκλοι PCR χωρίς να χρειάζεται επιπλέον πρόσθεση buffer. 

          10 µl από τα 50 µl του αποµονωµένου RNA  από τα αρχικά 250 µl ορού 

προστέθηκαν σε 40 µl master mix που περιείχαν 200 µM από dNTPs,  0,5 µM από 

καθένα από τους εξωτερικούς primers, 1 mM MgSO4 ,  5U από AMV reverse 

transcriptase  , 5U από Tfl DNA Polymerase και 5x AMV/Tfl  Reaction buffer που 

περιέχει το kit. Οι αλληλουχίες που πολλαπλασιάστηκαν και οι αντίστοιχοι primers 

περιγράφονται ξεχωριστά σε κάθε κεφάλαιο στο ειδικό µέρος. 

Για την RT-PCR χρησιµοποιήσαµε τις παρακάτω συνθήκες  

 

1 κύκλος                             48οC για 45 λεπτά          Αντιστρ.µεταγραφή 

 

 

1 κύκλος                             94οC για 2 λεπτά          Απενεργοποίηση της AMV RT και   

                                                                                  RNA/cDNA/primer αποδιάταξη      

 

                                                                        

 

40 κύκλοι                            94οC για 30 sec               αποδιάταξη 

                                            55οC για 45 sec               annealing  

                                            72o C για 55 sec              extension  

 

 

 

 

1 κύκλος                              68οC για 5 λεπτά                      final extension 
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Ανάλυσης του PCR προϊόντος: Τρέχουµε το 5% της τελικής αντίδρασης. Αν είναι 

ορατό στο UV µετά από χρώση µε βρωµιούχο εθιδιο το PCR  προϊόν (323 bp) του 

θετικού control RNA µε τους Upstream και Downstream control Primers και δεν είναι 

ορατά τα (HCV-RNA) PCR από τα δείγµατα µας , τότε προχωρούµε σε nested PCR. 

 

 

2.2.3. Μέθοδος προσδιορισµού γονοτύπων µε INNO-LiPA 
 
 
3a. Αρχή της µεθόδου 

 

       Η µέθοδος προσδιορισµού γονότυπων µε INNO-LiPA HCV II είναι µια µέθοδος 

για in vitro γονοτύπηση σε ανθρώπινο ορό  ή πλάσµα . Μας επιτρέπει την κατάταξη 

σε 6 διαφορετικούς τύπους και στους κυριότερους γνωστούς υπότυπους . Βασίζεται 

στις διαφορές που βρίσκονται στην 5΄ UTR περιοχή ,για διαφορετικούς γονότυπους . 

Ειδικά για κάθε γονότυπο probes µε πολυ( Α) άκρο είναι ακινητοποιηµένα σε 

µεµβράνη νιτροσελουλόζης  

         Στα probes που έχουν ακινητοποιηθεί στις ταινίες υβριδίζονται τα PCR 

προϊόντα που είναι σηµασµένα µε βιοτίνη . Η βιοτίνη έχει προστεθεί στο 5΄ακρο του 

εκκινητή που ξεκινά την ενσωµάτωση κατά την αντίδραση της PCR . Το σηµασµένο 

προϊόν που προκύπτει από την 5΄UTR υβριδίζεται µόνο στη γραµµή που περιέχει το 

probe που ταιριάζει απόλυτα µε την αλληλουχία , επιτρέποντας αυστηρό διαχωρισµό 

σε επίπεδο υποτύπου . Τέτοια υψηλή ειδικότητα µπορεί να επιτευχθεί µε πολύ 

αυστηρές συνθήκες υβριδισµού ( 50 0 C ±0.5 0 C ) 

           Μετά τον υβριδισµό σε κάθε βιοτυνιλιωµένο υβρίδιο που έχει σχηµατισθεί 

πηγαίνει και προσκολλάται στρεπταβιδίνη σηµασµένη µε αλκαλική φωσφατάση . 

Επώαση µε το χρωµογόνο BCIP/NBT ( 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate , 

nitroblue tetrazolium ) ,έχει σαν αποτέλεσµα τη δηµιουργία ροζ-καφέ ιζήµατος στην 

αντίστοιχη γραµµή που υπάρχει το probe  

 

 

3b. Περιγραφή των υλικών και αντιδραστηρίων που      περιλαµβάνονται στη 
µέθοδο INNO-LiPA 
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1. Αποδιατακτικό διάλυµα - Denaturation Solution (DS) : Αλκαλικό διάλυµα 

που περιέχει EDTA 

2. ∆ιάλυµα υβριδισµού � Hybridization Solution (HS) : SSC buffer που περιέχει 

και 0.1% SDS 

3. ∆ιάλυµα ξεπλύµατος � Stringent Wash Solution (SWS) : SSC buffer που 

περιέχει και 0.1% SDS 

4. ∆ιάλυµα ξεπλύµατος � Rinse Solution (RS) : Buffer φωσφορικών που 

περιέχει Nacl , Triton , και 0.5 % NaN3 . Αραιώνεται 1: 5 µε απεσταγµένο 

νερό πριν τη χρήση 

5. ∆ιάλυµα συζεύγµατος � Conjugate Diluent (CD) : Buffer φωσφορικών που 

περιέχει Nacl , Triton ,πρωτείνες σαν σταθεροποιητές  και 0.1 % NaN3 . 

6. Συµπυκνωµένο σύµπλοκο � Concentrated Conjugate (C) : Στρεπταβιδίνη 

σηµασµένη µε αλκαλική φωσφατάση σε Tris buffer που περιέχει πρωτεΐνη 

σαν σταθεροποιητή και 0.1% NaN3 .Αραιώνεται µε 1:100 CD πριν τη χρήση 

7. ∆ιάλυµα υποστρώµατος � Substrate buffer (SB) : Tris buffer , Nacl , MgCl2  

8. Συµπυκνωµένο υπόστρωµα � Substrate Solution (SS) : BCIP/NBT ( 5-bromo-

4-chloro-3-indoyl-phosphate , nitroblue tetrazolium σε dimethylformamide ) . 

Αραιώνεται µε 1 : 100 SB πριν τη χρήση 

9. Ταινίες για την αποτύπωση των γονότυπων . Η κάθε ταινία περιλαµβάνει ( 

όπως φαίνεται στο 3e .Παραδείγµατα αποτύπωσης γονότυπων ) , µια αρχική 

γραµµή που προσδιορίζει την αρχή της ταινίας , µια επόµενη που είναι 

conjugate control για τον έλεγχο του σταδίου 3 για την ανάπτυξη του 

χρώµατος και ένα amplification control που ελέγχει  την επιτυχία ή όχι της 

PCR . Για να θεωρηθεί επιτυχής  η δοκιµασία γονοτύπισης θα πρέπει να 

εµφανίζονται πάντα οι γραµµές 1,2 . Υπάρχουν άλλες 19 γραµµές παράλληλα 

ακινητοποιηµένων DNA probe που χαρακτηρίζουν τους διαφορετικούς 

γονοτύπους  . Ανάλογα µε την ικανότητα υβριδισµού του PCR προϊόντος σε 

µια ή περισσότερες γραµµές προκύπτει η κατάταξη του σε ένα γονότυπο . 

Μεταλλαγές που µπορούν να υπάρχουν µεταξύ σχεδόν ειδών (quasispecies) , 

δεν επηρεάζουν την κατάταξη σε ένα γονότυπο 

 

 

3c. Σχηµατική παράσταση της µεθόδου γονοτύπησης µε INNO-LiPA 
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3d . Περιγραφή της διαδικασίας 

 
 
1. Υβριδισµός         σε ανακινούµενο υδατόλουτρο µε κλειστό καπάκι στους  50 0 C 

±0.5 0 C  

 

 

 

 

 

 

2. Αυστηρό πλύσιµο         σε ανακινούµενο υδατόλουτρο µε κλειστό καπάκι στους  50 0 

C ±0.5 0 C  

 

 

 

 

3. Ανάπτυξη χρώµατος         ανάδευση , 20-25 0 C 

 

 

 

 

 

 

Αποδιατακτικό διάλυµα ( DS)               10 µl            προστίθεται σε κάθε βαρκούλα 
 PCR προιόν                                          10 µl            προστίθεται στη σταγόνα του DS 
                                               Επώαση στους 20-25 0 C για 5 min 
  ∆ιάλυµα υβριδισµού (HS)                     2 ml            προστίθεται στη βαρκούλα , ανάµιξη 
 (Έτοιµο για χρήση προθερµασµένο)      

α  Ταινία INNO-LiPA                                  1 ταινία       σε κάθε βαρκούλα 
                                               Επώαση στους 50 0 C για 5 min 

  ∆ιάλυµα ξεπλύµατος (SWS)                    2x 2 ml            πλύσιµο 2 φορές 10-20 sec 
Έτοιµο για χρήση προθερµασµένο)      
                                                                  2 ml              προστίθεται σε κάθε βαρκούλα 
                                               Επώαση στους 50 0 C για  30 min 

  ∆ιάλυµα ξεπλύµατος (RS)                  2x 2 ml            πλύσιµο 2 φορές 1 min 
  ( ∆ιαλύεται 1:5 σε dΗ2Ο ) 
  ∆ιάλυµα συζεύγµατος (CS)                     2 ml           προστίθεται σε κάθε βαρκούλα 
 (Αραίωση 1:100  σε conj. Diluent) 
                                                         Επώαση στους 20-25 0 C για 30 min 

∆ιάλυµα ξεπλύµατος (RS)                  2x 2 ml            πλύσιµο 2 φορές 1 min 
  ( ∆ιαλύεται 1:5 σε dΗ2Ο ) 
  ∆ιάλυµα υποστρώµατος (SB)                2 ml             πλύσιµο ταινίας 1X1min 
  (έτοιµο προθερµασµένο) 
  ∆ιάλυµα υποστρώµατος (SS)                2 ml             προστίθεται σε κάθε βαρκούλα 
  (Αραίωση 1:100  σε SB)  

Επώαση στους 20 25 0 C για 30 min
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3e . Παραδείγµατα αποτελεσµάτων γονοτύπων µε INNO-LiPA HCV ταινίες 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4.  Καθαρισµός των PCR προϊόντων 
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         Ο καθαρισµός των PCR προϊόντων έγινε µε το QIAquick gel extraction kit  της 

εταιρείας QIAGEN σύµφωνα µε τις οδηγίες της προµηθεύτριας εταιρείας . Η αρχή της 

µεθόδου έγκειται στο γεγονός ότι συνδυάζει τεχνικές µικροφυγοκέντρησης και την 

ιδιότητα του DNA να προσδένεται στις silica-gel µεµβράνες που έχουν οι  QIAquick 

κολώνες , που επιτρέπουν να αποµακρύνονται οι προσµίξεις όπως άλατα και µικρού 

µοριακού βάρους ενώσεις ,ενώ το DNA εκλούεται µε Tris buffer ή νερό 

          Τα PCR προϊόντα αφού ταυτοποιηθούν και ποσοτικοποιηθούν σε πήκτωµα 

αγαρόζης πρέπει να αποµονωθεί η κύρια ζώνη που ανταποκρίνεται στο αναµενόµενο 

µοριακό βάρος .Για το σκοπό αυτό  το PCR προϊόν συµπυκνώθηκε στα 20 µl και 

έτρεξε σε 1% πήκτωµα αγαρόζης µε χαµηλό σηµείο τήξης . Όταν γίνεται πλέον ορατός 

ο διαχωρισµός των ζωνών ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία : 

 

1. Κόβεται η  κατάλληλη ζώνη από το πήκτωµα και τοποθετείται σε σωληνάριο 

τύπου eppendorf . 

2.  Ζυγίζεται και προστίθενται 3 όγκοι buffer QX1 (για διαλυτοποίηση ) για κάθε 

1ογκο από το πήκτωµα . 

3. Επώαση στους 50 0 C για 10 min . Η αγαρόζη πρέπει να έχει πλήρως 

διαλυτοποιηθεί . 

4. Προστίθεται 1 όγκος ισοπροπανόλης , ανάµιξη . 

5. Τοποθετείται σε 2 ml σωληνάριο µια κολώνα QIAquick και φορτώνεται το 

δείγµα . Φυγοκεντρείται στις 13000 στροφές για 1 min . 

6. Απορρίπτεται το κλάσµα που συλλέχθηκε στο eppentorf , προστίθεται 0.5 ml 

QX1 buffer στην  QIAquick κολώνα και φυγοκεντρειται στις 13000 στροφές 

για 1 min . 

7. Απορρίπτεται το κλάσµα που συλλέχθηκε στο eppentorf , προστίθεται 0.75 ml 

PE buffer στην  QIAquick κολώνα και φυγοκεντρειται στις 13000 στροφές για 1 

min . 

8. Απορρίπτεται το κλάσµα που συλλέχθηκε στο eppentorf και η κολώνα 

φυγοκεντρειται στις 13000 στροφές για 1 min . 

9. Τοποθετείται η κολώνα σε καινούργιο καθαρό σωληνάκι τύπου 1.5 ml 

eppentorf και προστίθεται 50 µl  dΗ2Ο . Επώαση για 1 min . Φυγοκέντρηση 

στις 13000 στροφές για 1 min 
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2.2.5.   Μέθοδος ανάγνωσης αλληλουχιών των PCR προϊόντων (sequencing) 
 

 
 
∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 

10x FS buffer:                                                  125 mM Tris-HCI pH 9.5 

                                                                          50 mM (NH4)2SO4 

                                                                          150 mM MgCI2 

 

Termination διάλυµα                                        10 mM Tris-HCI pH 9,5 

                                                                          1 mM of dATP, dTTP and Dctp, 0,4 

                                                                          mM dGTP, 1.6 mM dITP, and either  

                                                                          5  µM ddATP or 5 µM ddCTP or 5  µM 

                                                                          ddTTP or 2.75 µM ddGTP 

 

 

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΊΑ 

 

Αναµιγνύουµε 0,1 έως 1 µg καθαρισµένου PCR προϊόντος µε 2 µl 10x Taq FS buffer, 

2 pmol Cy5- σηµασµένο primer (M13 Universal ή reverse), 1 µl Taq FS ένζυµο και 

νερό έως 20 µl. 

Μοιράζουµε σε 4 σωληνάκια από 5 µl  από το παραπάνω µίγµα και προσθέτουµε 2 µl 

από το καθένα από τα termination διαλύµατα. Η διαδικασία του προγράµµατος PCR 

είναι η παρακάτω:  

• 2 min στους 95οC για αρχική αποδιάταξη  

• 20 µε 30 κύκλους εναλλάξ στους 95οC για 30 sec και στους 50οC για 30 sec 

Προσθέτουµε 4 µl διάλυµα φορµαµίδης για να σταµατήσουµε την αντίδραση. 

Θερµαίνουµε στους 95οC για 2 min και φορτώνουµε στο sequencing gel. 

              Αναλυτικά αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο 3ο κεφάλαιο του ειδικού 

µέρους για την µελέτη της NS5A περιοχής του γονιδιώµατος του ιού. 
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2.2.6. Μέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού του HCV RNA 
 
Περιγραφή 

               Ο ποσοτικός προσδιορισµός του HCV RNA έγινε µε το το Amplicor HCV 

Monitor TM assay  της εταιρείας Roche Diagnostic System .Το kit περιλαµβάνει 

έτοιµα διαλύµατα για την προετοιµασία του δείγµατος , έτοιµα αντιδραστήρια για την 

αντίστροφη µεταγραφή και το πολλαπλασιασµό µε διαδικασία PCR και τον ποσοτικό 

προσδιορισµό. Η διαδικασία της PCR περιλαµβάνει ποσοτικοποιηµένο standard το 

οποίο συναυξάνεται µε την αλληλουχία στόχο , έτσι ώστε να προσµετράται η 

απότελεσµατικότητα της αντίδρασης PCR  

             Τα κυρίως στάδια της όλης διαδικασίας περιληπτικά φαίνονται στο 

παρακάτω σχήµα και είναι τα εξής: 
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           Α :Προετοιµασία δείγµατος 

          Το RNA του HCV µαζί µε το ποσοτικοποιηµένο εσωτερικό standard (Q.S) 

αποµονώνεται από 100 µl ορού που είχε φυλαχτεί στους �20 0C µε guanidine 

thiocyanate και το  RNA κατακρηµνίζεται µε ισοπροπανόλη .Ακολούθως 

διαλυτοποιείται σε διάλυµα που περιέχει µαγνήσιο απαραίτητο για την PCR 

           Β : Ποσοτικοποιηµένο εσωτερικό standard (Q.S) 

          Σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή το Q.S είναι ένα συνθετικό µόριο 

RNA µε θέσεις πρόσδεσης εκκινητή ειδικές για HCV και µια µοναδική αλληλουχία 

ανιχνευτή (probe) ειδική για το συγκεκριµένο Q.S µόριο RNA 

          C : Ενίσχυση του στόχου (Amplification target) 

          Είναι η 5¨µη κωδικογραφούσα περιοχή του γονιδιώµατος του HCV . Ενα 

τµήµα αλληλουχίας που ορίζεται από τους KY80 και  KY78 εκκινητές µήκους 244 

βάσεων ορίζεται σαν περιοχή στόχος . Ο KY150 είναι η αλληλουχία ανίχνευσης 

ακινητοποιηµένη σε microwell plate (MWP). 

         D : ∆ιαδικασία ενίσχυσης και ανίχνευσης ποσοτικοποίησης 

        Το HCV-RNA και το Q.S-RNA µεταγράφονται σε c-DNA και ενισχύονται 

συγχρόνως σε µια αντίδραση  στο ίδιο σωληνάριο χρησιµοποιώντας το ένζυµο rTth 

πολυµεράση µε την παρουσία ιόντων Mn . Μετά την ενίσχυση τα προϊόντα 

αποδιατάσσονται , µεταφέρονται σε microwell plate και αραιώνονται σταδιακά από 

τη γραµµή Α που περιέχει το µη αραιωµένο προϊόν στις γραµµές Β έως Ε µε 1:5 , 

1:25 , 1:125 , 1:625 αραιώσεις αντίστοιχα . Εκεί υβριδίζονται µε την ειδική 

αλληλουχία ανίχνευσης του HCV . Από την γραµµή Α γίνονται αραιώσεις 1:5 , 1:25 

στις γραµµές G έως H όπου είναι ακινητοποιηµένη η ειδική αλληλουχία ανίχνευσης 

του Q.S-RNA µε την οποία υβριδίζεται το ενισχυµένο προϊόν . Η υψηλότερη 

αραίωση που θα έχει απορρόφηση στα 450 nm (A450) µεταξύ 0,5 και 2,0 στα 

microwells που  είναι στρωµένα µε την ειδική HCV αλληλουχία ανίχνευσης και η 

αντίστοιχη A450  των wells που είναι στρωµένα µε την ειδική Q.S-RNA αλληλουχία 

ανίχνευσης , θα χρησιµοποιηθούν για τον προσδιορισµό του αριθµού  HCV-RNA 

copies / ml δείγµατος 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
             Σκοπός της εργασίας αυτής ήταν να διαπιστωθεί η έκταση του προβλήµατος 

της ηπατίτιδας C στην Κρήτη από τρεις διαφορετικές απόψεις : 

1) Γονοτυπική επιδηµιολογία του ιού και συσχέτιση του γονότυπου µε κλινικά 

και ιστορικά στοιχεία. 

2) Ανταπόκριση στην θεραπευτική αγωγή µε διάφορα θεραπευτικά σχήµατα. 

3) Χρήση της περιοχής NS5A του γονότυπου 1b ως πιθανού προγνωστικού 

παράγοντα ανταπόκρισης στην θεραπεία 

 

3.1 ΓΟΝΟΤΥΠΙΚΗ ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ HCV ΣΤΗΝ ΚΡΗΤΗ 

 
3.2.1  Υλικά � ασθενείς - µέθοδοι 

 
 

Ασθενείς     Μεταξύ των ετών 1994 και 1997 επιλέχθηκαν 102 ασθενείς  οι οποίοι 

είχαν προσβληθεί από τον ιό της ηπατίτιδας C για να ενταχθούν στη παρακάτω 

επιδηµιολογική µελέτη .Τα κριτήρια για την ένταξη κάποιου ασθενούς στη οµάδα 

µελέτης ήταν : 

• Παρουσία αντισωµάτων HCV τα οποία ανιχνεύτηκαν µε ELISA τρίτης γενεάς 

( ELISA 3 , Abbott Laboratories ).  

• Απουσία HbsAg  ή  anti-HIV . 

• Αποκλεισµός αλκοολικών . 

• Αποκλεισµός ασθενών µε ιστορικό µεταγγίσεων , µεταµοσχεύσεων ή 

σοβαρών νοσοκοµειακών νοσηλειών 

 

Ιστολογικά δεδοµένα Από όλους τους ασθενείς πάρθηκε βιοψία ήπατος , η οποία 

βαθµονοµήθηκε και αξιολογήθηκε µε βάση τα κριτήρια Ishak ( 31  ) χωρίς 

προηγούµενη γνώση κλινικών και ιολογικών χαρακτηριστικών των ασθενών. 

 

Στατιστική ανάλυση  Οι µεταβλητές που χρησιµοποιήθηκαν για τη στατιστική 

ανάλυση ήταν: γονότυπος , φύλο , ηλικία , ιαιµία , σταδιοποίηση , βαθµοποίηση , sgot 

, sgpt , γ-gt , sap. Κατ αρχήν έγινε µονοπαραγοντική ανάλυση . Η σχέση µεταξύ των 

διαφόρων µεταβλητών και των γονότυπων προσδιορίστηκε µε τη χρησιµοποίηση της 
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µεθόδου Pearson�s chi-square . Οι διαφορές των µέσων όρων των ποσοτικών 

µεταβλητών (ιικό φορτίο , βιοχηµικές µετρήσεις κ.λ.π) µεταξύ των διαφόρων οµάδων 

γονότυπων εξετάστηκαν µε την µέθοδο one-way ANOVA test. 

                Ο βαθµός γραµµικής συσχέτισης µεταξύ συνεχών µεταβλητών εκτιµήθηκε 

χρησιµοποιώντας Spearman�s rank correlation coefficient. Όπου ήταν αναγκαίες 

έγιναν λογαριθµικές µετατροπές των ποσοτικών µεταβλητών πριν την στατιστική 

ανάλυση , µε στόχο την οµαλοποίηση των τιµών. 

                 Ακολούθως έγινε πολυπαραγοντική ανάλυση χρησιµοποιώντας logistic 

regression  µε το SPSS Version 7.5 στατιστικό πακέτο ανάλυσης. Για τη στατιστική 

ανάλυση τα grading και τα staging scores οµαδοποιήθηκαν ως ακολούθως: 

• Low Grading  1 � 4 ( 36% του συνόλου ) 

• High Grading  5 � 8 ( 64% του συνόλου ) 

• Low Staging  1 � 2 (44% του συνόλου ) 

• High Staging  3 � 6 (56% του συνόλου ) 

               Οι γονότυποι οµαδοποιήθηκαν στους ανθεκτικούς 1 και 4 και στους  

ανταποκρινόµενους 2 και 3. 

 

 

Μέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν  
 

• Μέτρηση τρανσαµινασών  SGOT , SGPT , γGT , SAP  

• Μέτρηση του ιικού φορτίου χρησιµοποιώντας το Amplicor HCV Monitor TM 

assay  της εταιρείας Roche Diagnostic System όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο  υλικά και µέθοδοι. 

• ∆ηµιουργία του PCR προϊόντος στην  5΄UTR περιοχή µεταξύ των 

νουκλεοτιδιων  31-331 όπως περιγράφεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο των 

υλικών και µεθόδων 

Ως  εξωτερικοί primers χρησιµοποιήθηκαν 

            Out-for : 5΄ CCCTGTGAGGAACTWCTGTCTTCACGC 3΄ (νουκλεοτίδια 31 

- 57) 

            Out-rev :  5΄ TGGTGCACGGTCTACGAGACCT 3΄(νουκλεοτίδια 309 - 331) 

             Όταν το προκύπτον  PCR προϊόν δεν είναι ορατό σε πήκτωµα αγαρόζης ,                              

προχωράµε σε nest PCR χρησιµοποιώντας σαν εσωτερικούς primers τους 
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             Int-for :  5΄ TCTAGCCATGGCGTTAGTRVGAGTG 3΄ (νουκλεοτίδια 66 - 

91) 

             Int-rev : 5΄ CACTCGCAAGCACCCTATCAGGCAGT 3΄(νουκλεοτίδια 276 

- 301) 

 
 
             Out-Forw                                                                                             Int-Rev 
        31           57                                                                                 276         301 
                                                                    185 bp 
 
                        
                        66            91                                                                                    309       
331                

     Int-Forw                                                                                                 
Out-Rev 

 
 
 
 
               Τα  PCR προϊόντα που προκύπτουν ταυτοποιούνται µε βάση το µέγεθος 

τους                                  ( 300 ή 240  βάσεις  αν το προϊόν είναι πρώτη ή δεύτερη 

PCR) σε 1% πήκτωµα αγαρόζης που βάφεται µε βρωµιούχο αιθίδιο. Στη φωτογραφία 

που ακολουθεί φαίνονται χαρακτηριστικά της πρώτης PCR ασθενών που 

δηµιουργήθηκαν µε την παραπάνω διαδικασία και έχουν τρέξει σε 2% πήκτωµα 

αγαρόζης 

 
 
23              25   3     L                 6            15    12      22   21     L    24           C1    C2 C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Φωτογραφία 1 :  PCR προϊόντα στην 5΄UTR περιοχή 
Marker 100 bp , προϊόν 300 βάσεων 

 
 

C1: αρνητικός µάρτυρας σε νερό 
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C2: αρνητικός ορός 
L: marker 100 kb DNA ladder 

23,25,3,6,15,12,22,21,24 : θετικά δείγµατα 
 
 

 
• Καθορισµός των γονότυπων  χρησιµοποιώντας το INNO-Lipa HCV II της 

εταιρείας Innogenetics test ,όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο υλικά και 

µέθοδοι .Στη σελίδα που ακολουθεί φαίνονται χαρακτηριστικά παραδείγµατα 

γονότυπων ασθενών όπως προέκυψαν από τη συγκεκριµένη µελέτη. 
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3.2.2  Αποτελέσµατα 
 
 
             Η πλειοψηφία των ασθενών δεν συγκαταλεγόταν σε κάποια οµάδα υψηλού 

κινδύνου , ούτε είχαν συµπεριφορά ή τρόπο ζωής που θα δικαιολογούσε τον τρόπο 

µόλυνσης από HCV (ναρκοµανείς , µεταγγίσεις κ.λ.π) .Οι ασθενείς ανήκαν στην 

λεγόµενη σποραδική , ή λοίµωξη της κοινότητας. Η διάρκεια της ασθένειας και η 

ηλικία που µολύνθηκε ο ασθενής δεν ήταν δυνατόν να προσδιοριστούν. 

              Ο γονότυπος 1 κυριαρχεί σε 66 από τους 102 , ποσοστό 64% , ακολουθεί ο 

γονότυπος 3 µε ποσοστό 18% , ο γονότυπος 2 εµφανίστηκε σε 13 ασθενείς , ποσοστό 

13% , και τελευταίος ο γονότυπος 4,ποσοστό 5%. ∆εν ανιχνεύσαµε άλλο είδος 

γονότυπου 5 ή 6 όπως άλλωστε αναµενόταν. Στο διάγραµµα 1 που ακολουθεί 

φαίνεται η κατανοµή των γονοτύπων ποσοστιαία στο πληθυσµό που µελετήσαµε  

 

ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ ΓΟΝΟΤΥΠΩΝ ΤΟΥ HCV ΣΤΟ 
ΠΛΗΘΥΣΜΟ ΠΟΥ ΜΕΛΕΤΗΣΑΜΕ

64%13%

18%
5%

1
2
3
4

 
 

∆ιάγραµµα 1 : Ποσοστιαία κατανοµή των γονοτύπων στο πληθυσµό που µελετήσαµε 

 
 
           Ο µέσος όρος ηλικίας των ασθενών ήταν 51,5±15,8 ετών  µε τον νεότερο 16 

ετών και τον γηραιότερο 77 ετών . Από τους 102 ασθενείς οι 49 ήταν άνδρες και οι 

53 γυναίκες . Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης ,που χαρακτηρίζει τη σοβαρότητα της 

φλεγµονής κατά Ishak ήταν 4,79 ± 1,40 , ενώ ο µέσος όρος της σταδιοποίησης ,που 

χαρακτηρίζει τη σοβαρότητα της ίνωσης κατά Ishak , για όλους τους ασθενείς ήταν 

2,73 ± 1,27. Ο µέσος όρος του ιικού φορτίου για τους ασθενείς που καταµετρήθηκαν 

ήταν 11,6 ± 18,8  Χ106copies RNA HCV / ml ορού.  

          Τα χαρακτηριστικά των ασθενών περιγράφονται στον πίνακα 2 που ακολουθεί. 
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Πίνακας  2:  ∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών 
 
 
Ηλικία (έτη) Μέσος όρος ± SD 51,5 ± 15,8 
 Ενδιάµεσος 56 
 Εύρος 16 - 77 
Φύλο (Α/Γ) 49/53 
Ιστολογικά ήπατος Μέσος όρος grading ± SD 4,79 ± 1,40 
 Μέσος όρος staging ± SD 2,73 ± 1,27 
Γονότυποι 1 66 
 2 13 
 3 18 
 4 5 
Ιικό φορτίο Mean( 106copies/ml ± SD) 11,6 ± 18,8 
 Median 0,6 
 Logarithmic mean ± SD 6,11 ± 1,14 

 
 
              Μελετώντας τους ασθενείς κατά οµάδες αναλόγως του γονότυπου του ιού 

HCV που κάθε µια οµάδα έφερε παρατηρήσαµε τις εξής διαφορές  

1. Οι ασθενείς µε γονότυπο 1 είχαν µέση ηλικία 55,8 σηµαντικά µεγαλύτερη από 

τους µη-1 γονότυπους (p=0.007)ενώ η ηλικία του 2 γονότυπου ήταν η 

µικρότερη . Η διαφορά της µέσης ηλικίας των ασθενών µε γονότυπο 1 από 

την µέση ηλικία των ασθενών µε γονότυπο 2 ήταν 13 έτη. 

2. Οι άνδρες αποτελούσαν την πλειοψηφία των γονότυπων 4 και 2 µε ποσοστά 

66% και 54% αντίστοιχα , ενώ οι γυναίκες ήταν περισσότερες στο γονότυπο 

1.(∆ιάγραµµα 2) 
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∆ιάγραµµα 2 : Σχέση γονότυπου - φύλου 
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3. Η ιστολογική κατάσταση των γονοτύπων όπως κατεγράφη µε την 

βαθµολόγηση κατά Ishak έδειξε ότι ίνωση ήταν πιο ήπια στο γονότυπο 4 ( 

staging score 2.2±0.8 ) , χωρίς όµως να είναι στατιστικά σηµαντική η διαφορά 

από τους άλλους γονότυπους (∆ιάγραµµα 3) .Την αντίθετη ακριβώς εικόνα 

παρουσιάζει ο γονότυπος 4 στην βαθµοποίηση ,όπου το συνολικό grading 

score διαµορφώνεται στο 5.4±0.5 χωρίς όµως πάλι να είναι στατιστικά 

σηµαντική η διαφορά από τους άλλους γονότυπους (∆ιάγραµµα 4). 
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∆ιάγραµµα 3 : Σχέση σταδιοποίησης - γονότυπου 
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∆ιάγραµµα 4 : Σχέση βαθµοποίησης - γονότυπου 
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4. ∆εν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση των τιµών των βιοχηµικών 

παραµέτρων µεταξύ των διαφόρων υποτύπων του HCV. 

5. Αν και διαφαίνεται µια τάση ο γονότυπος 3 να παρουσιάζει υψηλό ιικό φορτίο 

σε σχέση µε τους υπόλοιπους , εν τούτοις η µεγάλη διακύµανση των τιµών το 

εµποδίζει να είναι στατιστικά σηµαντικό. Την αντίθετη τάση παρουσιάζει ο 

γονότυπος 2 και εµφανίζει γενικά χαµηλές τιµές ιικού φορτίου (∆ιάγραµµα 5). 

 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

1 2 3 4

ΓΟΝΟΤΥΠΟΣ

ΣΧΕΣΗ ΙΙΚΟΥ ΦΟΡΤΙΟΥ ΓΟΝΟΤΥΠΟΥ

More
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03

 
 

∆ιάγραµµα 5 : Σχέση ιικού φορτίου � γονότυπου 

 

Τα χαρακτηριστικά των ασθενών κατά γονότυπο εµφανίζονται στον πίνακα 3 που 

ακολουθεί 

Πίνακας 3:  Σχέση γονοτύπων,  ιολογικών  , ιστολογικών και βιοχηµικών 
χαρακτηριστικών 
 

HCV γονότυποι 1 2 3 4 

Ηλικία (Μ.Ο± SD)    55,8 ± 
13,8 

42,4 ± 
16,2 * 

46,1± 
15,8 

43,2± 9,3 

Άνδρες (%) 44,9 54,5 47,1 66,7 
Σταδιοποίηση 2,9 ± 1,3 3,5 ± 1,0 2,4 ± 1,3 2,2 ± 0,8 
Βαθµοποίηση 4,8 ± 1,3 4,9 ± 1,8 4,9 ± 1,7 5,4 ± 0,5 

SGOT 77 ± 63 79 ± 46 57 ± 42 57 ± 26 
SGPT 109 ± 71 102 ± 69 93 ± 68 119 ± 46 
γ-GT 51 ± 55 47 ± 30 41 ± 20 25 ± 8 
SAP 103 ± 33 95 ± 46 111 ± 35 125 ± 20 

Ιικό φορτιο (106 5,4 ± 25 0,5 ± 0,4 8,5 ± 20 3,4 ± 5,6 
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copies/ml) 
 
*p=0,007 
 
                 Στην προσπάθεια µας να µελετήσουµε περισσότερο τη σχέση της ηλικίας 

µε τους γονοτύπους ,χωρίσαµε τους ασθενείς σε οµάδες ανά δεκαετίες και είδαµε την 

κατανοµή των γονοτύπων ανά 10-ετία ηλικίας .Τα αποτελέσµατα φαίνονται στο 

διάγραµµα 6. Όπως προκύπτει στις νεώτερες ηλικίες , µικρότερες των 40 ετών ο 

γονότυπος 1 είναι συγκριτικά σπάνιος σε σχέση µε τον 3 ή τον 2 . Όσο αυξάνεται η 

ηλικία των ασθενών η πιθανότητα εµφάνισης του 1 γονότυπου αυξάνει , για να γίνει 

σε ηλικίες µεγαλύτερες των 70 ετών ο πιο συχνά συναντώµενος γονότυπος (Από τους 

50 ασθενείς ηλικίας άνω των 60 ετών οι   36  είχαν γονότυπο 1) 
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∆ιάγραµµα 6 : Κατανοµή γονότυπων ανά ηλικία 
 
 

Αποτελέσµατα  πολυπαραγοντικής ανάλυσης 

 

        Στην πολυπαραγοντική ανάλυση προσπαθήσαµε να δούµε την πιθανή σχέση των 

µεταβλητών που περιγράφουν την ιστολογική βλάβη και των υπολοίπων µεταβλητών 

,φύλο , ηλικία , ιαιµία , γονότυπο , τρανσαµινάσες. Για το λόγο αυτό 

χρησιµοποίησαµε το staging σαν εξαρτηµένη µεταβλητή , οµαδοποιώντας τους 



 

 69

ασθενείς στις δύο κατηγορίες low (1, 2) και high (3,4,5,6) και εξετάσαµε αν η 

πιθανότητα κάποιος ασθενής να ανήκει σε µια από τις δ΄θο κατηγορίες µας έδινε 

πρόβλεψη για τις υπόλοιπες µεταβλητές. 

              Όπως δείξαµε και µε τα x2  test δεν φάνηκε κάποια στατιστικά σηµαντική 

σχέση µεταξύ γονότυπου και ιστολογικών δεδοµένων (staging ή grading) , ούτε 

µεταξύ γονότυπου και φύλου , όπως οµαδοποιήθηκαν οι γονότυποι σε ανθεκτικούς 1 

και 4 και ανταποκρινόµενους 2 και 3 .Όµως στις ποσοτικές µεταβλητές βρέθηκαν 

ζεύγη µε πολύ υψηλό βαθµό συσχέτισης: 

• SGOT και SGPT  είχαν βαθµό συσχέτισης 0.844  ( p=0.0001 ) 

• SGOT και γ � GT  είχαν βαθµό συσχέτισης 0.388  ( p=0.002 ) 

• Ηλικία και SAP  είχαν βαθµό συσχέτισης 0.348  ( p=0.005 ) 

 

         Το τελικό µοντέλο όµως που προκύπτει περιλαµβάνει δύο µεταβλητές 

πρόβλεψης , την ηλικία και το grade. Έτσι έχοντας ένα υψηλό grade ( π.χ µεταξύ 5 

και 8 ) , αυξάνεται η πιθανότητα (odds) να έχουµε υψηλό staging ( π.χ µεταξύ 3 και 6 

) κατά 10.41 , ενώ αυξανόµενη η ηλικία κατά ένα έτος αυξάνεται η πιθανότητα κατά 

1.04 . Άρα η ηλικία είναι ασθενέστερος παράγοντας πρόβλεψης . 

           Αντίθετα δεν βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ γονότυπου ή τρανσαµινασών και 

πιθανότητας κάποιος ασθενής να έχει υψηλό ή χαµηλό staging ,δηλαδή δεν 

συσχετίζεται η ίνωση µε το είδος του γονότυπου ή το ύψος των τρανσαµινασών. 

 
 
 
 

3.2.3  Συζήτηση 
 
                   Η ηπατίτιδα C , εξ αιτίας των υψηλών ποσοστών µεταπτώσεως σε 

χρονιότητα αποτελεί σοβαρό πρόβληµα υγείας . Η Κρήτη είναι µία από τις περιοχές 

της Ελλάδας που έχει παρατηρηθεί µια αύξηση  του αριθµού των ασθενών µε 

ηπατοπάθεια , όπως προκύπτει από τις ανακοινώσεις της Εθνικής Στατιστικής 

Υπηρεσίας µε βάση την καταγραφή των νοσοκοµειακών εξιτηρίων (117). 

                  Από µελέτη( 118 ) των ποσοστών θνησιµότητας από κακοήθη 

νεοπλάσµατα στην Κρήτη , η συχνότητα του ηπατοκυτταρικού καρκίνου ιδιαίτερα 

στους άνδρες , βρέθηκε πολύ υψηλή , συγκρίσιµη µε αυτή της Ιταλίας και Γαλλίας, 

υπογραµµίζοντας τη διαφορά που υπάρχει µε την υπόλοιπη Ελλάδα. Συγκεκριµένα 
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στην Κρήτη ο HCC αποτελεί την πέµπτη αιτία θανάτου από νεοπλασίες στους άνδρες 

και την έβδοµη στις γυναίκες. Σε δική µας µελέτη της φυσικής πορείας του HCC 

διαπιστωθεί ότι το 65% των HCC στην Κρήτη οφείλονται στον HCV και µόνο το 

13% οφείλονται στον ιό HBV, ποσοστά ακριβώς αντίθετα από την κυρίως 

Ελλάδα(119). 

                     Από ανάλυση των αποτελεσµάτων των ιστολογικών εξετάσεων 675 

βιοψιών που έγιναν ανάµεσα στα έτη 1992-1997 στην  Γαστρεντερολογική κλινική 

του ΠΕ.ΠΑ.Γ.Ν (αδηµοσίευτα δεδοµένα), προκύπτει ότι ο ιός HCV είναι ο 

κυριότερος αιτιολογικός παράγοντας για το 55% των βιοψιών. Συγκεκριµένα :  

• Χρόνια ηπατίτιδα : 250 ασθενείς / 169 HCV   ( 68% ) 

• Κίρρωση : 118 ασθενείς / 58 HCV   ( 49% ) 

                     Παλαιότερη έρευνα του εργαστηρίου µας ( 119  )έχει καταγράψει 

επιπολασµό του anti-HCV των αιµοδοτών της Κρήτης σε ποσοστό 0,36%, µε 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ των νοµών. Τα υψηλότερα ποσοστά (0,79%) 

παρατηρούνται στο νοµό Ρεθύµνης. Αρκετά υψηλό είναι και το ποσοστό του 

επιπολασµού στους ελεχθέντες νοσοκοµειακούς ασθενείς στα τρία νοσοκοµεία της 

Κρήτης (5,14%), και έτσι εξηγείται η αύξηση των νοσηλειών για ηπατοπάθεια των  

τελευταίων ετών. Στην ίδια µελέτη εντοπίστηκαν και µερικοί θύλακες υψηλού 

επιπολασµού όπως στους ασθενείς του Κέντρου Υγείας Σπηλίου ή της περιοχής του 

Αγίου Νικολάου. Η παντελής απουσία του anti-HCV στις µικρότερες ηλικίες στη 

περιοχή δηµιουργεί υπόνοιες για πιθανή διασπορά του ιού ( ιατρογενής ; ) σε 

παλαιότερα έτη. 

              

                      Όλα αυτά τα δεδοµένα έθεσαν επιτακτικά την ανάγκη για µια 

διαφορετική  επιδηµιολογική µελέτη των ασθενών θετικών σε anti-HCV. 

Πρωταρχικός στόχος ήταν η καταγραφή των γονότυπων που υπάρχουν στο νησί ,η 

σχέση τους µε την υπόλοιπη Ελλάδα και αν µπορούν να εξαχθούν κάποια 

συµπεράσµατα σε σχέση µε την χαµηλή ανταπόκριση των ασθενών µας στις  

διάφορες θεραπείες. 

                       Οι γονότυποι του HCV ενοχοποιούνται για την φυσική πορεία της 

χρόνιας ηπατοπάθειας που προκαλείται από τον HCV και εµπλέκονται σοβαρά στην 

ανταπόκριση των ασθενών στη θεραπεία µε IFN-a. Οι γονότυποι 1 και 4 

συσχετίζονται µε την αντίσταση στη IFN( 82 ,49 ). Για το λόγο αυτό η γνώση για τη 
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διασπορά τους σε διάφορες γεωγραφικές περιοχές και η συσχέτιση τους µε άλλα 

χαρακτηριστικά των ασθενών µπορεί να συµβάλει στην αποτελεσµατική πρόγνωση 

και διαµόρφωση σωστότερων θεραπευτικών σχηµάτων.  

               Πολλές µελέτες έχουν δηµοσιευτεί µε αυτά τα θέµατα αλλά τα 

συµπεράσµατα είναι αντικρουόµενα πολλές φορές. Οι γεωγραφικές διαφορές καθώς 

και οι διαφορετικές µέθοδοι προσδιορισµού ιολογικών µετρήσεων είναι παράγοντες 

που δικαιολογούν τα αποτελέσµατα. Η Κρήτη είναι µια περιοχή µε οµογένεια στο 

πληθυσµό και γι αυτό η µελέτη διασποράς των γονότυπων στο πληθυσµό όπως και η 

σχέση τους µε ιολογικά και ιστολογικά δεδοµένα παραµένει ενδιαφέρουσα. 

                Αν και οι γονότυποι εµφανίζουν µεγάλη διασπορά ανά τον κόσµο υπάρχουν 

σαφείς διαφορές στη γεωγραφική τους κατανοµή. Οι γονότυποι 1a, 1b επικρατούν 

στην Βόρειο Νότιο Αµερική, και Ευρώπη , ενώ ο 1b επικρατεί στις περισσότερες 

χώρες της Ασίας. Σε χώρες γειτνιάζουσες µε την Ελλάδα, Νοτιοανατολική Ευρώπη 

και Τουρκία επικρατεί ο 1b γονότυπος, ενώ στη Μέση Ανατολή  και Βόρειο Αφρική 

(Αίγυπτο)  εµφανίζεται πολύ συχνά ο γονότυπος 4 ( 34 ). Η Κρήτη ούσα στη µέση 

αυτού του χάρτη παρουσιάζει  αυξηµένο ποσοστό του 1b γονότυπου σε σχέση µε τα 

δεδοµένα από την υπόλοιπη Ελλάδα, ενώ παρά τη γειτνίαση µε τις χώρες της Μέσης 

Ανατολής και Αίγυπτο διαφοροποιείται  ως προς την µικρή παρουσία του 4 

γονότυπου σε σχέση µε τις χώρες αυτές . Το ποσοστό του γονοτύπου 4 είναι 

παρόµοιο µε αυτό της υπόλοιπης Ελλάδας. 

                  Η συσχέτιση του 3 γονότυπου µε χρήστες ενδοφλεβίων ναρκωτικών και η 

αύξηση του αριθµού των χρηστών είχε σαν αποτέλεσµα την διασπορά του 3 

γονότυπου και την αξιοσηµείωτη παρουσία του και στη δική µας µελέτη. Όπως τέλος 

αναµενόταν δεν ανιχνεύσαµε γονότυπους 5 ή 6. Κατά την διάρκεια της µελέτης µια 

συγκεκριµένη περίοδο είχαµε πολλά δείγµατα αδιευκρίνιστων γονότυπων που 

προέκυπταν σαν µίγµα 1b και άλλων γονότυπων, που όµως µετά από πολύ 

προσπάθεια διευκρινίσαµε ότι ήταν εργαστηριακή επιµόλυνση, δυστυχώς πολύ 

σηµαντική και αρκετά συχνή σε τεχνικές nested PCR. 

                  Η επιδηµιολογία των HCV γονότυπων έχει αλλάξει σηµαντικά κατά τη 

διάρκεια των προηγουµένων δεκαετιών, όπως έχει αναφερθεί και σε άλλες χώρες. Ο 

γονότυπος 1b φαίνεται να είναι δείκτης µεγαλύτερης διάρκειας της νόσου. Η αλλαγή 

αυτή ίσως εκφράσει ότι ο  HCV έχει υποστεί πιέσεις επιλογής µέσω διαφορετικών 

πηγών µετάδοσης και σε διαφορετικούς ξενιστές (34). Τα ευρήµατα αυτά 

επιβεβαιώνονται και στη δική µας µελέτη όπου οι µεγαλύτεροι σε ηλικία ασθενείς, 
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και οι ασθενείς από µετάγγιση ή σποραδική ηπατίτιδα φέρουν συχνότερα 1b 

γονότυπο ενώ οι νεότεροι και οι χρήστες ενδοφλεβίων ναρκωτικών φέρουν τον  3a . 

                   Πιθανολογούµε ότι οι γονότυποι 3 και 4 έχουν εισέλθει στο τοπικό 

πληθυσµό των χρόνιων πασχόντων τα τελευταία 30 ίσως χρόνια. Κατ αρχήν υπάρχει 

η παρατήρηση ότι σε ενδηµικές εστίες ασυµτωµατικής χρόνιας HCV λοίµωξης ( 

Σπήλι ) ανευρισκόταν σχεδόν  αποκλειστικά ο γονότυπος 1b και µάλιστα σε 

ηλικιωµένα άτοµα µε αφανή τον τρόπο µετάδοσης του ιού. Το γεγονός επίσης ότι 

στους ασθενείς άνω των 40 ετών ο γονότυπος 1b είναι συχνότερα απαντώµενος 

ενισχύει την υπόθεση. Όλα αυτά σε συνδυασµό µε την κοινά παραδεκτή υπόθεση για 

την εξαιρετικά µειωµένη ανταπόκριση του  γονότυπου 1b στην κλασσική θεραπεία µε 

IFN-a , θα µπορούσε να οφείλονται σε µεγαλύτερη διάρκεια της HCV λοίµωξης, και 

εποµένως στην φυσική επιλογή στελεχών µε αντίσταση ,που αποκτήθηκε κάτω από 

την αυξηµένη ανοσολογική πίεση από την πλευρά του ξενιστή . 

                       Αυτές οι παρατηρήσεις ενισχύονται από πρόσφατη ανακοίνωση ( 120 ) 

ότι στους Έλληνες ασθενείς από το Εθνικό Κέντρο Μεταδοτικών Νοσηµάτων του 

Ήπατος η µέση ηλικία, η µέση διάρκεια λοίµωξης καθώς και η αναλογία κιρρωτικών 

ασθενών µε γονότυπο 1b, είναι σηµαντικά µεγαλύτερες από εκείνες των ασθενών που 

φέρουν 3a γονότυπο . Είναι δε γνωστό ότι στην HCV λοίµωξη απαιτείται χρονικό 

διάστηµα 20-30 έτη περίπου για να αναπτυχθεί κίρρωση. 
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3.3 ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΑ ΣΧΗΜΑΤΑ 

 
3.3.1 Υλικά � ασθενείς � µέθοδοι 

 
 
Ασθενείς    Οι ασθενείς που έλαβαν µέρος στα θεραπευτικά σχήµατα που θα 

περιγραφούν  ήταν ασθενείς της γαστρεντερολογικής κλινικής του ΠΕΠΑΓΝΗ µε 

διαγνωσµένη µε βιοψία ηπατίτιδα C. Οι θεραπείες έγιναν µεταξύ των ετών 1994 και 

1997 .Τα κριτήρια για την ένταξη κάποιου ασθενούς στη οµάδα µελέτης ήταν : 

• Παρουσία αντισωµάτων HCV τα οποία ανιχνεύτηκαν µε ELISA τρίτης γενεάς 

( ELISA 3 , Abbott Laboratories ).  

• Απουσία HbsAg  ή  anti-HIV . 

• Αποκλεισµός αλκοολικών .  

Όλοι οι ασθενείς παρακολουθήθηκαν για 18-24 µήνες µετά την διακοπή της 

θεραπείας. 

Ιστολογικά δεδοµένα Από όλους τους ασθενείς πάρθηκε βιοψία ήπατος , η οποία 

βαθµονοµήθηκε και αξιολογήθηκε µε βάση τα κριτήρια Ishak (31) χωρίς 

προηγούµενη γνώση κλινικών και ιολογικών χαρακτηριστικών των ασθενών. 

Μέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν  
1. Μέτρηση τρανσαµινασών  SGOT , SGPT , γGT , SAP  

2. Καθορισµός των γονοτύπων  χρησιµοποιώντας το INNO-Lipa HCV II της 

εταιρείας Innogenetics test ,όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο υλικά και 

µέθοδοι 

3. Μέτρηση του ιικού φορτίου χρησιµοποιώντας το Amplicor HCV Monitor TM 

assay  της εταιρείας Roche Diagnostic System όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο  υλικά και µέθοδοι. 

Ορισµός ανταπόκρισης        Για να µπορέσουµε να µελετήσουµε καλύτερα τα 

αποτελέσµατα των θεραπευτικών σχηµάτων ορίσαµε τέσσερα διαφορετικά είδη 

ανταπόκρισης : 

1. Βραχυχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση. Αµέσως µε το τέλος της θεραπείας 

εξετάσαµε τις βιοχηµικές παραµέτρους του ασθενούς . Αν είχε οµαλοποιήσει 

τις τρανσαµινάσες (SGOT, SGTP,γ-GT και SAP ) θεωρούσαµε επιτυχή 

βραχυχρόνια ανταπόκριση. 

2. Βραχυχρόνια ιολογική  ανταπόκριση. Επιτυχής θεωρήθηκε ο µηδενισµός του 

ιικού φορτίου µε το τέλος της θεραπείας. 
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3. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση. Αν µετά από τουλάχιστον 18 µήνες οι 

βιοχηµικές παράµετροι του ασθενούς παρέµεναν σε ύφεση , η µακροχρόνια 

βιοχηµική ανταπόκριση οριζόταν σαν επιτυχής. 

4. Μακροχρόνια ιολογική ανταπόκριση. Επιτυχής θεωρήθηκε η µη ανίχνευση 

του ιού για τουλάχιστον 18 µήνες µετά το τέλος της θεραπείας. 

 

Στατιστική ανάλυση        Καταρχήν χρησιµοποιήθηκε µονοπαραγοντική ανάλυση και 

χρήση της δοκιµασίας Pearson�s chi-squared για την ανεύρεση πιθανών σχέσεων 

µεταξύ της ανταπόκρισης και των υπόλοιπων µεταβλητών (γονότυποι , ιικό φορτίο , 

βιοχηµικές παράµετροι ).Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε πολυπαραγοντική ανάλυση 

µε την µέθοδο logistic regression ,όπου η µεταβλητή βιοχηµική ή ιολογική 

ανταπόκριση συγκρίθηκε µε προγνωστικούς παράγοντες φύλο , ηλικία , γονότυποι, 

σταδιοποίηση ,βαθµοποίηση , τρανσαµινάσες , γ-GT , και αλκαλική φωσφατάση. 

Χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πακέτο SPSS 7.5 

 

3.3.2 Αποτελέσµατα 
 
               Στον πίνακα 4 που ακολουθεί περιγράφεται  η σύσταση των οι 6 οµάδων 

που µελετήθηκαν . Στη συνέχεια η κάθε οµάδα παρουσιάζεται αναλυτικά 

 
Πίνακας 4   ∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της µελέτης 
 
 

 ΟΜΑ∆Α 
 1 

ΟΜΑ∆
Α 
2 

ΟΜΑ∆
Α 3 

ΟΜΑ∆Α 
4 

ΟΜΑ∆Α 
5 

ΟΜΑ∆Α 
6 

ΑΡ ΑΣ/ΩΝ 30 35 60 35 36 21 
ΦΥΛΟ 
(Α/Γ) % 

53/47 60/40 52/48 40/60 53/47 57/43 

ΗΛΙΚΙΑ  52 ± 14 49,2 ± 
14,7 

50,4 ± 
15,6 

50,4 ± 
14,2 

51,2 ± 
15,9 

51,3 ± 
12,4 

ΓΟΝΟΤ(%) 
1 
2 
3 
4 

 
50 
13 
37 
- 

 
61 
17 
22 
- 

 
72 
11 
17 
- 

 
50 
17 
21 
12 

 
64 
12 
20 
4 

 
77 
- 

23 
- 

ΙΙΚΟ  
ΑΡΧΗΣ 

5x105±2,
1x105 

3 
x105±3 

x105 

2x105±3
,5x105 

7 x105±2 
x106 

9x105±8x 
105 

7x105±3x
105 

 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



 

 75

ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜ 

3,02 ± 
1,12 

5,03 ± 
1,21 

8,05 ± 
2,18 

2,88 ± 
1,75 

4,56 ± 
1,31 

7,44 ± 
2,80 

3,27 ± 
1,62 

5 ± 1,25 
8,27 ± 
2,49 

2,59 ± 
1,18 

5,05 ± 
1,13 

7,64 ± 
2,06 

 

2,79 ± 
0,93 

5 ± 1,1 
7,79 ± 
1,74 

3,6 ± 1,24 
5,94 ± 
1,26 

9,56 ± 
2,23 

ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
139 ± 
108 

153 ± 97 
88 ± 92 
95 ± 44 

 

 
 

106 ± 98 
126 ± 73 
47 ± 31 
86 ± 39 

 

 
 

77 ± 53 
111 ± 88 
49 ± 40 
85 ± 36 

 

 
 

65 ± 48 
93 ± 73 
52 ± 72 
113 ± 44 

 

 
 

72 ± 58 
101 ± 92 
34 ± 18 
112 ± 47 

 
 

 
 

76 ± 32 
99 ± 32 
44 ± 32 
103 ± 46 

 

 
 
 
Οµάδα 1: 3 MU IFN-a για 3 µήνες   
 

            Το 1994 επιλέχθηκαν  30 ασθενείς και πήραν 3 εκατοµµύρια IFN-2a για 

χρονικό διάστηµα 3 µηνών.  Το βιοχηµικό προφίλ των ασθενών παρουσιάζεται στο 

πίνακα 5. Από τους 30 ασθενείς οι 16 ήταν άνδρες ,ποσοστό 53% , και οι 14 γυναίκες 

,ποσοστό 47% . Ο µέσος όρος ηλικίας ήταν 52 ± 14 έτη µε τον νεότερο 25 ετών και 

τον γηραιότερο 80 ετών . Ο γονότυπος 1 κυριαρχεί σε ποσοστό 50% , ακολουθεί ο 

γονότυπος 3  µε ποσοστό 37% , και τέλος ο γονότυπος 2 µε ποσοστό 13% . ∆εν 

ανιχνεύσαµε άλλο είδος γονότυπου 4, 5 ή 6. Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά 

Ishak ήταν 5,03 ± 1,21, ενώ ο µέσος όρος της σταδιοποίησης για όλους τους ασθενείς 

ήταν 3,02 ± 1,12. Ο µέσος όρος του ιικού φορτίου για τους ασθενείς που 

καταµετρήθηκαν ήταν   5 ± 2,1x105copies RNA HCV / ml ορού 

 
 
Πίνακας 5. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 1 (3MU IFN-a 
για 3 µήνες) 
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ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 1 
 
 
 

 ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

14/30 16/30 4/28 24/28 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 50 / 50 56 / 44 25 / 75 54 / 56 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
49,8 ± 15 55 ± 13 56,7 ± 8 52,4 ± 14,7 

ΓΟΝΟΤΥΠΟΙ     
( %) 
1 
2 
3 
4 

 
 

30 
36 
34 
- 

 
 

75 
10 
15 
- 

 
 

45 
20 
35 
- 

 
 

50 
30 
20 
- 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
2,2 ± 1,1 
3,9 ± 1,4 
6,1 ± 2,5 

 
3,0 ± 1,2 
4,6 ± 0,8 
7,6 ±2,0 

 
1,5 ± 0,9 
2,8 ± 1,5 
4,3 ± 2,4 

 
2,1 ± 1,8 
4,9 ± 1,3 
7,0 ± 3,1 

 ΜΕΣΟΣ 
ΟΡΟΣ 

ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΗΛΙΚΙΑ 52 14 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 3,02 1,12 
ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 5,03 1,21 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 8,05 2,18 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

5x105 2,1x105 

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

3x105 4x105 

SGOT-ΑΡΧΗΣ 139 108 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 153 97 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 88 92 
SAP- ΑΡΧΗΣ 95 44 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 50 36 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 69 58 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 50 35 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 75 45 
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ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
158 ± 135  

    170 ± 119 
111 ± 137 
81 ± 50 

 
122 ± 78 
139 ± 75 
72 ± 38 
104 ± 39 

 
258 ± 187  

    245 ± 153 
149 ± 212 
120 ± 62 

 
    120 ± 83 * 
    143 ± 84 

78 ± 57 
94 ± 41 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

47 53 14 86 

 
*p=0,018 
 
 
            Από τους 30-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 14 ενώ οι υπόλοιποι 16 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση 

όµως παρουσίασαν µόνο 4 ασθενείς και 24 συνολικά υποτροπίασαν. Για τους 

υπόλοιπους 2 δεν έχουµε στοιχεία διότι εγκατέλειψαν το σχήµα. Έτσι ενώ τα 

ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  47% επιτυχία και 53% αποτυχία , 

αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 14% και 86% αντίστοιχα. 

            Το φύλο δεν συσχετίζεται κατ αρχή µε την βραχυχρόνια ανταπόκριση . 

Μακροπρόθεσµα όµως από τους 4 που ανταποκρίθηκαν οι 3 ήταν γυναίκες και ο 1 

άνδρας . Η ηλικία δεν συσχετίζεται µε την µακροχρόνια ανταπόκριση. Επίσης  δεν 

υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση  τόσο στα ιστολογικά δεδοµένα ,όσο 

και στις βιοχηµικές παραµέτρους  µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη ασθενών είτε για 

την βραχυχρόνια είτε για την µακροχρόνια ανταπόκριση . Μόνο για τους 

µακροχρόνια ανταποκρινόµενους ισχύει στην µονοπαραγοντική ανάλυση ότι οι 

επιτυχώς ανταποκρινόµενοι παρουσιάζουν µεγαλύτερες τιµές SGOT (p=0,018). 

                   Οι γονότυποι 2 και 3 ανταποκρίνονται καλύτερα βραχυπρόθεσµα απ ότι ο 

γονότυπος 1. Το 75% αυτών που δεν βελτιώνουν τις βιοχηµικές τους παραµέτρους µε 

το τέλος της θεραπείας είναι γονότυπου 1. Όµως µακροπρόθεσµα τα ποσοστά των 

γονότυπων µεταξύ ανταποκριθέντων και µη, δεν διαφοροποιούνται πολύ από τα 

αρχικά. 

 
 
 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 1 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα 10% , ενώ µετά από 

18 µήνες µηδενικό ιικό φορτίο παρουσίαζε µόνο το 4% των ασθενών . 
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 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

14/30 3/30 4/28 1/28 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

47% 10% 14% 4% 

 
 
 
Οµάδα 2: 5 MU IFN-a για 6 µήνες   
 

            Το 1994 επιλέχθηκαν 35 ασθενείς και πήραν 5 εκατοµµύρια IFN-2a για 

χρονικό διάστηµα 6 µηνών.  Το βιοχηµικό προφίλ των ασθενών παρουσιάζεται στο 

πίνακα 6. Από τους 35 ασθενείς οι 21 ήταν άνδρες ,ποσοστό 60% , και οι 14 γυναίκες 

,ποσοστό 40% . Ο µέσος όρος ηλικίας ήταν 49,2±14,7 έτη µε τον νεότερο 17 ετών και 

τον γηραιότερο 72 ετών . Ο γονότυπος 1 κυριαρχεί σε ποσοστό 57% , ακολουθεί ο 

γονότυπος 3 µε ποσοστό 26% , και τέλος ο γονότυπος 2 µε ποσοστό 17% . ∆εν 

ανιχνεύσαµε άλλο είδος γονότυπου 4, 5 ή 6. Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά 

Ishak ήταν 4,56 ± 1,31 , ενώ ο µέσος όρος της σταδιοποίησης για όλους τους 

ασθενείς ήταν 2,88 ± 1,75. Ο µέσος όρος του ιικού φορτίου ήταν 3 ± 3 Χ105copies 

RNA HCV / ml ορού 

 
 
Πίνακας 6. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 2 (5MU IFN-a 
για 6 µήνες) 
 
 

 
 ΜΕΣΟΣ 

ΟΡΟΣ 
ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΕΥΡΟΣ ∆ΙΑΜΕΣΟΣ 

ΗΛΙΚΙΑ 49,2 14,7 55 54 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 2,88 1,75 5 2 
ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 4,56 1,31 5 5 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 7,44 2,8 9 7 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

3x105 3 x105 1x106 9,8 x104 

Log ΠΟΣ/ΚΟΥ 
ΑΡΧΗΣ 

4,951 0,77699 2,38 4,99 

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

2 x105 6 x105 2 x106 4 x104 
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SGOT-ΑΡΧΗΣ 106 98 451 74 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 126 73 357 115 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 47 31 108 39 
SAP- ΑΡΧΗΣ 86 39 189 89 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 48 64 382 34 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 39 23 86 30 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 33 17 65 31 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 70 29 159 67 

 

 
 
 
 ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 2 

 
 ΒΡΑΧΥΧΡΟ

ΝΙΑ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

21/35 14/35 5/35 30/35 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 62 / 38 57 / 43 40 / 60 63 / 37 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
51,3 ±  13 46,9 ± 16 54 ± 7,2 48,2 ± 16 

ΓΟΝΟΤΥΠΟΙ 
1 
2 
3 
4 

 
38 
24 
38 
- 

 
80 
10 
10 
- 

 
50 
- 

50 
- 

 
57 
19 
24 
- 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
2,3 ± 1,4 
4,1 ± 1,9 
6,4 ± 3,1 

 
3,3 ± 1,9 
4,9 ± 0,6 
8,2 ± 2,4 

 
     1,0 ± 0 

2,5 ± 0,7 
3,5 ± 0,7 

 
3,1 ± 1,7 

   4,9 ± 1,1* 
     8,0 ± 2,5**

ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
89 ± 70  

    100 ± 52 
44 ± 28 
86 ± 47 

 
129 ± 127 

     164 ± 83+ 
51 ± 35 
86 ± 26 

 
68 ± 62 
38 ± 20 
35 ± 31 
61 ± 44 

 
111 ± 101 

     138 ± 
69++ 

49 ± 31 
90 ± 38 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

60 40 14 86 

 
*p=0,012  ,  **p=0,03  ,  +p=0,009  ,  ++p=0,007 
 
            Από τους 35-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 21 ενώ οι υπόλοιποι 14 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Από τους 14 οι µισοί 7 δεν 

οµαλοποίησαν ποτέ τρανσαµινάσες, ενώ οι υπόλοιποι 7 υποτροπίασαν κατά τη 
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διάρκεια της θεραπείας. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση όµως παρουσίασαν 

µόνο 5 ασθενείς και 30 συνολικά υποτροπίασαν. Και οι 5 που ανταποκρίθηκαν 

µακροπρόθεσµα είχαν οµαλοποιήσει τρανσαµινάσες το πρώτο τετράµηνο θεραπείας. 

Οι 2 από αυτούς ήταν  3α  γονότυπος ,1 ήταν 1b και οι 2 µη χαρακτηρισµένοι λόγω 

ελλείψεως δεδοµένων. Έτσι ενώ τα ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  

60% επιτυχία και 40% αποτυχία , αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 

14% και 86% αντίστοιχα. 

                 Κατ αρχή οι άνδρες ανταποκρίνονται καλύτερα στη θεραπεία , 

οµαλοποιώντας τις βιοχηµικές παραµέτρους πιο άµεσα απ ότι οι γυναίκες αλλά 

µακροπρόθεσµα υποτροπιάζουν πιο γρήγορα απ ότι οι γυναίκες . Οι ασθενείς µε 

γονότυπους 2 και 3 ανταποκρίνονται πιο άµεσα , αλλά τελικά µετά από 18 µήνες τα 

ποσοστά των γονότυπων που υποτροπιάζουν δεν διαφέρουν πολύ από τα αρχικά.  ∆εν 

παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ ηλικίας ασθενών , φύλου , 

γονοτύπου και ιικού φορτίου πριν την θεραπεία µε το αποτέλεσµα της βιοχηµικής 

ανταπόκρισης είτε βραχυχρόνιας , είτε µακροχρόνιας. Επίσης δεν υπάρχει στατιστικά 

σηµαντική διαφοροποίηση στα ιστολογικά δεδοµένα µεταξύ βραχυχρόνιων 

ανταποκρινόµενων και µη ασθενών.  

               Αντίθετα είναι εµφανής η τάση συσχέτισης της  ιστολογικής κατάστασης 

του ήπατος όπως την περιέγραψαν οι βιοψίες µε την µακροχρόνια έκβαση της 

θεραπείας. Οι ασθενείς που ξεκινούν από χαµηλότερες τιµές σταδιοποίησης , 

βαθµοποίησης κατά  Ishak φαίνεται να ανταποκρίνονται καλύτερα στην θεραπεία απ� 

ότι αυτοί που ξεκινούσαν µε υψηλότερες τιµές . Έτσι οι ανταποκρινόµενοι 

εµφανίζουν τιµές σταδιοποίησης 1±0 , βαθµοποίησης 2,5±0,7  και  σύνολο 3,5±0,7 

ενώ οι µη ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές σταδιοποίησης 3,1±1,7  βαθµοποίησης 

4,9±1,1 , και σύνολο 8±0,2,5 . Οι τιµές για την βαθµοποίηση και το σύνολο είναι 

στατιστικά σηµαντικές p=0,012 και p=0,03 αντίστοιχα. 

              Είναι εµφανής η τάση συσχέτισης της SGPT πριν την ένταξη σε θεραπεία µε 

την επιτυχή έκβαση της θεραπείας , τόσο στην βραχυχρόνια ,όσο και στην 

µακροχρόνια ανταπόκριση . Οι ασθενείς που ξεκινούν από χαµηλότερες τιµές SGPT,  

φαίνεται να ανταποκρίνονται καλύτερα στην θεραπεία απ� ότι αυτοί που ξεκινούσαν 

µε υψηλότερες τιµές . Έτσι οι βραχυχρόνια ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές 

SGPT=100±52 ενώ οι µη ανταποκρινόµενοι SGPT=164±83 (p=0,009). Όµοια οι 

µακροχρόνια ανταποκρινόµενοι  εµφανίζουν τιµές SGPT=38±20, ενώ οι µη 
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ανταποκρινόµενοι SGPT=138±69 (p=0,007). Οι υπόλοιπες τιµές βιοχηµικών 

παραµέτρων δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 2 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα 26% για να 

µηδενιστεί µετά από 18 µήνες . 

 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

21/35 9/35 5/35 0/35 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

60% 26% 14% 0% 

 
 
Οµάδα 3 : Συνδυασµένη  θεραπεία 3 MU IFN-a και 1000 mg UDCA για 12 µήνες  
 

            Το 1995 επιλέχθηκαν  60 ασθενείς και πήραν συνδυασµένη  θεραπεία 3 MU  

IFN-a και UDCA για χρονικό διάστηµα 12 µηνών.  Το βιοχηµικό προφίλ των 

ασθενών παρουσιάζεται στο πίνακα 7. Από τους 60 ασθενείς οι 31 ήταν άνδρες 

,ποσοστό 52% , και οι 29 γυναίκες ,ποσοστό 48% . Ο µέσος όρος ηλικίας ήταν 

50,4±15,6 έτη µε τον νεότερο 19 ετών και τον γηραιότερο 79 ετών . Ο γονότυπος 1 

κυριαρχεί σε ποσοστό 68% , ακολουθεί ο γονότυπος 3 µε ποσοστό 21% , και τέλος ο 

γονότυπος 2 µε ποσοστό 11% . ∆εν ανιχνεύσαµε άλλο είδος γονότυπου 4, 5 ή 6. Ο 

µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά Ishak ήταν 5 ± 1,25 , ενώ ο µέσος όρος της 

σταδιοποίησης για όλους τους ασθενείς ήταν 3,27 ± 1,62. Ο µέσος όρος του ιικού 

φορτίου ήταν 2 ± 3,5Χ105copies RNA HCV / ml ορού 

 
 
Πίνακας 7. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 3 ( INF-2a + 
UDCA) 
 
 
 

 ΜΕΣΟΣ 
ΟΡΟΣ 

ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΕΥΡΟΣ ∆ΙΑΜΕΣΟΣ 

ΗΛΙΚΙΑ 50,4 15,6 60 54 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 3,27 1,62 5 3 
ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 5 1,25 4 5 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 8,27 2,49 8 8 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 2x105 3,5 x105 1 x106 8 x104 
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ΑΡΧΗΣ 
Log ΠΟΣ/ΚΟΥ 
ΑΡΧΗΣ 

4,8 0,737 2,34 4,91 

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

4,6 x104 1,2 x105 4 x105 4 x103 

SGOT-ΑΡΧΗΣ 77 53 245 62 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 111 88 446 75 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 49 40 174 37 
SAP- ΑΡΧΗΣ 85 36 162 81 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 44 27 99 33 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 47 34 136 37 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 34 30 139 26 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 84 40 217 74 

 

 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 3 

 
 

 ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

35/60 25/60 12/56 44/56 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 60 / 40 40 / 60 50 / 50 50 / 50 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
48,3 ±  16,6 52,9 ± 14 39,8 ± 13,2 56,7 ± 12,2* 

ΓΟΝΟΤΥΠΟΙ 
1 
2 
3 
4 

 
50 
25 
25 
- 

 
82 
- 
18 
- 

 
- 

75 
25 
- 

 
82 
- 
18 
- 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
2,8 ± 1,4 
4,7 ± 1,6 
7,5 ± 2,6 

 
3,6 ± 1,8 
5,2 ± 1 

8,8 ± 2,4 

 
     3,0 ± 1,4 

5,5 ± 2,1 
8,5 ± 3,5 

 
3,3 ± 1,7 
4,9 ± 1,2 
8,2 ± 3,5 

ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
61 ± 32  

      87 ± 51 
41 ± 32 
86 ± 32 

 
 102 ± 73+ 

    146 ± 
110++ 

      65 ± 
43+++ 
86 ± 32 

 
53 ± 26 
81 ± 46 
31 ± 18 
92 ± 37 

 
 87 ± 60 

     124 ± 93 
    58 ± 41** 

85 ± 33 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

58 42 21 79 

 
*p=0,0003  ,  **p=0,04  ,  +p=0,005  ,  ++p=0,008  ,  +++p=0,026 
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            Από τους 60-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 35 ενώ οι υπόλοιποι 25 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση 

όµως παρουσίασαν µόνο 12 ασθενείς και 44 συνολικά υποτροπίασαν. Για τους 

υπόλοιπους 4 δεν έχουµε στοιχεία διότι εγκατέλειψαν το σχήµα. Έτσι ενώ τα 

ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  58% επιτυχία και 42% αποτυχία , 

αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 21% και 79% αντίστοιχα. 

            Οι άνδρες δείχνουν να ανταποκρίνονται βραχυπρόθεσµα καλύτερα από ότι οι 

γυναίκες σε αυτό το θεραπευτικό σχήµα (60/40%) , αλλά µακροπρόθεσµα το φύλο 

δεν φαίνεται να παίζει κανένα ρόλο αφού τα ποσοστά επιτυχίας ανάµεσα σε άνδρες 

και γυναίκες είναι 50% .Η ηλικία φαίνεται να συσχετίζεται µε την µακροχρόνια 

ανταπόκριση. Έτσι οι  µακροχρόνια ανταποκρινόµενοι είναι οι νεότεροι µε µέσο όρο 

ηλικίας 39,8± 13,2 ,έναντι των µη ανταποκρινόµενων που έχουν µέσο όρο ηλικίας 

56,7± 12,2 (p=0,0003 ) . 

              Ο γονότυπος 1 έχει πολύ κακή ανταπόκριση τόσο στη βραχυχρόνια , όσο και 

στη µακροχρόνια ανταπόκριση . Το 82% των ασθενών που δεν ανταποκρίθηκαν ήταν 

γονότυπος 1, ενώ κανένας 1 γονότυπος δεν διατήρησε φυσιολογικές τιµές 

τρανσανινασών µετά τους 18 µήνες. 

             ∆εν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση στα ιστολογικά δεδοµένα 

µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη ασθενών είτε για την βραχυχρόνια είτε για την 

µακροχρόνια ανταπόκριση .  

               Αντίθετα είναι εµφανής η τάση συσχέτισης των SGOT , SGPT και γ-GT 

πριν την ένταξη σε θεραπεία µε την επιτυχή έκβαση της θεραπείας στην βραχυχρόνια 

ανταπόκριση . Οι ασθενείς που ξεκινούν από χαµηλότερες τιµές των SGOT , SGPT 

και γ-GT  ,  φαίνεται να ανταποκρίνονται καλύτερα στην θεραπεία απ� ότι αυτοί που 

ξεκινούσαν µε υψηλότερες τιµές . Έτσι οι βραχυχρόνια ανταποκρινόµενοι 

εµφανίζουν τιµές SGOT=61±32, SGPT=87±51 και γ-GT=41±32  ενώ οι µη 

ανταποκρινόµενοι SGOT=102±73, SGPT=146±110 και γ-GT=65±43   Οι διαφορές 

είναι στατιστικά σηµαντικές µε p=0,005 , p=0,008 και p=0,026 για τις SGOT , SGPT 

και γ-GT αντίστοιχα. Όσον αφορά τους µακροχρόνια ανταποκρινόµενους , µόνο η γ-

GT παρουσιάζει στατιστικά διαφοροποίηση µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη  ( 

p=0,04 ). 
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ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 3 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα 45% , ενώ  µετά από 

18 µήνες η µέτρηση ιικού φορτίου έδειξε µηδέν µόνο στο 4% των ασθενών . 

 
 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

35/60 27/60 12/56 2/56 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

58% 45% 21% 4% 

 
 
 
 
 
 
Οµάδα 4 : Συνδυασµένη  θεραπεία 5 MU IFN-a και 500 mg D-Penicilamin για 6 
µήνες   
 

            Το 1996 επιλέχθηκαν  35 ασθενείς και πήραν συνδυασµένη  θεραπεία  5 

εκατοµµυρίων IFN-a και D-Penicylamin   για χρονικό διάστηµα 6 µηνών.  Το 

βιοχηµικό προφίλ των ασθενών παρουσιάζεται στο πίνακα 8. Από τους 35 ασθενείς οι 

14 ήταν άνδρες ,ποσοστό 40% , και οι 21 γυναίκες ,ποσοστό 60% . Ο µέσος όρος 

ηλικίας ήταν 50,39±14,2 έτη µε τον νεότερο 17ετών και τον γηραιότερο 74 ετών . Ο 

γονότυπος 1 κυριαρχεί σε ποσοστό 50% , ακολουθεί ο γονότυπος 3 µε ποσοστό 21% , 

ο γονότυπος 2 µε ποσοστό 17% και τελευταίος ο γονότυπος 4 µε ποσοστό 12%. ∆εν 

ανιχνεύσαµε άλλο είδος γονότυπου 5 ή 6 γεγονός που αναµενόταν µε τις έως τότε 

µετρήσεις µας . Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά Ishak ήταν 5,05 ± 1,13 , ενώ ο 

µέσος όρος της σταδιοποίησης για όλους τους ασθενείς ήταν 2,59 ± 1,18. Ο µέσος 

όρος του ιικού φορτίου ήταν 0,7 ± 2Χ106copies RNA HCV / ml ορού 

 
Πίνακας 8. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 4 ( INF-2a + D 
PENICILAMIN ) 
 
 

 ΜΕΣΟΣ 
ΟΡΟΣ 

ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΕΥΡΟΣ ∆ΙΑΜΕΣΟΣ 

ΗΛΙΚΙΑ 50,39 14,2 57 56 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 2,59 1,18 5 3 
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ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 5,05 1,13 5 5 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 7,64 2,06 8 8 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

7 x105 2 x106 1 x107 1,4 x105 

Log ΠΟΣ/ΚΟΥ 
ΑΡΧΗΣ 

5,06 0,95 3,53 5,15 

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

2 x106 6 x106 3 x107 7 x104 

SGOT-ΑΡΧΗΣ 65 48 229 48 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 93 73 357 69 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 52 72 366 29 
SAP- ΑΡΧΗΣ 113 44 208 105 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 35 20 87 30 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 40 29 137 31 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 46 59 286 23 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 115 82 353 79 

 

 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 4 

 
 

 ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

28/35 7/35 7/35 28/35 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 39 / 61 43 / 57 43 / 57 39 / 61 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
51  ±  13 49 ± 20 46 ± 18 51 ± 13 

ΓΟΝΟΤΥΠΟΙ 
1 
2 
3 
4 

 
45 
20 
25 
10 
 

 
75 
- 
- 

25 

 
40 
20 
40 
- 
 

 
56 
17 
17 
10 
 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
2,33 ± 0,91 
4,94 ± 1,21 
7,28 ± 1,99 

 
 3,75 ± 1,71+ 
 5,5 ± 0,58 
9,25 ± 1,71 

 
     2,0 ± 1 

4,6 ± 1,14 
6,6 ± 2,07 

 
2,76 ± 1,2 
5,18 ± 1,13 
7,94 ± 2,01 

ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
62 ± 49  

      89 ± 78 
38 ± 43 
106 ± 34 

 
     80 ± 39 
    106 ± 41 
106 ± 126++ 
149 ± 65+++ 

 
32 ± 12 
49 ± 30 
48 ± 70 
99 ± 25 

 
  74 ± 50++++ 

   103 ± 75 
     52 ± 73 
   118 ± 48 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

80 20 20 80 
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+p=0,026  ,  ++p=0,021  , +++p=0,018 ,  ++++p=0,038 
 
 
            Από τους 35-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 28 ενώ οι υπόλοιποι 7 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση 

όµως παρουσίασαν µόνο 7 ασθενείς και 28 συνολικά υποτροπίασαν. Έτσι ενώ τα 

ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  80% επιτυχία και 20% αποτυχία , 

αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 20% και 80% αντίστοιχα. 

                  Οι γονότυποι 1 και 4 ανθίστανται στη θεραπεία τόσο βραχυπρόθεσµα , 

όσο και µακροπρόθεσµα. Η ηλικία δεν φαίνεται να διαδραµατίζει κάποιο ρόλο στην 

έκβαση της θεραπείας τόσο σε βραχυπρόθεσµο ,όσο και µε την µακροπρόθεσµο 

χρονικό διάστηµα. ∆εν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση στα 

ιστολογικά δεδοµένα µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη ασθενών είτε για την 

βραχυχρόνια είτε για την µακροχρόνια ανταπόκριση, εκτός της σταδιοποίησης για 

τους βραχυχρόνια ανταποκρινόµενους (p=0,026).  

              Στους µακροχρόνια ανταποκρινόµενους δεν είναι εµφανής η τάση 

συσχέτισης των SAP, SGPT και γ-GT πριν την ένταξη σε θεραπεία µε την επιτυχή ή 

όχι έκβαση της θεραπείας. Μόνο η   SGOT εµφανίζει  στατιστικά σηµαντική 

διαφοροποίηση . Ανταποκρινόµενοι  32 ± 12 µη ανταποκρινόµενοι   74 ± 50 µε  

p=0,038. 

                 Στους βραχυχρόνια ανταποκρινόµενους οι SGOT, SGPT δεν εµφανίζουν 

στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση , αντίθετα µε τις γ-GT και SAP που οι τυχόν 

χαµηλές  τιµές τους συσχετίζονται µε την επιτυχή έκβαση της βραχυχρόνιας 

ανταπόκρισης . Έτσι οι  βραχυχρόνια ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές  γ-

GT=38±43 και  SAP=106±34 ενώ οι µη ανταποκρινόµενοι γ-GT=106±126 και  

SAP=149±65    Οι διαφορές είναι στατιστικά σηµαντικές µε p=0,021 , p=0,018 για τις 

γ-GT και SAP αντίστοιχα.  

 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ  4 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα 15% , ενώ  µετά από 

18 µήνες η µέτρηση ιικού φορτίου έδειξε µηδέν µόνο στο 13% των ασθενών . 

 
 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
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ΕΠΙΤΥΧΙΑ ΕΠΙΤΥΧΙΑ ΕΠΙΤΥΧΙΑ ΕΠΙΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

28/35 5/35 7/35 4/35 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

80% 15% 20% 13% 

 
 
 
 
 

 
Οµάδα 5 :Συνδυασµένη  θεραπεία 5 MU IFN-a και 100 mg Meculid για 6 µήνες   
 

            Το 1997 επιλέχθηκαν  36 ασθενείς και πήραν συνδυασµένη  θεραπεία 5  

εκατοµµυρίων  IFN-a και mesulid  για χρονικό διάστηµα 6 µηνών.  Το βιοχηµικό 

προφίλ των ασθενών παρουσιάζεται στο πίνακα  9. Από τους 36 ασθενείς οι 19 ήταν 

άνδρες ,ποσοστό 53% , και οι 17 γυναίκες ,ποσοστό 47% . Ο µέσος όρος ηλικίας ήταν 

51,22±15,87 έτη µε τον νεότερο 22 ετών και τον γηραιότερο 75 ετών . Ο γονότυπος 1 

κυριαρχεί σε ποσοστό 64% , ακολουθεί ο γονότυπος 3 µε ποσοστό 20% , ο γονότυπος 

2 µε ποσοστό 12% και τελευταίος ο γονότυπος 4 µε ποσοστό 4%. ∆εν ανιχνεύσαµε 

άλλο είδος γονότυπου 5 ή 6 γεγονός που αναµενόταν µε τις έως τότε µετρήσεις µας . 

Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά Ishak ήταν 5± 1,1 , ενώ ο µέσος όρος της 

σταδιοποίησης για όλους τους ασθενείς ήταν 2,79 ± 0,93. Ο µέσος όρος του ιικού 

φορτίου ήταν 9 ±8x105copies RNA HCV / ml ορού 

 
Πίνακας 9. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 5 ( INF-2a + 
meculid ) 
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ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 5 

 
 

 ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

27/36 9/36 10/36 26/36 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 52 / 48 55 / 45 60 / 40 50 / 50 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
47,7 ±  16 61,8 ± 9,7* 42,9 ± 17,7 54,4 ± 14,2** 

ΓΟΝΟΤΥΠΟΙ 
1 
2 
3 
4 

 
50 
17 
28 
5 
 

 
100 

- 
- 
- 

 
29 
29 
29 
13 
 

 
78 
5 
17 
- 
 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
2,65 ± 0,86 
5,11 ± 1,05 
7,76 ± 1,71 

 
 3,14 ± 1,07 
 4,71 ± 1,25 
 7,86 ± 1,95 

 
   2,85 ± 0,69 

4,86 ± 1,34 
7,71 ± 1,89 

 
2,76 ± 1,03 
5,06 ± 1,03 
7,82 ± 1,74 

ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
59 ± 47 

      82 ± 76 
33 ± 17 
98 ± 37 

 
   115 ± 71+ 
   165 ± 
113++ 
    39 ± 23 
156 ± 54+++ 

 
35 ± 14 
45 ± 16 
29 ± 15 
107 ± 37 

 
  88 ± 62+++++ 
   124 ± 
100++++ 
     36 ± 19 
   114 ± 51 

 ΜΕΣΟΣ 
ΟΡΟΣ 

ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΕΥΡΟΣ ∆ΙΑΜΕΣΟΣ 

ΗΛΙΚΙΑ 51,22 15,87 53 56 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 2,79 0,93 3 3 
ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 5 1,1 4 5 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 7,79 1,74 7 8 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

9 x105 8 x105 3 x106 7 x105 

Log ΠΟΣ/ΚΟΥ 
ΑΡΧΗΣ 

5,72 0,66 2,76 5,86 

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

9 x105 1,4 x106 5 x106 3 x105 

SGOT-ΑΡΧΗΣ 72 58 218 51 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 101 92 326 65 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 34 18 64 28 
SAP- ΑΡΧΗΣ 112 47 194 101 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 51 46 187 35 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 57 56 224 37 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 26 15 67 21 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 124 77 379 118 
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ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

75 25 28 72 

 
*p=0,019  ,  **p=0,049  ,  +p=0,014  ,  ++p=0,022  , +++p=0,003 ,  ++++p=0,019, 
+++++p=0,013 
 
 
            Από τους 36-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 27 ενώ οι υπόλοιποι 9 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση 

όµως παρουσίασαν µόνο 10 ασθενείς και 26 συνολικά υποτροπίασαν. Έτσι ενώ τα 

ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  75% επιτυχία και 25% αποτυχία , 

αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 28% και 72% αντίστοιχα. 

            Η ηλικία φαίνεται να συσχετίζεται τόσο µε την βραχυχρόνια ,όσο και µε την 

µακροχρόνια ανταπόκριση. Έτσι οι  µακροχρόνια ανταποκρινόµενοι είναι οι νεότεροι 

µε µέσο όρο ηλικίας 42,9 ± 17,7 ,έναντι των µη ανταποκρινόµενων που έχουν µέσο 

όρο ηλικίας 54,4± 14,2 (p=0,049 ) .Αντίστοιχα οι βραχυχρόνια ανταποκρινόµενοι 

έχουν ηλικία 47,7± 16,έναντι των µη ανταποκρινόµενων µε 61,8 ± 9,7 (p=0,019).   

                 O γονότυπος 1 αποτελεί τον ανθεκτικό τύπο γονοτύπου που γεν 

ανταποκρίνεται στη θεραπεία. Αποτελεί το 100% των µη ανταποκρινόµενων 

βραχυπρόθεσµα και το 78% αυτών που έχουν υποτροπιάσει µετά από 18 µήνες. 

 
             ∆εν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση στα ιστολογικά δεδοµένα 

µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη ασθενών είτε για την βραχυχρόνια είτε για την 

µακροχρόνια ανταπόκριση.  

             Αντίθετα είναι εµφανής η τάση συσχέτισης των τιµών των SGOT και SGPT 

πριν την ένταξη σε θεραπεία µε την επιτυχή έκβαση της θεραπείας , τόσο στην 

βραχυχρόνια ,όσο και στην µακροχρόνια ανταπόκριση . Οι ασθενείς που ξεκινούν 

από χαµηλότερες τιµές SGOT και SGPT,  φαίνεται να ανταποκρίνονται καλύτερα 

στην θεραπεία απ� ότι αυτοί που ξεκινούσαν µε υψηλότερες τιµές . Έτσι οι 

βραχυχρόνια ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές SGΟT=59±47 και SGPT=82±76 

ενώ οι µη ανταποκρινόµενοι SGΟT=115±71 και SGPT=165±113 (p=0,014 και 0,022 

αντίστοιχα). Όµοια οι µακροχρόνια ανταποκρινόµενοι  εµφανίζουν τιµές 

SGΟT=35±14 και SGPT=45±16 ενώ οι µη ανταποκρινόµενοι SGΟT=88±62 και 

SGPT=124±100 (p=0,013 και 0,019 αντίστοιχα). Στους βραχυχρόνια 

ανταποκρινόµενους παρουσιάζει στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση και η  SAP, 
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µε τιµές 98 ± 37 , ενώ στους µη ανταποκρινόµενους εµφανίζονται τιµές 156 ± 54 

(p=0,003).  Οι υπόλοιπες τιµές βιοχηµικών παραµέτρων δεν παρουσιάζουν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 
 
 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ  5 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα 20% , ενώ  µετά από 

18 µήνες η µέτρηση ιικού φορτίου έδειξε µηδέν µόνο στο 8% των ασθενών . 

 
 

 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

27/36 7/36 10/36 3/36 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

75% 20% 28% 8% 

 
 
 
 

 
 
Οµάδα 6 :Συνδυασµένη  θεραπεία 5 MU IFN-a και 1000-1200 mg Rivabirin για 6 
µήνες   
 

            Το 1997 επιλέχθηκαν  21 ασθενείς και πήραν συνδυασµένη  θεραπεία 5  

εκατοµµυρίων  IFN-a και rivabirin  για χρονικό διάστηµα 6 µηνών.  Το βιοχηµικό 

προφίλ των ασθενών παρουσιάζεται στο πίνακα 10. Από τους 21 ασθενείς οι 12 ήταν 

άνδρες ,ποσοστό 57% , και οι 9 γυναίκες ,ποσοστό 43% . Ο µέσος όρος ηλικίας ήταν 

51,28±12,42 έτη µε τον νεότερο 23 ετών και τον γηραιότερο 69 ετών . Ο γονότυπος 1 

κυριαρχεί σε ποσοστό  77% , ακολουθεί ο γονότυπος 3  µε ποσοστό  23%. ∆εν 

ανιχνεύσαµε άλλο είδος γονότυπου 2,4, 5 ή 6. Ο µέσος όρος της βαθµοποίησης κατά 

Ishak ήταν  5,94 ±.1,26, ενώ ο µέσος όρος της σταδιοποίησης για όλους τους 

ασθενείς ήταν 3,6 ±.1,24. Ο µέσος όρος του ιικού φορτίου ήταν 7 ± 3x105copies RNA 

HCV / ml ορού 
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Πίνακας 10. 
∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της οµάδας 6 ( INF-2a + 
rivabirin ) 
 
 

 ΜΕΣΟΣ 
ΟΡΟΣ 

ΤΥΠΙΚΗ 
ΑΠΟΚΛΙΣΗ

ΕΥΡΟΣ ∆ΙΑΜΕΣΟΣ 

ΗΛΙΚΙΑ 51,28 12,42 46 53 
ΣΤΑ∆ΙΟΠΟΙΗΣΗ 3,6 1,24 4 3 
ΒΑΘΜΟΠΟΙΗΣΗ 5,94 1,26 4 6 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 9,56 2,23 7 10 
ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

7 x 105 3 x 105   

ΠΟΣΟΤΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

4 x105 5 x105   

SGOT-ΑΡΧΗΣ 76 32 138 70 
SGPT- ΑΡΧΗΣ 99 32 125 108 
G-GT- ΑΡΧΗΣ 44 32 104 29 
SAP- ΑΡΧΗΣ 103 46 233 101 

SGOT- ΤΕΛΟΥΣ 31 17 73 25 
SGPT- ΤΕΛΟΥΣ 35 23 75 26 
G-GT- ΤΕΛΟΥΣ 25 19 91 22 
SAP- ΤΕΛΟΥΣ 86 28 109 79 

 
 
 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 6 

 ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧΥΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡΟΧΡΟ
ΝΙΑ 

ΑΠΟΤΥΧΙΑ 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

15/21 6/21 7/21 14/21 

ΦΥΛΟ (Α/Γ) % 60 / 40 50 / 50 71 / 29 50 / 50 
ΗΛΙΚΙΑ 

(Μ.Ο±Τ.Α) 
51,4  ±  11,9 51 ±  14,7 50,4 ±  15,2 51,7 ±  11,4 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΑΘΡΟΙΣΜΑ 

 
3,46 ± 1,12 
5,85 ± 1,21 
9,31 ± 1,97 

 
4 ± 1,58 

6,2 ± 1,48 
10,2 ± 2,93 

 
3 ± 0,7 
6 ± 1,58 
9 ± 2,12 

 
3,85 ± 1,34 
5,92 ± 1,19 
9,77 ± 2,31 

ΒΙΟΧ. ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
73 ± 24 

    100 ± 33 
41 ± 29 
95 ± 17 

 
85 ± 50 

      99 ± 35 
50 ± 39 
123 ± 83 

 
66 ± 16 

      84 ± 27 
34 ± 20 
88 ± 17 

 
81 ± 38 
107 ± 33 
50 ± 36 
111 ± 54 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

71 29 33 67 
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            Από τους 21-ασθενείς που εντάχθηκαν στο θεραπευτικό σχήµα µετά το τέλος 

της θεραπείας παρουσίασαν βιοχηµική ανταπόκριση οι 15 ενώ οι υπόλοιποι 6 δεν 

οµαλοποίησαν τις βιοχηµικές παραµέτρους. Μακροχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση 

όµως παρουσίασαν µόνο 7 ασθενείς και 14 συνολικά υποτροπίασαν. Έτσι ενώ τα 

ποσοστά στη βραχυχρόνια ανταπόκριση ήταν  71% επιτυχία και 29% αποτυχία , 

αντιστρέφονται για µακροχρόνια ανταπόκριση σε 33% και 67% αντίστοιχα. 

            Το φύλο δεν συσχετίζεται κατ αρχή µε την βραχυχρόνια ανταπόκριση . Από 

τους 7 που ανταποκρίθηκαν µακροπρόθεσµα οι 2 ήταν γυναίκες και ο 5 άνδρες . Η 

ηλικία δεν συσχετίζεται µε την µακροχρόνια ανταπόκριση. Επίσης  δεν υπάρχει 

στατιστικά σηµαντική διαφοροποίηση  τόσο στα ιστολογικά δεδοµένα ,όσο και στις 

βιοχηµικές παραµέτρους  µεταξύ ανταποκρινόµενων και µη ασθενών είτε για την 

βραχυχρόνια είτε για την µακροχρόνια ανταπόκριση .  

 
 
 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΑΣΘΕΝΩΝ ΟΜΑ∆ΑΣ 6 
 
              Η ιολογική βραχυχρόνια ανταπόκριση κυµάνθηκε στα    48 % , ενώ µετά από 

18 µήνες µηδενικό ιικό φορτίο παρουσίαζε µόνο το    19 % των ασθενών . 

 
 

 ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΒΡΑΧ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΜΑΚΡ/ΝΙΑ 
ΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΕΠΙΤΥΧΙΑ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΑΣΘΕΝΩΝ 

15/21 10/21 7/21 4/21 

ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ 
% 

71% 48% 33% 19% 

 
 
 
 
 
                 Μπορούµε να συνοψίσουµε µερικά συγκριτικά αποτελέσµατα για ποιοι 

παράγοντες σχετίζονται µε την ανταπόκριση στις περισσότερες οµάδες . Η 

µονοπαραγοντική ανάλυση έδειξε σε 2 από τις 6 οµάδες το νεαρό της ηλικίας να 

αποτελεί παράγοντα θετικής ανταπόκρισης . Στις 5 από τις 6 οµάδες οι χαµηλές τιµές 

των τρανσαµινασών ήταν θετικός παράγοντας , ενώ στις 2 από τις 6 ήταν η γ-GT. 

Όλα όµως αφορούσαν κυρίως την βραχυχρόνια βιοχηµική ανταπόκριση η οποία ήταν 

θετική και για τους 2 και 3 γονότυπους. Αντίθετα η µακροχρόνια βιοχηµική και 
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ιολογική ανταπόκριση δεν µπορεί να συσχετισθεί µε καµιά από τις 

χρησιµοποιούµενες µεταβλητές , όπως έδειξε και η πολυπαραγοντική ανάλυση. 

 
              Στον πίνακα που ακολουθεί φαίνονται τα χαρακτηριστικά όλων των  οµάδων  

που µπήκαν σε θεραπεία και τα αποτελέσµατα ανταποκρίσεων που είχαν 

 

 
 ΟΜΑ∆Α 

1 
ΟΜΑ∆Α 

2 
ΟΜΑ∆Α 

3 
ΟΜΑ∆Α 

4 
ΟΜΑ∆Α 

5 
ΟΜΑ∆Α 

6 
ΑΡ ΑΣ/ΩΝ 30 35 60 35 36 21 
ΦΥΛΟ 
(Α/Γ) % 

53/47 60/40 52/48 40/60 53/47 57/43 

ΗΛΙΚΙΑ  52 ± 14 49,2 ± 
14,7 

50,4 ± 
15,6 

50,4 ± 
14,2 

51,2 ± 
15,9 

51,3 ± 
12,4 

ΓΟΝΟΤΥ 
1 
2 
3 
4 

 
50 
13 
37 
- 

 
61 
17 
22 
- 

 
72 
11 
17 
- 

 
50 
17 
21 
12 

 
64 
12 
20 
4 

 
77 
- 

23 
- 

ΙΙΚΟ 
ΑΡΧΗΣ 

2.5x105±
3,1x105 

3 x105±3 
x105 

2x105±3,5
x105 

7 x105±2 
x106 

9x105±8x
105 

7x105±3x
105 

ΙΙΚΟ 
ΤΕΛΟΥΣ 

3 x105±4 
x105 

2 x105±6 
x105 

4,6x104±1
,2 x105 

2 x106±6 
x106 

9x105±1,4
x106 

4 x105±5 
x105 

 
ΣΤΑ∆/ΣΗ 
ΒΑΘΜ/ΣΗ 
ΣΥΝΟΛΟ 

 
 

3,02 ± 
1,12 

5,03 ± 
1,21 

8,05 ± 
2,18 

 
 

2,88 ± 
1,75 

4,56 ± 
1,31 

7,44 ± 
2,80 

 
 

3,27 ± 
1,62 

5 ± 1,25 
8,27 ± 
2,49 

 
 

2,59 ± 
1,18 

5,05 ± 
1,13 

7,64 ± 
2,06 

 

 
 

2,79 ± 
0,93 

5 ± 1,1 
7,79 ± 
1,74 

 
 

3,6 ± 1,24 
5,94 ± 
1,26 

9,56 ± 
2,23 

ΑΡΧΗΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
139 ± 
108 

153 ± 97 
88 ± 92 
95 ± 44 

 

 
 

106 ± 98 
126 ± 73 
47 ± 31 
86 ± 39 

 

 
 

77 ± 53 
111 ± 88 
49 ± 40 
85 ± 36 

 

 
 

65 ± 48 
93 ± 73 
52 ± 72 
113 ± 44 

 

 
 

72 ± 58 
101 ± 92 
34 ± 18 
112 ± 47 

 
 

 
 

76 ± 32 
99 ± 32 
44 ± 32 
103 ± 46 

 

ΤΕΛΟΥΣ 
SGOT 
SGPT 
G-GT 
SAP 

 
50 ± 36 
69 ± 58 
50 ± 35 
75 ± 45 

 

 
48 ± 64 
39 ± 23 
33 ± 17 
70 ± 29 

 

 
44 ± 27 
47 ± 34 
34 ± 30 
84 ± 40 

 

 
35 ± 20 
40 ± 29 
46 ± 59 
115± 82 

 

 
51 ±46 
57 ± 56 
26 ± 15 
124 ± 77 

 

 
31 ± 17 
35 ± 23 
25 ± 19 
86 ± 28 
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ΒΙΟΧ/ΚΗ 
ΒΡΑΧΥΧ
ΕΠΙΤΥΧΙ 

47% 60 % 58% 80% 75 % 71% 

ΒΙΟΧ/ΚΗ 
ΜΑΚΡΟΧ
ΕΠΙΤΥΧΙ 

14% 14% 21% 20% 28% 33% 

ΙΟΛΟΓΙΚ
ΒΡΑΧΥΧ
ΕΠΙΤΥΧΙ 

10% 25% 45% 15% 20% 48% 

ΙΟΛΟΓΙΚ
ΜΑΚΡΟΧ
ΕΠΙΤΥΧΙ 

4% 0% 4% 13% 8% 19% 

 

 

3.3.3  Συζήτηση 
 

 

                       Τα τελευταία 10 χρόνια έχουν γίνει σοβαρές πρόοδοι στην κατανόηση 

της ηπατίτιδας C. Τώρα κατανοούµε καλύτερα την φυσική ιστορία της νόσου και την 

κινητική του ιού. Με αυτές τις πληροφορίες και τα δεδοµένα από σοβαρές κλινικές 

µελέτες έχουµε µια συσσωρευµένη γνώση για την αποδοτικότερη αντιµετώπιση των 

ασθενών µε ηπατίτιδα C. 

                      Παρόλα αυτά υπάρχουν διάφορα σηµεία που θα πρέπει να τα έχουµε 

υπόψιν µας όταν αξιολογούµε τα διάφορα  θεραπευτικά σχήµατα. Γενικά όταν κανείς 

προσπαθεί να µελετήσει στην βιβλιογραφία τη σχέση των διαφόρων θεραπευτικών 

σχηµάτων συναντά αρκετές δυσκολίες οµαδοποίησης και συγκριτικής αξιολόγησης 

των αποτελεσµάτων. Αυτό προκύπτει γιατί χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικά είδη INF�

a ,διαφορετικές δοσολογίες , αλλά και διαφορετικά  χρονικά διαστήµατα θεραπείας . 

Σηµαντικό ρόλο παίζει και η αναλογική εκπροσώπηση στα διάφορα δείγµατα των 

ασθενών 

• Αναλογία ιικών γονοτύπων 

• Αναλογία πληθυσµών µε µικρά ή µεγάλα ιικά φορτία 

• Αναλογία ανδρών-γυναικών 

• Αναλογία κιρρωτικών ασθενών 

                Στις παλαιότερες κλινικές δοκιµές δεν γινόταν συστηµατικός έλεγχος 

της ιαιµίας στην αρχή και στο τέλος της αγωγής µε PCR ,ενώ ο έλεγχος της 

ανταπόκρισης στη θεραπεία γινόταν µε µοναδικό κριτήριο την οµαλοποίηση της  

ALT στον ορό . Ακόµα και σήµερα ανάλογα µε την χρησιµοποιούµενη τεχνική PCR 
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µπορεί να υπάρχει µεγάλη σχετικά απόκλιση της οριζόµενης ιολογικής ανταπόκρισης 

. Υπάρχουν εµπορικά διαθέσιµα kit που µπορούν να ανιχνεύσουν ακόµη και ελάχιστα 

µόρια ιού ανά µονάδα όγκου ορού και άλλα που παρουσιάζουν υψηλό cut-off point 

για την PCR 

                     Ένα άλλο σηµείο το οποίο πρέπει να αξιολογήσουµε επίσης είναι ότι η 

συντριπτική πλειονότητα των εργασιών όταν αναφέρεται σε µακροχρόνια 

ανταπόκριση εννοεί εκτίµηση µετά από 6 µόνο µήνες . Ελάχιστες εργασίες 

παρουσιάζουν αποτελέσµατα πέρα των  6 µηνών . Επί πλέον ελάχιστες είναι οι 

εργασίες που αναφέρουν µακροχρόνια ιστολογικά αποτελέσµατα , ενώ ουδεµία 

εργασία έχει µέχρι σήµερα εκτιµήσει την πιθανή επίδραση τόσο στην µελλοντική 

ανάπτυξη κιρρώσεως , όσο και κυρίως στη θνητότητα. 

 

Α. ΜΟΝΟΘΕΡΑΠΕΙΑ ΜΕ IFN-a 
                       Η ανταπόκριση σε µονοθεραπεία IFN µε την παλιά δόση 3MIU TIW 

δεν είναι αποδοτική στην πλειοψηφία των ασθενών. Στις αρχές της δεκαετίας του 90 

µονοθεραπεία µε IFN-2b 3MIU TIW για 24 βδοµάδες είχε σαν αποτέλεσµα την 

µακρόχρονη (6µηνη) ανταπόκριση του 6% των ασθενών. Στα µέσα της δεκαετίας του 

90 µονοθεραπεία µε IFN-2b 3MIU TIW για 48 βδοµάδες αύξησε την µακρόχρονη 

(6µηνη) ανταπόκριση στα 16% των ασθενών. 

                      Πρόσφατα έχουν αναλυθεί τα αποτελέσµατα µετα-αναλύσεων από 35 

συνολικά κλινικές δοκιµές µε 4093 ασθενείς από τους οποίους οι 2247 πήραν 6µηνη 

θεραπεία µε 3 MUI IFN-a για 6 µήνες  και οι υπόλοιποι ήταν µη θεραπευόµενοι 

µάρτυρες ασθενείς µε ηπατίτιδα C( 101,107,108,109 ). Τα αποτελέσµατα των 

εργασιών αυτών παρουσιάζονται στο πίνακα που ακολουθεί 

 

Ανταπόκριση Βραχυχρόνια Μακροχρόνια 

Βιοχηµική 35-50% 27-30% 

Ιολογική 27-30% 8-12% 

 

Πίνακας : Βιοχηµική και ιολογική ανταπόκριση ασθενών µε ηπατίτιδα C που έλαβαν 

θεραπεία µε 3 MUI IFN-a για 6 µήνες (4093 ασθενείς , 35 κλινικές δοκιµές 1989-

1996) 
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                        Η χορήγηση  IFN σε µεγαλύτερες δόσεις  σαν µονοθεραπεία στη 

χρόνια HCV λοίµωξη συνδυάζεται µε 6µηνη ιολογική, βιοχηµική και ιστολογική 

ύφεση µόνο στο 20-30% των ασθενών (100,101,46) . Παράγοντες που έχουν 

συσχετισθεί µε την αποτελεσµατικότητα της θεραπείας είναι το φύλο, τα επίπεδα του 

ιού στο αίµα και ο γονότυπος. Ασθενείς µε γονότυπο 2,3 έχουν µεγαλύτερη 

πιθανότητα ανταπόκρισης από ότι ασθενείς µε γονότυπο 1 (100,101,46) .     

                      Σε δύο εργασίες αναφέρονται µακροχρόνια αποτελέσµατα πέραν του 

6µηνου. Ασθενείς µε φυσιολογικές αµινοτρανσφεράσες και απουσία του ιού στο αίµα 

για διάστηµα > 6 µηνών µετά τη θεραπεία µε IFN παρουσιάζουν γενικώς 

µακροπρόθεσµη ανταπόκριση (µέσος χρόνος παρακολούθησης 7,6 χρόνια) και έχουν 

µη ανιχνεύσιµο ιό στο ήπαρ και σηµαντική ιστολογική βελτίωση (102).  

                       Πρόσφατα οι Olle Reichard et al (103) διερεύνησαν την µακροχρόνια 

ανταπόκριση ασθενών που ανταποκρίθηκαν αρχικά σε  θεραπευτικά σχήµατα 

µονοθεραπείας µε IFN. Εξέτασαν 26 ασθενείς που ανταποκρίθηκαν σε διάφορα 

θεραπευτικά σχήµατα IFN-2b και IFN-a 3MU 3 φορές εβδοµαδιαίως για 36 έως 60 

εβδοµάδες. Σε χρονικό διάστηµα 3,5-8,8 έτη µετά το τέλος της θεραπείας το 85% 

(22/26) είχαν φυσιολογικά επίπεδα ALT 92% (24/26) είχαν αρνητικό HCV-RNA. Η 

βιοψία στο αντίστοιχο διάστηµα έδειξε βελτίωση της ηπατικής νόσου. 

                  Επιπροσθέτως, µελέτες κόστους / αποτελέσµατος έδειξαν ότι η θεραπεία 

µε ιντερφερόνη είναι αποτελεσµατική σε άτοµα ηλικίας < 60 ετών  (104) . Τούτο δεν 

σηµαίνει ότι η αποτελεσµατικότητα είναι µικρότερη σε άτοµα > 60 ετών, αλλά η 

θνητότητα στην οµάδα αυτή από άλλες αιτίες αυξάνει µε την πάροδο του χρόνου µε 

αποτέλεσµα να µην αναδύεται η µακροπρόθεσµη ευεργετική δράση της ιντερφερόνης 

όσον αφορά την ανάπτυξη κίρρωσης και των επιπλοκών της. 

 

                    Τα δικά µας αποτελέσµατα όσον αφορά µονοθεραπείες µε IFN-a 

επιβεβαιώνουν τα έως τώρα βιβλιογραφικά δεδοµένα . Για την 3µηνη θεραπεία µε 3 

MIU IFN-a οι µισοί σχεδόν ασθενείς (47%) παρουσιάζουν άµεση βιοχηµική ύφεση 

µε το τέλος της θεραπείας , για να καταλήξει µόνο ένα 14% να διατηρεί φυσιολογικές 

βιοχηµικές παραµέτρους µετά από 18 µήνες . Τα ιολογικά όµως αποτελέσµατα είναι 

πολύ λιγότερο ενθαρρυντικά . Μόνο ένα 10% παρουσιάζει αρνητικοποίηση του ιικού 

φορτίου µε το τέλος της θεραπείας , ενώ µετά από 18 µήνες το ποσοστό µειώνεται 

στο 4%. 
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                     Η αύξηση της ποσότητας της IFN-a σε 5 MIU και της διάρκειας της 

θεραπείας σε 6 µήνες είχε σαν αποτέλεσµα την αύξηση κατ αρχήν των βραχυχρόνιων 

ανταποκρίσεων , βιοχηµικών και ιολογικών σε ποσοστά 60%και 25% αντίστοιχα. 

Όµως µακροπρόθεσµα (µετά από 18 µήνες ) τα ποσοστά ανταπόκρισης είχαν 

επανέλθει στα αντίστοιχα των µειωµένων δόσεων . Για µακροχρόνια βιοχηµική 

επιτυχία τα ποσοστά έπεσαν στα 14% , ενώ κανείς δεν είχε αρνητικό ιικό φορτίο µετά 

από 18 µήνες . 

                      Παράγοντες που µπορούν να συσχετιστούν µε την επιτυχή µακροχρόνια 

βιοχηµική ανταπόκριση , στην µονοπαραγοντική ανάλυση που έγινε , είναι η χαµηλή 

τιµή της SGPT και η καλή ιστολογική κατάσταση του ήπατος . Η οµάδα των 

ανταποκρινόµενων παρουσιάζει µικρή τιµή SGPT και χαµηλό βαθµό βαθµοποίησης 

κατά Ishak πριν την έναρξη της θεραπείας ( p=0,007 και p=0,012 αντίστοιχα ). 

Μακροχρόνια οι γυναίκες ανταποκρίνονται καλύτερα , ενώ βραχυχρόνια το 80% των 

ασθενών που δεν ανταποκρίνονται στην θεραπεία είναι 1b γονότυπος. Όµως η 

πολυπαραγοντική ανάλυση αναδεικνύει µόνο την ύπαρξη των γονοτύπων  2 και 3 ως 

ευνοϊκών δεικτών πρόγνωσης. 

                      Όλα αυτά τα ευρήµατα συµβαδίζουν µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα 

όσον αφορά την βραχυχρόνια ανταπόκριση και µε δεδοµένο ότι πάνω από το 50% 

των ασθενών µας είναι 1b γονότυπος. Η µακροχρόνια ανταπόκριση είναι µειωµένη 

(14% βιοχηµική και 4% ιολογική ), έναντι  των αναφερόµενων στην βιβλιογραφία ( 

27-30% για βιοχηµική και 8-12% για ιολογική), όµως αναφερόµαστε σε 18 µήνες 

µετά ,έναντι του κλασσικού 6µήνου . 

 

 

Β. ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΕΣ ΘΕΡΑΠΕΙΕΣ  
 
                   Σύντοµα διαφάνηκαν τα όρια της αποτελεσµατικότητας της 

µονοθεραπείας µε IFN. Αφενός τα ποσοστά ανταπόκρισης δεν ήταν θεαµατικά , 

αφετέρου το ποσοστό των ασθενών που υποτροπίαζε ήταν σηµαντικό . Στο τέλος της 

δεκαετίας του 90 οι McHutchison και Poynard πρόσθεσαν Ριµπαβιρίνη στο σύνηθες 

θεραπευτικό σχήµα της  IFN-2b 3MIU TIW. Η µακρόχρονη ανταπόκριση αυξήθηκε 

στο 41% (106).Για ασθενείς που είχαν υποτροπιάσει µετά την µονοθεραπεία µε IFN, 

η µόνιµη ανταπόκριση µπορεί να φθάσει το 50%, µετά την χορήγηση για 24 

βδοµάδες IFN-2b και Ριβαµπιρίνης 
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                     Η συνδυασµένη θεραπεία γενικώς πλεονεκτεί  έναντι της µονοθεραπείας 

γιατί διασφαλίζει  

1.  Συνεργική δράση 

2.  Πολλαπλούς στόχους δράσης  

3.  Μείωση των ανθεκτικών στελεχών. 

                         Ενδεχόµενα µειονεκτήµατα αποτελούν η αύξηση της τοξικότητας και 

το κόστος της θεραπείας. Εκτός της ριβαµπιρίνης  πολλές µελέτες έχουν δηµοσιευτεί 

µε συνδυασµό IFN και διαφόρων άλλων φαρµάκων όπως αµανταδίνη, µη στεροειδή 

αντιφλεγµονώδη κ.λ.π µε όχι και τόσο ενθαρρυντικά αποτελέσµατα. 

  

ΣΥΝ∆YΑΣΜΕΝΕΣ ΘΕΡΑΠΕΙΕΣ IFN ΚΑΙ ΡΙΒΑΜΠΙΡΙΝΗΣ 

 

 Στο τέλος του 1998 δηµοσιεύθηκαν 2 µεγάλες πολυκεντρικές διπλές τυφλές µελέτες 

σε έγκριτα περιοδικά, η µία από την Αµερική και η άλλη από την Ευρώπη στις οποίες 

αξιολογήθηκε ο συνδυασµός IFN και ριβαµπιρίνης έναντι της µονοθεραπείας µε 

ιντερφερόνη (105,106) . Οι µελέτες αυτές παρουσιάζονται παρακάτω 

 A. Μελέτη  ( Poynard T et al ) (106) 

                     Η Ευρωπαϊκή µελέτη περιελάµβανε 832 ασθενείς µε χρόνια HCV 

λοίµωξη που τυχαιοποιήθηκαν σε 3 οµάδες: IFN  3 MU X 3/wk + ριβαµπιρίνη (1000-

1200 mg/d) για 48 εβδοµάδες, IFN  3 MU X 3/wk + ριβαµπιρίνη (1000-1200 mg/d) 

για 24 εβδοµάδες και IFN  3 MU X 3/wk + placebo για 48 εβδοµάδες (106).  

                      Παραµένουσα ιολογική ανταπόκριση 6 µήνες µετά τη διακοπή της 

θεραπείας παρατηρήθηκε στο 43% των ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 48 

εβδοµάδες, 35% στην οµάδα που έλαβε το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες και στο 19% 

των ασθενών που έλαβαν µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη για 48 εβδοµάδες .  

                      Η ιστολογική αξιολόγηση περιελάµβανε την εκτίµηση της φλεγµονής 

(Knodell) και της ίνωσης (Metavir). Βελτίωση των δεικτών φλεγµονής παρουσίασε 

το 63% των ασθενών που έλαβε το συνδυασµό για 48 εβδοµάδες έναντι του 52% που 

έλαβε το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες και του 39% που έλαβε µονοθεραπεία µε 

ιντερφερόνη για 48 εβδοµάδες. Βελτίωση των δεικτών ίνωσης παρατηρήθηκε σε 

ποσοστό 19%, 22%, και 18% αντιστοίχως. 

                         Η συνολική απάντηση, αξιολογώντας το συνδυασµό της µόνιµης 

ιολογικής ανταπόκρισης και της ιστολογικής βελτίωσης ήταν 41% για τη 

συνδυασµένη θεραπεία των 48 εβδοµάδων, 30% για τη συνδυασµένη θεραπεία των 
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24 εβδοµάδων και µόλις 17% για τη µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη των 48 

εβδοµάδων.  

                         Προγνωστικοί παράγοντες συσχετιζόµενοι µε την ιολογική 

ανταπόκριση ήταν ο γονότυπος, τα επίπεδα του HCV RNA στον ορό (<2 million 

copies/ml), η ηλικία (<40 ετών), το φύλο (γυναίκες) και ο βαθµός ίνωσης. Επί τη 

βάσει των προγνωστικών παραγόντων καθορίσθηκε και ο «καλύτερος» ή ο 

«χειρότερος» υποψήφιος από πλευράς ανταπόκρισης στη θεραπεία. ∆ιακοπή του 

φαρµάκου έγινε σε 19% των ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 48 εβδοµάδες, 

8% των ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες και 13% των ασθενών 

που έλαβαν µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη για 48 εβδοµάδες. Η πιο συχνή αιτία 

διακοπής ήταν η κατάθλιψη. Μείωση της δόσης της ριµπαβιρίνης κρίθηκε αναγκαία 

σε 10% των ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 48 εβδοµάδες, σε 7% των 

ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες και σε 9% των ασθενών που 

έλαβαν µονοθεραπεία για 48 εβδοµάδες. 

 

 Β. Μελέτη  ( McHutchison JG et al) (105) 

                       Η Αµερικανική µελέτη περιελάµβανε 912 ασθενείς µε χρόνια HCV 

λοίµωξη που τυχαιοποιήθηκαν  σε 4 οµάδες: IFN  3 MU X 3/wk + ριµπαβιρίνη 

(1000-1200 mg/d) για 48 εβδοµάδες, IFN  3 MU X 3/wk + ριµπαβιρίνη (1000-1200 

mg/d) για 24 εβδοµάδες και IFN  3 MU X 3/wk + placebo για 48 εβδοµάδες  και IFN  

3 MU X 3/wk + placedo για 24 εβδοµάδες.                              

.                     Παραµένουσα ιολογική ανταπόκριση 6 µήνες µετά τη διακοπή της 

θεραπείας παρατηρήθηκε στο 38% των ασθενών που έλαβαν το συνδυασµό για 48 

εβδοµάδες, 31% στην οµάδα που έλαβε το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες, 13% των 

ασθενών που έλαβαν µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη για 48 εβδοµάδες και στο 6% των 

ασθενών που έλαβαν IFN για 24 εβδοµάδες (105) .  

                       Η ιστολογική αξιολόγηση περιελάµβανε την εκτίµηση της φλεγµονής 

και της ίνωσης (τροποποιηµένο σύστηµα Knodell). Βελτίωση των δεικτών 

φλεγµονής/ίνωσης παρουσίασε το 61% των ασθενών που έλαβε το συνδυασµό για 48 

εβδοµάδες και το 57% που έλαβε το συνδυασµό για 24 εβδοµάδες έναντι του 41% 

των ασθενών που έλαβε µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη για 48 εβδοµάδες και του 44% 

των ασθενών που έλαβαν µονοθεραπεία για 24 εβδοµάδες. Η θεραπεία δεν επέφερε 

αλλαγή στο βαθµό της ίνωσης. 
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                         Η συνολική απάντηση, αξιολογώντας το συνδυασµό της µόνιµης 

ιολογικής ανταπόκρισης και της ιστολογικής βελτίωσης ήταν 41% για τη 

συνδυασµένη θεραπεία των 48 εβδοµάδων, 30% για τη συνδυασµένη θεραπεία των 

24 εβδοµάδων και µόλις 17% για τη µονοθεραπεία µε ιντερφερόνη των 48 

εβδοµάδων.  

                      Προγνωστικοί παράγοντες συσχετιζόµενοι µε την ιολογική 

ανταπόκριση ήταν ο γονότυπος, τα επίπεδα του HCV RNA στον ορό (< 2 million 

copies/ml), το φύλο (γυναίκες) και ο βαθµός ίνωσης. Ειδικά για τον γονότυπο 1 

(χωρίς διαφορά µεταξύ των υποτύπων 1α και 1β) η συνδυασµένη θεραπεία  για 48 

εβδοµάδες υπερτερεί κατά 4 φορές της µονοθεραπείας µε IFN (28% έναντι 7%) και η 

συνδυασµένη θεραπεία  των 48 εβδοµάδων υπερτερεί της συνδυασµένης θεραπείας 

των 24 εβδοµάδων (28% έναντι 16%). Σε ασθενείς µε γονότυπο 2 ή 3 η συνδυασµένη 

θεραπεία υπερτερεί της µονοθεραπείας αλλά δεν υφίσταται διαφορά ως προς το 

χρόνο (48 έναντι 24 εβδοµάδων). Ασθενείς µε σηµαντική ίνωση ή ηυξηµένα επίπεδα 

ιού στον ορό έχουν 2-5 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα µόνιµης ιολογικής 

ανταπόκρισης στη συνδυασµένη θεραπεία των 48 εβδοµάδων (105) . 

                        Η εξαφάνιση του HCV- RNA την 4η εβδοµάδα της µονοθεραπείας µε 

IFN αποτελεί προγνωστικό δείκτη µόνιµης ιολογικής ανταπόκρισης. Τούτο όµως δεν 

συµβαίνει στους ασθενείς που έλαβαν συνδυασµένη θεραπεία για 48 εβδοµάδες όπου 

το 57% των µονίµως ανταποκριθέντων ιολογικά είχαν ανιχνεύσιµο ιό στον ορό την 

12η ή την 24η εβδοµάδα θεραπείας . 

                    Παρόµοια αποτελέσµατα αναφέρονται και σε άλλες πρόσφατες µελέτες 

µερικές απο τις οποίες παρουσιάζονται παρακάτω 

 

Di Marco : Συνδυασµένη IFN-α + Ριµπαβιρίνη για 6 ή 12 µήνες (110). 

                      Εξέτασαν 50 ασθενείς που είχαν υποτροπιάσει από διάφορα 

θεραπευτικά σχήµατα µε  IFN-α (µονοθεραπείες)  και πήραν 6MU TIW a2b IFN και 

ριµπαβιρίνη (1000-1200 mg καθηµερινά) για 6 ή 12 µήνες . 6 µήνες µετά οι ασθενείς 

που πήραν για 12 µήνες τη θεραπεία παρουσίασαν βιοχηµική και ιολογική 

ανταπόκριση  72% σε αντίθεση µε τους αυτούς που πήραν τη θεραπεία για 6 µήνες 

και παρουσίασαν ανταπόκριση 36%. Παράγοντες που συσχετίστηκαν µε την 

καλύτερη ανταπόκριση ήταν : 12 µήνες θεραπεία, νεαρή ηλικία, και χαµηλό ιικό 

φορτίο πριν τη θεραπεία (72% έναντι 36% ρ=0,01). 
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Barbaro :  Σύγκριση 48 εβδοµάδες IFN µονοθεραπεία µε 24 εβδοµάδες  

ΙFN+ριµπαβιρίνη (111). 

Η συνδυασµένη θεραπεία IFN+ριµπαβιρίνη υπερτερεί της µονοθεραπείας IFN (43% 

έναντι 17% ρ<0,001). 

 

Bellobuono :  Μη ανταποκριθέντες σε µονοθεραπεία έλαβαν διπλάσια IFN ή 

συνδυασµό 

                        IFN+ ριµπαβιρίνη (112). 

                48 ασθενείς που δεν ανταποκρίθηκαν ιολογικά έως την 4η εβδοµάδα σε 

θεραπευτικά σχήµατα IFN πήραν διπλάσια δόση IFN ή συνδυασµένη θεραπεία 

IFN+ριµπαβιρίνη. Η συνδυασµένη θεραπεία είχε καλύτερα αποτελέσµατα 42% 

(10/24) έναντι 4% (1/24) p=0,006. Στη συζήτηση οι συγγραφείς προτείνουν 

µονοθεραπεία 48 εβδοµάδων µε IFN για τους γονοτύπους 2 και 3 και σε αυτούς που 

δεν ανταποκρίθηκαν ιολογικά έως την 4η εβδοµάδα ένταξη σε πρόγραµµα 

ριβαµπιρίνης. 

 

Andreone :  Μη ανταποκριθέντες σε µονοθεραπεία µε µονοθεραπεία 6 µηνών IFN ή 

συνδυασµό IFN+ ριµπαβιρίνη (113) 

                 50 ασθενείς µη ανταποκριθέντες σε µονοθεραπείες πήραν συνδυασµό 

IFN+ριµπαβιρίνης ή µονοθεραπεία 6 µηνών. Στο τέλος  της θεραπείας ALT 

φυσιολογικές είχαν 9/26 για την συνδυασµένη και 2/24 για IFN 35% έναντι 8% 

p=0,03.Οµως οι φυσιολογικές τρανσαµινάσες δεν µπορούν να συσχετιστούν µε την 

εξάλειψη του RNA του HCV. Στο τέλος της θεραπείας µόνο οι ασθενείς που είχαν 

πάρει συνδυασµό IFN+ριµπαβιρίνης είχαν µειώσει το ιικό φορτίο που όµως 

επανήλθαν στα πριν θεραπειας επίπεδα 6 µήνες µετά τη λήξη της θεραπείας .  

 

 

Castro :      Παράγοντες συσχετιζόµενοι µε την ανταπόκριση στην θεραπεία σε IFN ή 

συνδυασµό IFN+ ριβαµπιρίνη (114) 

184 ασθενείς : 62 12µηνη IFN µονοθεραπεία  

                        122 συνδυασµένη IFN+ριβαµπιρίνη 12µηνη. 

Ανεξάρτητοι παράγοντες συσχετιζόµενοι µε την ανταπόκριση στην θεραπεία ήταν:  

                                  �    Γονότυπος HCV (ρ=0,06) 

Α) IFN οµάδα           �    Ιικό φορτίο ≤ 5,1 logs/ml (p=0,005) 
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��Αρνητικό HCV RNA στο 1 µήνα θεραπείας (ρ=0,0001) 

 

                            �    Γυναίκες (ρ=0,04) 

                                        �    Γονότυπος (ρ=0,03) 

      Β) Συνδυασµένη       �    Ιικό φορτίο ≤ 5,5 logs/ml (p=0,01) 

             Οµάδα                �   Φυσιολογικές  ALT (p=0,001) 

��Ελάττωση ιικού φορτίου ≥ 1,2 logs/ml µετά 2 µήνες  

         (ρ<0,001) 

��Αρνητικό HCV RNA 5 µήνες (ρ<0,0001) 

Οι ισχυρότεροι παράγοντες πρόγνωσης αρνητικοποίηση HCV RNA 1 µήνα µετά την 

έναρξη θεραπείας για IFN ή 5 µήνες για συνδυασµό. 

 

 

                    Τα δικά µας συµπεράσµατα είναι πιο απογοητευτικά από αυτά που 

εµφανίζονται στη διεθνή βιβλιογραφία σε σχέση µε τα ποσοστά ανταπόκρισης . Έτσι 

ενώ η 6-µηνη ιολογική ανταπόκριση εµφανίζεται στη βιβλιογραφία να έχει ποσοστά 

επιτυχίας 30-35% , εµείς µετρήσαµε µηδενικό ιικό φορτίο στους 18 µήνες µόνο στο 

19% των ασθενών µας. Επίσης δεν µπορέσαµε να προσδιορίσουµε ανεξάρτητους 

παράγοντες που να συσχετίζονται µε τη θετική ανταπόκριση στη θεραπεία. Και πάλι 

τονίζεται ότι τα δικά µας αποτελέσµατα αφορούν σε παρακολούθηση άνω των 18 

µηνών , έναντι 6 µηνών των περισσοτέρων από τις παραπάνω µελέτες. 

                      Επιπλέον ένας παράγοντας που µπορεί να δικαιολογήσει αυτά τα 

αποτελέσµατα είναι το µεγάλο ποσοστό παρουσίας του γονότυπου 1 , σε ποσοστό 

77% στην δική µας µελέτη , που αλλοιώνει τα αποτελέσµατα  και διαφοροποιεί την 

οµάδα της ριβαµπιρίνης από της υπόλοιπες οµάδες . 

 

 

 

 

 

ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ  IFN ΚΑΙ UDCA 

 

                     Eίναι γνωστό από προηγούµενες µελέτες ότι το UDCA 

(ουρσοδεσοξυλικό οξύ) βελτιώνει την ηπατική βιοχηµεία στη χρόνια ηπατίτιδα C 
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χωρίς να επιδρά στα επίπεδα του HCV RNA (74). Ο συνδυασµός όµως IFN και  

UDCA επισπεύδει την βιοχηµική απάντηση και καθυστερεί τη βιοχηµική υποτροπή ( 

75 ). 

                    Αυτό επιβεβαιώνεται και στους δικούς µας ασθενείς όπου σε σύνολο 50 

ασθενών το 58% παρουσίασε άµεση βιοχηµική ανταπόκριση και ένα ποσοστό 21% 

συνεχίζει να διατηρεί σε φυσιολογικά επίπεδα τις τρανσαµινάσες τους µετά 18 µήνες 

από την λήξη της θεραπείας. 

                      Το νεαρό της ηλικίας , οι γονότυποι  2 , 3 και οι χαµηλές τιµές 

τρανσαµινασων πριν την έναρξη της θεραπείας , είναι παράγοντες που ευνοούν την 

βιοχηµική ανταπόκριση στο συνδυασµό  IFN και  UDCA , όπως προέκυψε από την 

µονοπαραγοντική ανάλυση στην ερευνά µας . Η πολυπαραγοντικη όµως ανάλυση 

έδειξε ότι µόνο οι γονότυποι 2 και 3 ευνοούν την θετική ανταπόκριση στη θεραπεία.  

Ο συνδυασµός    IFN και  UDCA φάνηκε να µηδενίζει το ιικό φορτίο στο 45% των 

ασθενών µε το τέλος της θεραπείας , αλλά µετά από 6 µήνες µόνο το 4% παρουσίασε 

ιολογική ανταπόκριση. 

 

ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ IFN ΚΑΙ MECULID 

 

                         Η νιµεσουλίδη ( meculid  )είναι εκλεκτικός αναστολέας της COX 2 

και χρησιµοποιείται ευρύτατα ως µη στερινοειδές αντιφλεγµονώδες  στις 

ρευµατοπάθειες . Προηγούµενες µελέτες  χρησιµοποίησαν µή στερινοειδή 

αντιφλεγµονώδη σε συνδιασµό µε IFN . 

                        Τα αποτελέσµατα από την 6-µηνη θεραπεία 36 ασθενών µε 

συνδυασµό IFN και MECULID ,ήταν αρκετά ενθαρρυντικά . Άµεσα το 75% των 

ασθενών οµαλοποίησε τις τρανσαµινάσες τους, ποσοστό συγκρίσιµο µε το αντίστοιχο 

της συνδυασµένης ριβαµπιρίνης, και το 28% στον έλεγχο που τους έγινε µετά από 18 

µήνες διατηρούσε φυσιολογικές τιµές των βιοχηµικών τους παραµέτρων. Επίσης ένα 

20% παρουσίασε άµεση ιολογική ανταπόκριση µε το τέλος της θεραπείας ,ενώ µετά 

από 18 µήνες το 8% εξακολουθούσε να έχει µη ανιχνεύσιµο HCV-RNA στον ορό . 

                        Παράγοντες που φάνηκαν από την µονοπαραγοντική ανάλυση στη 

µελέτη µας να συσχετίζονται µε την καλή ανταπόκριση στην συγκεκριµένη θεραπεία 

είναι το νεαρό της ηλικίας ,ο µη-1 γονότυπος , και οι χαµηλές πριν την ένταξη στη 

θεραπεία τρανσαµινάσες κυρίως SGOT,SGPT , ενώ ο 1 γονότυπος ήταν ο µόνος 

δυσµενής προγνωστικός παράγοντας που ανέδειξε η πολυπαραγοντική ανάλυση. 
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ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ IFN ΚΑΙ D-Penicilemin 

 

                         Η D-Πενικιλλαµίνη  είναι  ένα φάρµακο µε δράση στην ανάπτυξη της 

ίνωσης και κατασταλτική επίδραση στα µακροφάγα . Ως εκ τούτου την 

χρησιµοποιούµε ως πιθανό συνδυασµό µε την IFN για καλύτερα αποτελέσµατα εν 

σχέση προς την µονοθεραπεία .   

                        Τα αποτελέσµατα από την 6-µηνη θεραπεία 35 ασθενών µε 

συνδυασµό IFN και D-Penicilamin, ήταν αρκετά ενθαρρυντικά και αξιοπρόσεκτα . 

Άµεσα το 80% των ασθενών οµαλοποίησε τις τρανσαµινάσες τους, ποσοστό 

µεγαλύτερο µε το αντίστοιχο της συνδυασµένης ριβαµπιρίνης, και το 20% στον 

έλεγχο που τους έγινε µετά από 18 µήνες διατηρούσε φυσιολογικές τιµές των 

βιοχηµικών τους παραµέτρων. Άρα ένα αρκετά µεγάλο ποσοστό υποτροπιάζει µετά 

από 18 µήνες. Επίσης ένα 15% παρουσίασε άµεση ιολογική ανταπόκριση µε το τέλος 

της θεραπείας ,ενώ µετά από 18 µήνες το 13% εξακολουθούσε να έχει µη 

ανιχνεύσιµο HCV-RNA στον ορό .Το ενδιαφέρον που προκύπτει δηλαδή είναι ότι η 

D-Penicilemin φαίνεται να εξασφαλίζει µικρή µεν καταρχήν ιολογική ανταπόκριση , 

η οποία όµως διαρκεί και µετά από 18 µήνες.  Τα αποτελέσµατα ήταν αµέσως 

συγκρίσιµα µε τον συνδυασµό IFN και ριβαµπιρίνης . Το κόστος της θεραπείας ήταν 

µονο ένα κλάσµα σε σχέση πρός το συνδυασµό IFN και ριβαµπιρίνης. Όµως το 

µειονέκτηµα του συνδυασµού είναι η συχνή εµφάνιση παρενεργειών , κυρίως 

δερµατικών εκδηλώσεων µε την D-Πενικιλλαµίνη  .  

                        Παράγοντες που φάνηκαν από την µονοπαραγοντική ανάλυση στη 

µελέτη µας να συσχετίζονται µε την καλή ανταπόκριση στην συγκεκριµένη θεραπεία 

είναι µόνο ,ο µη-1 γονότυπος , και οι χαµηλές πριν την ένταξη στη θεραπεία 

τρανσαµινάσες κυρίως γ-GT και SAP. Όµως και εδώ η πολυπαραγοντική ανάλυση 

έδειξε ότι µόνο οι γονότυποι 2 και 3 συνδυάζονται µε καλύτερη πρόγνωση. 
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ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ ΓΙΑ ΤΑ ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΑ 

ΣΧΗΜΑΤΑ 

 

                    Οι µηχανισµοί αντίστασης του ιού της ηπατίτιδας C στην IFN-a καθώς 

και στους διάφορους συνδυασµούς της µε διάφορα φάρµακα ,είναι ιδιαίτερα 

πολύπλοκοι. Το γεγονός οφείλεται στην πολύµορφη δράση αυτών των φαρµάκων , τα 

οποία εξασκούν πολλαπλές πιέσεις επιλογής σε διάφορες  περιοχές του γονιδιώµατος 

του ιού χωρίς όµως να γνωρίζουµε ούτε τους µηχανισµούς δράσης των ακριβώς ,ούτε 

το ρόλο που διαδραµατίζει ο ξενιστής . 

                        Ωστόσο δεν µπορούµε να παραβλέψουµε το γεγονός ότι µετά την 

επιβεβαίωση της διάγνωσης της χρόνιας ηπατίτιδας C ,και την ακριβή εκτίµηση της 

ηπατικής βλάβης, τίθεται θέµα θεραπευτικής αντιµετώπισης των ασθενών. Γνώµη 

µας είναι ότι πρέπει να εκτιµώνται σοβαρά οι παράγοντες που συντελούν στην καλή 

ανταπόκριση στην θεραπεία , µη-1 γονότυπος -αν και είναι η µειοψηφία τουλάχιστον 

των Κρητών ασθενών-, η απουσία κίρρωσης , η µικρού βαθµού ίνωση του ήπατος και 

βέβαια συνυπάρχουσες παθολογικές καταστάσεις και αντενδείξεις χορήγησης IFN-a. 

                           Παρόλα αυτά όµως έχει διαπιστωθεί ότι ασθενείς µε γονότυπο 1b 

αλλά χαµηλό ιικό φορτίο εµφανίζουν καλή απάντηση στη θεραπεία. Είναι πιθανόν 

λοιπόν µεγαλύτερη αξία για την επιλογή των ασθενών που θα ωφεληθούν από την 

θεραπεία να παίζει η αξιολόγηση πολλών µαζί προγνωστικών δεικτών όπως η ηλικία 

+απουσία κίρρωσης +χαµηλά επίπεδα ιαιµίας + γονότυπος µη-1. 

                            Ένα άλλο σηµείο στο οποίο πρέπει να σταθούµε κριτικά είναι η 

παρακολούθηση της θεραπείας .Έχει διαπιστωθεί (115) και το είδαµε και εµείς στις 

µελέτες µας ότι η γρήγορη αρνητικοποίηση του HCV-RNA στη 4η βδοµάδα 

θεραπείας είναι ο καλύτερος προγνωστικός δείκτης µακρόχρονης ανταπόκρισης 

Αναφέρεται ότι µη ανιχνεύσιµο HCV-RNA στη 4η βδοµάδα θεραπείας είχαν73%, 

26%, και 0% των ασθενών µε µακρόχρονη , παροδική και καµία απάντηση 

αντίστοιχα (  116 ). 

                              Έτσι ο έλεγχος του HCV-RNA κατά τα αρχικά στάδια της 

θεραπείας µπορεί να αποτελέσει σηµαντικό δείκτη συνέχισης ή διακοπής της 

θεραπείας ,ή αναζητήσεως  νέων θεραπευτικών σχηµάτων. ∆ίνει δηλαδή τη 

δυνατότητα επέµβασης στη θεραπεία . 
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                               Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζουν οι ασθενείς που σύµφωνα µε τις 

ιολογικές µετρήσεις τους στο τέλος της θεραπείας εµφανίζονται ιολογικά 

ανταποκρινόµενοι ,( µη ανιχνεύσιµο ιικό φορτίο ), αλλά αργότερα υποτροπιάζουν. 

Συνήθως αυτό συµβαίνει 4 µε 6 εβδοµάδες µετά τη διακοπή της θεραπείας . Το 

βιολογικό υπόβαθρο αυτής της ιολογικής ανταπόκρισης δεν είναι διευκρινισµένο 

.Έχουν αναπτυχθεί διάφορες θεωρίες για να δικαιολογήσουν αυτό το φαινόµενο (123) 

. 

1. Μπορεί να προκαλείται από ιούς που ναι µεν αναστέλλεται η αντιγραφή τους , 

αλλά εξακολουθούν να υφίστανται σε λανθάνουσα µορφή κατά την διάρκεια 

της θεραπείας και επανεργοποιούνται µόλις τελειώσει αυτή. 

2. Η θεραπεία να µη σταµατά πλήρως την αντιγραφή του ιού που επιλεκτικά σε 

κάποια κύτταρα (κυρίως ηπατικά ) να συνεχίζεται , έστω και µε αργούς 

ρυθµούς  

3. Συνδυασµοί των παραπάνω µοντέλων . 

                   ∆εν είναι ακόµη γνωστό εάν ο ιός HCV µπορεί να παραµείνει σαν 

λανθάνων ιός και ποια κύτταρα µπορεί να είναι  είναι οι πιθανοί  τόποι που ο 

HCV µπορεί να λανθάνει. Πιθανοί τέτοιοι τόποι περιλαµβάνουν τα λεµφοκύτταρα 

(123), αλλά τα δεδοµένα που υποστηρίζουν την υπόθεση ότι η ιολογική 

επανάκαµψη προκαλείται από τους ιούς  HCV που είχαν κρυφτεί στα 

λεµφοκύτταρα είναι αντιφατικά . 

                  Από όλα αυτά όµως προκύπτει η ανάγκη αξιόπιστων και πολύ 

ευαίσθητων ποιοτικών και ποσοτικών µεθόδων ανίχνευσης του ιού που σήµερα 

κατά την γνώµη µας εξακολουθεί να είναι ζητούµενο. 

                              Αν  θέλαµε να συνοψίσουµε τα βιοχηµικά αποτελέσµατα 

ανταπόκρισης µε  IFN-a µπορούµε να ισχυριστούµε µε σιγουριά ότι δεν ξεπερνούν το 

20% και όχι για διάστηµα πέραν του 1 έτους µετά τη λήξη της θεραπείας . Οι 

συνδυασµοί   IFN-a και ριβαµπιρίνης αύξησαν τα ποσοστά µακροχρόνιας βιοχηµικής 

ανταπόκρισης αλλά και πάλι δεν ξεπερνούν το 35% σύµφωνα µε τα δικά µας 

αποτελέσµατα . Τα ιολογικά αποτελέσµατα είναι γενικώς απογοητευτικά 

κυµαινόµενα από 0-18% µε καλύτερες οµάδες εκείνες της ριβαµπιρίνης (18%) και 

της D-Πενικιλλαµίνης (14%).  Τι γίνεται µε τους υπόλοιπους ασθενείς που αποτελούν 

την µέγιστη πλειοψηφία του συνόλου των ασθενών που εντάσσονται στα διάφορα 

θεραπευτικά σχήµατα και δεν ανταποκρίνονται ή υποτροπιάζουν σε σύντοµο χρονικό 

διάστηµα;  
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                              Η µία λύση είναι τα νέα είδη ιντερφερονών που δοκιµάζονται , 

πεγκυλιωµένες ιντερφερόνες, consensus ιντερφερόνη, θεραπείες επαγωγής ή εφόδου 

(induction) µε IFN-a. Παρόλα αυτά το µόνο που έχουµε επιτύχει είναι να βελτιωθούν 

ίσως ελαφρώς  τα ποσοστά ανταπόκρισης , χωρίς όµως να λυθεί ριζικά το πρόβληµα . 

                            Η άλλη λύση προκύπτει από τις εξελίξεις στην µοριακή βιολογία .Η 

καλύτερη γνώση του ιού και η ανάπτυξη της µοριακής βιοτεχνολογίας , οδήγησε στην 

παρέµβαση σε επίπεδο RNA , εµποδίζοντας την έκφραση των πρωτεϊνών του ιού και 

αναστέλλοντας τον ιικό πολλαπλασιασµό. Οι προτεινόµενες νέες θεραπευτικές 

επεµβάσεις περιλαµβάνουν τη χορήγηση αναστολέων διαφόρων ενζύµων του ιού , 

όπως  της πρωτεάσης , της ελικάσης και της πολυµεράσης µε στόχο να αναστείλουν 

τον πολλαπλασιασµό του ιού. Αναστολείς της πρωτεάσης έχουν αρχίσει να 

δοκιµάζονται σε προκλινικές δοκιµές και ίσως φανούν ιδιαίτερα αποτελεσµατικές. Το 

πρόσφατο παράδειγµα του HIV οδηγεί στο συµπέρασµα ότι οι αναστολείς της 

πρωτεάσης του ιού δεν αποτελούν την ιδανική λύση σαν µονοθεραπεία , αλλά 

βελτιώνουν την ανταπόκριση όταν χορηγούνται σε συνδυασµό µε άλλα φάρµακα . 

                     Πιο πολύπλοκες θεραπευτικές λύσεις περιλαµβάνουν τη χορήγηση 

ολιγονουκλεοτιδίων  (antisense oligonucleotides) και ριβοενζύµων (ribozymes) .Η 

χορήγηση ολιγονουκλεοτιδίων έχει σαν αποτέλεσµα το σχηµατισµό υβριδίων RNA-

DNA(antisense DNA) ή RNA-RNA (antisense RNA) , µε συνεπακόλουθο την 

αναχαίτιση ενός ειδικού RNA και την διακοπή του πολλαπλασιασµού ή της 

µεταγραφής του ιού. 

                      Γενικά οι εξελίξεις στην κατεύθυνση των εφαρµογών της µοριακής 

βιολογίας είναι σηµαντική και οι λύσεις µάλλον θα διαφανούν από αυτή την 

κατεύθυνση. Η έρευνα στο τοµέα των ιογενών ηπατίτιδων υπόσχεται πολλά. 
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3.4 H  NS5A ΠΕΡΙΟΧΗ ΣΑΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΠΡΟΓΝΩΣΗΣ ΤΟΥ 1b ΓΟΝΟΤΥΠΟΥ 
ΣΤΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΜΕ IFN-a 

 
 

3.4.1  Υλικά � ασθενείς - µέθοδοι 
 

 
 
 
Ασθενείς     Μεταξύ των ετών 1994 και 1997 επιλέχθηκαν 28 ασθενείς (10 άνδρες και 18 

γυναίκες) οι οποίοι είχαν προσβληθεί από τον ιό της ηπατίτιδας C και τον γονότυπο 1b . Οι 

ασθενείς αυτοί ολοκλήρωσαν ένα θεραπευτικό σχήµα που περιελάµβανε θεραπεία µε 

ανασυνδιασµένη IFN-a 5 MU , τρεις φορές την εβδοµάδα για τουλάχιστο 6 µήνες. Η 

διάγνωση βασίστηκε στην κλινική εικόνα στο επίπεδο των τρανσαµινασών , στην 

ιστολογική εξέταση (έγινε βιοψία ήπατος ) και στην ανίχνευση του RNA του HCV και 

στην ποσοτική εκτίµηση του ιικού φορτίου. Αποκλείστηκαν από την ένταξη στο 

θεραπευτικό σχήµα ασθενείς που ήταν θετικοί και στο HBV ή HIV ή έφεραν και άλλους 

ανιχνεύσιµους γονότυπους  εκτός από 1b , είχαν ιστορικό αλκοολισµού ,ή χρειαζόταν 

αιµοκάθαρση ,ή βρισκόταν σε προχωρηµένο στάδιο κίρρωσης. Τα κλινικά χαρακτηριστικά 

των 28 ασθενών που ολοκλήρωσαν το θεραπευτικό σχήµα φαίνονται στο πίνακα 11 

 

Ορισµός της ανταπόκρισης στη θεραπεία     Σαν βιοχηµικά ανταποκρινόµενους ασθενείς 

θεωρήσαµε τους ασθενείς εκείνους που  6 τουλάχιστον µήνες µετά την λήξη του 

θεραπευτικού σχήµατος διατηρούν τα επίπεδα των τρανσαµινασών τους σε φυσιολογικά 

επίπεδα . 

              Σαν ιολογικά ανταποκρινόµενους ασθενείς θεωρήσαµε τους ασθενείς εκείνους 

που  6 τουλάχιστον µήνες µετά την λήξη του θεραπευτικού  τα επίπεδα του ιικού φορτίου 

του  HCV ήταν µή ανιχνεύσιµα  µε RT-nested PCR 

 

Μέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν  

 

1. Μέτρηση τρανσαµινασών  SGOT , SGPT , γGT , SAP πριν την θεραπεία και µετά 

το τέλος της θεραπείας 

2. Καθορισµός του γονοτύπου 1b χρησιµοποιώντας το INNO-Lipa HCV II της 

εταιρείας Innogenetics test ,όπως περιγράφεται στο κεφαλαίο υλικά και µέθοδοι 
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3. Μέτρηση του ιικού φορτίου πριν και µετά την θεραπεία χρησιµοποιώντας το 

Amplicor HCV Monitor TM assay  της εταιρείας Roche Diagnostic System όπως 

περιγράφεται στο κεφάλαιο υλικά και µέθοδοι. 

4. ∆ηµιουργία του PCR προϊόντος στην NS5A περιοχή µεταξύ των νουκλεοτιδιων  

6703-7320 όπως περιγράφεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο των υλικών και µεθόδων 

      Για εξωτερικούς primers χρησιµοποιήθηκαν 

      Out-for : 5΄ TGGATGGAGTGCGGTTGCACAGGTA 3΄ (νουκλεοτίδια 6703 - 

6727) 

      Out-rev :  5΄ TCTTTCTCCGTGGAGGTGGTATTGG 3΄(νουκλεοτίδια 7296 - 

7320) 

      Συνήθως το προκύπτον  PCR προϊόν δεν είναι ορατό σε πήκτωµα αγαρόζης , 

γι�αυτό                                                      προχωράµε σε nest PCR χρησιµοποιώντας 

σαν εσωτερικούς primers τους 

       Int-for :  5΄ CAGGTACGCTCCGGCGTGCA 3΄ (νουκλεοτίδια 6722 - 6741) 

       Int-rev : 5΄ GGGGCCTTGGTAGGTGGCAA 3΄(νουκλεοτίδια 7275 - 7294) 

 
 
                   Out-Forw                                                                              Int-Rev 
        6703                 6727                                                        7275            7294 
                                                                                  534 bp 
 
          

6722   6741                                                                   7296         7320 
     Int-Forw                                                                                    Out-Rev 

 
 
               Τα  PCR προϊόντα που προκύπτουν ταυτοποιούνται µε βάση το µέγεθος τους                      

( 534   βάσεις) σε 1% πήκτωµα αγαρόζης που βάφεται µε βρωµιούχο αιθίδιο (Φωτογραφία 

2). 
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         5) ∆ηµιουργία του PCR προϊόντος για απ�ευθείας ανάγνωση της αλληλουχίας ( direct 

sequencing ).  Ένα µικρόλιτρο (1 µl) από την πρώτη PCR µεταφέρεται για δεύτερη 

nest PCR . Ενας M13 forward  primer ( 5�  TGAAAACGACGGCCAGT 3� )  και 

ένας M13 reverse primer (5� CAGGAAACAGCTATGACC 3�) προστίθενται στο 

5΄ακρο των 5΄και 3΄ nested primers αντίστοιχα , για να προχωρήσουµε στην 

απευθείας ανάγνωση των αλληλουχιών που προκύπτουν µε αυτόµατο DNA 

sequencer. Έτσι οι εσωτερικοί primers διαµορφώνονται. 

          5� TGAAAACGACGGCCAGTCAGGTACGCTCCGGCGTGCA 3� 

          µε την αλληλουχία  M13 forward του υπογραµµισµένη 

          5� CAGGAAACAGCTATGACCGGGGCCTTGGTAGGTGGCAA 3� 

          µε την αλληλουχία  M13 reverse του υπογραµµισµένη .  

 
6) Καθαρισµός των PCR προϊόντων µε το QIAquick gel extraction kit της εταιρείας 

QIAGEN όπως περιγράφεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο των υλικών και µεθόδων. 

 
 
 
  

Φωτογ.1  PCR προϊόντα στην NS5A περιοχή
Marker 100 bp προϊόν 534 βάσεων 

700 
600 
500 
400 
300 
200 
100 
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7) Προσδιορισµός της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων µε απ�ευθειας ανάγνωση όπως 

περιγράφεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο των υλικών και µεθόδων. ∆ιαβάστηκαν και 

οι δύο αλυσίδες κάθε PCR προϊόντος µε ένα αυτόµατο DNA sequencer µοντέλο 

ALF Express Pharmacia Biotech στο Εργαστήριο Μικροχηµείας του ΙΤΕ.Στο 

διάγραµµα που ακολουθεί φαίνεται η ανάγνωση της αλληλουχίας του δείγµατος 

Ε760 µε τον M13 Forward primer σηµασµένο µε Cy-5 όπως εµφανίζεται στο 

αυτόµατο DNA sequencer 

 
8) Η ανάλυση των πολλαπλών αναγνώσεων που προκύπτουν, η τελική αλληλουχία 

και η σύγκριση µε την γνωστή αλληλουχία της NS5A περιοχής του  HCV-J έγιναν 

χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Gene Skipper που έχει δηµιουργήσει το EMBL. 

Στην σελίδα που ακολουθεί φαίνεται πώς προκύπτει η νουκλεοτιδική αλληλουχία 

του δείγµατος Ε760 από την ανάγνωση και των δύο αλυσίδων  (forward-reverse) , 

και η σύγκριση του µε το HCV-J για τον εντοπισµό των τυχών µεταλλαγών.Οι 

Φωτ 3. Πήκτωµα 1% αγαρόζης µε 
PCR προϊόντα της NS-5A περιοχής 
πριν τον καθαρισµό µε QIAquick 
κολώνες 

Φωτ 4. Πήκτωµα 1% αγαρόζης µε τα 
παραπάνω PCR προϊόντα της NS-5A 
περιοχής µετά τον καθαρισµό µε 
QIAquick κολώνες 
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προκύπτουσες µεταλλαγές στη περιοχή NS5A ταξινοµήθηκαν σε τρεις οµάδες 

σύµφωνα µε την ταξινόµηση του Enomoto (63) : 

      Αρχέγονος τύπος ( Wild type):Καµία αµινοξική αλλαγή . 

             Ενδιάµεσος τύπος (Intermediate type):1 έως 3 αµινοξικές αλλαγές . 

             Μεταλλαγµένος τύπος (Mutant type): 4 έως 11 αµινοξικές αλλαγές. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.4.2  Αποτελέσµατα 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 11. Χαρακτηριστικά των 28 ασθενών προσβεβληµένων µε  HCV-1b σύµφωνα µε 
την ανταπόκριση τους στην IFN-a 

 
 
 

Χαρακτηριστικό 
 

Όλοι 
N=28 

Βιοχηµικά 
Ανταποκριθέντες 

N=7 

Μη- ανταπ/τες 
Βιοχηµικά 

N=21 
Ηλικία (χρόνια) 60,04 ± 2 59,57 ± 1,62 60,25 ± 2,82 
Φύλο (Α/Γ) 10 / 18 1 / 6 9 / 12 
Ιικό φορτίο 
HCV-RNA 

7,53X105 ± 
1,4X105 

1,18X106 ± 
4X105 

6,22X105 ± 1,3X105 

Βιοχηµικά δεδοµένα    
SGOT 80,91 ± 13,4 54,71 ± 10,33 92,38 ± 18,20    * 
SGPT 120,91 ± 24,9 73,86 ± 15,73 141,50 ± 34,23    * 
γGT 53,48 ± 10,01 40,29 ± 11,12 59,25 ± 13,51 
SAP 104,91 ± 5,4 117,86 ±   6,95 99,25 ±  6,78 

Ιστολογικά δεδοµένα    
Σταδιοποίηση 
Βαθµοποίηση 
Συνολικό 

2,88 ± 0,27 
4,80 ± 0,24 
7,68 ± 0,46 

 

2,33 ± 0,42 
4,83 ± 0,60 
7,16 ± 1,01 

 

3,05 ± 0,33 
4,79 ± 0,27 
7,84 ± 0,53 

Αριθµός αµινοξικών 
αλλαγών στην ISDR 

 

1,5 ± 0,22 2,57 ± 1,4 1,14 ± 0,19     ** 

Αριθµός νουκ/ών 
αλλαγών στην ISDR 

9,21 ± 0, 39 10,14 ± 0,86 8,9 ± 0,42 
 
 

*p=0,01            **p=0,003 
 

 

              Οπως προκύπτει από τον πίνακα 11, µελετήθηκαν 28 συνολικά ασθενείς 10 

άνδρες και 18 γυναίκες µε µέσο όρο ηλικίας 60, 04±2 χρονών. Πριν εισαχθούν στην 

οποιαδήποτε θεραπεία εµφάνιζαν ιικο φορτίο 7.53x105 ±1.4x105 copies HCV /ml ορού και 

τρανσαµινάσες SGOT =80,91, SGPT=120,91, γGT =53,48, SAP=104,91 , ενώ η 

ιστολογική κατάσταση του ήπατος όπως την περιέγραψαν οι βιοψίες παρουσίασε 

σταδιοποίηση 2,88 ± 0,27 και βαθµοποίηση 4,8 ± 0,24 

             ∆εν παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ ηλικίας ασθενών , 

φύλου , ιικού φορτίου και βαθµοποίησης της βιοψίας πριν την θεραπεία µε την τελική 

ανταπόκριση στην θεραπεία . Είναι εµφανής η τάση συσχέτισης των SGOT,SGPT και γGT 

µε την έκβαση της θεραπείας . Οι ασθενείς που ξεκινούν από χαµηλότερες τιµές 

τρανσαµινασών φαίνεται να ανταποκρίνονται καλύτερα στην θεραπεία απ� ότι αυτοί που 

ξεκινούσαν µε υψηλότερες τιµές . Έτσι οι ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές 
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SGOT=54,71±10,33 , SGPT=73,86±15,73 ,  και  γGT= 40,29±11,12 ενώ οι µη 

ανταποκρινόµενοι εµφανίζουν τιµές SGOT=92,38±18,20 ,SGPT=141,50±34,23 , και 

γGT=59,25±13,51 .Αυτές οι διαπιστώσεις δεν φαίνεται να ισχύουν για την SAP που για 

τους ανταποκρινόµενους εµφανίζει τιµή 117,86±6,95 ενώ για τους µη ανταποκρινόµενους 

είναι 99,25±6,78 .Οι τιµές για την SGOT και SGPT είναι στατιστικά σηµαντικές p=0,01. 

               Υπάρχει  σαφής στατιστική συσχέτιση p=0,003 για την σχέση µεταξύ αριθµού 

αµινοξικών αλλαγών στην NS5A περιοχή και στην ανταπόκριση στην INF .Έτσι ενώ για 

τους 28 ασθενείς εµφανίζονται 1,5±0,22 αµινοξικές µεταλλαγές , στους 7 ασθενείς που 

τελικά ανταποκρίνονται εµφανίζονται 2,57±1,4 ενώ σε αυτούς που δεν ανταποκρίνονται 

εµφανίζονται 1,14±0,19 

 
 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 12 . Χαρακτηριστικά των 28 ασθενών προσβεβληµένων µε  HCV-1b σύµφωνα 

µε τον παρατηρούµενο τύπο στην NS5A περιοχή 
 
 
 

Χαρακτηριστικά 
 

Αρχέγονος τύπος 
N=5 

Ενδιάµεσος 
N=21 

Μεταλλαγµένος 
N=2 

Ηλικία (χρόνια) 64,6 ± 3,6 58,75 ± 2,6 59 ± 2 
Φύλο (Α/Γ) 2/3 8/13 0/2 

Ιικό φορτίο HCV-RNA 4,6X105 ± 1,8X105 8X105 ± 1,9X105 1,07X106±3X104 
 

Βιοχηµικά δεδοµένα    
SGOT 124,4 ±  43,4 70,06 ±12,87 59,00 ±124,4 
SGPT 180 ± 71,8 108,56 ± 27,55 72,00 ± 180 
γGT 74,4 ± 26,3 47,12 ± 11,51 52,00 ± 74,4 
SAP 97,8 ± 13,0 106,69 ± 6,78 108,5 ± 97,8 

Ιστολογικά δεδοµένα    
Σταδιοποιήση 
Βαθµοποίηση 
Σύνολο 

3,00 ± 0,41 
4,75 ± 0,75 
7,75 ± 0,75 

 

2,95 ± 0,34 
4,89 ± 0,27 
7,84 ± 0,56 

 

2,00 ± 1,00 
4,00 ± 1,00 
6,00 ± 2,00 

Αριθµός νουκ/κών 
αλλαγών στην ISDR 

8,2 ± 0, 73 9,1 ± 0,4 13,00 ± 1, 00   * 

Πλήρως ανταποκριθέντες 

βιοχηµικά 

No (%) 

0/5   (0) 5/21   (23.8) 2/2   (100) 

 
P=0,012 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΟΝ ΠΙΝΑΚΑ 12: Συσχέτιση των χαρακτηριστικών κάθε 

τύπου (αρχέγονο, ενδιάµεσο, µεταλλαγµένο) όπως κατατάσσονται µε βάση τον αριθµό 

µεταλλαγών που εµφανίζουν. 

 
 
             Στον πίνακα 12 γίνεται ανάλυση των χαρακτηριστικών των ασθενών ανάλογα µε 

το τύπο κατάταξης (αρχέγονο, ενδιάµεσο, µεταλλαγµένο). ∆εν παρατηρήθηκε στατιστικά 

σηµαντική συσχέτιση µεταξύ ηλικίας ασθενών , φύλου και ιικού φορτίου σε σχέση µε το 

τύπο . Είναι εµφανής η τάση συσχέτισης των SGOT,SGPT και γGT µε την κατάταξη σε 

τύπους. Παρ�ολα αυτά δεν είναι στατιστικά σηµαντικές οι διαφορές Υπάρχει η τάση ο 

µεταλλαγµένος να εµφανίζει χαµηλότερες τιµές τρανσαµινασών απ� ότι ο ενδιάµεσος , που 

µε τη σειρά του έχει χαµηλότερες τιµές απ΄ ότι ο αρχέγονος 

                 Υπάρχει  όµως σχέση τύπου και βιοχηµικής ανταπόκρισης στη θεραπεία. Κανείς 

από τους 5 ασθενείς µε αρχέγονο τύπο δεν ανταποκρίθηκε στη θεραπεία , και οι δυο που 

ήταν µεταλλαγµένος τύπος ανταποκρίθηκαν πλήρως ,ενώ 5 από τους 21 ενδιάµεσου τύπου 

ανταποκρίθηκαν ποσοστό 24%.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΗΝ FIG 1: Συσχέτιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 

όπως προκύπτουν από την ανάγνωση και σύγκριση µε την πρότυπη HCV-J. 

 

              Στην fig 1 φαίνονται οι αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων της NS5A περιοχής 

(µεταξύ 6954-7073) των δειγµάτων που προέκυψαν από τους 28 ασθενείς µε 1b γονότυπο. 

Στην κορυφή φαίνεται η πρωτότυπη αλληλουχία του HCV-J για την αντίστοιχη περιοχή 

και για τα αντίστοιχα αµινοξέα ( 2209-2248 ) . Οι διακεκοµµένες γραµµές σε κάθε δείγµα 

υποδηλώνουν ταυτότητα µε το πρωτότυπο ,ενώ οι µεταλλαγές αναγράφονται . Οι µη 

συνώνυµες µεταλλαγές που επιφέρουν αλλαγές σε επίπεδο αµινοξέων είναι 

υπογραµισµένες.  

             Κανένα δείγµα δεν είναι απολύτως όµοιο µε το HCV-J στέλεχος σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων και όλα τα στελέχη έχουν µία τουλάχιστον νουκλεοτιδική διαφορά µεταξύ 

τους ∆εν υπάρχει στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ νουκλεοτιδικών µεταλλαγών 

και ανταπόκρισης στην IFN .Ο αριθµός των νουκλεοτιδικών µεταλλαγών κυµάνθηκε από 5 

έως 14 µε  10,14 ±0,86   στους ανταποκρινόµενους στην IFN ,    8,90±0,42   στους µη 

ανταποκρινόµενους και  9,21 ±0,39    µέσο όρο σε όλους τους 28 ασθενείς . 

              Οι περισσότερες από τις παρατηρούµενες µεταλλαγές ήταν συνώνυµες, µε αλλαγή 

στην τρίτη θέση της τριπλέτας του κωδικονίου . Οι πιο συχνά παρατηρούµενες συνώνυµες 

µεταλλαγές ήταν  στις θέσεις 6959 (U→C ;25 από τις  28 ) , 6974 (U→C ;27 από τις  28 ) , 

6995 (G→A ; 23 από τις  28 ) , 7058 (U→C ; 27 από τις  28 ) , 7070 (A→G ; 23 από τις  

28 ) .  

 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΗΝ FIG 2: Συσχέτιση των αµινοξικών αλληλουχιών των 

δειγµάτων και σύγκριση µε την πρότυπη HCV-J. 

 

              Στην fig 2 φαίνονται οι αλληλουχίες των αµινοξέων της NS5A περιοχής (µεταξύ 

2209-2248) των δειγµάτων που προέκυψαν από τους 28 ασθενείς µε 1b γονότυπο. Στην 

κορυφή φαίνεται η πρωτότυπη αλληλουχία του HCV-J για την αντίστοιχη περιοχή και για 

τα αντίστοιχα αµινοξέα  . Οι διακεκοµµένες γραµµές σε κάθε δείγµα υποδηλώνουν 

ταυτότητα µε το πρωτότυπο ,ενώ οι µεταλλαγές αναγράφονται . 

             Πέντε  δείγµατα  είναι απολύτως όµοια µε το HCV-J στέλεχος σε επίπεδο 

αµινοξέων δηλαδή οι µεταλλαγές σε επίπεδο νουκλεοτιδίων οδηγούν σε συνώνυµες 

µεταλλαγές. Μόνο 2/28 ασθενείς είχαν 4 ή περισσότερες αµινοξικές µεταλλαγές 

(µεταλλαγµένα στελέχη), ενώ 21/28 ανήκουν στο ενδιάµεσο τύπο . Η πιο συχνά 
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απαντώµενη µη-συνώνυµη µεταλλαγή ήταν στη θέση 6982 (A→G , 20 από τις 28 ) , και 

αφορούσε την αλλαγή του αµινοξέος  2218 από His σε  Arg 
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                                   Σύγκριση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών    για τη
         6960         6970         6980          6990   
         *            *            *             *      
HCV - J  c c t   t c t   t t g a a g g c g a c a t g t  a c t  a c c c a t  c a t  g a c t c c c c g
                                                        
  P     S     L     K   A   U   C   U   U   H   H   D   S   P 
                                                        
P1 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - a
P2 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -   - - -  - - a
P3 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - c - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - -
P4 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - c - - -   - - -  - - a
P5 - - c - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - -
P6 - - -  - - c   - - -  - - -  - - a - - -  - - c  - - c - - -  - g c  - - -  - - -   - - -  - - a
P7 - - -  - - c   c - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  a - -  - - -  - - -   - - -  - - a
P8 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - a
P9 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - - -  - - -  - - t   - - -  - - a
P10 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - -
P11 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - t  - - a
P12 - - -  - - -   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g c  - - -  - - -   - - -  - - a
P13 - - c - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -   - - -  - - a
P14 - - c - - c   - - -  - g -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - a
P15 - - -  - - c   c - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  g - -  - - -  - - -  - - -   - - t  - - a
P16 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  g - -  t g -  - - -  - - -   - - -  - - a
P17 - - -  - - c   c - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - - -  - - c - - -   - - -  - - a
P18 - - -  - - c   - - -  - - -  - - -  - - -  - - c  - - -  - - -  - g -  - - -  - - -   - - -  - - -
P19 - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - -  - - -  - - t  - - a
P20 - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - c - - -  - - -  - - a
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P21 - - c c - c - - a - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - -  - - -  - - -  - - -
P22 - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - a
P23 - - -  - - c - - -  - - a - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - -  - - -  - - -  - - a
P24 - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - -  - - -  - - t  - - a
P25 - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - t  - - c - - -  - - -  - g a - - -  - - -  - - -  - - a
P26 - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  g - -  - g -  - - -  - - -  - - -  - - a
P27 - - -  - - c - - -  - - -  - - a - - -  - - c - - c - - -  - g -  - - -  - - -  - - -  - - a
P28 - - -  - - c - - -  - - -  - - -  - - -  - - c - - -  - - -  - g -  - - -  - - -  - - -  - - a
                                                        
                                                        
Fig. 1. Η πρωτότυπη αλληλουχία του HCV-j για την περιοχή 6954-7073 νουκλεοτιδίων και 2209-2248 για αντίστοιχα αµινοξέα αναφέρεται  στη
υποδηλώνουν ταυτότητα µε το πρωτότυπο ενώ οι µεταλλαγές αναγράφονται.Οι µή συνώνηµες µεταλλαγές που επιφέρουν αλλαγές σε επίπεδο
                                                  
                                                  
 
 
                                                           
                                                           
  P     S     L     K   A   U   C   U   U   H   H   D   S   P   D
                                                           
P1  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P2  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -
P3  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P4  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P5  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P6  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P7  -    -    -    -    -    -    -    -    -    N   -    -    -    -    -
P8  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
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P9  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -
P10  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P11  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P12  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P13  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -
P14  -    -    -    R   -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P15  -    -    -    -    -    -    -    -    A   -    -    -    -    -    -
P16  -    -    -    -    -    -    -    -    A   C   -    -    -    -    -
P17  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -
P18  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P19  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P20  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P21  -    P -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P22  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -
P23  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P24  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P25  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P26  -    -    -    -    -    -    -    -    A   R   -    -    -    -    -
P27  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
P28  -    -    -    -    -    -    -    -    -    R   -    -    -    -    -
                                                           
                                                           
Fig. 2. Συκριση της αλληλουχίας αµινοξέων στην NS5A περιοχή για τα µελετούµενα δείγµατα .Η προτότυπη αλληλουχία για το  HCV-J αναφέρεται στην κορυφή( NS5A 220
Οι διακεκοµµένες γραµµές σε κάθε δείγµα υποδηλώνουν ταυτότητα µε το πρωτότυπο ενώ οι µεταλλαγές αναγράφονται 
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3.4.3 Συζήτηση 

 
 
 
        Η υπόθεση ότι η NS5A περιοχή του γονότυπου 1b µπορεί να χρησιµεύσει σαν 

προγνωστικός παράγοντας στην ανταπόκριση ή όχι θεραπείας µε ιντερφερόνη , απασχόλησε 

έντονα τα τελευταία χρόνια την διεθνή επιστηµονική κοινότητα. Στο πίνακα 13 που 

ακολουθεί φαίνονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσµατα από ανάλογες δηµοσιεύσεις Ιαπώνων 

και Ευρωπαίων ερευνητών τα τελευταία 4 χρόνια και στη τελευταία γραµµή τα δικά µας 

,όπως µετρήθηκαν στους Κρήτες ασθενείς. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 13 : Ποσοστά παρατεταµένης ανταπόκρισης στη θεραπεία µε IFN µεταξύ 

ασθενών µε HCV � 1b σύµφωνα µε το τύπο στην ISDR περιοχή 

 

Όνοµα πρώτου 

συγγραφέα 

Αριθµός 

ασθενών 

Αρχέγονος 

τύπος 

Ενδιάµεσος 

τύπος 

Μεταλλαγµένος 

τύπος 

Enomoto 84 0 / 30 (0%) 5 / 38 (13%) 16 / 16 (100%) 

Chayama 103 8 / 46 (12%) 9 / 38 (24%) 14 / 19 (74%) 

Kurosaki 22 0 / 10 (0%) 0 / 6 (0%) 4 / 6 (67%) 

Murakama 151 3 / 62 (5%) 8 / 64 (12%) 23 / 25 (92%) 

Niiyama 49 1 / 24 (4%) 3 / 15 (20%) 7 / 10 (70%) 

Ιαπωνικές 

µελέτες 

409 12 / 172 (7%) 25 / 161 (15%) 64 / 76 (84%) 

Zeuzem 22 0 / 11 (0%) 1 / 10 (10%) 0 / 1 (0%) 

Halimi 29 0 / 10 (0%) 4 / 17 (24%) 0 / 2 (0%) 

Squadrito 42 0 / 13 (0%) 6 / 24 (25%) 1 / 5 (20%) 

Ευρωπαϊκές 

µελέτες 

93 0 / 34 (0%) 11 / 51 (22%) 1 / 8 (12%) 

Stratidaki 28 0 / 5 (0%) 5 / 21 (24%) 2 / 2 (100%) 

 

 

 

                 Οι Chayama et al. από το Toranomon Νοσοκοµείο του Τόκιο αναφέρουν 

αποτελέσµατα 103 Ιαπώνων ασθενών µε χρόνια ηπατίτιδα C που είχαν δεχθεί θεραπεία µε 

ιντερφερόνη (86) . Αναφέρουν ότι το 74% των ασθενών µεταλλαγµένου τύπου εµφανίζει 

παρατεταµένη ανταπόκριση µετά από θεραπεία µε INF-a , έναντι του 12% των ασθενών 

wild-type .Ασθενείς µε ενδιάµεσο τύπο εµφάνιζαν ενδιάµεση ανταπόκριση 24% .Όµοια και 

οι Kurosaki et al. από το Medical and Dental University του Τόκιο εξετάζοντας 22 ασθενείς 

που είχαν δεχθεί θεραπεία µε ιντερφερόνη βήτα ανέφεραν ότι το 67% των ασθενών 

µεταλλαγµένου τύπου εµφανίζει παρατεταµένη ανταπόκριση µετά την θεραπεία ,ενώ 

κανένας µε wild-type ISDR δεν ανταποκρίθηκε στη θεραπεία . Συνολικά στις Ιαπωνικές 

µελέτες σε σύνολο 409 ασθενών οι 64 ανταποκρίθηκαν από τους 76 συνολικά 
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µεταλλαγµένου τύπου , ποσοστό 84%, ενώ µόνο 7 από τους 172 ασθενείς αρχέγονου τύπου 

ανταποκρίθηκαν τελικά ποσοστό 7%. 

                 Αντίθετα πολλοί Ευρωπαίοι ερευνητές δεν βρίσκουν καµία συσχέτιση µεταξύ των 

αλληλουχιών NS5A και της απάντησης στη θεραπεία µε IFN στους ασθενείς τους (87 ,88 , 

89 , 90) . Σε σύνολο 93 Ευρωπαίων ασθενών από τους 8 µε µεταλλαγµένο τύπο 

ανταποκρίθηκε µόνο 1 , ποσοστό 12%  , ενώ από τους 34 ασθενείς µε αρχέγονο τύπο δεν 

ανταποκρίθηκε κανείς.  

                 Το ερώτηµα εµφανίζεται να αποκτά και γεωγραφικό ενδιαφέρον. Στην 

πραγµατικότητα υπάρχουν πολλές διαφορές στα αποτελέσµατα των θεραπευτικών σχηµάτων 

µε ιντερφερόνη µεταξύ των Ιαπώνων και των Αµερικανών και ∆υτικοευρωπαίων ερευνητών 

. Για παράδειγµα στα Ιαπωνικά θεραπευτικά σχήµατα οι ασθενείς που εµφανίζουν 

παρατεταµένη ανταπόκριση µετά από θεραπεία κυµαίνονται στο 40% έως 50% . Ασθενείς µε 

ανθεκτικό 1b γονότυπο έχουν µικρότερη συχνότητα περίπου στο 25% . Αυτά τα ποσοστά 

ανταποκρίσεων είναι πολύ υψηλά σε σύγκριση µε τα εµφανιζόµενα στις Ευρωπαϊκές και 

Αµερικανικές µελέτες , όπου τα συνήθη ποσοστά παρατεταµένης ανταπόκρισης µετά από 

6µηνη θεραπεία µε ιντερφερόνη είναι µεταξύ 10% έως 25% και για ασθενείς µε γονότυπο1b 

µικρότερο από 10% . Μπορούν οι διαφορές στην ISDR περιοχή να εξηγήσουν αυτά τα 

αποτελέσµατα ;  

        Για να συγκρίνουµε τις µελέτες κατευθείαν συγκεντρώσαµε τα αποτελέσµατα από τα 

πρόσφατα δηµοσιευµένα άρθρα για την ISDR περιοχή στον πίνακα 1 . Τα αποτελέσµατα της 

συγκεντρωτικής έρευνας εντοπίζονται σε τρία ενδιαφέροντα σηµεία  : 

1) Ο αρχέγονος (wild) τύπος εµφανίζει µικρή συχνότητα ανταπόκρισης στην 

ιντερφερόνη ,τόσο στις Ιαπωνικές µελέτες ,όσο και στις Ευρωπαϊκές .Ανταπόκριση 

εµφανίζουν συνολικά 12 από τους 206 µελετηθέντες ασθενείς ποσοστό 6%  

2)  Ο µεταλλαγµένος τύπος είναι πιο σπάνιος στους Ευρωπαίους από ότι στους 

Ιάπωνες ασθενείς . 8 από τους 93 Ευρωπαίους ποσοστό 9% ήταν µεταλλαγµένος 

τύπος , έναντι 76 των 409 µελετούµενων Ιαπώνων , ποσοστό 19%  

          3)  Όταν οι ασθενείς µε ενδιάµεσο και µεταλλαγµένο τύπο συνδυαστούν ,τότε η                        

.             ανταπόκριση στην ιντερφερόνη είναι υψηλότερη από αυτή των ασθενών µε wild 

τύπο  

              Οι περισσότερες δηµοσιευµένες µελέτες παρουσιάζουν τρία κυρίως σηµεία τα οποία 

επιδέχονται συζήτηση τουλάχιστον από πλευράς µεθοδολογίας . 
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             1) Η θεωρούµενη ISDR περιοχή οριζόταν αυθαίρετα, στη βαση των δεδοµένων 

αλληλούχησης χωρίς λειτουργική ανάλυση, που σηµαίνει ότι τα όρια της NS5A περιοχής που 

κωδικοποιεί την πρωτεΐνη, µε τον δυνητικό ρόλο της περιοχής στην αντίσταση του HCV 

στην INF παραµένουν άγνωστα, µαζί µε τον µηχανισµό που εµπλέκεται  

            2) Οι περισσότερες µελέτες βασιζόταν σε κατευθείαν � άµεση ανάλυση και 

χαρακτηρισµό των αλληλουχιών νουκλεοτιδίων ,αµινοξέων (direct sequencing ). ∆εδοµένου 

όµως της παρουσίας των quasispecies στο γονιδίωµα του HCV , αυτή η µέθοδος φανερώνει 

την επικρατούσα αλληλουχία . Όµως διαφορετικές NS5A αλληλουχίες µπορεί να έχουν και 

διαφορετικές βιολογικές επιδράσεις 

             3) Η επιλογή των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιούνται σαν primers για την 

αντίστροφη µεταγραφή και τον πολλαπλασιασµό της NS5A περιοχής µε πολυµεράση (PCR ) 

είναι κρίσιµη . Ανάλογα µε τους χρησιµοποιούµενους primers κάποια quasispecies 

πολλαπλασιάζονται και ανιχνεύονται επιλεκτικά σε σχέση προς άλλα . 

 

                 Ένα άλλο σηµείο το οποίο επιδέχεται συζήτηση είναι τα θεραπευτικά σχήµατα της 

ιντερφερόνης. Οι Ευρωπαίοι ασθενείς έλαβαν σχετικά χαµηλές δόσεις IFN , 3-6 µεγαµονάδες 

ανασυνδυασµένης γενετικά IFN άλφα , 3 φορές την εβδοµάδα υποδορίως επί 24 ή 48 

εβδοµάδες . Οι Ιάπωνες ασθενείς έλαβαν σαφώς υψηλότερες δόσεις , χορηγούµενες µε 

διαφορετικά θεραπευτικά σχήµατα π.χ. 6-10 µεγαµονάδες IFN � a τρεις φορές την εβδοµάδα 

ενδοµυϊκά επί 24 εβδοµάδες ( Enomoto) ,6 µεγαµονάδες ανασυνδυασµένης γενετικά IFN 

βήτα ηµερησίως  ενδοφλέβια επί 6 εβδοµάδες ( Kurosaki ) (91) ή 6 µεγαµονάδες 

λεµφοβλαστοειδούς IFN ηµερησίως ενδοµυϊκά επί 8 εβδοµάδες , ακολουθούµενης από την 

ίδια δόση τρεις φορές την εβδοµάδα επί 16 εβδοµάδες (Chayama ) (86)  

             Πως συγκρίνονται τα δικά µας αποτελέσµατα µε των Ιαπώνων και των Ευρωπαίων 

αντίστοιχα 

          Συµφωνούµε  µε τα Ευρωπαϊκά  δεδοµένα 

1) Συγκρίνοντας τις µεταλλαγές που εντοπίσαµε σε επίπεδο νουκλεοτιδίων µε αυτές 

που αναφέρθηκαν από τους Ιάπωνες και τους Ευρωπαίους, υπάρχει µια ταυτότητα 

των αποτελεσµάτων µας µε τα Ευρωπαϊκά δεδοµένα (Khorsi et al 1997) (87). 

Κανένα δικό µας στέλεχος αρχέγονου τύπου δεν είναι όµοιο µε το HCV-J σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων , ενώ φαίνεται να αναδεικνύεται ένα Ευρωπαϊκό αρχέγονο 

στέλεχος . Αντίθετα 5 από τα 28 δικά µας στελέχη ήταν όµοια µε το αρχέγονο 

Ιαπωνικό στέλεχος σε επίπεδο αµινοξέων. 
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2) Η πλειονότητα των Ευρωπαϊκών στελεχών είναι ενδιάµεσου τύπου  55% και µόνο 

9% ανήκει στο µεταλλαγµένο τύπο ,σε αντίθεση µε τις Ιαπωνικές µελέτες όπου το 

19% είναι µεταλλαγµένος τύπος . Τα δικά µας αποτελέσµατα συµφωνούν µε τα 

Ευρωπαϊκά όπου ο µεταλλαγµένος  τύπος εµφανίζεται σε ποσοστό 7% ενώ ο 

ενδιάµεσος είναι η πλειοψηφία σε ποσοστό 75%. 

 
        Σε επίπεδο ανταπόκρισης σε σχέση µε το τύπο συµφωνούµε µε τις Ιαπωνικές µελέτες . 

1)  Κανείς από τους ασθενείς µε αρχέγονο τύπο δεν ανταποκρίθηκε ούτε βιοχηµικά , 

ούτε ιολογικά στην θεραπεία, ενώ και οι δυο ασθενείς µε µεταλλαγµένο τύπο 2 

χρόνια µετά την λήξη της θεραπείας εµφανίζουν βιοχηµική ανταπόκριση. 

2) Για τους ασθενείς µε ενδιάµεσο τύπο τα ποσοστά ανταπόκρισης συγκλίνουν µε αυτά 

των Ιαπώνων εµφανίζοντας βιοχηµική ανταπόκριση  23%. 

3) Υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά των αµινοξικών µεταλλαγών µεταξύ των 

βιοχηµικά ανταποκριθέντων ( µέσος όρος αµινοξικών αλλαγών 1,5 ± 0,22 ) και µη 

ανταποκριθέντων βιοχηµικά ( µέσος όρος αµινοξικών αλλαγών 2,57 ± 1,4 ) p<0,003 

 
 
              Συµπερασµατικά καταλήγουµε ότι η ανάλυση των µεταλλαγών στην NS-5A περιοχή 

έδειξε ότι οι Κρήτες ασθενείς εµφανίζουν συχνότητα και οµοιότητα µεταλλαγών όµοια µε τις 

εµφανιζόµενες στις  Ευρωπαϊκές µελέτες. Έτσι φαίνεται να προκύπτει ένα Ευρωπαϊκό 

αρχέγονο στέλεχος διαφορετικό από το HCV-J σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Επίσης σύµφωνα 

µε την Ευρωπαϊκή εµπειρία τα µεταλλαγµένα στελέχη είναι αρκετά σπάνια. 

              Ωστόσο η βιοχηµική αλλά όχι και η ιολογική ανταπόκριση στην IFN-a είναι όµοια 

µε την αντίστοιχη των Ιαπώνων όπως εµφανίζεται στις Ιαπωνικές µελέτες , µε τους 

αρχέγονους τύπους να µην παρουσιάζουν βιοχηµική ανταπόκριση , τους µεταλλαγµένους να 

έχουν αρκετά καλή όταν εµφανίζονται και τους ενδιάµεσους να παρουσιάζουν κατά 23% 

ανταπόκριση. 
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	Óå õøçëÞò åðéêéíäõíüôçôáò ðëçèõóìïýò êáé óå êëéíéêÝò äïêéìáóßåò üðïõ õðïøéáæüìáóôå ðáñïõóßá çðáôßôéäáò C , ôá èåôéêÜ ELISA ðñÝðåé íá åðéâåâáéþíïíôáé ìå ðïéïôéêü ðñïóäéïñéóìüò ôïõ RNA ôïõ HCV. Óå áóèåíåßò ìå áñíçôéêÞ  ELISA äïêéìáóßá êáé ÷ñüíéá çðáôßôéäá






	Ó÷Þìá 3 : Áëãüñéèìïò ãéá áóèåíÞ ìå ÷ñüíéá çðáôïðÜèåéá


	ÁíïóïåíæõìéêÝò ìÝèïäïé 2çò êáé 3çò ãåíåÜò ( ELISA – 2 , ELISA – 3
	
	
	
	
	
	
	
	Ïé 2çò ãåíåÜò áíïóïåíæõìéêÝò ìÝèïäïé áíé÷íåýïõí áíôéóþìáôá áðü ôçí core ( C22 ) êáé ôéò ìç äïìéêÝò ðåñéï÷Ýò 3 êáé 4  . Óôçí ïñïëïãéêÞ áõôÞ ìÝèïäï ÷ñçóéìïðïéïýíôáé 4 áíôéãüíá (C22 ) , ( C33 ) , ( C –100 –3 ) êáé (5-11) . Åßíáé åýêïëç óôç ÷ñÞóç êáé áîéüðéó
	Ó÷åôéêÜ ðñüóöáôá åöáñìüóôçêå êáé ç 3çò ãåíåáò áíïóïåíæõìéêÞ ìÝèïäïò ç ïðïßá äéáöÝñåé áðï ôçí 2çò üôé åíóùìáôþíåé áíôéãüíá áðï ôçí ìç äïìéêÞ ðåñéï÷Þ 5 (NS5) . Åßíáé ðéï åõáßóèçôç áðü ôçí ELISA – 2 áëëÜ ç åõáéóèçóßá åìöáíßæåôáé óôçí éêáíüôçôá áíß÷íåõóçò êõ








	1.2.2  Áíïóïáðïôýðùìá áíáóõíäõáóìÝíùí áíôéãüíùí Þ êáé óõíèåôéêþí ðåðôéäßùí 2çò    êáé    3çò  ãåíåÜò  ( RIBA – 2 , RIBA – 3 )
	
	
	
	
	
	
	
	Ôï áíïóïáðïôýðùìá áíáóõíäõáóìÝíùí áíôéãüíùí Þ êáé óõíèåôéêþí ðåðôéäßùí 2çò       ãåíåÜò  ( RIBA – 2 )   , åëÝã÷åé ôçí ðáñïõóßá ôùí áíôéóùìÜôùí Ýíáíôé ôùí 4 áíôéãüíùí      (C22 ) , ( C33 ) , ( C –100 –3 ) êáé (5-11)  ðïõ ÷ñçóéìïðïéåß êáé ç ELISA - 2. Ç RI








	1.2.3  ÐïéïôéêÞ Þ ðïóïôéêÞ åêôßìçóç ìå RT - PCR
	
	
	
	
	
	
	
	ÐñáãìáôéêÜ, åðéâåâáéùôéêÞ äéáãíùóôéêÞ åîÝôáóç áðïôåëåß ï ðñïóäéïñéóìüò ôïõ HCV – RNA ìå ôçí áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò  ( PCR ) . Ç Üìåóç áíß÷íåõóç ôùí íïõêëåúíéêþí ïîÝùí ôïõ HCV óå áíèñþðéíá äåßãìáôá , ðïõ Ý÷åé êáôáóôåß äõíáôÞ ìå ôç ÷ñÞóç ôå÷íéêþí
	Ïé ôå÷íéêÝò PCR áðïôåëïýí ôéò ðéï åõáßóèçôåò ìåèüäïõò áíß÷íåõóçò HCV – RNA, åðéôñÝðïíôáò  ôçí  áíß÷íåõóç ðïëý ÷áìçëþí óõãêåíôñþóåùí .ÕðÜñ÷ïõí ôå÷íéêÝò PCR ðïõ áíáðôýóóïõí ìåìïíùìÝíá åñãáóôÞñéá , ( in house PCR ) , êáé åìðïñéêÜ äéáèÝóéìá kit .
	Ïé in house PCR Ý÷ïõí ôï ðëåïíÝêôçìá üôé ìðïñïýí äõíçôéêÜ íá áíé÷íåýóïõí ðïëý ÷áìçëÝò óõãêåíôñþóåéò ( 50 – 100 HCV copies / ml ) ( 26 ) êáèþò êáé ðïëý ÷áìçëü êüóôïò . Ôá óçìáíôéêÜ ìåéïíåêôÞìáôá ôùí ôå÷íéêþí áõôþí åßíáé ç ÷áìçëÞ áîéïðéóôßá êáé åðáíáëçøéìü
	ÓõíèÞêåò áðïèÞêåõóçò
	Äéá÷åßñéóç ïñþí
	Ó÷åäéáóìüò åêêéíçôþí
	Ìåôáâëçôüôçôá âéï÷çìéêþí áíôéäñÜóåùí
	Åðéìüëõíóç ðñïúüíôùí áíôßäñáóçò
	Áíß÷íåõóç áðïôåëÝóìáôïò
	Ðñïóùðéêü õøçëÞò åîåéäßêåõóçò
	Ç áíÜãêç íá õðÜñîïõí ìÝèïäïé åõñÝùò äéáèÝóéìïé ÷ùñßò ôá ðáñáðÜíù ðñïâëÞìáôá ôçò ðïéïôéêÞò PCR , ðïõ èá ìåôñïýí ôá åðßðåäá éáéìßáò êáé èá ðñïóáñìüæïõí ôçí èåñáðåßá áíáëüãùò , ïäÞãçóå óôçí áíÜðôõîç ôùí ðïóïôéêþí ìåèüäùí áíß÷íåõóçò ôïõ HCV RNA
	Ïé êýñéåò  åìðïñéêÜ äéáèÝóéìåò ìÝèïäïé PCR  Ý÷ïõí ðáñáóêåõáóèåß áðü ôçí åôáéñåßá Roche Diagnostics . Ðñüêåéôáé ãéá ôçí Amplicor HCV (ðïéïôéêÞ PCR) êáé Monitor HCV ( ðïóïôéêÞ PCR ) Ïé äïêéìáóßåò áõôÝò óõíäõÜæïõí ôçí ôå÷íéêÞ ôçò PCR ,ìå ôïí õâñéäéóìü óçìáó
	Óôçí  ðïóïôéêÞ PCR , ï êáèïñéóìüò ôçò áñ÷éêÞò ðïóüôçôáò ôùí ìïñßùí – óôü÷ùí óôçí áíôßäñáóç åðéôõã÷Üíåôáé ìå ôçí ÷ñÞóç ìéáò óõíèåôéêÞò áëëçëïõ÷ßáò , ðïõ ÷ñçóéìåýåé óáí åóùôåñéêüò ìÜñôõñáò êáé ðïëëáðëáóéÜæåôáé ìáæß ìå ôçí áëëçëïõ÷ßá óôü÷ï .
	Ç åõáéóèçóßá êáé ç áðïôåëåóìáôéêüôçôá ôçò ìåèüäïõ åßíáé ðïëý õøçëÞ áöïý áíé÷íåýåé ìÝ÷ñé êáé 1000 copies / ml .Óôá ìåéïíåêôÞìáôá ôçò ìåèüäïõ åßíáé üôé  õðåñôéìÜ ôéò óõãêåíôñþóåéò ôïõ HCV RNA ïñïý óå áóèåíåßò ìå ãïíüôõðï 2, 3, êáé 4 . Åðßóçò äåí Ý÷åé êáëÞ








	1.2.4  ÐïóïôéêÞ åêôßìçóç ìå bDNA
	
	
	
	
	
	
	
	Ç ðëÝïí ÷ñçóéìïðïéïýìåíç óôçí êëéíéêÞ ðñÜîç ìÝèïäï ðïóïôéêïý ðñïóäéïñéóìïý åßíáé ç ôå÷íéêÞ ôïõ äéáêëáäéæüìåíïõ DNA ( bDNA ) .Ç åôáéñåßá Chiron Diagnostics äéáèÝôåé åìðïñéêÜ ôçí ìÝèïäï ( Quantiplex 2.0 ) . Ç ôå÷íéêÞ áõôÞ äåí áðáéôåß ðïëëáðëáóéáóìü ôçò áëë
	Ç åõáéóèçóßá ôçò öèÜíåé óôá 200.000 HCV Eq /ml . Áîéïóçìåßùôï åßíáé üôé ïé ìïíÜäåò copies / ml êáé  Eq / ml ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá ôçí ìÝôñçóç ôïõ HCV RNA , äåí åßíáé éóïäýíáìåò êáé êáôÜ óõíÝðåéá ç áêñéâÞò óýãêñéóç ôçò åõáéóèçóßáò ôùí ôå÷íéêþí Monitor
	Ôá óçìáíôéêüôåñá ðëåïíåêôÞìáôá ôçò bDNA Quantiplex 2.0 åßíáé ç êáëÞ áîéïðéóôßá êáé åðáíáëçøéìüôçôá áíåîÜñôçôá áðü ôïí ãïíüôõðï . Äåí ðáñïõóéÜæåé óõ÷íÝò åðéìïëýíóåéò ëüãù ôçò áðïõóßáò PCR .ÂÝâáéá ç ðñþôçò ãåíåÜò bDNA  1.0 ôçò ßäéáò åôáéñåßáò  åß÷å ÷áìçëüô








	ÐïéïôéêÞ åêôßìçóç ìå TMA
	1.2.6  Ôáõôïðïßçóç ãïíïôýðùí
	
	
	
	
	
	
	
	Ç  ãïíïôýðùóç ôùí éþí ôçò çðáôßôéäáò  C ìáò äßíåé ðïëýôéìåò ðëçñïöïñßåò ãéá åðéäçìéïëïãéêÝò ìåëÝôåò áëëÜ äåí ìáò âïçèÜ óôç äéÜãíùóç ôïõ éïý . ÃåíéêÜ åßíáé ðáñáäåêôü üôé ïé ãïíüôõðïé 1 êáé 4 äåí áíôáðïêñßíïíôáé ôüóï êáëÜ óôçí èåñáðåßá ,üóï ïé ãïíüôõðïé 2








	1.2.7  Âéïøßá Þðáôïò
	
	
	
	
	
	
	
	Ç âéïøßá Þðáôïò ôåßíåé íá åßíáé áðáñáßôçôï ðëÝïí óôïé÷åßï ôüóï óôçí äéÜãíùóç ,üóï êáé óôçí ðïñåßá ôçò íüóïõ . Ìáò äßíåé ðïëýôéìåò ðëçñïöïñßåò ãéá íá åêôéìÞóïõìå ôçí áðüäïóç èåñáðåõôéêþí ó÷çìÜôùí. Åßíáé åíäåäåéãìÝíï êáé ðïëýôéìï íá Ý÷ïõìå âéïøßá ðñéí îåêé








	1.2.8  Áîéïëüãçóç ôùí ðïóïôéêþí ìåèüäùí
	ÅéóáãùãÞ - âáóéêÝò Ýííïéåò
	
	
	
	E2




	1.3.2   ÌÝèïäïé ðñïóäéïñéóìïý ôïõ ãïíüôõðïõ
	1.3.3  ÃåùãñáöéêÞ êáôáíïìÞ ãïíüôõðùí
	
	
	
	
	
	
	
	1.4  Ó÷åäüí – åßäç Þ ðáñüìïéá ãïíéäéþìáôá ôïõ HCV (quasispecies)








	Ïñéóìüò - âáóéêÝò Ýííïéåò
	1.4.2  ÊëéíéêÞ óçìáóßá ôùí ðáñüìïéùí ãïíéäéùìÜôùí ôïõ HCV
	
	
	
	
	
	
	
	1.5   ÁíôééêÞ èåñáðåßá êáé ðáñÜãïíôåò ðïõ ôçí åðçñåÜæïõí








	ÅéóáãùãÞ- Óôü÷ïé ôçò èåñáðåßáò
	1.5.2  Ôá öÜñìáêá ðïõ äéáèÝôïõìå êáé ïé ìç÷áíéóìïß äñÜóçò ôïõò
	
	
	
	
	
	
	Ïé öïñåßò ôçò çðáôßôéäáò C óå ðáãêüóìéá êëßìáêá áíÝñ÷ïíôáé óå 250×106 Üôïìá ¸íá ðïóïóôü 80% èá áíáðôýîåé ÷ñüíéá åíåñãü çðáôßôéäá (18). Ëüãù ôïõ ìåãÝèïõò ôïõ ðñïâëÞìáôïò ãßíïíôáé óõíå÷þò ðñïóðÜèåéåò ìå äéÜöïñåò ïõóßåò ìå óôü÷ï ôçí ßáóç . ¼ìùò áõôü ðïõ Ýùò







	1.5.2 Á   Iíôåñöåñüíåò (Interferons)
	
	
	
	
	
	
	
	Ïé éíôåñöåñüíåò  åßíáé óýíèåôç ïìÜäá áðü ìéêñÝò , öõóéêÜ õðÜñ÷ïõóåò ðñùôåßíåò ç ãëõêïðñùôåßíåò , ìå ìç åéäéêÞ áíôéééêÞ  äñÜóç óå ïìüëïãá êýôôáñá. ÕðÜñ÷ïõí ôñåéò ôýðïé éíôåñöåñüíçò ðïõ äéáêñßíïíôáé ìå âÜóç ôçí êõôôáñéêÞ ôïõò ðñïÝëåõóç (alpha, beta, gamma)
	Ïé ðñïãíùóôéêïß äåßêôåò  åßíáé äõíáôüí íá ôáîéíïìçèïýí óå äýï êáôçãïñßåò








	1.5.2Â  Ñéìðáâéñßíç (Ribavirin)
	1.5.2 Ã  Ïõñóïäåóïîõ÷ïëéêü ïîý (UDCA)
	1.5.2 Ä  ÐåãêõëéùìÝíåò Éíôåñöåñüíåò (PEG-IFN)
	1.5.2 Å Consensus Éíôåñöåñüíç
	
	
	
	
	
	
	
	1.6  Ç  NS5A  ðåñéï÷Þ ôïõ ãïíüôõðïõ 1b óáí ðñïãíùóôéêüò ðáñÜãïíôáò óôçí áíôáðüêñéóç èåñáðåßáò ìå IFN
	NS5A: ðåñéï÷Þ ðïõ áðïöáóßæåé ôçí åõáéóèçóßá óôçí éíôåñöåñüíç  (interferon sensitivity determining region, ISDR)
	Ìå äéÜèåóç íá ðñïóäéïñéóèåß ç ãåíåôéêÞ âÜóç ôçò áíôßóôáóçò ôïõ éïý ôçò çðáôßôéäáò C óôç èåñáðåßá ìå IFN , ï  Enomoto êáé óõí ( 83 ) ðñï÷þñçóáí óôçí áëëçëïý÷éóç  üëïõ ôïõ ãïíéäéþìáôïò  óôåëå÷þí ôïõ ãïíüôõðïõ 1b ôïõ éïý HCV ,áðü ôñåéò áóèåíåßò ìå ÷ñüíéá çð
	Ç êáôåõèåßáí áíÜëõóç ôçò NS5A ðåñéï÷Þò óå ïñïýò 6 ìç áíôáðïêñéíüìåíùí áóèåíþí óå óýãêñéóç ìå áíÜëõóç ôçò ßäéáò ðåñéï÷Þò áðü 9 áóèåíåßò ðïý áíôáðïêñßèçêáí óôçí èåñáðåßá ìå ÉFN Ýäåéîå åíäéáöÝñïíôá óôïé÷åßá .  Ôá óôåëÝ÷ç ðïõ ðáñïõóßáæáí áíèåêôéêüôçôá óôçí I
	Ç ßäéá ïìÜäá , ëßãï áñãüôåñá , åîÝôáóå åÜí ç áëëçëïõ÷ßá áìéíïîÝùí (2209 – 2248) óôçí NS5A ðåñéï÷Þ ÷áñáêôçñéæüìåíç ðñï èåñáðåßáò èá ìðïñïýóå íá ÷ñçóéìåýóåé óáí ðáñÜãïíôáò ðñüâëåøçò ôçò áðÜíôçóçò  óôç èåñáðåßá ìå IFN áóèåíþí ìå ÷ñüíéá åíåñãü çðáôßôéäá HCV
	Êáíåßò áðü ôïõò 30 áóèåíåßò ,ôùí ïðïßùí ïé ISDR ðåñéï÷Ýò Þôáí ðáíïìïéüôõðåò ìå áõôÝò ôïõ óôåëÝ÷ïõò HCV – J , äåí áíôáðïêñßèçêå ðëÞñùò óôç èåñáðåßá . Óáí ðëÞñç áíôáðüêñéóç óôç èåñáðåßá ïñßóôçêå ç áðïõóßá ôïõ HCV – RNA  óôïí ïñü 6 ìÞíåò ìåôÜ ôçí äéáêïðÞ ôç
	¼ëïé ïé áóèåíåßò ìå 4 Ýùò 11 õðïêáôáóôÜóåéò áìéíïîÝùí (áðïêáëïýìåíá ìåôáëëáãìÝíá óôåëÝ÷ç ) åß÷áí ðëÞñç áíôáðüêñéóç óôç èåñáðåßá
	Åðéðñüóèåôá , óôáôéóôéêÞ áíÜëõóç ðïëëáðëþí ìåôáâëçôþí , õðÝäåéîå üôé ï áñéèìüò ôùí õðïêáôáóôÜóåùí ôùí áìéíïîÝùí óôçí ðåñéï÷Þ ISDR  Þôáí ç ìüíç   ðáñÜìåôñïò óõó÷åôéæüìåíç ìå Ýíá áíåîÜñôçôï áðïôÝëåóìá , üóïí áöïñÜ ôï áðïôÝëåóìá ôçò èåñáðåßáò ìå IFN óôç ìåë
	ÓõìðåñáóìáôéêÜ , ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ Þôáí åíäåéêôéêÜ åíüò óçìáíôéêïý ñüëïõ ôïõ –COOH ôåëéêïý çìßóåùò ôïõ ãïíéäßïõ NS5A . Ç ëåéôïõñãßá ôïõ ðñïúüíôïò óôç óõíïëéêÞ óõìðåñéöïñÜ ôïõ éïý ùò ðñïò ôçí åõáéóèçóßá ç áíèåêôéêüôçôá óôç èåñáðåßá ìå  IFN ðáñáìÝíåé Üã
	ÅðéâåâáéùôéêÞ ôçò ðáñáðÜíù õðüèåóçò Þôáí êáé ç äçìïóßåõóç ôùí Gale MJ êáé óõí ( 85 )ðïõ áíÝöåñáí üôé ç ðñùôåÀíç NS5A áëëçëåðéäñÜ ìå ôçí åðáãüìåíç áðü ôçí IFN – a ðñùôåúíéêÞ êéíÜóç, åìðïäßæïíôáò ðéèáíüí ìå ôï ôñüðï áõôü ôçí áíôééêÞ ôçò äñÜóç
	Ç õðüèåóç áõôÞ áðïôÝëåóå ãåãïíüò Ýíôïíçò åðéóôçìïíéêÞò äéáìÜ÷çò ôá ôåëåõôáßá 3 ÷ñüíéá. Óýíôïìá üìùò åìöáíßóôçêáí åìöáíþò áëëçëïóõãêñïõüìåíá áðïôåëÝóìáôá áðü äéáöïñåôéêÝò ïìÜäåò óôçí ÁìåñéêÞ êáé Åõñþðç. Ïé ÉáðùíéêÝò ìåëÝôåò öáßíåôáé íá åðéâåâáéþíïõí ôá áñ
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	ÄÉÁËÕÌÁÔÁ
	10x FS buffer:                                                  125 mM Tris-HCI pH 9.5
	50 mM (NH4)2SO4
	150 mM MgCI2
	Termination äéÜëõìá                                        10 mM Tris-HCI pH 9,5
	1 mM of dATP, dTTP and Dctp, 0,4
	mM dGTP, 1.6 mM dITP, and either
	5  ìM ddATP or 5 ìM ddCTP or 5  ìM
	ddTTP or 2.75 ìM ddGTP
	ÄÉÁÄÉÊÁÓºÁ
	Áíáìéãíýïõìå 0,1 Ýùò 1 ìg êáèáñéóìÝíïõ PCR ðñïúüíôïò ìå 2 ìl 10x Taq FS buffer, 2 pmol Cy5- óçìáóìÝíï primer (M13 Universal Þ reverse), 1 ìl Taq FS Ýíæõìï êáé íåñü Ýùò 20 ìl.
	ÌïéñÜæïõìå óå 4 óùëçíÜêéá áðü 5 ìl  áðü ôï ðáñáðÜíù ìßãìá êáé ðñïóèÝôïõìå 2 ìl áðü ôï êáèÝíá áðü ôá termination äéáëýìáôá. Ç äéáäéêáóßá ôïõ ðñïãñÜììáôïò PCR åßíáé ç ðáñáêÜôù:
	2 min óôïõò 95ïC ãéá áñ÷éêÞ áðïäéÜôáîç
	20 ìå 30 êýêëïõò åíáëëÜî óôïõò 95ïC ãéá 30 sec êáé óôïõò 50ïC ãéá 30 sec
	ÐñïóèÝôïõìå 4 ìl äéÜëõìá öïñìáìßäçò ãéá íá óôáìáôÞóïõìå ôçí áíôßäñáóç. Èåñìáßíïõìå óôïõò 95ïC ãéá 2 min êáé öïñôþíïõìå óôï sequencing gel.
	ÁíáëõôéêÜ áðïôåëÝóìáôá ðáñïõóéÜæïíôáé óôï 3ï êåöÜëáéï ôïõ åéäéêïý ìÝñïõò ãéá ôçí ìåëÝôç ôçò NS5A ðåñéï÷Þò ôïõ ãïíéäéþìáôïò ôïõ éïý.








	ÌÝèïäïò ðïóïôéêïý ðñïóäéïñéóìïý ôïõ HCV RNA
	
	
	
	
	
	
	
	ÐåñéãñáöÞ
	Ï ðïóïôéêüò ðñïóäéïñéóìüò ôïõ HCV RNA Ýãéíå ìå ôï ôï Amplicor HCV Monitor TM assay  ôçò åôáéñåßáò Roche Diagnostic System .Ôï kit ðåñéëáìâÜíåé Ýôïéìá äéáëýìáôá ãéá ôçí ðñïåôïéìáóßá ôïõ äåßãìáôïò , Ýôïéìá áíôéäñáóôÞñéá ãéá ôçí áíôßóôñïöç ìåôáãñáöÞ êáé ôï
	Ôá êõñßùò óôÜäéá ôçò üëçò äéáäéêáóßáò ðåñéëçðôéêÜ öáßíïíôáé óôï ðáñáêÜôù ó÷Þìá êáé åßíáé ôá åîÞò:
	Á :Ðñïåôïéìáóßá äåßãìáôïò
	Ôï RNA ôïõ HCV ìáæß ìå ôï ðïóïôéêïðïéçìÝíï åóùôåñéêü standard (Q.S) áðïìïíþíåôáé áðü 100 ìl ïñïý ðïõ åß÷å öõëá÷ôåß óôïõò –20 0C ìå guanidine thiocyanate êáé ôï  RNA êáôáêñçìíßæåôáé ìå éóïðñïðáíüëç .Áêïëïýèùò äéáëõôïðïéåßôáé óå äéÜëõìá ðïõ ðåñéÝ÷åé ìáãíÞó
	Â : ÐïóïôéêïðïéçìÝíï åóùôåñéêü standard (Q.S)
	Óýìöùíá ìå ôéò ïäçãßåò ôïõ êáôáóêåõáóôÞ ôï Q.S åßíáé Ýíá óõíèåôéêü ìüñéï RNA ìå èÝóåéò ðñüóäåóçò åêêéíçôÞ åéäéêÝò ãéá HCV êáé ìéá ìïíáäéêÞ áëëçëïõ÷ßá áíé÷íåõôÞ (probe) åéäéêÞ ãéá ôï óõãêåêñéìÝíï Q.S ìüñéï RNA
	C : Åíßó÷õóç ôïõ óôü÷ïõ (Amplification target)
	Åßíáé ç 5¨ìç êùäéêïãñáöïýóá ðåñéï÷Þ ôïõ ãïíéäéþìáôïò ôïõ HCV . Åíá ôìÞìá áëëçëïõ÷ßáò ðïõ ïñßæåôáé áðü ôïõò KY80 êáé  KY78 åêêéíçôÝò ìÞêïõò 244 âÜóåùí ïñßæåôáé óáí ðåñéï÷Þ óôü÷ïò . Ï KY150 åßíáé ç áëëçëïõ÷ßá áíß÷íåõóçò áêéíçôïðïéçìÝíç óå microwell plate (
	D : Äéáäéêáóßá åíßó÷õóçò êáé áíß÷íåõóçò ðïóïôéêïðïßçóçò
	Ôï HCV-RNA êáé ôï Q.S-RNA ìåôáãñÜöïíôáé óå c-DNA êáé åíéó÷ýïíôáé óõã÷ñüíùò óå ìéá áíôßäñáóç  óôï ßäéï óùëçíÜñéï ÷ñçóéìïðïéþíôáò ôï Ýíæõìï rTth ðïëõìåñÜóç ìå ôçí ðáñïõóßá éüíôùí Mn . ÌåôÜ ôçí åíßó÷õóç ôá ðñïúüíôá áðïäéáôÜóóïíôáé , ìåôáöÝñïíôáé óå microwel






	ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ
	3.1 ÅÉÓÁÃÙÃÇ
	ÃÏÍÏÔÕÐÉÊÇ ÅÐÉÄÇÌÉÏËÏÃÉÁ ÔÏÕ HCV ÓÔÇÍ ÊÑÇÔÇ


	3.2.1  ÕëéêÜ – áóèåíåßò - ìÝèïäïé
	
	
	
	
	
	ÌÝèïäïé ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí
	
	Ôá  PCR ðñïúüíôá ðïõ ðñïêýðôïõí ôáõôïðïéïýíôáé ìå âÜóç ôï ìÝãåèïò ôïõò                                  ( 300 Þ 240  âÜóåéò  áí ôï ðñïúüí åßíáé ðñþôç Þ äåýôåñç PCR) óå 1% ðÞêôùìá áãáñüæçò ðïõ âÜöåôáé ìå âñùìéïý÷ï áéèßäéï. Óôç öùôïãñáößá ðïõ áêïëïõèåß öáß








	3.2.2  ÁðïôåëÝóìáôá
	
	
	
	
	
	
	
	Ç ðëåéïøçößá ôùí áóèåíþí äåí óõãêáôáëåãüôáí óå êÜðïéá ïìÜäá õøçëïý êéíäýíïõ , ïýôå åß÷áí óõìðåñéöïñÜ Þ ôñüðï æùÞò ðïõ èá äéêáéïëïãïýóå ôïí ôñüðï ìüëõíóçò áðü HCV (íáñêïìáíåßò , ìåôáããßóåéò ê.ë.ð) .Ïé áóèåíåßò áíÞêáí óôçí ëåãüìåíç óðïñáäéêÞ , Þ ëïßìùîç ôç
	Ï ãïíüôõðïò 1 êõñéáñ÷åß óå 66 áðü ôïõò 102 , ðïóïóôü 64% , áêïëïõèåß ï ãïíüôõðïò 3 ìå ðïóïóôü 18% , ï ãïíüôõðïò 2 åìöáíßóôçêå óå 13 áóèåíåßò , ðïóïóôü 13% , êáé ôåëåõôáßïò ï ãïíüôõðïò 4,ðïóïóôü 5%. Äåí áíé÷íåýóáìå Üëëï åßäïò ãïíüôõðïõ 5 Þ 6 üðùò Üëëùóôå
	ÄéÜãñáììá 1 : Ðïóïóôéáßá êáôáíïìÞ ôùí ãïíïôýðùí óôï ðëçèõóìü ðïõ ìåëåôÞóáìå
	Ï ìÝóïò üñïò çëéêßáò ôùí áóèåíþí Þôáí 51,5(15,8 åôþí  ìå ôïí íåüôåñï 16 åôþí êáé ôïí ãçñáéüôåñï 77 åôþí . Áðü ôïõò 102 áóèåíåßò ïé 49 Þôáí Üíäñåò êáé ïé 53 ãõíáßêåò . Ï ìÝóïò üñïò ôçò âáèìïðïßçóçò ,ðïõ ÷áñáêôçñßæåé ôç óïâáñüôçôá ôçò öëåãìïíÞò êáôÜ Ishak








	ÁðïôåëÝóìáôá  ðïëõðáñáãïíôéêÞò áíÜëõóçò
	3.2.3  ÓõæÞôçóç
	
	
	
	
	
	
	
	Ç çðáôßôéäá C , åî áéôßáò ôùí õøçëþí ðïóïóôþí ìåôáðôþóåùò óå ÷ñïíéüôçôá áðïôåëåß óïâáñü ðñüâëçìá õãåßáò . Ç ÊñÞôç åßíáé ìßá áðü ôéò ðåñéï÷Ýò ôçò ÅëëÜäáò ðïõ Ý÷åé ðáñáôçñçèåß ìéá áýîçóç  ôïõ áñéèìïý ôùí áóèåíþí ìå çðáôïðÜèåéá , üðùò ðñïêýðôåé áðü ôéò áíáê
	ÈÅÑÁÐÅÕÔÉÊÁ Ó×ÇÌÁÔÁ








	ÕëéêÜ – áóèåíåßò – ìÝèïäïé
	
	ÌÝèïäïé ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí

	Ïñéóìüò áíôáðüêñéóçò        Ãéá íá ìðïñÝóïõìå íá ìåëåôÞóïõìå êáëýôåñá ôá áðïôåëÝóìáôá ôùí èåñáðåõôéêþí ó÷çìÜôùí ïñßóáìå ôÝóóåñá äéáöïñåôéêÜ åßäç áíôáðüêñéóçò :
	ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç        Êáôáñ÷Þí ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ìïíïðáñáãïíôéêÞ áíÜëõóç êáé ÷ñÞóç ôçò äïêéìáóßáò Pearson’s chi-squared ãéá ôçí áíåýñåóç ðéèáíþí ó÷Ýóåùí ìåôáîý ôçò áíôáðüêñéóçò êáé ôùí õðüëïéðùí ìåôáâëçôþí (ãïíüôõðïé , ééêü öïñôßï , âéï÷çìéêÝò ðáñÜìåôñ

	ÁðïôåëÝóìáôá
	
	
	
	
	
	
	
	Ôï 1994 åðéëÝ÷èçêáí  30 áóèåíåßò êáé ðÞñáí 3 åêáôïììýñéá IFN-2a ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 3 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá 5. Áðü ôïõò 30 áóèåíåßò ïé 16 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 53% , êáé ïé 14 ãõíáßêåò ,ðïóïóôü 47% . Ï ìÝóïò üñï
	Áðü ôïõò 30-áóèåíåßò ðïõ åíôÜ÷èçêáí óôï èåñáðåõôéêü ó÷Þìá ìåôÜ ôï ôÝëïò ôçò èåñáðåßáò ðáñïõóßáóáí âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç ïé 14 åíþ ïé õðüëïéðïé 16 äåí ïìáëïðïßçóáí ôéò âéï÷çìéêÝò ðáñáìÝôñïõò. Ìáêñï÷ñüíéá âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç üìùò ðáñïõóßáóáí ìüíï 4 áóèåí
	Ôï öýëï äåí óõó÷åôßæåôáé êáô áñ÷Þ ìå ôçí âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç . Ìáêñïðñüèåóìá üìùò áðü ôïõò 4 ðïõ áíôáðïêñßèçêáí ïé 3 Þôáí ãõíáßêåò êáé ï 1 Üíäñáò . Ç çëéêßá äåí óõó÷åôßæåôáé ìå ôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç. Åðßóçò  äåí õðÜñ÷åé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéá
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá 10% , åíþ ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò ìçäåíéêü ééêü öïñôßï ðáñïõóßáæå ìüíï ôï 4% ôùí áóèåíþí .
	Ôï 1994 åðéëÝ÷èçêáí 35 áóèåíåßò êáé ðÞñáí 5 åêáôïììýñéá IFN-2a ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 6 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá 6. Áðü ôïõò 35 áóèåíåßò ïé 21 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 60% , êáé ïé 14 ãõíáßêåò ,ðïóïóôü 40% . Ï ìÝóïò üñïò
	ÂÉÏ×ÇÌÉÊÇ ÁÍÔÁÐÏÊÑÉÓÇ ÁÓÈÅÍÙÍ ÏÌÁÄÁÓ 2
	Áðü ôïõò 35-áóèåíåßò ðïõ åíôÜ÷èçêáí óôï èåñáðåõôéêü ó÷Þìá ìåôÜ ôï ôÝëïò ôçò èåñáðåßáò ðáñïõóßáóáí âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç ïé 21 åíþ ïé õðüëïéðïé 14 äåí ïìáëïðïßçóáí ôéò âéï÷çìéêÝò ðáñáìÝôñïõò. Áðü ôïõò 14 ïé ìéóïß 7 äåí ïìáëïðïßçóáí ðïôÝ ôñáíóáìéíÜóåò, åíþ
	Áíôßèåôá åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôçò  éóôïëïãéêÞò êáôÜóôáóçò ôïõ Þðáôïò üðùò ôçí ðåñéÝãñáøáí ïé âéïøßåò ìå ôçí ìáêñï÷ñüíéá Ýêâáóç ôçò èåñáðåßáò. Ïé áóèåíåßò ðïõ îåêéíïýí áðü ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò óôáäéïðïßçóçò , âáèìïðïßçóçò êáôÜ  Ishak öáßíåôáé íá á
	Åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôçò SGPT ðñéí ôçí Ýíôáîç óå èåñáðåßá ìå ôçí åðéôõ÷Þ Ýêâáóç ôçò èåñáðåßáò , ôüóï óôçí âñá÷õ÷ñüíéá ,üóï êáé óôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç . Ïé áóèåíåßò ðïõ îåêéíïýí áðü ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò SGPT,  öáßíåôáé íá áíôáðïêñßíïíôáé êáë
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá 26% ãéá íá ìçäåíéóôåß ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò .
	Ôï 1995 åðéëÝ÷èçêáí  60 áóèåíåßò êáé ðÞñáí óõíäõáóìÝíç  èåñáðåßá 3 MU  IFN-a êáé UDCA ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 12 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá 7. Áðü ôïõò 60 áóèåíåßò ïé 31 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 52% , êáé ïé 29 ãõíáßêåò ,ðï
	ÂÉÏ×ÇÌÉÊÇ ÁÍÔÁÐÏÊÑÉÓÇ ÁÓÈÅÍÙÍ ÏÌÁÄÁÓ 3
	Áðü ôïõò 60-áóèåíåßò ðïõ åíôÜ÷èçêáí óôï èåñáðåõôéêü ó÷Þìá ìåôÜ ôï ôÝëïò ôçò èåñáðåßáò ðáñïõóßáóáí âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç ïé 35 åíþ ïé õðüëïéðïé 25 äåí ïìáëïðïßçóáí ôéò âéï÷çìéêÝò ðáñáìÝôñïõò. Ìáêñï÷ñüíéá âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç üìùò ðáñïõóßáóáí ìüíï 12 áóèå
	Ïé Üíäñåò äåß÷íïõí íá áíôáðïêñßíïíôáé âñá÷õðñüèåóìá êáëýôåñá áðü üôé ïé ãõíáßêåò óå áõôü ôï èåñáðåõôéêü ó÷Þìá (60/40%) , áëëÜ ìáêñïðñüèåóìá ôï öýëï äåí öáßíåôáé íá ðáßæåé êáíÝíá ñüëï áöïý ôá ðïóïóôÜ åðéôõ÷ßáò áíÜìåóá óå Üíäñåò êáé ãõíáßêåò åßíáé 50% .Ç ç
	Äåí õðÜñ÷åé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñïðïßçóç óôá éóôïëïãéêÜ äåäïìÝíá ìåôáîý áíôáðïêñéíüìåíùí êáé ìç áóèåíþí åßôå ãéá ôçí âñá÷õ÷ñüíéá åßôå ãéá ôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç .
	Áíôßèåôá åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôùí SGOT , SGPT êáé ã-GT ðñéí ôçí Ýíôáîç óå èåñáðåßá ìå ôçí åðéôõ÷Þ Ýêâáóç ôçò èåñáðåßáò óôçí âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç . Ïé áóèåíåßò ðïõ îåêéíïýí áðü ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò ôùí SGOT , SGPT êáé ã-GT  ,  öáßíåôáé íá áíôáð
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá 45% , åíþ  ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò ç ìÝôñçóç ééêïý öïñôßïõ Ýäåéîå ìçäÝí ìüíï óôï 4% ôùí áóèåíþí .
	Ôï 1996 åðéëÝ÷èçêáí  35 áóèåíåßò êáé ðÞñáí óõíäõáóìÝíç  èåñáðåßá  5 åêáôïììõñßùí IFN-a êáé D-Penicylamin   ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 6 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá 8. Áðü ôïõò 35 áóèåíåßò ïé 14 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 40% , êá
	ÂÉÏ×ÇÌÉÊÇ ÁÍÔÁÐÏÊÑÉÓÇ ÁÓÈÅÍÙÍ ÏÌÁÄÁÓ 4
	Óôïõò ìáêñï÷ñüíéá áíôáðïêñéíüìåíïõò äåí åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôùí SAP, SGPT êáé ã-GT ðñéí ôçí Ýíôáîç óå èåñáðåßá ìå ôçí åðéôõ÷Þ Þ ü÷é Ýêâáóç ôçò èåñáðåßáò. Ìüíï ç   SGOT åìöáíßæåé  óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñïðïßçóç . Áíôáðïêñéíüìåíïé  32 ( 12
	Óôïõò âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðïêñéíüìåíïõò ïé SGOT, SGPT äåí åìöáíßæïõí óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñïðïßçóç , áíôßèåôá ìå ôéò ã-GT êáé SAP ðïõ ïé ôõ÷üí ÷áìçëÝò  ôéìÝò ôïõò óõó÷åôßæïíôáé ìå ôçí åðéôõ÷Þ Ýêâáóç ôçò âñá÷õ÷ñüíéáò áíôáðüêñéóçò . ¸ôóé ïé  âñá÷õ÷ñüíéá á
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá 15% , åíþ  ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò ç ìÝôñçóç ééêïý öïñôßïõ Ýäåéîå ìçäÝí ìüíï óôï 13% ôùí áóèåíþí .
	Ôï 1997 åðéëÝ÷èçêáí  36 áóèåíåßò êáé ðÞñáí óõíäõáóìÝíç  èåñáðåßá 5  åêáôïììõñßùí  IFN-a êáé mesulid  ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 6 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá  9. Áðü ôïõò 36 áóèåíåßò ïé 19 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 53% , êáé ïé
	ÂÉÏ×ÇÌÉÊÇ ÁÍÔÁÐÏÊÑÉÓÇ ÁÓÈÅÍÙÍ ÏÌÁÄÁÓ 5
	Äåí õðÜñ÷åé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñïðïßçóç óôá éóôïëïãéêÜ äåäïìÝíá ìåôáîý áíôáðïêñéíüìåíùí êáé ìç áóèåíþí åßôå ãéá ôçí âñá÷õ÷ñüíéá åßôå ãéá ôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç.
	Áíôßèåôá åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôùí ôéìþí ôùí SGOT êáé SGPT ðñéí ôçí Ýíôáîç óå èåñáðåßá ìå ôçí åðéôõ÷Þ Ýêâáóç ôçò èåñáðåßáò , ôüóï óôçí âñá÷õ÷ñüíéá ,üóï êáé óôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç . Ïé áóèåíåßò ðïõ îåêéíïýí áðü ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò SGOT êáé S
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá 20% , åíþ  ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò ç ìÝôñçóç ééêïý öïñôßïõ Ýäåéîå ìçäÝí ìüíï óôï 8% ôùí áóèåíþí .
	Ôï 1997 åðéëÝ÷èçêáí  21 áóèåíåßò êáé ðÞñáí óõíäõáóìÝíç  èåñáðåßá 5  åêáôïììõñßùí  IFN-a êáé rivabirin  ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 6 ìçíþí.  Ôï âéï÷çìéêü ðñïößë ôùí áóèåíþí ðáñïõóéÜæåôáé óôï ðßíáêá 10. Áðü ôïõò 21 áóèåíåßò ïé 12 Þôáí Üíäñåò ,ðïóïóôü 57% , êáé ï
	ÂÉÏ×ÇÌÉÊÇ ÁÍÔÁÐÏÊÑÉÓÇ ÁÓÈÅÍÙÍ ÏÌÁÄÁÓ 6
	Áðü ôïõò 21-áóèåíåßò ðïõ åíôÜ÷èçêáí óôï èåñáðåõôéêü ó÷Þìá ìåôÜ ôï ôÝëïò ôçò èåñáðåßáò ðáñïõóßáóáí âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç ïé 15 åíþ ïé õðüëïéðïé 6 äåí ïìáëïðïßçóáí ôéò âéï÷çìéêÝò ðáñáìÝôñïõò. Ìáêñï÷ñüíéá âéï÷çìéêÞ áíôáðüêñéóç üìùò ðáñïõóßáóáí ìüíï 7 áóèåíå
	Ôï öýëï äåí óõó÷åôßæåôáé êáô áñ÷Þ ìå ôçí âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç . Áðü ôïõò 7 ðïõ áíôáðïêñßèçêáí ìáêñïðñüèåóìá ïé 2 Þôáí ãõíáßêåò êáé ï 5 Üíäñåò . Ç çëéêßá äåí óõó÷åôßæåôáé ìå ôçí ìáêñï÷ñüíéá áíôáðüêñéóç. Åðßóçò  äåí õðÜñ÷åé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñïð
	Ç éïëïãéêÞ âñá÷õ÷ñüíéá áíôáðüêñéóç êõìÜíèçêå óôá    48 % , åíþ ìåôÜ áðü 18 ìÞíåò ìçäåíéêü ééêü öïñôßï ðáñïõóßáæå ìüíï ôï    19 % ôùí áóèåíþí .








	3.3.3  ÓõæÞôçóç
	
	
	Á. ÌÏÍÏÈÅÑÁÐÅÉÁ ÌÅ IFN-a
	Â. ÓÕÍÄÕÁÓÌÅÍÅÓ ÈÅÑÁÐÅÉÅÓ



	A. ÌåëÝôç  ( Poynard T et al ) (106)
	Â. ÌåëÝôç  ( McHutchison JG et al) (105)
	3.4.1  ÕëéêÜ – áóèåíåßò - ìÝèïäïé
	ÌÝèïäïé ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí
	
	
	
	
	
	
	Ôá  PCR ðñïúüíôá ðïõ ðñïêýðôïõí ôáõôïðïéïýíôáé ìå âÜóç ôï ìÝãåèïò ôïõò                                  ( 534   âÜóåéò) óå 1% ðÞêôùìá áãáñüæçò ðïõ âÜöåôáé ìå âñùìéïý÷ï áéèßäéï (Öùôïãñáößá 2).
	5) Äçìéïõñãßá ôïõ PCR ðñïúüíôïò ãéá áð’åõèåßáò áíÜãíùóç ôçò áëëçëïõ÷ßáò ( direct sequencing ).  ¸íá ìéêñüëéôñï (1 ìl) áðü ôçí ðñþôç PCR ìåôáöÝñåôáé ãéá äåýôåñç nest PCR . Åíáò M13 forward  primer ( 5’  TGAAAACGACGGCCAGT 3’ )  êáé Ýíáò M13 reverse primer
	5’ TGAAAACGACGGCCAGTCAGGTACGCTCCGGCGTGCA 3’
	ìå ôçí áëëçëïõ÷ßá  M13 forward ôïõ õðïãñáììéóìÝíç
	5’ CAGGAAACAGCTATGACCGGGGCCTTGGTAGGTGGCAA 3’
	ìå ôçí áëëçëïõ÷ßá  M13 reverse ôïõ õðïãñáììéóìÝíç .
	Êáèáñéóìüò ôùí PCR ðñïúüíôùí ìå ôï QIAquick gel extraction kit ôçò åôáéñåßáò QIAGEN üðùò ðåñéãñÜöåôáé óôï áíôßóôïé÷ï êåöÜëáéï ôùí õëéêþí êáé ìåèüäùí.
	Ðñïóäéïñéóìüò ôçò áëëçëïõ÷ßáò ôùí íïõêëåïôéäßùí ìå áð’åõèåéáò áíÜãíùóç üðùò ðåñéãñÜöåôáé óôï áíôßóôïé÷ï êåöÜëáéï ôùí õëéêþí êáé ìåèüäùí. ÄéáâÜóôçêáí êáé ïé äýï áëõóßäåò êÜèå PCR ðñïúüíôïò ìå Ýíá áõôüìáôï DNA sequencer ìïíôÝëï ALF Express Pharmacia Biotec
	Ç áíÜëõóç ôùí ðïëëáðëþí áíáãíþóåùí ðïõ ðñïêýðôïõí, ç ôåëéêÞ áëëçëïõ÷ßá êáé ç óýãêñéóç ìå ôçí ãíùóôÞ áëëçëïõ÷ßá ôçò NS5A ðåñéï÷Þò ôïõ  HCV-J Ýãéíáí ÷ñçóéìïðïéþíôáò ôï ðñüãñáììá Gene Skipper ðïõ Ý÷åé äçìéïõñãÞóåé ôï EMBL. Óôçí óåëßäá ðïõ áêïëïõèåß öáßíåôáé
	Áñ÷Ýãïíïò ôýðïò ( Wild type):Êáìßá áìéíïîéêÞ áëëáãÞ .
	ÅíäéÜìåóïò ôýðïò (Intermediate type):1 Ýùò 3 áìéíïîéêÝò áëëáãÝò .
	ÌåôáëëáãìÝíïò ôýðïò (Mutant type): 4 Ýùò 11 áìéíïîéêÝò áëëáãÝò.








	3.4.2  ÁðïôåëÝóìáôá
	
	
	
	
	
	
	
	Ïðùò ðñïêýðôåé áðü ôïí ðßíáêá 11, ìåëåôÞèçêáí 28 óõíïëéêÜ áóèåíåßò 10 Üíäñåò êáé 18 ãõíáßêåò ìå ìÝóï üñï çëéêßáò 60, 04±2 ÷ñïíþí. Ðñéí åéóá÷èïýí óôçí ïðïéáäÞðïôå èåñáðåßá åìöÜíéæáí ééêï öïñôßï 7.53x105 ±1.4x105 copies HCV /ml ïñïý êáé ôñáíóáìéíÜóåò SGOT
	Äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç ìåôáîý çëéêßáò áóèåíþí , öýëïõ , ééêïý öïñôßïõ êáé âáèìïðïßçóçò ôçò âéïøßáò ðñéí ôçí èåñáðåßá ìå ôçí ôåëéêÞ áíôáðüêñéóç óôçí èåñáðåßá . Åßíáé åìöáíÞò ç ôÜóç óõó÷Ýôéóçò ôùí SGOT,SGPT êáé ãGT ìå ôçí Ýêâáóç ôç
	ÕðÜñ÷åé  óáöÞò óôáôéóôéêÞ óõó÷Ýôéóç p=0,003 ãéá ôçí ó÷Ýóç ìåôáîý áñéèìïý áìéíïîéêþí áëëáãþí óôçí NS5A ðåñéï÷Þ êáé óôçí áíôáðüêñéóç óôçí INF .¸ôóé åíþ ãéá ôïõò 28 áóèåíåßò åìöáíßæïíôáé 1,5±0,22 áìéíïîéêÝò ìåôáëëáãÝò , óôïõò 7 áóèåíåßò ðïõ ôåëéêÜ áíôáðïêñß
	Óôïí ðßíáêá 12 ãßíåôáé áíÜëõóç ôùí ÷áñáêôçñéóôéêþí ôùí áóèåíþí áíÜëïãá ìå ôï ôýðï êáôÜôáîçò (áñ÷Ýãïíï, åíäéÜìåóï, ìåôáëëáãìÝíï). Äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç ìåôáîý çëéêßáò áóèåíþí , öýëïõ êáé ééêïý öïñôßïõ óå ó÷Ýóç ìå ôï ôýðï . Åßíáé
	ÕðÜñ÷åé  üìùò ó÷Ýóç ôýðïõ êáé âéï÷çìéêÞò áíôáðüêñéóçò óôç èåñáðåßá. Êáíåßò áðü ôïõò 5 áóèåíåßò ìå áñ÷Ýãïíï ôýðï äåí áíôáðïêñßèçêå óôç èåñáðåßá , êáé ïé äõï ðïõ Þôáí ìåôáëëáãìÝíïò ôýðïò áíôáðïêñßèçêáí ðëÞñùò ,åíþ 5 áðü ôïõò 21 åíäéÜìåóïõ ôýðïõ áíôáðïêñßèç
	ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ ÌÅ ÂÁÓÇ ÔÇÍ FIG 1: Óõó÷Ýôéóç ôùí íïõêëåïôéäéêþí áëëçëïõ÷éþí üðùò ðñïêýðôïõí áðü ôçí áíÜãíùóç êáé óýãêñéóç ìå ôçí ðñüôõðç HCV-J.
	Óôçí fig 1 öáßíïíôáé ïé áëëçëïõ÷ßåò ôùí íïõêëåïôéäßùí ôçò NS5A ðåñéï÷Þò (ìåôáîý 6954-7073) ôùí äåéãìÜôùí ðïõ ðñïÝêõøáí áðü ôïõò 28 áóèåíåßò ìå 1b ãïíüôõðï. Óôçí êïñõöÞ öáßíåôáé ç ðñùôüôõðç áëëçëïõ÷ßá ôïõ HCV-J ãéá ôçí áíôßóôïé÷ç ðåñéï÷Þ êáé ãéá ôá áíôßóô
	ÊáíÝíá äåßãìá äåí åßíáé áðïëýôùò üìïéï ìå ôï HCV-J óôÝëå÷ïò óå åðßðåäï íïõêëåïôéäßùí êáé üëá ôá óôåëÝ÷ç Ý÷ïõí ìßá ôïõëÜ÷éóôïí íïõêëåïôéäéêÞ äéáöïñÜ ìåôáîý ôïõò Äåí õðÜñ÷åé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç ìåôáîý íïõêëåïôéäéêþí ìåôáëëáãþí êáé áíôáðüêñéóçò ó
	Ïé ðåñéóóüôåñåò áðü ôéò ðáñáôçñïýìåíåò ìåôáëëáãÝò Þôáí óõíþíõìåò, ìå áëëáãÞ óôçí ôñßôç èÝóç ôçò ôñéðëÝôáò ôïõ êùäéêïíßïõ . Ïé ðéï óõ÷íÜ ðáñáôçñïýìåíåò óõíþíõìåò ìåôáëëáãÝò Þôáí  óôéò èÝóåéò 6959 (U(C ;25 áðü ôéò  28 ) , 6974 (U(C ;27 áðü ôéò  28 ) , 6995
	ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ ÌÅ ÂÁÓÇ ÔÇÍ FIG 2: Óõó÷Ýôéóç ôùí áìéíïîéêþí áëëçëïõ÷éþí ôùí äåéãìÜôùí êáé óýãêñéóç ìå ôçí ðñüôõðç HCV-J.
	Óôçí fig 2 öáßíïíôáé ïé áëëçëïõ÷ßåò ôùí áìéíïîÝùí ôçò NS5A ðåñéï÷Þò (ìåôáîý 2209-2248) ôùí äåéãìÜôùí ðïõ ðñïÝêõøáí áðü ôïõò 28 áóèåíåßò ìå 1b ãïíüôõðï. Óôçí êïñõöÞ öáßíåôáé ç ðñùôüôõðç áëëçëïõ÷ßá ôïõ HCV-J ãéá ôçí áíôßóôïé÷ç ðåñéï÷Þ êáé ãéá ôá áíôßóôïé÷á
	ÐÝíôå  äåßãìáôá  åßíáé áðïëýôùò üìïéá ìå ôï HCV-J óôÝëå÷ïò óå åðßðåäï áìéíïîÝùí äçëáäÞ ïé ìåôáëëáãÝò óå åðßðåäï íïõêëåïôéäßùí ïäçãïýí óå óõíþíõìåò ìåôáëëáãÝò. Ìüíï 2/28 áóèåíåßò åß÷áí 4 Þ ðåñéóóüôåñåò áìéíïîéêÝò ìåôáëëáãÝò (ìåôáëëáãìÝíá óôåëÝ÷ç), åíþ 21/








	ÓõæÞôçóç
	
	
	
	
	
	
	
	Ç õðüèåóç üôé ç NS5A ðåñéï÷Þ ôïõ ãïíüôõðïõ 1b ìðïñåß íá ÷ñçóéìåýóåé óáí ðñïãíùóôéêüò ðáñÜãïíôáò óôçí áíôáðüêñéóç Þ ü÷é èåñáðåßáò ìå éíôåñöåñüíç , áðáó÷üëçóå Ýíôïíá ôá ôåëåõôáßá ÷ñüíéá ôçí äéåèíÞ åðéóôçìïíéêÞ êïéíüôçôá. Óôï ðßíáêá 13 ðïõ áêïëïõèåß öáßíïíô
	ÐÉÍÁÊÁÓ 13 : ÐïóïóôÜ ðáñáôåôáìÝíçò áíôáðüêñéóçò óôç èåñáðåßá ìå IFN ìåôáîý áóèåíþí ìå HCV – 1b óýìöùíá ìå ôï ôýðï óôçí ISDR ðåñéï÷Þ
	¼íïìá ðñþôïõ óõããñáöÝá
	Enomoto
	Chayama
	Kurosaki
	Murakama
	Niiyama
	ÉáðùíéêÝò ìåëÝôåò
	Zeuzem
	Halimi
	Squadrito
	ÅõñùðáúêÝò ìåëÝôåò
	Stratidaki
	Ïé Chayama et al. áðü ôï Toranomon Íïóïêïìåßï ôïõ Ôüêéï áíáöÝñïõí áðïôåëÝóìáôá 103 Éáðþíùí áóèåíþí ìå ÷ñüíéá çðáôßôéäá C ðïõ åß÷áí äå÷èåß èåñáðåßá ìå éíôåñöåñüíç (86) . ÁíáöÝñïõí üôé ôï 74% ôùí áóèåíþí ìåôáëëáãìÝíïõ ôýðïõ åìöáíßæåé ðáñáôåôáìÝíç áíôáðüêñé
	Áíôßèåôá ðïëëïß Åõñùðáßïé åñåõíçôÝò äåí âñßóêïõí êáìßá óõó÷Ýôéóç ìåôáîý ôùí áëëçëïõ÷éþí NS5A êáé ôçò áðÜíôçóçò óôç èåñáðåßá ìå IFN óôïõò áóèåíåßò ôïõò (87 ,88 , 89 , 90) . Óå óýíïëï 93 Åõñùðáßùí áóèåíþí áðü ôïõò 8 ìå ìåôáëëáãìÝíï ôýðï áíôáðïêñßèçêå ìüíï
	Ôï åñþôçìá åìöáíßæåôáé íá áðïêôÜ êáé ãåùãñáöéêü åíäéáöÝñïí. Óôçí ðñáãìáôéêüôçôá õðÜñ÷ïõí ðïëëÝò äéáöïñÝò óôá áðïôåëÝóìáôá ôùí èåñáðåõôéêþí ó÷çìÜôùí ìå éíôåñöåñüíç ìåôáîý ôùí Éáðþíùí êáé ôùí Áìåñéêáíþí êáé Äõôéêïåõñùðáßùí åñåõíçôþí . Ãéá ðáñÜäåéãìá óôá Éá
	Ãéá íá óõãêñßíïõìå ôéò ìåëÝôåò êáôåõèåßáí óõãêåíôñþóáìå ôá áðïôåëÝóìáôá áðü ôá ðñüóöáôá äçìïóéåõìÝíá Üñèñá ãéá ôçí ISDR ðåñéï÷Þ óôïí ðßíáêá 1 . Ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò óõãêåíôñùôéêÞò Ýñåõíáò åíôïðßæïíôáé óå ôñßá åíäéáöÝñïíôá óçìåßá  :
	Ï áñ÷Ýãïíïò (wild) ôýðïò åìöáíßæåé ìéêñÞ óõ÷íüôçôá áíôáðüêñéóçò óôçí éíôåñöåñüíç ,ôüóï óôéò ÉáðùíéêÝò ìåëÝôåò ,üóï êáé óôéò ÅõñùðáúêÝò .Áíôáðüêñéóç åìöáíßæïõí óõíïëéêÜ 12 áðü ôïõò 206 ìåëåôçèÝíôåò áóèåíåßò ðïóïóôü 6%
	Ï ìåôáëëáãìÝíïò ôýðïò åßíáé ðéï óðÜíéïò óôïõò Åõñùðáßïõò áðü üôé óôïõò ÉÜðùíåò áóèåíåßò . 8 áðü ôïõò 93 Åõñùðáßïõò ðïóïóôü 9% Þôáí ìåôáëëáãìÝíïò ôýðïò , Ýíáíôé 76 ôùí 409 ìåëåôïýìåíùí Éáðþíùí , ðïóïóôü 19%
	3)  ¼ôáí ïé áóèåíåßò ìå åíäéÜìåóï êáé ìåôáëëáãìÝíï ôýðï óõíäõáóôïýí ,ôüôå ç                                                                         .             áíôáðüêñéóç óôçí éíôåñöåñüíç åßíáé õøçëüôåñç áðü áõôÞ ôùí áóèåíþí ìå wild ôýðï
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