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Kombinacija pegiliranega interferona alfa in ribavirina predstavlja standardno
kombinacijo (SOC) za zdravljenje kroni¢nega hepatitisa C (CHC), ki privede do
trajnega viroloskega odziva (SVR) v 41-52 % pri okuzbi z genotipom Virusa
hepatitisa C (HCV) 1 in v 73-79 % pri okuzbi z genotipom HCV 3. Nekatere
klini¢éne raziskave so potrdile zvefano ucinkovitost zdravljenja s kombinacijo
fluvastatina (FLU) in SOC. Poglavitni namen naSe raziskave je bil ugotoviti
ucinkovitost kombinacije FLU in SOC pri bolnikih z genotipoma 1 in 3 in oceniti
varnost FLU pri bolnikih s CHC. Prospektivna raziskava je vkljucevala 179 naivnih
bolnikov s CHC. V preiskovani skupini so bolniki prejemali FLU 80 mg dnevno in
SOC. Bolniki v histori¢ni kontrolni skupini, ki so bili primerljivi z bolniki v
preiskovani skupini po spolu, starosti in genotipu, so bili zdravljenji samo s SOC.
Viroloski odzivi v obdobjih med zdravljenjem in SVR se niso razlikovali med
obema skupinama, razen pri bolnikih z genotipom 1 in visoko plazemsko viremijo
(HCV RNK >400.000 TU/ml). V tej podskupini so bolniki v preiskovani skupini
dosegli SVR v 75 % v primerjavi s kontrolni skupino, v Kkateri je bil SVR 41 %,
razlika je bila statisticno znaéilna (p=0,024). Kombinacija FLU in SOC je pri
bolnikih z genotipom 1 in visoko plazemsko viremijo (HCV RNK >400.000 IU/ml)
tudi statisti¢no znacilno zmanjsala delez bolnikov s ponovitvijo bolezni. Bivariatna
in multivariatna statisticna analiza sta pokazali, da so okuzba z genotipom HCV 3
(p<0,001), starost bolnika ob zacetku zdravljenja <40 let (p<0,001), steatoza <5 %
(p=0,01) in nizka plazemska viremija (HCV RNK < 400.000 IU/ml) (p<0,001)
statisti¢no znacilno pomembni napovedni kazalci za dosego SVR. V raziskavi smo
potrdili, da je raba FLU pri bolnikih s CHC varna.
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The combination of pegylated interferon o and ribavirin is a standard-of-care (SOC)
treatment for chronic hepatitis C (CHC) with sustained virological response (SVR)
being achieved in 41-52% of patients infected with genotype 1 and in 73-79% of
patients with genotype 3. In a few clinical trials combination of fluvastatin (FLU)
and SOC increased SVR. The aims of this study was to investigate the impact of
added FLU to SOC on SVR in patients infected with genotypes 1 and 3 and to
investigate the saftey of FLU in chronic hepatitis C patients. The prospective study
enrolled all together 179 naive CHC patients. In the FLU group of patients was
treated with the combination of FLU 80 mg daily and SOC, historical controls
matching the study group in genotype, age and gender, were treated with SOC only.
On-treatment viral responses as well as SVR did not differ significantly between the
two groups, except for the genotype 1 patients with high viral load (HCV RNA
>400,000 TU/ml) presenting significantly higher SVR rate in the FLU group (75%)
compared to the control group (41%) (p=0.024). Beside, the combination of FLU and
SOC significantly reduced viral relapse rate in patients with CHC genotype 1 and
high viral load (HCV RNA >400,000 1U/ml) but not in genotype 1 patients with low
baseline viral load and in genotype 3 patients. Bivariate and multivariate logistic
regression identified that HCV genotype 3 infection (p<0.001), patients <40 years
old (p<0.001), steatosis <5% (p=0.01) and low viral load (HCV RNA < 400,000
IU/ml) (p<0.001) were being associated with higher odds of SVR. In the present
study FLU use in patients with CHC proved to be safe.
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1 uvoD

Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije je z virusom hepatitisa C (HCV)
okuzenega od 2 do 3 % svetovnega prebivalstva (Lavanchy, 2011). V Sloveniji je
najpogosteje prenasa parenteralno z okuzeno krvjo med uzivalci drog. Bolezen v akutni
fazi v 85 % poteka brezsimptomno, naravni potek bolezni pa kar v 75 do 85 % vodi v
kroni¢no okuzbo. V cCasu poteka raziskave je uveljavljena standardna kombinacija
zdravljenja (angl. standard-of-care treatment, SOC) kroni¢nega hepatitisa C (CHC)
vkljucevala pegiliran interferon o (PEG-IFNa) in ribavirin (RBV). Ucinkovitost
zdravljenja pri bolnikih, okuZenih z genotipom HCV 1, se je v Stevilnih razikavah gibala
med 42 in 46 %, pri okuzenih z genotipoma HCV 2 in 3 pa med 70 in 93 % (EASL, 2014
Fried in sod., 2002; Hadziyannis in sod., 2004; Manns in sod., 2001). V kolikor pri
bolnikih dosezejo trajni viroloski odziv (angl. sustained virological response, SVR), le-ta v
ve¢ kot 99 % pomeni ozdravitev, zato je zdravljenje CHC danes eno izmed

najucinkovitejsih protivirusnih zdravljenj (EASL, 2014; Swain in sod., 2010).

Z raziskavami in vitro so dokazali, da HCV za pomnozevanje potrebuje celi¢ni
geranilgeranil, ki nastaja v hepatocitih pri sintezi holesterola, zato lahko z zaviralci sinteze
holesterola (statini) vplivamo na pomnoZevanje virusa v hepatocitih (Kapadia in Chisari,
2005; Ye in sod., 2003). Od vseh preiskovanih statinov je imel fluvastatin (FLU)
najmocnejSo zaviralno aktivnost na pomnozevanje virusa, in vitro so potrdili tudi

sinergisti¢ni inhibitorni uéinek FLU v kombinaciji z interferonom a (IFN o) (Ikeda in sod.,
2006).

1.1  NAMEN DELA

Osnovni namen raziskave je bil ugotoviti vpliv dodanega FLU na ucinkovitost zdravljenja
CHC s standardno kombinacijo PEG-IFNa in RBV. Na temelju objavljenih znanstvenih
raziskav in vitro o zaviralnem ucinku statinov (inhibitorji 3-hidroksil-3-metilglutaril CoA
reduktaze) na pomnozevanje HCV smo domnevali, da bomo s kombinacijo FLU, PEG-
IFNa in RBV Se dodatno zmanjsali ali zaustavili pomnoZevanje virusa in tako pripomogli

k vecji u€inkovitosti zdravljenja CHC.
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Dodaten namen raziskave je bila presoja varnosti zdravljenja bolnikov s CHC s FLU.
Glede na objavljene raziskave in ze uveljavljena priporo¢ila smo domnevali, da bo uporaba
FLU varna in bodo izsledki naSe raziskave okrepili zaupanje v predpisovanje statinov
bolnikom s CHC.

Na temelju objavljenih raziskav in vitro o vplivu statinov na pomnozevanje HCV smo pri
bolnikih s CHC izvedli prospektivno raziskavo, v kateri so preiskovanci poleg SOC
dodatno prejemali e FLU. Kontrolno skupino so sestavljali bolniki, ki so bili zdravljeni s
SOC PEG-IFNa in RBV v skladu z evropskimi 0z. slovenskimi nacionalnimi usmeritvami
za zdravljenje CHC v casu poteka raziskave. Preiskovano skupino smo primerjali s
histori¢no kontrolno skupino; obe skupini sta bili primerljivi po spolu, starosti in genotipu
HCV.

1.2 HIPOTEZI
V doktorski disertaciji smo postavili naslednji delovni hipotezi:

e dodatek FLU trenutno uveljavljeni kombinaciji zdravljenja CHC s PEG-IFNa in
RBYV dodatno zmanjSa ali zaustavi pomnoZevanje HCV in tako pripomore k vecji

ucinkovitosti zdravljenja CHC,

e uporaba FLU pri bolnikih s CHC je varna.
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2 PREGLED OBJAV
2.1  EPIDEMIOLOGIJA OKUZBE Z VIRUSOM HEPATITISA C

Okuzba s HCV predstavlja pomemben javnozdravstveni problem, saj je po podatkih
Svetovne zdravstvene organizacije s HCV okuzenih ve¢ kot 184 milijonov ljudi (Mohd
Hanafiah in sod., 2013; World Health Organization, 1997). Ocenjujejo, da se vsako leto v
svetu na novo okuzi med tri do Stiri milijone ljudi. Za posledicami kroni¢ne okuzbe s HCV

letno umre 350 000 ljudi (Perz in sod., 2006).

Pojavnost okuzbe s HCV se v svetu geografsko zelo razlikuje in je najvi§ja v osrednji in
vzhodni Aziji ter v severnemu delu Afrike in na Bliznjem Vzhodu (nad 3,5 %) (Mohd
Hanafiah in sod., 2013). V Evropski uniji je s HCV okuZzenih 7,3 do 8,8 milijonov ljudi,
kar predstavlja 1,1 do 1,3 % celotne populacije. V drzavah osrednje Evrope se pojavnost
giba med 0,2 % (Nizozemska) in 1,2 % (Francija), v juzno evropskih drzavah pa je precej
vi§ja, in sicer med 2,5 in 3,5 % (Lavanchy, 2011; Esteban in sod., 2008).

V Sloveniji je pojavnost okuzbe s HCV ocenjena pod 1 % (Mati¢i¢ in sod., 2008). Najbolj
ogrozena skupina so intravenski uzivalci drog, saj je bil delez okuzenih s HCV pred
uvedbo ustreznih preventivnih ukrepov v zacetku 90-ih let kar 50 do 60 % (Klavs in
Kustec, 2012; Mati¢i¢ in Kastelic, 2009; Matici¢ in sod., 1999). Po sprejetju slovenske
nacionalne strategije za obvladovanje okuzbe s HCV leta 1997 pa se je delez okuzenih v

programih zdravljenja opioidne odvisnosti zniZal na 21,5 %.

V novem tiso€letju ugotavljajo tudi statisticno znacilno zmanjSanje prisotnosti protiteles
anti-HCV pri slovenskih krvodajalcih, saj se je pojavnost anti-HCV pozitivnih testiranih
enot krvi zmanjSala iz 0,043 % v obdobju med leti 1991 in 2000 na 0,0067 % v obdobju
med 2001 in 2010 (Levi¢nik Stezinar in Rahne Potokar, 2012).

V razvitih drzavah je okuzba s HCV vzrok za 20 % vseh akutnih hepatitisov, 70 % vseh
kroni¢nih hepatitisov, v 40 % vzrok kon¢ne odpovedi jeter, v 60 % vzrok jetrnocelicnega
raka (angl. hepatocellular carcinoma, HCC) in kar v 30 % vzrok za transplantacijo jeter pri
odraslih (Marcellin, 2009).
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2.2  VIRUS HEPATITISAC
2.2.1 Zgradba virusa hepatitisa C

Genom HCV, predhodno imenovanega virus hepatitisa ne-A ne-B, so leta 1989 odkrili
ameriSki znanstveniki pod vodstvom Michaela Houghtona (Choo in sod., 1989). Virus
hepatitisa C, ki ga uvrs¢amo v druzino Flaviviridae in rod Hepacivirus, je kroglast virus z
ovojnico. Njegov genom je pozitivno polarna enojnovijacna ribonukleinska kislina (RNK)
sestavljena iz 9600 nukleotidov. Na obeh koncih genoma so nekodirajoca podrocja, celotni
genom pa kodira en sam vecji poliprotein, ki ga po prevajanju virusne in celi¢ne proteaze
razcepijo na tri strukturne in sedem nestrukturnih beljakovin (slika 1). Strukturna
beljakovina C sestavlja del virusne sredice, strukturni beljakovini E1 in E2 pa sta del
virusne ovojnice in imata pomembno vlogo pri vstopu virusa v jetrno celico (De
Francesco, 1999; Pawlotsky in sod., 2007; Seme in sod., 2011).

Nestrukturna beljakovina p7 tvori membranski ionski kanal, ki je kljuCen za nastanek
kuznih virionov (Sakai in sod., 2003). Beljakovina NS2 je transmembranska beljakovina,
ki ima aktivnosti cisteinske autoproteaze in razcepi beljakovini NS2 in NS3 (Schregel in
sod., 2006; Suzuki in sod., 2007). Beljakovina NS3 ima aktivnost serinske proteaze in
helikaze. Serinska proteaza NS3 igra vlogo pri nadaljnji cepitvi nestrukturnih beljakovin.
Beljakovina NS4 predstavlja kofaktor NS3, nastali kompleks NS3/4A ima klju¢no vlogo
pri inaktiviranju kaskade protivirusnih celi¢énih poti, ki privedejo do aktivacije z
interferonom stimuliranih genov (Heim, 2013; Kim in Chang, 2013; Kim in sod., 1996;
Suzuki in sod., 2007). Beljakovina NS4B omogoca nastanek membranskega omreZzja, kjer
neodvisno od endoplazmatskega retikuluma poteka podvojevanje RNK (Egger in sod.,
2002). NS5A je metaloprotein, ki igra pomembno vlogo pri virusnem pomnozevanju.
Natan¢en mehanizem delovanja §e ni povsem pojasnjen, vendar naj bi se povezoval z
lipidnimi rafti in tako omogocil nastanek replikacijskega kompleksa. Poleg tega pa je za
nastanek replikacijskega kompleksa pomembno tudi povezovanje NS5A s preniliranimi
celi¢nimi beljakovinami, ki so jih poimenovali FBL2 (Gao in sod., 2004; Pawlotsky in
sod., 2007; Ye in sod., 2003; Wang in sod., 2005). Beljakovina NS5B je od RNK odvisna

RNK polimeraza, za katero je znacilno, da ni sposobna popravljanja, zato nastaja pri
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virusnem podvojevanju veliko genetsko zelo podobnih razli¢ic, imenovanih quasispecies

(Martell in sod., 1992; Seme in sod., 2011).
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Slika 1: Prikaz genoma virusa hepatitisa C. Funkcionalno podro¢je genoma kodira poliprotein, ki ga po
prevajanju virusne in celiéne proteaze cepijo na strukturne in nestrukturne beljakovine (Seme in sod., 2011:
101).

Figure 1: Hepatitis C virus genom. Translation of genom leads to synthesis of a single polyprotein which
undergoes proteolytic processing leading to formation of non-structural and structural proteins (Seme et al.,
2011: 101).

Poznamo sedem razli¢nih genotipov HCV, ki se med seboj razlikujejo v 31 do 33 %
nukelotidnega zaporedja, in 67 podtipov, ki se razlikujejo v 20 do 25 % nukleotidnega
zaporedja (Seme in sod., 2011; Smith in sod., 2014). V Sloveniji prevladuje okuzba z
genotipom 1 (56 %), sledi mu genotip 3 (37,8 %), redkejsa sta genotipa 2 (5 %) in 4 (1,2
%). Do leta 2003 v Sloveniji ni bilo prijavljenih primerov genotipov 5 in 6 (Seme in sod.,
2009).

Virus hepatitisa C se v telesu nahaja v razli¢nih oblikah, najbolj kuzno obliko predstavljajo
virusni delci, ki so vezani na krozeCe serumske lipoproteine. Z metodo zunajtelesnega

odstranjevanja lipoproteinov nizke gostote (angl. low density lipoprotein, LDL) so iz
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seruma s HCV okuzenih bolnikov odstranili lipoproteine in s tem za 77 % zmanjSali
koncentracijo HCV RNK, kar dokazuje, da je veCina virusa v serumu vezana na

lipoproteine (Andre in sod., 2002; Schettler in sod., 2001).

2.2.2  Zivljenjski krog virusa hepatitisa C

Virus vstopa v gostiteljeve celice preko z receptorji posredovane endocitoze (Kim in
Chang, 2013). Do sedaj so odkrili $tevilne receptorje, ki sodelujejo pri tem procesu. Med
njimi so najpomembnejsi CD81 (tetraspanin), SRB1 (angl. scavenger receptor class B type
1), ki je glavni receptor za vstop lipoproteina visoke gostote (angl. high density
lipoprotein, HDL) v hepatocit kot tudi beljakovini tesnih stikov klavdin-1 in okludin ter
receptor za LDL holesterol (Evans in sod., 2007; Farquhar in sod., 2012; Kim in Chang,
2013; Molina in sod., 2007; Pileri in sod., 1998; Scarselli in sod., 2002). Virus hepatitisa C
sprva vstopi v hepatocit preko beljakovine virusne ovojnice E2, ki se veZe na receptorje
celiéne membrane CD81in SRB1 (Farquhar in sod., 2012; Pileri in sod., 1998; Scarselli in
sod., 2002). Pomembno vlogo koreceptorja pri nadaljnjem vstopu predstavljata beljakovini
klavdin-1 in okludin (Evans in sod., 2007). Nedavno so odkrili, da pri vstopu HCV v celico
sodelujejo tudi receptorji tirozinske kinaze in NPC1L1 (angl. Niemann-Pick C1 like 1
holesterol uptake receptor), ki se nahaja na povrsju hepatocitov in ga lahko zavre
u¢inkovina ezetimib, registrirana za zdravljenje hiperholesterolemije (Kim in Chang, 2013;
Sainz in sod., 2012). Virus hepatitisa C, ki je vezan na serumske lipoproteine, pa vstopi v
hepatocite preko vezave apolipoproteina B na receptor za LDL holesterol (Bartenschlager
in sod., 2010; Bassendine in sod., 2011; Zeisel in sod., 2011 ).

Ob vstopu virusa v celico pride do znizanja pH v notranjosti endolizosoma, ob tem
nastanejo konformacijske spremembe beljakovin virusne ovojnice, kar omogoca zlitje
virusne ovojnice z membrano endolizosoma ter sproScanje nukleokapside v citoplazmo

(Helle in Dubuisson, 2008; Kim in Chang, 2013).

Po vstopu virusa v citoplazmo hepatocita nastopi odstranjevanje virusne kapside in zacetek

prevajanja virusne RNK, ki poteka od notranjega mesta IRES (angl. internal ribosomal
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entry side). Nastali poliprotein se ko- in po-translacijsko cepi z gostiteljevimi signalnimi
peptidazami in dvema virusnima proteazama (NS2 in NS3/4A) v strukturne in nestrukturne
proteine. Nastali virusni proteini ostanejo tesno povezani z znotrajcelicnimi membranami
in skupaj tvorijo replikacijski kompleks, ki omogoca podvojevanje virusnega genoma.
Beljakovina NS5B omogoca sintezo genomu komplementarne negativno usmerjene RNK,
preko katere pride do sinteze konéne, pozitivno usmerjene RNK. Nastala pozitivno
usmerjena RNK se zdruzi z beljakovinami virusne sredice v nukleokapsido. Sestavljanje in
izstopanje novonastalih virusov iz hepatocitov ostaja $e vedno slabo poznano (Kim in
Chang, 2013; Seme in sod., 2011; Suzuki in sod., 2007). Raziskave kazejo, da je
spro$¢anje virionov v tesni povezavi z metabolizmom lipidov, predvsem lipoproteini zelo
nizke gostote (angl. very low density lipoprotein, VLDL), saj so z zaviralci spros¢anja
VLDL holesterola iz celi¢ne linije Huh7 soc¢asno zavrli tudi spros¢anje HCV (Gastaminza
in sod., 2008; Huang in sod., 2007).

2.3 OKUZBA Z VIRUSOM HEPATITISA C
2.3.1 Nacdini okuzbe

Najpogostejsi na¢in prenosa HCV je parenteralni z okuzeno krvjo med intravenskimi
uzivalci drog in je vzrok za ve¢ kot 40 % vseh okuzenih v razvitem svetu. Dejavnike
tovrstnega tveganja predstavljajo tudi njuhanje drog, neprofesionalno tetoviranje,
akupunktura, prebadanje koze in sluznic. Prenos HCV med transfuzijo krvi in krvnih
pripravkov ter hemodializo v razvitem svetu postaja izrazita redkost zaradi uvedbe
presejalnih testov in splosnih previdnostnih ukrepov (Lauer in Walker, 2001; Lavanchy,
2011). Po uvedbi rutinskega testiranja krvi je tveganje za prenos HCV med transfuzijo krvi
in krvnih derivatov v razvitem svetu ocenjeno na 0,001 do 0,01 %. V Sloveniji so leta 1993
uvedli serolosko testiranje krvodajalcev na HCV okuzbo, leta 2000 so testiranje nadgradili
z molekularnimi metodami dokazovanja HCV RNK (Levi¢nik Stezinar in Rahne Potokar,
2012). Okuzbi so izpostavljeni tudi zdravstveni delavcev ob incidentu na delovnem mestu.

Med izpostavljenimi zdravstvenimi delavci je prislo do prenosa okuzbe s HCV po
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Zelo redko pride do prenosa HCV med spolnim odnosom. V stalnih partnerskih zvezah je
bila pojavnost okuzbe s HCV pri spolnih partnerjih okuzenih med 0 in 2,7 %. Najnovejse
raziskave pa so pokazale, da je najvi$ja letna incidenca prenosa HCV s spolnimi odnosi
0,07 % (Petruff Cheney in sod., 2000; Terrault in sod., 2013). Redko pride tudi do
vertikalnega prenosa okuzbe z matere na otroka, ob tem je ocenjeno tveganje za prenos 5
do 6 % (Esteban in sod., 2008; Petruff Cheney in sod., 2000; Chen in Morgan, 2006).
Kljub natan¢no raziskavnim okolis¢inam o moznih nacinih prenosa ostane pri 10 do 30 %

bolnikov naéin okuzbe nepojasnjen.

2.3.2 Naravni potek okuZbe z virusom hepatitisa C

Okuzbo s HCV redko prepoznamo v akutni fazi, saj le-ta pri ve€ini bolnikov poteka
brezsimptomno ali pa imajo bolniki le blage tezave (slika 2). Klini¢na slika akutnega
hepatitisa C se v povpre¢ju razvije v sedmih do osmih tednih po izpostavitvi HCV,
inkubacijska doba pa je lahko dolga celo do 26 tednov. Pri 20 do 30 % okuzenih se
pojavijo klini¢ni simptomi, ki so najveckrat nespecifi¢ni (utrujenost, bolecine v trebuhu,
slabost), lahko pa se pojavi zlatenica in tipno povecana jetra. OkuZeni imajo zviSane ravni
aminotransferaz, predvsem alanin transaminaze (ALT), kar je odraz poskodbe hepatocitov.
Do fulminante jetrne odpovedi pride pri manj kot 1 % bolnikov z akutnim hepatitisom C
(Lauer in Walker, 2001; Chen in Morgan, 2006; Santantonio in sod., 2008).

Do spontane odstranitve HCV pride pri 15 do 25 % bolnikov in je pogostejsa pri zenskah,
mladih (starost ob okuZzbi pod 25 let), simptomatskih bolnikih in belcih. Pri 75 do 85 %
okuzenih akutna okuzba preide v kronicno, ki jo opredeljuje vsaj Sest mesecna prisotnost

HCV RNK v krvi (Chen in Morgan, 2006; Santantonio in sod., 2008; Hoofnagle, 2002).
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Pocasen potek bolezni (230 let): Zenski spol, belci, starost ob okuzbi <40 let, bolniki s
simptomatskim akutnim hepatitisom C

Kronié Kronicni . e
Zdrava Akutna o e hepatitis etrna v
jetra okuzba okuzba pri vedini ciroza 1-4%
. v 80% kroni¢no 20% na leto
okuzenih

Hitrejsi potek bolezni (20 let): moski spol, starost ob okuzbi >40 let, prekomerno uzivanje
alkohola, debelost, sladkorna bolezen, sookuzba s HBV/HIV

HCC: jetrnoceli¢ni rak (angl. hepatocellular carcinoma)

Slika 2: Naravni potek okuzbe z virusom hepatitisa C (Lauer in Walker, 2001: 44).

Figure 2: The natural history of hepatitis C virus infection (Lauer and Walker, 2001: 44).

Vecina kroni¢nih okuzb preide v kroni¢ni hepatitis, ki ima znacilno patohistolosko sliko in
se kaZe z mononuklearno celi¢no infiltracijo jetrnega parenhima in portalnih polj, fokalno
nekrozo hepatocitov in razlicno stopnjo fibroze. Poskodba jetrnega tkiva je predvsem
posledica imunskega odgovora organizma na okuZbo (Hoofnagle, 2002). Pri 20 %
bolnikov bolezen v 20 letih napreduje do jetrne ciroze, vendar je progres bolezni lahko
zelo razliCen. Poznanih je ve¢ dejavnikov, ki napovedujejo hitrejSe napredovanje jetrne
bolezni: starost ob okuzbi nad 40 let, moski spol, socasna okuzba z virusom hepatitisa B
(angl. hepatitis B virus, HBV) ali virusom ¢loveske imunske pomanjkljivosti (angl. human
immunodeficiency virus, HIV), uzivanje alkohola (nad 30 g/dan pri moskih in nad 20
g/dan pri zenskah), soCasna prisotnosti nekaterih drugih bolezni (hemokromatoza,
steatohepatitis, shistosomoza, odpornost na inzulin), oslabljen imunski odziv bolnika in
stadij jetrne fibroze pri odkritju bolezni (Chen in Morgan, 2006; Lauer in Walker, 2001,
Poynard in sod., 1997).
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Napredovanje jetrne bolezni je navadno dolgo klini¢no nezaznavno in se lahko razkrije
Sele, ko nastopi jetrna dekompenzacija (zlatenica, ascites, krvavitve iz varic, hepatorenalni
sindrom, jetrna encefalopatija). PriCakovano desetletno prezivetje je pri bolnikih s
kompenzirano jetrno cirozo 79 %. V kolikor se pojavi jetrna dekompenzacija, je
pric¢akovano petletno prezivetje 50 % (Fattovich in sod., 1997). Pri bolniki z razvito jetrno
cirozo obstaja tveganje za pojav HCC v 1 do 4 % letno (Cheney in sod., 2000; Lauer in
Walker, 2001).

Kroni¢ni hepatitis C je povezan tudi s Stevilnimi zunajjetrnimi obolenji, ki so najverjetneje
imunsko pogojena. Med njimi SO najpogostejSe meSana  krioglobulinemija,
membranoproliferativni glomerulonefritisi, Sjogrenov sindrom, avtoimunski hepatitis,
avtoimunski tiroiditis, idiopatska plju¢na fibroza, lichen planus in pozna kozna porfirija.
Opazili so tudi povecano pojavnost ne-Hodgkinovega limfoma (Blackard in sod., 2006;
Zignego in sod., 2007). Cacoub in sod. (1999) so objavili izsledke obsezne prospektivne
raziskave, kjer je 74 % bolnikov navajalo vsaj eno zuanajjetrno manifestacije v sklopu
prebolevanja okuzbe s HCV. Najpogosteje (pojavnost nad 10 %) so se pojavljaje bolecine
v sklepih in miSicah, parestezije, srbeCica koze in sindrom suhih o¢i in ust. V primeru
ozdravitve CHC so bolniki v ve€ini primerov navajali tudi izboljSanje zunajjetrnih obolen;j

(Blackard in sod., 2006)

2.4 DIAGNOSTIKA OKUZBE Z VIRUSOM HEPATITISA C
2.4.1 Mikrobioloske preiskave

MikrobioloSka diagnostika CHC temelji na posrednih seroloskih preiskavah, s katerimi
dokazujemo protiteles anti-HCV (slika 3). V ta namen uporabljajo presejalni encimsko
imunski test tretje ali Cetrte generacije (Seme in sod., 2011; Ghany in sod., 2009). Po
okuzbi se pri bolnikih v povpre¢ju po sedmih do dvanajstih tednih pojavijo v serumu
protitelesa anti-HCV, ki pa ne zagotavljajo imunosti pred ponovno okuzbo. V primeru
prisotnosti anti-HCV protiteles je potrebno z neposrednimi diagnosti¢nimi metodami, ki

temeljijo na dokazu prisotnosti HCV RNK z molekularno metodo (angl. polymerase chain
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reaction, PCR), dokazati ali gre za aktivno okuzbo ali stanje po preboleli okuzbi (Seme in
sod., 2011; Ghany in sod., 2009, Scott in Gretch, 2007). Prisotnost HCV RNK v dveh
neodvisnih vzorcih, odvzetih z vsaj Sest meseénim zamikom, potrjuje kroni¢no okuzbo s
HCV. V kolikor ima bolnik prisotna anti-HCV protitelesa in ob tem znotraj enega leta
dvakrat negativen PCR na HCV RNK, je bolnik z veliko verjetnostjo prebolel okuzbo s
HCV. Pri imunsko oslabljenih bolnikih (okuzba s HIV, hemodializa, stanje po
transplantaciji solidnih organov, hipo- in a-gamaglobulinemija) so lahko seroloske
preiskave proti HCV lazno negativne, zato je za izkljuevanje okuzbe pri teh bolnikih

potrebno opraviti molekularne preiskave.

SUM NA OKUZBO S HCV

!

‘ Presejalno testiranje na anti-HCV

POZ.l

‘ Potrditveno testiranje na anti-HCV ‘

POZ.l

’ Testiranje na HCV RNK ‘
(kvalitativni PCR)

POZ.l , = lNEG.

PONOVI HCV RNK (PCR)
POZ. v razmaku 6 mesecev 2x;

] nato 1x letno se 2 leti
( €e ni novih dejavnikov
tveganja)

Ni kroni¢ne okuzbe
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Slika 3: Algoritem mikrobioloskega testiranja ob sumu na okuzbo z virusom hepatitisa C (Matici¢, 2013: 22-
23; Seme in sod., 2011: 104).

Figure 3: An algorithm for microbiological testing of hepatitis C virus infection (Mati¢i¢, 2008: 22-23; Seme
et al, 2011: 104).
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Pri vsakdanjem klinicnem delu so na voljo kvantitativne in kvalitativne razli¢ice PCR,
slednje so obcutljivejse od vecine dostopnih kvantitativnih testov in zaznajo HCV RNK Ze
pri koncentraciji 5-15 TU/ml. S kvantitativno metodo dolo¢amo virusno breme (HCV RNK
v IU/ml) pri bolnikih s CHC pred uvedbo zdravljenja in sledimo viroloskem odzivu med

zdravljenjem in po njem (Seme in sod., 2011; Scott in Gretch, 2007).

Pred uvedbo zdravljenja je izredno pomembna tudi genotipizacija HCV, saj genotip HCV
vpliva na odmerjanje RBV in trajanje zdravljenja, hkrati pa napoveduje tudi uspe$nost

zdravljenja. Za dolocevanje genotipa HCV najpogosteje uporabljajo metodo reverzne

hibridizacije (Ghany in sod., 2009; Seme in sod., 2011)

2.4.2 Patohistoloska diagnostika

Pri bolnikin s CHC so ravni aminotranferaz v krvi oscilirajoce, lahko celo povsem
normalne in ne odrazajo poskodbe jetrnega tkiva. To je eden od razlogov, da patohistoloski
pregled jetrnega tkiva ostaja zlati standard za dolo¢evanje vnetne aktivnosti in
napredovanja fibroznih sprememb v jetrih. Poleg tega je jetrna biopsija pomembna tudi za
izklju€evanje ostalih vzrokov jetrne bolezni (Ghany in sod., 2009; Lauer in Walker, 2001).
V Sloveniji v zadnji letih za histolosko opredelitev sprememb Vv jetrih pri virusnih
hepatitisih uporabljamo lestvico METAVIR, s katero to¢kovno opisemo stopnjo aktivnosti
vnetja in nekroz (gradus od 0 do 18 ) ter obliko fibroze jetrnega tkiva do razvoja ciroze
(stadij od 0 do 4) (Bedossa in Poynard, 1996).

Jetrna biopsija je kontraindicirana pri naslednjih stanjih: huda koagulopatija, biliarna
obstrukcija, nesodelujo¢ bolnik in kozno vnetje v podro¢ju izvedbe jetrne biopsije (EASL,
2014; Ghany in sod., 2009; Rockey in sod., 2009). V primeru prisotnosti hemangiomov v
jetrih je mogoce opraviti le ultrazvo¢no-vodeno biopsijo. Ker pa je jetrna biopsija
invazivna metoda, z incidenco hujsih zapletov pri enem od 4000 do 10.000 posegov, se v
zadnjem Casu uveljavljajo razlicne posredne metode za oceno prizadetosti jetrnega tkiva
(Castera in sod., 2010; Degos in sod., 2010).
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2.5  ZDRAVLIENJE KRONICNEGA HEPATITISA C
2.5.1 Zgodovina zdravljenja kroni¢nega hepatitisa C

Zdravljenje akutnega in kroni¢nega hepatitisa C je trenutno eno izmed najucinkovitejSih
zdravljenj virusnih okuzb. Z njim zelimo dose¢i normalizacijo serumskih aminotransferaz,
odstranitev virusa iz organizma ter izboljsati patohistoloske spremembe v jetrih (EASL,
2014; Ghany in sod., 2009)

Prvo zdravilo, ki so ga leta 1986 uvedli za zdravljenje bolnikov s kroni¢nim hepatitisom
ne-A ne-B, je bil IFN a in je ve¢ kot deset let veljal za terapijo izbora (Slika 4) (Hoofnagle
in sod., 1986; Moussalli in sod., 1998). Interferon a deluje v telesu imunomodultorno, saj
se veze na z interferonom stimulirane gene in s tem sproZi kaskado protivirusnih celi¢nih
poti (Heim, 2013; Moussalli in sod., 1998). Pomembna pomanjkljivost prvotne oblike IFN
a je bila predvsem premajhna ucinkovitost zdravljenja ter parenteralna oblika s pogostim
dajanjem zdravila, ki je zaradi kratke razpolovne dobe zahtevala podkozno dajanje injekcij
trikrat tedensko. Poleg tega so bolniki imeli Stevilni stranske ucinke zdravljenja.
Ucinkovitost zdravljenja so spremljali z ravnjo serumske ALT in dolo¢anjem plazemske
viremije. Ugotovili so, da je 38 % bolnikov doseglo trajen biokemi¢ni odgovor, vendar so
bile ponovitve bolezni pogoste, tako da je le 15 do 20 % bolnikov doseglo trajen viroloski

odziv na zdravljenje (Hoofnagle in sod., 1986; Lau in sod., 1998; Reichard in sod., 1998).

Leta 1998 so bolnike priceli zdraviti s kombinacijo IFNa in RBV. Ribavirin je sinteti¢ni
analog gvanozina, ki zavira sintezo virusne RNK. S tremi razli¢nimi mehanizmi deluje v
celici protivirusno, tako da z inhibicijo inozin-monofosfat dehidrogenaze zmanjsa
znotrajceli¢no koli¢ino gvanozin trifosfata, vpliva na sintezo virusne informacijske RNK in
neposredno zavira virusno RNK polimerazo (Moussalli in sod., 1998; Reddy in sod.,
2009). S kombinacijo standardnega IFNa in RBV so pri bolnikih dosegli trajno uspe$nost
zdravljenja (normalizacija ALT in odsotnost HCV RNK) pri 36 do 43 % bolnikov
(McHutchison in sod., 1998; Moussalli in sod., 1998; Poynard in sod., 1998; Reichard in
sod., 1998).
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Leta 2000 so priceli bolnike zdraviti s izboljsano razli¢ico IFNa, na katerega so kovalentno
vezali polietilen glikol in dobili t. i. pegiliran interferon o (PEG-IFNa). S to kemijsko
modifikacijo so dosegli pri PEG-IFNa daljsi razpolovni ¢as, zato si bolniki injekcijo dajejo
podkozno le enkrat tedensko (Zeuzem in sod., 2000). Kombinacija PEG-IFNa in RBV je
Se vedno del sodobnega zdravljenja CHC. Zdravljenje s kombinacijo PEG-IFNa in RBV
pri bolnikih, okuzenih z genotipom 1, je uspesno v 42 do 52 %, pri okuzbi z genotipoma 2
in 3 pav 73 do 82 % (EASL, 2014; Fried in sod., 2002; Hadziyannis in sod., 2004; Manns
in sod., 2001).

Za vse oblike zdravljenja z IFNa (z RBV ali brez njega) pa je znacilno, da med
zdravljenjem pri veéini bolnikov pride do izboljSanja patohistoloskih sprememb v jetrnem
tkivu ne glede na to, ali je bil dosezen SVR (Pockros in sod., 2012; Poynard in sod., 2002).
Do izboljsanja vnetnih sprememb in nekroz je prislo pri 39 do 73 % bolnikov, kar pri 49 %
bolnikih pa so se zmanjSale fibrozne spremembe za vsaj eno tocko po lestvici METAVIR

(Poynard in sod., 2002).
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IFN: interferon a; PEG IFN: pegiliran interferon a; RBV: ribavirin; SVR: trajni viroloski odziv

Slika 4: Vrsta zdravljenje kroni¢nega hepatitisa C in njegova ué¢inkovitost (Poynard in sod., 2003b: 2097).

Figure 4: Type of chronic hepatitis C treatment and its efficacy (Poynard et al., 2003b: 2097).
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Izkusnje zdravljenja CHC v Sloveniji segajo v leto 1992, ko so sprva zdravili bolnike z
monoterapijo IFNa, vendar zdravljenje ni bilo uspesno, saj so vsi bolniki po zakljucku
zdravljenje imeli prisotno plazemsko viremijo (Le$nicar in sod., 1995). Prva multicentri¢na
nacionalna raziskava v Sloveniji je potekala od leta 1997 do 1998. Bolniki so prejemali
IFNa skupno 18 mesecev. Zdravljenje je bilo definirano kot uspesno, ¢e bolnik tri mesece
po zakljuc¢ku zdravljenja ni imel prisotne plazemske viremije. UspeSnost zdravljenja so
ugotavljali pri skupno 28 % vseh bolnikov, od tega zgolj pri 10 % bolnikov z genotipom 1
in kar pri 86 % bolnikov z genotipom 3 (Brinovec in sod., 2002). Naslednja multicentri¢na
raziskava zdravljenja s kombinacijo IFNa in RBV je potekala v letih 1999 in 2000; SVR je
doseglo kar 43 % bolnikov (Brinovec in sod., 2004).

Tretja nacionalna multicentri¢na raziskava je potekala v letrih 2002 do 2004, v Kkateri so
ugotavljali uc¢inkovitost kombinacije PEG-IFNa in RBV, ki je bila uspesna v 61 %
(Matici¢ in sod., 2004).

2.5.2 Sodobno zdravljenje kroni¢nega hepatitisa C

Sodobne evropske smernice za zdravljenje CHC iz leta 2011 priporo¢ajo kombinacijo
PEG-IFNa in RBV (EASL, 2014). Poglaviten cilj zdravljenja je SVR, ki v ve¢ kot 99 %
predstavlja trajno ozdravitev (Giannini in sod., 2010; EASL, 2014; Swain in sod., 2010).
Trajni viroloSki odziv je definiran kot odsotnost HCV RNK v bolnikovem serumu 24
tednov po kon€anem zdravljenju, dolo¢enim s testom, ki ima spodnjo mejo obcutljivost

HCV RNK 50 IU/ml ali manj (EASL, 2014).
Med zdravljenjem pri bolniku dolo¢amo naslednje viroloske kazalce (EASL, 2014):

1. hitri viroloski odziv (angl. rapid virological response, RVR), ki pomeni odsotnost HCV

RNK v Kkrvi §tiri tedne po pric¢etku zdravljenja,

2. zgodnji viroloski odziv (angl. early virological response, EVR), pri katerem poznamo
dve razli¢ici. Popolni zgodnji viroloski odziv (angl. complete early virological response,
CEVR) pomeni odsotnost HCV RNK po 12 tednih zdravljenja, delni EVR (angl. partial
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early virological response, pEVR) predstavlja zniZanje virusnega bremena za najmanj dva

logaritma po 12 tednih zdravljenja,

3. viroloski odziv ob zaklju¢ku zdravljenja (angl. end of treatment response, ETR) je

definiran kot odsotnost HCV RNK ob zaklju¢ku zdravljenja.

2.5.2.1 Dejavniki, ki vplivajo na uspesnost zdravljenja
Na uspesnost zdravljenja vplivajo Stevilni dejavniki tako s strani gostitelja kot virusa.

Med najpomembnej$imi gostiteljevimi dejavniki so: spol, starost, stadij jetrne fibroze,
indeks telesne mase (angl. body mass index, BMI), sofasna okuzba s HBV in HIV in
polimorfizmem gena za interlevkin 28B (IL28B). Vecjo verjetnost za ozdravitev imajo
zenske, bolniki z nenapredovalimi spremembami jetrnega tkiva, s starostjo pod 40 let, BMI
pod 30 kg/m? in z razli¢ico IL28B CC (Bressler in sod., 2003; Darling in Fried, 2006;
EASL, 2014; Ge in sod., 2009; Shi in sod., 2012).

Na uspesnost zdravljenja pomembno vpliva tudi predanost zdravljenju. Ugotovili so, da
imajo bolniki, ki prejemajo vsaj 80 % odmerka PEG-IFNa in RBV vsaj 80 % predvidenega
trajanja zdravljenja, ve¢jo verjetnost za ozdravitev. Raziskave so pokazale, da se je pri
bolnikih z genotipom 1 in tako predanostjo zdravljenju SVR zvisal z 61 % na 72 %
(McHutchison in sod., 2002).

Virusni dejavniki, ki vplivajo na uspeSnost zdravljenja so: genotip HCV (ugodnejsa
genotipa 2 in 3), nizka izhodis¢na plazemska viremija (pod 400.000 do 800.000 1U/ml) in
viroloski odziv v Cetrtem tednu zdravljenja (EASL, 2014). Hiter viroloski odziv je mo¢an
napovedovalec uspesnosti zdravljenja s pozitivno napovedno vrednost ve¢ kot 89 %. V
kolikor pa bolnik ne doseze EVR, je velika verjetnost (negativna napovedna vrednost 97
do 100 %), da zdravljenje ne bo uspesno (Davis in sod., 2003; Ferenci in sod., 2005; Mihm
in sod., 2006; Poordad in sod., 2008). NajnovejSe raziskave kazejo, da imata izguba
plazemske viremije po dveh (angl. very rapid virological response, vRVR) in §tirih tednih

zdravljenja (RVR) najmocnejso napovedno vrednost, da bolnik doseze SVR (EASL, 2014;
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Fried in sod., 2008; Marcellin in sod., 2012).

2.5.2.2 Nacini zdravljenja kroni¢nega hepatitisa C

Za zdravljenje CHC se odlo¢imo pri vseh bolnikih, ki so starejsi od 18 let, imajo prisotno
plazemsko viremijo HCV RNK, vsaj stadij 2 jetrne fibroze po lestvici METAVIR in so
brez kontraindikacij za uvedbo zdravljenja ter izpolnjujejo dolo¢ene dodatne vkljucitvene
pogoje pred uvedbo zdravljenja (npr. mnenje leCeCega zdravnika iz Centra za
preprecevanje in zdravljenje odvisnih od prepovedanih drog) in se strinjajo z zdravljenjem
(EASL, 2014; Maticic¢ in Kastelic, 2009)

Absolutne kontraindikacije za uvedbo zdravljenja trenutno predstavljajo: nevodljiva
depresija, psihoza ali epilepsija, nevodljiva avtoimunska bolezen, hude so¢asne bolezni kot
so tezko vodljiva arterijska hipertenzija, sladkorna bolezen in kroni¢na obstruktivna
pljucna bolezen. Absolutno kontraindikacijo pa predstavljata tudi nose¢nost in nezmoznost
zagotovitve ustrezne kontracepcije (EASL, 2014; Ghany in sod., 2009; Reddy in sod.,
2009).

Relativne kontraindikacije za uvedbo zdravljenja pa trenutno predstavljajo nenormalnosti v
1zhodi8¢ni krvni sliki (hemoglobin manj kot 130 g/dl za moske in 120 gl/dl za Zenske;
Stevilo nevtrofilcev pod 1.500/mm?®, $tevilo trombocitov pod 90.000/ mm?®), ledvicna
bolezen z ravnjo kreatinina nad 132 umol/l, nezdravljenja bolezen §Citnice in pomembna

koronarna bolezen (EASL, 2014).

Na odlocitev o pricetku zdravljenja vplivajo Stevilni dejavniki. Med najpomembnejsSimi je
podatek o napredovali jetrni bolezni, zato je pred uvedbo zdravljenja klju¢nega pomena
patohistoloski pregled jetrnega tkiva. Pri bolnikih, ki imajo Ze napredovalo jetrno bolezen
(stadij 3 fibroze po lestvici METAVIR), bo kroni¢ni hepatitis C hitreje napredoval v jetrno
cirozo kot pri bolnikih z minimalnimi spremembami jetrnega tkiva (stadij 0 do 2 po lestvici
METAVIR) (EASL, 2014; Ghany in sod., 2009; Poynard in sod., 1997). Ostali dejavniki,
ki vplivajo na zacetek uvedbe zdravljenja so: soCasna okuzba s HBV in HIV, socasna

jetrna okvara zaradi drugih hepatotoksi¢nih dejavnikov in pridruzene bolezni jeter. Pri
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bolnikih z minimalnimi patohistoloskimi spremembami jetrnega tkiva je odloCitev o

pricetku zdravljenja individualna.

Zdravljenje CHC poteka s kombinacijo PEG-IFNa-2a (180 pg) ali PEG-IFNa-2b (1,5
pg/kg telesne teze) enkrat tedensko v obliki podkoznih injekcij in peroralnim prejemanjem
RBV dvakrat dnevno. Vsi bolniki, okuzeni z genotipoma 1 in 4, ter bolniki, okuzeni z
genotipoma 2 in 3, ki imajo negativne napovedne kazalce pred uvedbo zdravljenja (BMI
nad 25 kg/m? odpornost na inzulin, metabolni sindrom, napredovalo jetrno obolenje,
starejSi bolniki), po najnovejsih priporocilih prejemajo RBV v odmerku 15 mg/kg telesne
teze dnevno. Bolniki, okuzeni z genotipoma 2 in 3, ki nimajo negativnih napovednih
kazalcev za SVR, prejemajo RBV v odmerku 800 mg dnevno (EASL, 2014; Ghany in sod.,
2009).

Na trajanje zdravljenja vplivata genotip HCV, s katerim je bolnik okuzen, in viroloski
odziv med zdravljenjem. Naivne (predhodno nezdravljene) bolnike, okuzene z genotipom
1, zdravimo v primeru nizke izhodi$¢ne plazemske viremije in RVR le 24 tednov, sicer pa
traja zdravljenje 48 tednov. V primeru pocasnega viroloskega odziva (angl. delayed
virological response, DVR) se zdravljenje podalj$a na 72 tednov. Bolnike, okuzene z
genotipoma 2 in 3, zdravimo skupno 24 tednov, ne glede na viroloski odziv med
zdravljenjem (EASL, 2014).

V obseznih klini¢nih raziskavah, namenjenih registraciji zdravil, je bilo zdravljenje s
kombinacijo PEG-IFNa in RBV pri bolnikih, okuzenih z genotipom 1, uspesno v 42 do 52
%, pri okuzbi z genotipoma 2 in 3 pa v 73 do 82 % (Fried in sod., 2002; Hadziyannis in
sod., 2004; Manns in sod., 2001).

V zadnjih letih poteka zelo hiter razvoj novih ucinkovin za zdravljenje CHC iz skupine
neposredno proti virusu usmerjenih ué¢inkovin (angl. direct-acting antivirals, DAA). V letu
2011 sta bila za zdravljenje CHC genotipa 1 registrirana boceprevir in telaprevir, ki sta
zaviralca serinske proteaze NS3/4A (Ghany in sod., 2011). V Sloveniji imamo zdravili na
voljo od jeseni 2012. Klini¢ne raziskave so pokazale, da kombinacija PEG-IFN a, RBV in
enega od zaviralcev proteaze izboljsa SVR tako pri naivnih kot predhodno Ze zdravljenih

bolnikih. Z navedeno trotirno kombinacijo so uspeli ozdraviti 67 do 75 % naivnih
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bolnikov, 69 do 75 % bolnikov, ki so ob predhodnem dvotirnem zdravljenju imeli
ponovitev bolezni, 59 % delnih odzivnikov in 38 do 52 % popolno neodzivnih na
predhodno dvotirno zdravljenje (Bacon in sod., 2011; Jacobson in sod., 2011,
McHutchison in sod., 2010; Poordard in sod., 2011 ).

2.5.2.3 Obvladovanje stranskih uc¢inkov zdravljenja

Zdravljenje s SOC lahko povzrodi Stevilne stranske ucinke. Med najpogostejSimi so gripi
podobni simptomi kot so: vro¢insko stanje, glavobol, bole¢ine v miSicah in boleCine v
sklepih. Med tezavami prebavnega trakta so najpogosteje pojavljajo slabost, izguba teka,
izguba telesne teze in driska. Pogoste so tudi kozne spremembe na mestu vboda podkozne

injekcije, dermatitis ter izpadanje las (Manns in sod., 2006).

Bolniki navajajo tudi psihi¢ne tezave kot so utrujenost, razdrazljivost, anksioznost,
nespecnost, depresija in kognitivne motnje. Izredno redko v casu zdravljenja CHC
nastopita psihoza in samomorilnost. Obvladovanje tovrstnih stranskih uéinkov poleg
psihosocialne in psihiatri¢ne podpore vkljucuje tudi farmakolosko zdravljenje (Manns in

sod., 2006; Schaefer in sod., 2012, Matici¢ in Kastelic, 2009).

Pomembni stranski ucinki zdravljenjem CHC so spremembe v krvni slik, ki so lahko tudi
zivljenje ogrozajoce. Ribavirin povzroc€i ekstravaskularno hemoliticno anemijo (do 36 %),
katere hujsa stopnja (padec hemoglobina pod 100 g/I) se pojavi pri 20 % bolnikov. Ukrepi
za obvladovanje anemije hujSe stopnje so poleg zniZzevanje dnevnega odmerka RBV tudi

uvedba eritropoetina (Mac Nicholas in Norris, 2010; Thévenot in sod., 2007).

Pegiliran interferon o zavira kostni mozeg, kar privede do pojava anemije, nevtropenije in
trombocitopenije. Levkopenija (levkociti pod 4.000/mm?) razli¢nih stopenj se razvije pri
30 do 50 % bolnikov. Hujsa stopnja nevtropenije (nevtofilci pod 750/mm?®) se pojavi
redko, v tem primeru je na mestu uporaba stimulirajo¢ih faktorjev granulocitnih kolonij
(EASL, 2014; Thévenot in sod., 2007; Mac Nicholas in sod., 2010). Za kriti¢no
trombocitopenijo nekateri avtorji svetujejo uporabo agonistov receptorjev trombopoetina,

vendar do sedaj v Sloveniji pri bolniki s CHC Se nimamo izku$enj na podro¢ju uporabe
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faktrojev stimulacije trombocitov (EASL, 2014).

Zaradi imunomodulatornega ucinka IFN lahko zdravljenje s PEG IFNa privede do
poslabsanja avtoimunih obolenj kot sta sladkorna bolezen in avtoimunski hepatitis.

Najpogosteje pa se pojavi avtoimunski tiroiditis (Manns in sod., 2006).

Pomemben nezelen ucinek RBV je njegova teratogenost, zato je zdravljenje z njim
kontraindicirano v nose¢nosti ali pri nezmoznosti zagotoviti ustrezno kontracepcijo

(EASL, 2014; Reddy in sod., 2009)

Zaradi Stevilnih stranskih ucinkov, ki se pojavljajo med zdravljenjem, je klju¢no redno
spremljanje bolnikov s strani specialista za virusne hepatitise in po potrebi tudi
multidisciplinarna obravnava (psihiater, dermatolog, ipd.). Bolniki imajo prva dva meseca

zdravljenja redne kontrolne preglede na 14 dni, nato enkrat mese¢no oz. pogosteje v

Swew

2.6 STATINIIN OKUZBA Z VIRUSOM HEPATITISA C

Statini so kemijsko in farmakolosko heterogena skupina spojin, ki zavirajo glavni encim v
sintezni poti holesterola (slika 5). S 3-hidroksi-3-metilglutaril-koencimom A (HMG-CoA)
tekmujejo za vezavo na aktivno mesto encima HMG-CoA reduktaze in nato z reverzibilno
vezavo spremenijo konformacijsko strukturo HMG-CoA reduktaze in tako zavrejo sintezo
mevalonata in posledi¢no holesterola v hepatocitih (Lunder in sod., 2011). Osnovni u¢inek
statinov je tako zmanjSanje endogene sinteze holesterola v hepatocitih. Ker je ob tem
zavrta tudi sinteza ostalih nesteroidnih izoprenoidnih intermediatov (franezilpirofosfat in
geranilgeranilpirofosfat), imajo statini vrsto zas€itnih pleiotropnih u¢inkov. Znano je, da
statini izbolj$ajo delovanje zilnega endotela, povecajo stabilnost ateroskleroti¢nih plakov,
zmanjSujejo agregacijo trombocitov in nastanek tromobov ter delujejo protivnetno,

antioksidativno in imunomodulatorno (Lunder in sod., 2011; Stancu in Sima, 2001).
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2.6.1 Zaviralni udinek statinov na pomnoZevanje virusa hepatitisa C

Leta 2003 so Ye in sod. (2003) objavili izsledke raziskave o zaviralnem ué¢inku lovastatina
na pomnozevanje HCV. Z raziskavami v celi¢nih kulturah so ugotovili, da HCV za svoje
pomnozevanje potrebuje celi¢ni geranilgeranilpirofosfat, ki nastaja znotrajcelicno pri
sintezi holesterola v hepatocitih. Geranilgeranilpirofosfat sluzi kot donor prenilne skupine
pri posttranslacijski modifikaciji znotrajceli¢nih beljakovin, ki regulirajo Stevilne celicne
funkcije. Z uporabo statinov je v hepatocitih zavrta sinteza mevalonata, kar onemogoca
sintezo geranilgeranilpirofosfata. Vlogo preniliranih tarénih molekul pri pomnozevanju
HCV RNK pa dodatno podpira odkritje, da so z zaviralcem encima geranilgeranil
transferaze, ki sodeluje v prenilaciji celicnih beljakovin, uspeli zavreti virusno
pomnozevanje (Ye in sod., 2003). Kapadia in Chisari (2005) sta leta 2005 objavila
podobne rezultate.

V letu 2005 je Wang s sod. (2005) objavili rezultate raziskave, v kateri so identificirali
tarno celiéno beljakovino na membrani endoplazmatskega retikuluma, ki so jo
poimenovali FBL2 in je potrebna za pomnozevanje HCV. Z virusno beljakovino NS5A
lahko le prenilirana beljakovina FBL2 tvori kompleks, ki je nujno potreben za
podvojevanje virusnega genoma. Ker ima celi¢ni geranilgeranilpirofosfat klju¢no vlogo pri
prenilaciji beljakovine FBL2, lahko s statini preko reduktaze HMG-CoA zavremo sintezo
geranilgeranilpirofosfata, s Cemer posredno zavremo pomnozevanje HCV (slika 5)
(Kapadia in Chisari, 2005; Wang in sod., 2005; Ye in sod., 2003).
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retikuluma; NS: virusne nestrukturne beljakovine

Slika 5: Sinteza holesterola preko mevalonatne poti v hepatocitu in pomen geranilgeranilpirofosfata pri
pomnoZevanju virusa hepatitisa C (povzeto po: Ye, 2007: 1018).

Figure 5: Cholesterol synthesis through the mevalonate pathway. The importance of geranylgeranyl
pyrophosphate in hepatitis C virus replication (according to: Ye, 2007: 1018).

Leta 2006 je lkeda s sod. (2006) objavili izsledke raziskave in vitro, v kateri so dokazali
zaviralni ucinek razli¢nih statinov kot so atorvastatin, FLU, lovastatin in simvastatin na
podvojevanje HCV RNK. Najmoc¢nejSo protivirusno aktivnost so zaznali pri FLU. V isti
raziskavi so potrdili tudi sinergisti¢ni zaviralni u¢inek FLU v kombinaciji z [FNa. Podobne
izsledke raziskav je objavila leta 2007 Kimova s sod. (2007), ter potrdila protivirusno
delovanje naslednji statinov: atorvastatin, simvastatin, mevastatin, lovastatin in FLU.

Najmocneje so zavrli podvojevanje virusnega genoma atorvastatin, simvastatin in FLU.

Bader s sod. (2008) je leta 2008 prvi objavil raziskavo zaviralnega u¢inka monoterapije s
FLU na koncentracijo HCV RNK pri bolnikih s CHC. Pri polovici bolnikov, ki so
prejemali FLU 20 do 80 mg dnevno, je prislo do znaCilnega znizanja plazemske
koncentracije HCV RNK (p<0,01) v primerjavi z bolniki, ki FLU niso prejemali. Znizanje
virusnega bremena je bilo pri vecini bolnikov le prehodno, saj so pri 78 % belezili ponoven

porast koncentracije HCV RNK.
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Pomembno je poudariti, da so najvi§je serumske koncentracije FLU pri ¢loveku od Sest do
32-krat nizje od koncentracij FLU v pogojih in vitro (lkeda in sod., 2006; Sabia in sod.,
2001). Podatkov o socasni koncentraciji statinov v serumu in Vv hepatocitih po njihovem

zauzitju do sedaj Se ni bilo objavljenih.

2.6.2 Steatoza in metabolizem lipidov pri bolnikih s kroni¢nim hepatitisom C

Hepatocelularna steatoza pomeni kopicenje lipidnih kapljic, ki jih pretezno sestavljajo
trigliceridi, v jetrnih celicah (Castera in sod., 2005). V splosni populaciji je pojavnost
nealkoholne jetrne steatoze med 10 do 24 %. Njena pojavnost se pomembno zveca pri
bolnikih s kroni¢nim hepatitisom B (od 18 do 27 %) in bolnikih s prekomerno telesno tezo
(od 57,5 do 74 %) (Angulo, 2002; Castera in sod., 2005; Hui in sod., 2002; Hwang in Lee,
2011; Peng in sod., 2008; Rubbia Brandt in sod., 2004; Thomopoulos in sod., 2006).
Raziskave so pokazale, da ima 42 do 73 % bolnikov s CHC jetrno steatozo in da je
pojavnost steatoze pri okuzbi s HCV kar dvainpolkrat pogostejSa od pricakovane

pojavnosti v splosni populaciji.

Na razvoj steatoze pri bolnikih s CHC vplivajo stevilni dejavniki. Pri tistih, ki niso okuZeni
z genotipom HCV 3, se razvije tako imenovana metabolna steatoza. Ta je posledica vpliva
Stevilnih socasnih dejavnikov tveganja, med katerimi so najpomembne;jsi starost bolnikov
nad 40 let, debelost, hiperlipidemija, sladkorna bolezen, uZivanje alkohola in metabolni
sindrom (Hwang in Lee, 2011; Poynard in sod., 2003a; Rubbia Brand in sod., 2000;
Westin in sod., 2002). Pri bolnikih, okuzenih z genotipom HCV 3, pa je steatoza posledica
neposredne poskodbe hepatocitov, Ki najverjetneje nastane zaradi vpletanja virusa v
metabolzem lipidov, kar porusi njihovo hemostazo (Hui in sod., 2002; Kumar in sod.,
2002; Rubbia Brand in sod., 2000). Stevilne klini¢ne raziskave kaZejo, da prisotnost
steatoze pospeSi razvoj fibroze jetrnega tkiva in tako predstavlja neodvisen dejavnik
tveganja za napredovanje jetrnega obolenja (Adinolfi in sod., 2001; Monto in sod., 2002;
Rubbia Brand in sod., 2004; Westin in sod., 2002)

Castera s sod. (2004) je dokazal, da je pri uspesno zdravljenih bolnikih s CHC, okuzenih z
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genotipom HCV 3, prislo do statisti¢no znacilnega zmanj$anja mascobne infiltracije jeter.
IzboljSanje patohistoloskih sprememb jetrnega tkiva po zakljucenem zdravljenju je imelo
kar 91 % ozdravljenih bolnikov, medtem ko je do izboljsanja prislo le pri 19 % bolnikov,
ki SVR niso dosegli. Pri bolnikih, ki so bili okuzeni z ostalimi genotipi HCV, po uspeSnem
zdravljenju niso zaznali pomembnega zmanjsanja jetrne steatoze. Podobne rezultate sta
objavila tudi Poynard s sod. (2003a) in Kumar s sod. (2002).

Virus hepatitisa C je v tesni povezavi z metabolizmom lipidov v telesu preko razlicnih
poti. Sprva imajo pomembno vlogo serumski lipoproteini, saj je vecina virusnih delcev v
serumu vezana na krozece serumske lipoproteine, ki vstopijo v hepatocite preko
nizkoafinitetnih lipoproteinskih receptorjev (Andre in sod., 2002; Schettler in sod., 2001).
Po vstopu virusa v hepatocit je pomnoZzevanje HCV ponovno odvisno od metabolizma
lipidov, saj le-to potrebuje celi¢ni geranilgeranilpirofosfat, ki nastaja pri sintezi holesterola
v hepatocitih (Ye in sod., 2003; Kapadia in Chisari, 2005). Tudi spros¢anje virionov je v
tesni povezavi z gostiteljevimi lipidi, predvsem z apolipoproteinom B, ki je del VLDL
holesterola (Bassendine in sod., 2011; Gastaminza in sod., 2008; Huang in sod., 2007,
Nahmias in sod., 2008).

Klini¢éne raziskave kazejo, da imajo bolniki, kroni¢no okuzeni s HCV, nizje serumske
ravni skupnega holesterola, trigliceridov in LDL holesterola v primerjavi z zdravimi
ljudmi, kar Se dodatno potrjuje vpletenost HCV v metabolizem lipidov (Corey in sod.,
2009; Dai in sod., 2008). Raziskave pa so tudi pokazale, da so visje ravni skupnega
holesterola in LDL holesterola ter nizje ravni trigliceridov in HDL holesterola krvi pred
uvedbo zdravljenja CHC neodvisen napovedni dejavnik za SVR (Gopal in sod., 2006;
Harrison in sod., 2010; Ramcharran in sod., 2010).

2.6.3 Varnost uporabe statinov pri bolnikih s kroni¢nim hepatitisom C

V zadnjih letih je vse ve¢ objav o varni uporabi razli¢nih statinov pri bolnikih s kroni¢no
jetrno boleznijo. Leta 2006 sta dve pomembni svetovni instituciji, Ekspertna skupina za

jetra (angl. Liver Expert Panel) in Nacionalno zdruzenje za varnost statinov (angl.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramcharran%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20690192
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National Lipid Association Statin Safety Task Force) na temelju Stevilnih klini¢nih $tudij
in neodvisnih raziskav ameriskega vladnega urada za zdravila in prehrano (angl. United
States Food and Drug Administration, FDA) objavili priporoc¢ila o varnosti statinov pri
bolnikih s kroni¢no jetrno boleznijo, nealkoholnim steatohepatitisom in nealkoholno
steatozo (Cohen in sod., 2006; McKenney in sod., 2006). Zdravljenje s statini tako ni
kontraindicirano pri bolnikih s kroni¢no jetrno boleznijo, ob predpisovanju statinov pa
svetujejo redno spremljanje testov za oceno delovanja jeter (pred uvedbo statina in 12
tednov po njegovi uvedbi oz. zveCanju odmerka). Po podatkih raziskav je prislo do porasta
ravni ALT nad trikratno zgornjo normalno vrednostjo pri manj kot 1 % bolnikov, ki so
prejemali majhne (20 mg) in srednje (40 mg) velike odmerke statinov ter pri 2 do 3 %
bolnikov, ki so prejemali 80 mg statina dnevno. ZviSanje ravni transaminaz je bilo v veéini
primerov prehodno, v 70 % so se ravni ALT spontano znizale kljub nadaljevanju
zdravljenja s statini. Razlog zviSanja aminotransferaz Se ni povsem pojasnjen (Cohen in

sod., 2006; Law in Rudnicka, 2006; McKenney in sod., 2006).

Leta 2007 je Lewis s sod. (2007) objavil izsledke prospektivne randomizirane raziskave
630 bolnikov s kompenzirano kroni¢no jetrno boleznijo in hiperholesterolemijo, med
katerimi jih je 81 imelo CHC, 38 teh pa je 36 tednov prejemalo pravastatin 80 mg dnevno.
V primerjavi s kontrolno skupino je bila uporaba statina povsem varna, klini¢no
pomembne hepatotoksi¢nosti niso zaznali v nobeni skupini, prav tako med raziskavo ni
prislo do akutnega poslabsanja temeljne jetrne bolezni. Chalasani s sod. (2004) je objavil
raziskavo, v kateri so potrdili varno uporabo statinov (FLU, atorvastatin in simvastatin)
tudi pri bolnikih, ki so imeli Zze pred njihovo uvedbo zviSane ravni aminotransferaz. V
retrospektivni raziskavi o varni uporabi statinov pri bolnikih s CHC je leta 2006 porocal
tudi Krishna s sod. (2006). Pri 174 bolnikih s CHC, ki so prejemali razli¢ne statine zaradi
hiperholesterolemije, ni belezil statistiéno znacilnega zvecanja ravni ALT v primerjavi s
skupino bolnikov s CHC, ki statinov niso prejemali, kot tudi ne v primerjavi s skupino
bolnikov brez okuzbe s HCV, ki so bili zdravljeni s statini. O varni uporabi statinov pri
bolnikih s CHC so porocali tudi drugi raziskovalci (Gibson in Rindone, 2005; Henderson
in sod., 2010).


http://sl.wikipedia.org/wiki/Zdravilo
http://sl.wikipedia.org/wiki/Prehrana
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3 PREISKOVANCI IN METODE
3.1 ZASNOVA RAZISKAVE

V preiskovano skupino smo prospektivno vkljucili predhodno nezdravljene (naivne)
bolnike s CHC genotipov 1 in 3, ki so zaceli zdravljenje v obdobju od septembra 2009 do
februarja 2011. Zadnji bolnik v preiskovani skupini je zakljucil zdravljenje in 24-tedensko
opazovalno obdobje septembra 2012. Vkljuéeni so bili vsi bolniki, ki niso imeli
kontraindikacij za uvedbo zdravljenja CHC in so se strinjali z vkljuéitvijo v raziskavo, kar

so potrdili s podpisano izjavo.

V raziskavo nismo vkljucili bolnikov z naslednjimi kontraindikacijami: dekompenzirana
jetrna ciroza, socasna okuzba s HBV/HIV, kakr$nokoli jetrno obolenje druge etiologije,
levkopenija (3tevilo levkocitov pod 3.000/mm?), trombocitopenija (5tevilo trombocitov pod
75.000/mm?), anemija (raven hemoglobina pod 130 g/l za moske in pod 120 g/l za Zenske),
nenadzorovana depresija, nezdravljena bolezen S$Citnice, nezdravljena avtoimunska
bolezen, kliniéno pomembno sréno-Zilno obolenje, slabo obvladana sladkorna bolezen,

maligno obolenje, predhodno zdravljenje s statini.

Raziskava je potekala v treh centrih za zdravljenje virusnih hepatitisov: na Kliniki za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, na
Oddelku za nalezljive bolezni in vrocinska stanja Univerzitetnega klinicnega centra

Maribor in na Oddelku za infekcijske bolezni in vro¢inska stanja Splosne bolnisnice Celje.

Pri vseh bolnikih smo pred uvedbo zdravljenja dolocili virusno breme s kvantitativnim
testom PCR (COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HCV Test, Roche Diagnostic
Systems), ki ima spodnjo mejo zaznave 30 IU/ml HCV RNK. Mejo med nizko in visoko
plazemsko viremijo smo dolo¢ili pri koncentraciji 400.000 1U/ml HCV RNK. Dolo¢ili smo

tudi genotip HCV z metodo reverzne hibridizacije.

v w

Kastelic, 2009) in hkrati za namen raziskave opravili naslednje laboratorijske preiskave:

e hemogram (raven levkocitov, hemoglobina in trombocitov),
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e teste jetrne funkcije: ALT, aspartat transaminazo (AST), gama-glutamil
transferazo (GGT),

e krvni sladkor,
e lipidogram (skupni holesterol, trigliceridi, LDL holesterol, HDL holesterol).

Vsak bolnik je imel pred uvedbo zdravljenja opravljeno ultrazvocno preiskavo jeter. Pri
veéini bolnikov smo nato izvedli tudi jetrno biopsijo. Le-te nismo opravili pri bolnikih z
naslednjimi kontraindikacijami: motnje strjevanja krvi, jetrni hemangiomi, alergiji na
lokalni anestetik, v primeru odklonitve posega. Patohistoloske preglede jetrnega tkiva so
opravljali na InStitutu za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani in na
Oddelku za patologijo Univerzitetnega klinicnega centra Maribor, kjer so ocenjevali
gradus nekroinflamatorne aktivnosti (od 0 do 18) in stadij spremenjene zgradbe jeter (od 0
do 4) na podlagi protokola patohistoloske diagnoze kroni¢nega hepatitisa po lestvici
METAVIR in delez jetrne steatoze (Bedossa in Poynard, 1996).

Za zdravljene CHC so preiskovanci prejemali PEG IFNa-2a v odmerku 180 pg (Pegasys®)
ali PEG IFNa-2b v odmerku 1,5 pg/kg telesne teze (PegIntron®) enkrat tedensko v obliki
podkoznih injekcij in dvakrat dnevno tablete RBV v odmerku 15 mg/kg telesne teZe na dan
(Rebetol®, Copegus®™). Bolniki v preiskovani skupini so ob tem dodatno prejemali e FLU
80 mg dnevno (Lescol XL®).

Bolniki v kontrolni skupini so bili zdravljenji s kombinacijo PEG IFNa-2a v odmerku 180
ng (Pegasys®) ali PEG IFNa-2b v odmerku 1,5 pg/kg telesne teze (PegIntr0n®) enkrat
tedensko v obliki podkoznih injekcij in RBV v odmerku 15 mg/kg telesne teze (Rebetol”,

Copegus®) v peroralni obliki vsakodnevno.

Tako preiskovance kot bolnike v kontrolni skupini smo zdravili v skladu s slovenskimi

v v

2009).

Ucinek uvedenega zdravljenja smo spremljali z dolo¢anjem HCV RNK stiri tedne (RVR)
in 12 tednov (EVR) po uvedbi zdravljenja in ob njegovem zakljucku (ETR). Dokon¢na
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ocena uspesnosti je sledila 24 tednov po zakljucku zdravljenja; v primeru aviremije je

bolnik dosegel trajni viroloski odziv (SVR).

Bolniki so imeli predvidene redne kontrolne preglede prva dva meseca vsakih 14 dni, nato
mesecno (pogosteje v primeru huje izrazenih stranskih uc¢inkov), ob koncu zdravljenja ter
12 in 24 tednov po njegovem zakljucku. Zaradi moznosti pojava miopatije kot stranskega
ucinka statina smo opravljali redne preiskave ravni serumske kreatinske kinaze (CK).
Bolnikom v preiskovani skupini smo FLU ukinili, ¢e je med zdravljenjem prislo do
zvisanja ravni aminotranferaz nad petkratno vrednost zgornje referenéne meje ali v
primeru trikratnega porasta bolnikove izhodis¢ne ravni ter, ¢e je raven CK porasla nad

petkratno vrednost zgornje referen¢ne meje.

Laboratorijske preiskave krvi smo opravljali v biokemi¢nih laboratorijih Univerzitetnega
kliniénega centra Ljubljana, Univerzitetnega klinicnega centra Maribor in Splosne
bolnisnice Celje. Mikrobiolosko diagnostiko so izvedli v Laboratoriju za molekularno
mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisov in aidsa InStituta za mikrobiologijo in

imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.

3.2  STATISTICNA ANALIZA

Pred pric¢etkom raziskave smo izracunali velikost vzorca (stopnja znacilnosti o=5 % in mo¢
testa 1-p=80 %) za ugotavljanje razlike v ucinkovitosti zdravljenja med preiskovano in
kontrolno skupino (MedCalc statistical software version 10.0.2.0; o=0,05, p=0,20).

Izracun je pokazal, da za raziskavo potrebujemo v vsaki skupini najmanj 70 bolnikov.

Glede na zasnovo raziskave, ki je vkljuCevala prospektivno preiskovano skupino in
histori¢no kontrolno skupino, smo statistino analizirali le tiste bolnike, ki so zakljucili
zdravljenje in 24 tedensko opazovalno obdobje po njegovem zaklju¢ku. Najprej smo
preverili ujemanje preiskovane in kontrolne skupine v najpomembnejsih gostiteljevih in
virusnih dejavnikih, ki vplivajo na SVR. V ta namen smo uporabili Mantel-Haenszelov test
za primerjave 2 X 2 X 2 ter test razmerja verjetij za obe skupini po posameznem

opredeljenem stratumu za kategori¢ne spremenljivke ter za zvezne spremenljivke Kruskal-
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Wallisov test (za obe skupini glede na genotip in vrsto zdravljenja) ali t-test/Mann-

Whitneyev U test za obe skupini po stratumu.

Rezultate smo prikazali kot srednje vrednosti spremenljivk + standardni odklon (SD) ali
kot deleze posameznih spremenljivk. Mejo statisticne znacilnosti med preiskovanima
skupinama smo postavili pri p<0,05. Povezanost med spremenljivkami smo izrazili z

razmerjem obetov (angl. odds ratio, OR).

Statisti¢na anliza je bila opravljena s programsko opremo PASW 18 (SPSS Inc., Chicago,

Illinois, Zdruzene drzave Amerike).

3.3  MNENJE KOMISIJE REPUBLIKE SLOVENNE ZA MEDICINSKO ETIKO

Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko v skladu z
upostevanjem pravila dobre klini¢ne prakse (ICH/GCP) in vse zadevne zakonske predpise,

ki veljajo v Republiki Sloveniji.
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4 REZULTATI

4.1  OSNOVNE ZNACILNOSTI BOLNIKOV V PREISKOVANI IN KONTROLNI
SKUPINI

V raziskavo smo vkljucili skupno 179 predhodno $e nezdravljenih (naivnih) bolnikov s
CHC, okuZenih z genotipom 1 ali genotipom 3. V preiskovano skupino je bilo vklju¢enih
81 bolnikov, ki so poleg SOC prejemali tudi FLU v odmerku 80 mg dnevno ves cas
zdravljenja. V kontrolno skupino smo vkljucili 98 naivnih bolnikov s CHC, okuzenih z
genotipom 1 ali genotipom 3, ki so bili zdravljeni le s SOC v skladu z istimi nacionalnimi

smernicami kot smo zdravili preiskovance.

Iz preiskave smo izkljucili vse tiste preiskovance, ki niso zakljucili zdravljenja in 24-
tedenskega opazovalnega obdobja, saj so ta kriterij vkljuevale tudi vse histori¢ne

kontrole.

Iz preiskovane skupine je bilo med samim zdravljenjem izkljucenih 11 bolnikov. Vzroki za

predcasno prekinitev zdravljenja so bili naslednji:

samovoljno prenehanje zdravljenja (Sest preiskovancev),

- ogrozujoce nenormalnosti v laboratorijskih preiskavah (en preiskovanec),

jetrna dekompenzacija med zdravljenjem (ena preiskovanka) in

pojav stranskih u¢inkov zdravljenja (trije preiskovanci).

Iz raziskave smo izkljucili tudi Sest preiskovancev po zaklju¢enem zdravljenju, saj niso
koncali 24-tedenskega opazovalnega obdobja in zato nismo mogli opredeliti u¢inkovitosti

zdravljenja.

Na sliki 6 je prikazan natancnejSi potek raziskave in vzroki za izkljucitev bolnikov iz

raziskave.
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179 vkljucenih bolnikov

98 kontrol,
zdravljenih le s SOC:
vsi zakljucili zdravljenje in

24-tedensko opazovalno
obdobje

81 preiskovancev,

zdravljenih s SOC in FLU

Predc¢asno zakljuéili zdravljenje:

6 preiskovancev: samovoljno prenehali
zdravljenje

1 preiskovanka: jetrna dekompenzacija
ob zdravljenju

3 preiskovanci: stranski uéinki
zdravljenja

1 preiskovanec: nenormalnosti v
laboratorijski izvidih

6 preiskovancev: ni zakljucilo
opazovalnega obdobja

64 preiskovancev,

zakljucilo zdravljenje in 24-
tedensko opazovalno
obdobje

SOC: standardna kombinacija zdravljenja; FLU: fluvastatin

Slika 6: Prikaz poteka raziskave.

Figure 6: Trial profile.
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4.1.1 Osnovne znacilnosti bolnikov v preiskovani skupini

Med 64 preiskovanci s CHC, ki so prejemali dodatno FLU, jih je bilo 26 (41 %) okuzenih
z genotipom 1 in 38 (59 %) z genotipom 3. Skupno je bilo vklju€enih 45 (70 %) moskih in
19 (30 %) zensk. Povpre¢na starost v preiskovani skupini je bila 33,8 let. Najmlajsi je bil
star 22 let in najstarejsi 54 let (slika 7).
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Slika 7: Preiskovanci razdeljeni v starostne razrede in glede na genotip virusa hepatitisa C.

Figure 7: The fluvastatin group according to age groups and hepatitis C virus genotype.

Najve¢ preiskovancev (83 %) je kot nadin okuzbe navajalo intravensko uzivanje
nedovoljenih drog, drugi najpogostejsi nacin okuzbe je bilo prejetje transfuzije krvi ali
krvnih pripravkov (6 %), njuhanje drog kot dejavnik tveganja za okuzbo je navajalo 5 %
preiskovancev. Pri 6 % preiskovancev je nacin okuzbe s HCV ostal nepojasnjen. Nih¢e od

bolnikov ni navajal drugih moznih dejavnikov tveganja za okuzbo (slika 8).
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IVDU: intravenski uzivalci nedovoljenih drog (angl. intravenous drug users)
Slika 8: Preiskovanci razdeljeni glede na dejavnike tveganja za okuzbo z virusom hepatitisa C.

Figure 8: The fluvastatin group according to routs of hepatitis C virus transmission.

Pred uvedbo zdravljenja je 88 % preiskovancev imelo zvisane ravni ALT, 77 % zviSane
ravni AST in 40 % zvisane ravni GGT. Med preiskovanci z zviSanimi ravni ALT je bila
najvi§ja vrednost 6,74 pkat/l, kar predstavlja devetkratno zviSanje nad zgornjo referen¢no

mejo.

Vecina preiskovancev (61 %) je imela pred uvedbo zdravljenja normalen BMI (od 18,5 do
25), 34 % jih je imelo prekomerno telesno tezo (BMI od vkljuéno 25 do 30), manjsi delez
(5 %) pa je imel BMI nad 30 (obmocje debelosti).

Pri bolnikih smo pred uvedbo zdravljenja dolocili vrednosti lipidov v krvi. V normalnem
obmocju je imelo holesterol 42 % preiskovancev (od 4 do 5,2 mmol/l), LDL holesterol 56
% preiskovancev (od 2 do 3,5 mmol/l), HDL holesterol 30 % preiskovancev (od 1,4 do 2,8
mmol/l) in trigliceride 81 % preiskovancev (do 1,7 mmol/l). Natan¢nejSa opredelitev

lipidograma pred uvedbo zdravljenja je prikazana v preglednici 1.
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Preglednica 1: Lipidogram preiskovancev pred uvedbo zdravljenja kroni¢nega hepatitisa C glede na genotip.

Table 1: The fluvastatin group baseline lipid levels according to genotype.

LIPIDOGRAM Vsi bolniki Genotip 1 Genotip 3
pred uvedbo zdravljenja N=64 N=26 N=38

n (%) n (%) n (%)
Holesterol (mmol/l)
<4 24 (38) 6 (23) 18 (47)
4-52 27 (42) 15 (58) 12 (32)
>52 11 (17) 5 (19) 6 (16)
Manjkajo¢ podatek 2(3) 0 2 (6)

LDL holesterol (mmol/l)

<2 15 (23) 3(12) 12 (31)
2-35 36 (56) 16 (62) 20 (53)
>35 8 (13) 4 (14) 4 (10)
Manjkajo¢ podatek 5(8) 3(12) 2 (6)

HDL holesterol (mmol/l)

<1,4 34 (53) 12 (46) 22 (58)
14-28 25 (39) 11 (42) 14 (37)
>2.8 0 0 0
Manjkajo¢ podatek 5(8) 3(12) 2 (5)

Trigliceridi (mmol/l)

dol7 52 (81) 21 (81) 31 (82)
>1,7 10 (16) 5(19) 5(13)
Manjkajo¢ podatek 23) 0 2 (5)

Odebeljene in podértane so normalne referenéne vrednosti. LDL holesterol: lipoprotein nizke gostote; HDL

holesterol: lipoprotein visoke gostote;

Vsi preiskovanci so imeli pred uvedbo zdravljenja prisotno plazemsko viremijo HCV
RNK, od tega jih je 27 % imelo nizko izhodis¢no viremijo (HCV RNK <400 000 IU/ml).
Visoka plazemska viremija je bila v razponu od najmanj 438.726 IU/ml do najvec
19.063.006 1U/ml. Povprecno virusno breme je bilo 2.879.793 1U/m.
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Pred uvedbo zdravljenja je bila pri 57 (89 %) preiskovancih opravljena jetrna biopsija. Pri
11 % preiskovancev zaradi kontraindikacij biopsija ni bila opravljena. Vecina
preiskovancev (72 %) je imela v jetrnem vzorcu le blage nekroinflamatorne spremembe
(gradus od 4 do 8), 9 % bolnikov je imela zmerne vnetne spremembe (gradus od 9 do 12),
8 % le minimalne vnetne spremembe (gradus od 0 do 3), nihée od bolnikov ni imel hudih

vnetnih sprememb (gradus nad 12).

Vegji del preiskovancev (55 %) je imelo le minimalno izrazene fibrozne spremembe (stadij
0 do 1), 30 % bolnikov je imelo periportalno fibrozo (stadij 2), pri 3 % je bila Ze razvita
nestabilna ciroza (stadij 3) in le en bolnik je imel razvito cirozo jeter (stadij 4) (slika 9).
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Slika 9: Razdelitev preiskovancev glede na stadij jetrne fibroze in genotip virusa hepatitisa C.

Figure 9: The fluvastatin group according to fibrosis stage and genotype hepatitis C virus.

S patohistoloskim pregledom jetrnega tkiva smo dolocili tudi stopnjo jetrne steatoze. Pri 41
(64 %) preiskovancih je bila mas¢obna degeneracija minimalna (pod 5 % jetrnega

parenhima), 16 (25 %) pa jih je imelo obseznejse spremembe.

Osnovne znacilnosti preiskovancev, razdeljene glede na vrsto genotipa HCV, so

predstavljene v preglednicah 2 in 3.
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Preglednica 2: Osnovne znacilnosti preiskovancev (v delezih) pred uvedbo zdravljenja glede na genotip

virusa hepatitisa C.

Figure 2: Baseline patients characteristics (percentage) in the fluvastatin group according to hepatitis C virus

genotype.

OSNOVNE ZNACILNOSTI GENOTIP 1 GENOTIP 3
PREISKOVANCEV N=26 N=38

n (%) n (%)
Spol
moski 19 (73) 26 (68)
zenske 7(27) 12 (32)
Starost (leta)
<40 21 (81) 35(92)
>40 5(19) 3(8)
Dejavniki tveganja
Intravensko uzivanje drog 17 (65) 36 (94)
Transfuzija 3(12) 13
Drugo ali neznano 6 (23) 1(3)
BMI (kg/m?)
<30 24 (92) 36 (95)
>30 2(8) 2(5)
HCV RNK (1U/mL)
<400.000 6 (23) 11 (29)
>400.000 20 (77) 27 (71)
Stadij fibroze (METAVIR)
0-1 15 (57) 20 (52)
2 5 (19) 14 (37)
3-4 3(12) 0(0)
Manjkajoc¢i podatki 3(12) 4(11)
Steatoza
<5% 18 (69) 23 (60)
>5% 5(19) 11 (29)
Manjkajoci podatki 3(12) 4(11)

BMI: indeks telesne mase; HCV RNK: ribonukleinska kislina virusa hepatitisa C
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Preglednica 3: Osnovne znacilnosti preiskovancev (povpreéje, mediana, standardni odklon) pred uvedbo

zdravljenja glede na genotip virusa hepatitisa C.

Table 3: Baseline patients characteristics (average, median, standard deviation) in the fluvastatin group

according to hepatitis C virus genotype.

OSNOVNE ZNACILNOSTI GENOTIP 1 GENOTIP 3
PREISKOVANCEV N=26 N=38

X (M; SD) X (M; SD)
Starost (leta) 35,2 (32;9) 32,8 (33; 4,9)
Glukoza na tes¢e (mmol/L) 53(5;2,1) 5 (5; 0,6)
BMI (kg/m?) 25,1 (24; 3,5) 25 (25; 3,7)
Jetrni testi (ukat/l)
ALT 1,7(1,3; 1,6) 1,7(1,4;1,2)
AST 1(0,8;0,7) 1,1(0,9; 0,6)
GGT 1(0,9; 1) 1(0,6; 0,9)
Lipidogram (mmol/L)
Holesterol 4,5(4,4;0,9) 42(3,9;1,1)
Trigliceridi 1,2 (1,15; 0,6) 1,2(1,1;0,8)
HDL holesterol 1,4 (1,3;0,3) 1,3(1,2;0,4)
LDL holesterol 2,7(2,7,0,7) 2,3(2,2;0,9)
HCV RNK (1U/ml) 2.516.901 3.128.088

(999.649; 2.960.260)

(1.637.472; 4.470.246)

X: povpreéje; M: mediana; SD: standardni odklon; BMI: indeks telesne mase; ALT: alanin transaminaza;

AST: aspartat transaminaza; GGT: gama-glutamil transferaza; HDL: lipoprotein visoke gostote; LDL

holesterol: lipoprotein nizke gostote ; HCV-RNK: ribonukleinska kislina virusa hepatitisa C
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4.1.2 Osnovne znacilnosti bolnikov v kontrolni skupini

V kontrolno skupino smo vkljucili 98 naivnih bolnikov, ki so bili zdravljeni v skladu z

istimi nacionalnimi smernicami za zdravljenje hepatitisa C, na temelju katerih smo zdravili

fwtw

Med 98 bolniki je bilo 59 (60 %) moskih in 39 (40 %) zensk s povprecno starostjo 35,9 let
(od 20 do 65 let). Vecina bolnikov (73 %) je bila starih 40 let ali manj. Okuzbo z
genotipom 1 je imelo 45 (46 %) bolnikov, 53 (64 %) pa okuzbo z genotipom 3.

Najpogostejsi na¢in okuzbe je bil prenos pri intravenskem uzivanju drog (72 %), ostali
vzroki so bili redkejsi. Bolniki so v 10 % navajali prejetje transfuzije ali krvnih pripravkov,
en (1 %) bolnik je imel opravljeno neprofesionalno tetovazo, kar v 16 % pa je bil vzrok
okuzbe nejasen. Nih¢e ni navajal med dejavniki tveganja njuhanje drog, incidenta na

delovnem mestu ali spolnega odnosa z okuzeno osebo.

Vecina bolnikov (58 %) je imela normalen BMI (od 18,5 do 25), ena (1 %) bolnica je bila
podhranjena (BMI 16), kar 36 % so bili prekomerno prehranjeni (BMI od vklju¢no 25 do
30), manjsi delez bolnikov (4 %) je imelo BMI nad 30 (obmocje debelosti).

Pri 85 % bolnikov smo belezili zvisane ravni ALT nad zgornjo referenc¢no mejo, 68 %
bolnikov je imelo zvisane ravni AST in 34 % zvisane ravni GGT. Med bolniki z zvisanimi
ravhmi ALT je bila najvisja vrednost 7,63 pkat/l, kar predstavlja desetkratno zvisanje nad

zgornjo referen¢no mejo.

Pri bolnikih smo pred uvedbo zdravljenja dolocili vrednosti lipidov v krvi, vendar pri
posameznih frakcijah lipidograma podatki niso bili na voljo kar v 36 %. Od pridobljenih
podatkov je 52 % bolnikov imelo holesterol v normalnem obmocju (od 4 do 5,2 mmol/l),
62 % v normalnem obmocju LDL holesterol (od 2 do 3,5 mmol/l), 49 % v normalnem
obmocju HDL holesterol (od 1,4 do 2,8 mmol/l) in 78 % normalne ravni trigliceridov (do
1,7 mmol/l).

Pred uvedbo zdravljenja so vsi bolniki imeli prisotno plazemsko viremijo HCV, od tega jih
je 45 (46 %) imelo nizko izhodis¢no viremijo (HCV RNK <400 000 IU/ml). Pri 54 %
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bolnikov smo belezili HCV RNK >400 000 IU/ml. Povpre¢no virusno breme histori¢nih
kontrol je bilo 1.863.612 1U/m.

Pri 85 % bolnikih je bila pred uvedbo zdravljenja opravljena jetrna biopsija; zaradi
kontraindikacij le-ta ni bila opravljena pri 15 %. Vecina bolnikov (83 %) je imela v vzorcih
jeter prisotne blage nekroinflamatorne spremembe (gradus 8 ali manj), eden (1 %) od
bolnikov je imel prisotne zmerne spremembe, nihce pa ni imel hudih nekroinflamatornih

sprememb (gradus nad 12).

Minimalno izraZene fibrozne spremembe je imelo 48 % bolnikov (stadij 0 do 1), 24 % jih
je imelo periportalno fibrozo (stadij 2), pri 9 % je bila Ze razvita nestabilna ciroza (stadij
3), dva (2 %) bolnika sta imela razvito cirozo jeter (stadij 4).

Osnovne znacilnosti histori¢nih kontrol so prikazane v preglednicah 4 in 5.
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Preglednica 4: Osnovne znadilnosti bolnikov v kontrolni skupini (v delezih) pred uvedbo zdravljenja glede na

genotip virusa hepatitisa C.

Table 4: Baseline patients characteristics in the control group (percentage) according to hepatitis C virus

genotype.

OSNOVNE ZNACILNOSTI GENOTIP 1 GENOTIP 3
KONTROL N=45 N=53

n (%) n (%)
Spol
Moski 26 (58) 33(62)
Zenske 19 (42) 20 (38)
Starost (leta)
<40 27 (60) 45 (85)
>40 18 (40) 8 (15)
Dejavniki tveganja
Intravensko uzivanje drog 25 (56) 46 (87)
Transfuzija 8 (18) 2(4)
Ostalo ali neznano 12 (27) 5(9)
BMI (kg/m?)
<30 42 (93) 52 (98)
>30 3(7) 1(2)
HCV RNK (1U/mL)
<400.000 23 (51) 22 (42)
>400.000 22 (49) 31 (58)
Stadij fibroze (METAVIR)
0-1 19 (42) 29 (55)
2 10 (22) 14 (26)
3-4 8 (18) 3(6)
Manjkajoci podatki 8 (18) 7(13)
Steatoza
<5% 29 (64) 35 (66)
>5% 8 (18) 11 (21)
Manjkajoc¢i podatki 2 (18) 7 (13)

BMI: indeks telesne mase; HCV RNK: ribonukleinska kislina virusa hepatitisa C ; ALT: alanin
transaminaza; AST: aspartat transaminaza; GGT: gama-glutamil transferaza; HDL holesterol: lipoprotein

visoke gostote; LDL holesterol: lipoprotein nizke gostote
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Preglednica 5: Osnovne znaéilnosti bolnikov v kontrolni skupini (povpreéje, mediana, standardni odklon)

Table 5: Baseline patients characteristics in the control group (average, median, standard deviation)

pred uvedbo zdravljenja glede na genotip virusa hepatitisa C.

according to hepatitis C virus genotype.

OSNOVNE ZNACILNOSTI GENOTIP 1 GENOTIP 3
KONTROL N=45 N=53

X (M; SD) X (M; SD)
Starost (leta) 39,6 (35; 11,2) 32,8 (32;7,9)
Glukoza na teS¢e (mmol/L) 5(4,9; 0,5) 4,9 (4,9; 0,6)
BMI (kg/m?) 24,7 (24; 3,6) 23,8 (23; 3,3)
Jetrni testi (ukat/l)
ALT 1,6 (0,9; 1,5) 1,8(1,5;1,4)
AST 1(0,7;0,9) 1(0,9; 0,6)
GGT 0,9 (0,6; 0,8) 0,8 (0,6; 1,2)
Lipidogram (mmol/L)
Holesterol 4,7 (4,8;0,9) 4,2 (4,3;0,9)
Trigliceridi 1,3(1,2;0,4) 1,4 (1,2;0,9)
HDL holesterol 1,5(1,4;0,5) 1,3(1,2;0,3)
LDL holesterol 2,5(2,5;0,9) 2,3(2,2;0,7)
HCV RNK (1U/ml) 2.171.874 1.601.880

(397.632; 4.447.768)

(476.512; 2.720.844)

X: povprecje; M: mediana; SD: standardni odklon; BMI: indeks telesne mase; ALT: alanin transaminaza;

AST: aspartat transaminaza; GGT: gama-glutamil transferaza; HDL: lipoprotein visoke gostote; LDL

holesterol: lipoprotein nizke gostote ; HCV RNK: ribonukleinska kislina virusa hepatitisa C
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4.1.3 Razlike v osnovnih znacilnostih med preiskovano in kontrolno skupino

Glede na zasnovo raziskave, ki je vkljucevala prospektivnho preiskovano skupino in
histori¢no kontrolno skupino, smo najprej opravili bivariatno analizo tistih osnovnih
znaCilnostih, ki predstavljajo najpomembnejSe napovedne dejavnike uspeSnosti

zdravljenja.

Bolnike smo primerjali glede na vrsto genotipa HCV, starost (<40 let vs. >40 let), nizko vs.
visoko plazemsko viremijo (<400.000 vs. >400.000 IU/ml), nizek vs. visok BMI (<30 vs.
>30), stadij jetrne fibroze ter izhodis¢ne ravni LDL holesterola in trigliceridov. Med obema
skupinama ni bilo statisticno znaCilne razlike glede vrste genotipa HCV, starosti, BMI,
stadija jetrne fibroze in izhodis¢na ravni LDL holesterola in trigliceridov. Ugotovili smo
statisti¢no znacilno razliko v koncentraciji virusnega bremena kot tudi v delezih bolnikov z
visoko in nizko plazemsko viremijo. V preiskovani skupini je bilo prisotno statisti¢no
znacilno visje virusno breme kot v kontrolni skupini (p=0,023). V preiskovani skupini je
bilo statisti¢no znacilno (p=0,01) ve¢ bolnikov (73 %) z visoko plazemsko viremijo (HCV
RNK >400.000 IU/ml) kot med kontrolami (54 %).

4.2 VIROLOSKI ODZIV NA ZDRAVLJENJE KRONICNEGA HEPATITISA C

4.2.1 Viroloski odzivi bolnikov v preiskovani in kontrolni skupini in primerjava med

skupinama

Ne glede na genotip HCV, je SVR doseglo 89 % bolnikov v preiskovani skupini in 79,6 %
v kontrolni skupini (p=0,12).

V preiskovani skupini so bolniki z genotipom 1 dosegli RVR v 35 %, EVR v 92 % in ETR
v 85 %, medtem ko so v kontrolni skupini dosegli RVR v 42 %, EVR v 93 % in ETR v
87%. Bolniki z genotipom 3 so v preiskovani skupini dosegli RVR v 89 %, EVR v 100 %
in ETR v 100 %, medtem ko so v kontrolni skupini dosegli RVR v 92 %, EVR v 100 % in
ETR v 98%. Viroloski odzivi med posameznimi obdobji zdravljenja se med obema

skupinama niso statisti¢no znacilno razlikovali (slika 10).



43

Seli¢ Kurin¢i¢ T. Vpliv fluvastatina na u¢inkovitost zdravljenja kroni¢nega hepatitisa C s pegiliranim interferonom a in ribavirinom.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Enainosemdeset odstotkov preiskovancev in 64 % kontrol z genotipom 1 je doseglo SVR.
Bolniki z genotipom 3 so v preiskovani skupini dosegli SVR v 95 % in v 92 % v kontrolni
skupini. Med obema skupinama ni bilo statisticno znacilne razlike med viroloSkim

odzivom po zaklju¢enem zdravljenju in opazovalnem obdobju (SVR).

GENOTIP HCV 1

p=0.781 p=0.812

p=0.138

BOLNIKI (%)

RVR EVR ETR SVR

B SKUPINA FLUVASTATIN W KONTROLNA SKUPINA

GENOTIP HCV 3

p=0.623 p=0.297 p=0.297 p=0.661

[ [

BOLNIKI (26)

EVR ETR SVR

HSKUPIMNA FLUVASTATIN - W KONTROLNA SKUPINA

Slika 10: Primerjava viroloskih odzivov na zdravljenje med preiskovano (fluvastatin) in kontrolno skupino
glede na genotip virusa hepatitisa C.

Figure 10: Comparison of virological response rates to treatment between the fluvastatin group and
the control group according to hepatitis C virus genotype.
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Preiskovanci z genotipom 1 in nizko izhodis¢no plazemsko viremijo (HCV RNK <400.000
IU/ml) so v preiskovani skupini dosegli RVR v 67 %, EVR v 100 % in ETR v 100 %,
medtem ko so v kontrolni skupini z nizko viremijo dosegli RVR v 65 %, EVR v 91 % in

ETR v 91 % (preglednica 6). Med obema skupinama ni bilo statisti¢cno znacilne razlike v

viroloskih odzivih med zdravljenjem.

V tej preiskovani skupini smo belezili SVR v 100 %, medtem ko so bolniki iz kontrolne

skupine z nizko viremijo dosegli SVR v 87 %. Razlika med skupinama ni bila statisti¢no
znacilna (p=0,224).

Preglednica 6: Viroloski odzivi pri preiskovancih in kontrolah z genotipom 1 in nizko izhodis¢no plazemsko

viremijo (HCV RNK <400.000 IU/ml).

Table 6: Virological response rates in patients and controls with genotype 1 and low baseline viral load
(HCV RNA <400,000 1U/ml).

HCV RNK <400.000 1U/ml

Preiskovana skupina Kontrolna skupina p-vrednost
N=6 N=23
n (%) n (%)
RVR Da 4 (67) 15 (65)
Ne 2 (33) 8 (35) 0,947
Skupno 6 (100) 23 (100)
EVR CEVR 6 (100) 21 (91)
PEVR 0 (0) 1(4.5) 0,617
Ne 0 (0) 1(4.5)
Skupno 6 (100) 23 (100)
ETR Da 6 (100) 21 (91)
Ne 0 (0) 2(9) 0,326
Skupno 6 (100) 23(100)
SVR Da 6 (100) 20 (87)
Ne 0(0) 3(13) 0,224
Skupno 6 (100) 23 (100)

RVR: hitri viroloski odziv; EVR: zgodnji viroloski odziv; cEVR: popolni zgodnji viroloski odziv; pEVR:

delni zgodnji viroloski odziv; ETR: viroloski odziv ob zaklju¢ku zdravljenja; SVR: trajni viroloski odziv
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Preiskovanci z genotipom 1 in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo (HCV RNK
>400.000 IU/ml) so dosegli RVR v 25 %, EVR v 89,5 % in ETR v 80 %, medtem ko so v
kontrolni skupini z visoko viremijo dosegli RVR v 18 %, EVR v 91 % in ETR v 82 %
(preglednica 7). Med obema skupinama ni bilo statisticno znaéilne razlike v viroloSkih
odzivih med posameznimi obdobji zdravljenja. Pri 75 % preiskovancev z genotipom 1 in
visoko plazemsko viremijo smo belezili SVR, medtem ko so v kontrolni skupini dosegli

SVR le v 41 %, kar predstavlja statisti¢no znacilno razliko (p=0,024).

Preglednica 7: Viroloski odzivi pri preiskovancih in kontrolah z genotipom 1 in visoko izhodis¢no plazemsko
viremijo (HCV RNK >400.000 IU/ml).

Table 7: Virological response rates in patients and controls with genotype 1 and high baseline viral load
(HCV RNK >400,000 IU/ml).

HCV RNK >400.000 1U/ml

Preiskovana skupina Kontrolna skupina p-vrednost

N=20 N=22
n (%) n (%)
RVR Da 5 (25) 4 (18)
Ne 15 (75) 18 (82) 0,591
Skupno 20 (100) 22 (100)
EVR CcEVR 15 (79) 15 (68)
pEVR 2 (10.5) 5 (23) 0,574
Ne 2 (10.5) 2(9)
Skupno 20 (100) 22 (100)
ETR Da 16 (80) 18 (82)
Ne 4 (20) 4 (18) 0,881
Skupno 20 (100) 22 (100)
SVR Da 15 (75) 9 (41)
Ne 5 (25) 13 (59) 0,024
Skupno 20 (100) 22 (100)

RVR: hitri viroloski odziv; EVR: zgodnji viroloski odziv; cEVR: popolni zgodnji viroloski odziv; pEVR:

delni zgodnji viroloski odziv; ETR: viroloski odziv ob zakljucku zdravljenja; SVR: trajni viroloski odziv
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Preiskovanci z genotipom 3 in nizko izhodis¢no plazemsko viremijo (HCV RNK <400.000
IU/ml) so dosegli RVR v 100 %, EVR v 100 % in ETR v 100 %, medtem ko so v kontrolni
skupini z nizko viremijo dosegli RVR v 91 %, EVR 100 % in ETR v 95 % (preglednica 8).
Med obema skupinama ni bilo statisticno znaéilne razlike v viroloskih odzivih v
posameznih obdobjih med zdravljenjem. Pri vseh bolnikih v preiskovani skupini smo
belezili SVR, medtem ko so bolniki v kontrolni skupini dosegli SVR v 95 %. Razlika med

skupinama ni bila statisti¢no znacilna (p=0,363).

Preglednica 8: Viroloski odziv pri preiskovancih in kontrolah z genotipom 3 in nizko izhodis¢no plazemsko
viremijo (HCV RNK <400.000 IU/ml).

Table 8: Virological response rates in patients and controls with genotype 3 and low baseline viral load
(HCV RNK <400,000 1U/ml).

HCV RNK <400.000 1U/ml

Preiskovana skupina  Kontrolna skupina p-vrednost
N=11 N=22
n (%) n (%)
RVR Da 11 (100) 20 (91)
Ne 0 (0) 2(9) 0,194
Skupno 11 (100) 22 (100)
EVR CcEVR 11 (100) 21 (96)
PEVR 0(0) 1(4) 0,363
Ne 0(0) 0(0)
Skupno 11 (100) 22 (100)
ETR Da 11 (100) 21 (95)
Ne 0 (0) 1(5) 0,363
Skupno 11 (100) 22 (100)
SVR Da 11 (100) 21 (95)
Ne 0(0) 1(5) 0,363
Skupno 11 (100) 22 (100)

RVR: hitri viroloski odziv; EVR: zgodnji viroloski odziv; cEVR: popolni zgodnji viroloski odziv; pEVR:

delni zgodnji viroloski odziv; ETR: viroloski odziv ob zaklju¢ku zdravljenja; SVR: trajni viroloski odziv
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Preiskovanci z genotipom 3 in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo (HCV RNK
>400.000 IU/ml) so dosegli RVR v 85 %, EVR v 100 % in ETR v 100 %, medtem ko so v
kontrolni skupini z visoko viremijo dosegli RVR v 94 %, EVR 100 % in ETR v 100 %
(preglednica 9). Med obema skupinama ni bilo statisticno znacilne razlike v viroloSkih
odzivih med posameznimi obdobji zdravljenja. Pri 93 % preiskovancih z genotipom 3 in
visoko plazemsko viremijo smo belezili SVR, medtem ko so v kontrolni skupini dosegli

SVR v 90 %. Razlika ni bila statisti¢no znacilna (p=0,758).

Preglednica 9: Viroloski odzivi pri preiskovancih in kontrolah z genotipom 3 in visoko izhodis¢no plazemsko
viremijo (HCV RNK >400.000 IU/ml).

Table 9: Virological response rates in patients and controls with genotype 3 and high baseline viral load
(HCV RNK >400,000 TU/ml).

HCV RNK >400.000 1U/ml

Preiskovana skupina Kontrolna skupina p-vrednost

N=27 N=31

n (%) n (%)

RVR Da 23 (85) 29 (94)
Ne 4 (15) 2 (6) 0.295

Skupno 27 (100) 31 (100)

EVR CcEVR 27 (100) 31 (100)
pEVR 0(0) 0(0) NR

Ne 0(0) 0(0)

Skupno 27 (100) 31 (100)

ETR Da 27 (100) 31 (100)
Ne 0 (0) 0 (0) NR

Skupno 27 (100% 31 (100)

SVR Da 25 (93) 28 (90)
Ne 2(7) 3(10) 0.758

Skupno 27 (100) 31 (100)

RVR: hitri viroloski odziv; EVR: zgodnji viroloski odziv; cEVR: popolni zgodnji viroloski odziv; pEVR:
delni zgodnji viroloski odziv; ETR: viroloski odziv ob zakljucku zdravljenja; SVR: trajni viroloski odziv ;
NR: ni razlike
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4.2.2 Dejavniki, ki vplivajo na trajni viroloski odziv

Pri logisti¢ni regresiji smo najprej opravili bivariatno analizo dejavnikov, ki vplivajo na
uspesnost zdravljenja, na temelju katerih lahko razlikujemo bolnike, ki bodo dosegel SVR
in tiste, ki SVR ne bodo dosegli. Pri analizi vseh bolnikov smo ugotovili, da vrsta
zdravljenja (SOC ali kombinacija SOC in FLU) ne vpliva na SVR. S tovrstno analizo pa
smo ugotovili, da genotip HCV, s katerim je bolnik okuZzen, starost bolnika ob uvedbi
zdravljenja, virusno breme pred uvedbo zdravljenja in razsirjenost jetrne steatoze vplivajo
na SVR.

Ugotovili smo, da so okuzba z genotipom 3 (p<0,001), starost bolnika ob pric¢etku
zdravljenja <40 let (p<0,001), jetrna steatoza <5 % (p=0,01) in nizko izhodis¢no virusno
breme HCV RNK <400.000 1U/ml (p<0,001) statisti¢cno znacilno pomembni napovedni
kazalci za SVR.

Podrobne;jsi statisticni podatki bivariatne analize so predstavljeni v preglednici 10.

Preglednica 10: Bivariatna analiza dejavnikov, ki vplivajo na trajni viroloski odziv.

Table 10: Results of bivariate logistic regression in predicting the sustained virological response.

Kategorialna spremenljivka Bivariatna analiza p-vrednost
OR (95% CI)

Genotip 1 5,9 (2,3; 15,7) <0,001
Kontrolna skupina 2,1(0,8;5,3) 0,12
Starost nad 40 let 24,7 (8,9; 68,7) < 0,001
Stadij fibroze (0-1) 0,6 (0,2; 1,4) 0,22
BMI (<30) 0,6 (0,1; 3) 0,52
Jetrna steatoza (<5%) 0,3(0,1;0,7) 0,01
Trigliceridi 1,4 (0,6; 3) 0,43
LDL holesterol 1,3 (0,6; 2,6) 0,47
HCV RNK (<400.000) 0,2 (0,08; 0,7) 0,01

BMI: indeks telesne mase; Cl: interval zaupanja; LDL holesterol: lipoprotein nizke gostote; HCV: virus

hepatitisa C; OR: razmerja obetov; RNK: ribonukleinska kislina
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Nato smo opravili multivariatno analizo, vendar lipidograma zaradi prevelikega Stevila
manjkajoc¢ih vrednosti vanjo nismo vkljucil. Tovrstna analiza je podala podobne
ugotovitve kot bivariatna analiza, razlikujejo se le razmerja obetov zaradi sovplivanja

analiziranih dejavnikov.

Tako smo z multivariatno logisticno regresijo ugotovili, da vrsta zdravljenja (p=0,46),
stadij jetrne fibroze (p=0,75) in BMI (p=0,81) ne predstavljajo statisticno pomembnega
napovednega kazalca za SVR. Okuzba z genotipom 3 (p<0,001), starost bolnika <40 let ob
pricetku zdravljenja (p<0,001), jetrna steatoza <5 % (p=0,01) in nizko izhodis¢no (HCV
RNK <400.000 1U/ml) virusno breme (p<0,001) pa so statisticno znacilno pomembni
napovedni kazalci za SVR.

Rezultati multivariatne analize so predstavljeni v preglednici 11.

Preglednica 11: Multivariatna analiza dejavnikov, ki vplivajo na trajni viroloski odziv.

Table 11: Results of multivariate logistic regression in predicting the sustained virological response.

Kategorialna spremenljivka Multivariatna analiza p-vrednost
OR (95% CI)

Genotip 1 13,7 (2,7;70,1) <0,001
Kontrolna skupina 1,8 (0,4; 8) 0,46
Starost nad 40 let 36,4 (7,3; 180,6) <0,001
Stadij fibroze (0-1) 0,8(0,2; 3,1) 0,75
BMI (<30) 1,6 (0,04; 65,7) 0,81
Jetrna steatoza (<5 %) 0,2 (0,04;0,7) 0,01
HCV RNK (<400.000) 0,04 (0,01; 0,3) <0,001

BMI: indeks telesne mase; Cl: interval zaupanja; HCV: virus hepatitisa C; OR: razmerja obetov; RNK:

ribonukleinska kislina
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4.2.3 Ponovitev bolezni pri preiskovani in kontrolni skupini

Ponovitev bolezni (relaps) je opredeljena kot prisotnost virusnega bremena (HCV RNK) v
krvi 24-tednov po zaklju¢enem zdravljenju pri bolnikih, ki ob zaklju¢ku zdravljenja niso
imeli zaznane plazemske viremije HCV RNK (EASL, 2014).

Opravili smo analizo ponovitve bolezni pri bolnikih v preiskovani in kontrolni skupini
glede na vrsto genotipa HCV in izhodis¢no plazemsko viremijo. V analizo smo vkljucili
tiste bolnike, ki so imeli nezaznavno plazemsko viremijo ob zaklju¢enem zdravljenju, kar

pomeni, da so dosegli ETR.
Od skupno 162 vkljucenih bolnikov je pris§lo do ponovitve bolezni pri 16 bolnikih (10 %).

Pri bolnikih z genotipom 1 in nizko izhodi$¢no plazemsko viremijo (HCV RNK <400.000
IU/ml) je prislo do ponovitve bolezni pri enem bolniku v kontrolni skupini (4 %), medtem
ko v preiskovani skupini ponovitve nismo zaznali. Razlika med skupinama ni bila

statisti¢no znacilna (p=0,492)

Pri bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo (HCV RNK >400.000
IU/ml) je prislo do ponovitve bolezni pri enem bolniku (5 %) v preiskovani skupini in pri
devetih bolnikih (41 %) v kontrolni skupini. Razlika med preiskovanci in kontrolami v

pojavnosti ponovitve bolezni je bila statisti¢no znacilna (p=0,004).

Pri bolnikih z genotipom 3 smo ponovitev bolezni zaznali le pri tistih z visoko izhodi$¢no
plazemsko viremijo (HCV RNK >400.000 IU/ml). Do ponovitve je prislo pri dveh
bolnikih v preiskovani skupini (7 %) in pri trenh (10 %) bolnikih v kontrolni skupini.

Razlika med ni bila statisticno znacilna (p=0,758).

Preglednici 12 in 13 podrobneje prikazujeta ponovitev bolezni glede na izhodis¢no
plazemsko viremijo v preiskovani in kontrolni skupini pri okuzenih z genotipom 1 in

genotipom 3.
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Preglednica 12: Ponovitev bolezni pri bolnikih z genotipom 1 v preiskovani in kontrolni skupini glede na
izhodi$¢no plazemsko viremijo

Table 12: Viral relapse rate in the fluvastatin and the control group with hepatitis C virus genotype 1
according to baseline viral load.

HCV RNK <400.000 1U/ml HCV RNK >400.000 1U/ml
Genotip Relaps Preiskovanci Kontrole p-vrednost Preiskovanci Kontrole p-vrednost
N=6 N=23 N=20 N=22
n (%) n (%) n (%) n (%)
1 Da 0 (0) 1(4) 1(5) 9 (41)
Ne 6 (100) 22 (96) 0,492 19 (95) 13(59) 0,004

HCV: virus hepatitisa C; RNK: ribonukleinska kislina

Preglednica 13: Ponovitev bolezni pri bolnikih z genotipom 3 v preiskovani in kontrolni skupini glede na
izhodiséno plazemsko viremijo

Table 13: Viral relapse rate in the fluvastatin and the control group with hepatitis C virus genotype 3
according to baseline viral load.

HCV RNK <400.000 1U/ml HCV RNK >400.000 1U/ml
Genotip Relaps Preiskovanci Kontrole p-vrednost Preiskovanci Kontrole p-vrednost
N=11 N=22 N=27 N=31
n (%) n (%) n (%) n (%)
3 Da 0(0) 0(0) 2(7) 3(10)
Ne 11 (100) 22 (100) 0.363 25 (93) 28 (90) 0.758

HCV: virus hepatitisa C; RNK: ribonukleinska kislina
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4.3 STRANSKI UCINKI ZDRAVLIENJA PRI BOLNIKIH V PREISKOVANI IN
KONTROLNI SKUPINI

Med zdravljenjem je veéina bolnikov preiskovane in kontrolne skupine navajala le blazje
stranske ucinke, ki niso zahtevali dodatnega farmakoloskega zdravljenja oz. druga¢nega
ukrepanja. Najpogostejsi stranski u¢inek je bila utrujenost, ki jo je navajala skoraj polovica

bolnikov tako v preiskovani kot kontrolni skupini.

Od psihiatri¢nih stranskih uéinkov sta se najpogosteje pojavljali depresija in anksioznost;
le po eden bolnik iz preiskovane in kontrolne skupine je zaradi hudih psihiatricnih tezav
potreboval hospitalizacijo v specialisti¢ni ustanovi. Pri 16 % preiskovancev in pri 17 %

bolnikov v kontrolni skupini je bilo potrebno zdravljenje z antidepresivi.

Med dermatoloskimi stranskimi ucinki je bila najbolj motece izpadanje las, ki se je

pojavilo kar pri 14 % bolnikov v preiskovani skupini in 10 % bolnikov v kontrolni skupini.

Hipotireoza se je razvila pri dveh (3%) bolnikih v preiskovani skupini in dveh (2%)
bolnikih v kontrolni skupini, medtem ko je do hipertireoze prislo pri treh (4,7%)
preiskovancev in dveh (2%) kontrolah. Razlika med pojavnostjo hipotireoze in hipertireoze

ni dosegla statisticno pomembne razlike med preiskovanci in kontrolami (p=0,39).

Med zdravljenjem smo pri enem (1,6 %) bolniku iz preiskovane skupine z genotipom 1
morali prekiniti zdravljenje s FLU zaradi pomembnega zviSanja GGT po petih mesecih,
vendar je bolnik poleg FLU prejemal tudi druga hepatotoksi¢na zdravila. Pri ostalih
preiskovancih zdravljenja nismo predc¢asno prekinjali zaradi stranskih ucinkov zdravil,

kakor tudi ne zaradi drugih razlogov.

Podrobneje so stranski u€inki zdravljenjem pri bolnikih v preiskovani in kontrolni skupini

predstavljeni v preglednici 14.
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Preglednica 14: Stranski uéinki zdravljenja preiskovane in kontrolne skupine.

Table 14: Side effect of treatment in the fluvastatin and the control group.

Stranski u¢inki Preiskovana skupina Kontrolna skupina
N=64 N=98
n (%) n (%)
Lokalna reakcija po podkozni injekeiji 6 (9) 1(1)
Utrujenost 30 (47) 49 (50)
Glavobol 7(11) 13 (13)
Vrocina 8 (13) 8 (8)

Boleéine v miSicah 10 (16) 13 (13)
Bolecine v sklepih 10 (16) 8 (8)
Siljenje na bruhanje 3(5) 2(2)
Izguba teka 9 (14) 33
Izguba telesne teze 10 (16) 19 (19)
Motnje razpoloZenja

Depresija 12 (19) 15 (15)
Anksioznost 8 (13) 13 (13)
Nespecnost 6 (9) 5 (5)
KoZne spremembe

Srbecica koze 8 (13) 7(7)
Izpadanje las 9 (14) 10 (10)
Dermatitis 7(11) 5(5)
Motnje v delovanju $¢itnice

Hipotireoza 2(3) 2(2)
Hipertireoza 3(5) 2(2)
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V preiskovani skupini smo pri osmih (12,5 %) bolnikih morali zaradi anemije (Hb pod 100
g/l ) znizati odmerek RBV, medtem ko smo v kontrolni skupini le-tega znizali pri $tirih (4
%) bolnikih. Razlika med skupinama ni bila statisti¢no znacilna (p=0,06).

Stirje (6 %) bolniki v preiskovani skupini in trije (3 %) bolniki v kontrolni skupini so
zaradi anemije potrebovali eritropoetin; razlika med skupinama ni bila statisti¢cno znacilna
(p=0,36).

Granulocitne kolonije stimulirajo¢i faktor je zaradi kriti€ne nevtropenije prejemal en (1,6
%) bolnik v preiskovani skupini in Stirje (4 %) bolniki v kontrolni skupini, kar ne

predstavlja statisticno znacilne razlike med skupinama (p=0,42).

V preglednici 15 so predstavljeni hematoloski stranski u¢inki zdravljenja.

Preglednica 15: Hematoloski stranski u¢inki zdravljenja pri preiskovani in kontrolni skupini.

Table 15: Haematological side effects of treatment in the fluvastatin and control groups.

Hematolo3ki Preiskovana skupina Kontrolna skupina
stranski u¢inki N=64 N=98
zdravljenja n (%) n (%)

Levkopenija

Levkociti <4.000/mm? 11 (17) 22 (22)
Nevtropenija 500-750/mm? 3(5) 0 (0)
Anemija

Hemoglobin <100 g/1 7(11) 10 (10)

Trombocitopenija
Trombociti <140.000/mm? 9 (14) 13 (13)
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5 RAZPRAVA

Kroni¢ni hepatitis C ostaja pomemben svetovni javno zdravstveni problem. Ker kroni¢na
okuzba lahko ve¢ let, tudi desetletji, poteka klinicno nemo, je za njeno odkrivanje
pomembno aktivno iskanje okuzenih, predvsem med izpostavljeni skupinami. Hitro
odkrivanje okuzbe v zgodnejsSem poteku bolezni je izrednega pomena, saj klini¢ne
raziskave kazejo, da je uspeSnost zdravljenja s trenutno uveljavljeno kombinacijo PEG-
IFNa in RBV uspesnejse pri bolnikih, mlajsih od 40 let in tistih, ki Se nimajo napredovale
jetrne bolezni (EASL, 2014; Ghany in sod., 2009).

Trenutno je zdravljenje CHC eno izmed najucinkovitej§ih protivirusnih zdravljenj, saj
SVR pri ve¢ kot 99 % bolnikov predstavlja trajno ozdravitev (EASL, 2014; Giannini in
sod., 2010; Swain in sod., 2010). Kljub zelo u¢inkovitemu protivirusnemu zdravljenju pa
obstajajo pomembne razlike med bolniki, okuzenimi z razli¢nimi genotipi. Mednarodne
raziskave kazejo, da s kombinacijo PEG-IFNa in RBV ozdravimo 42 do 52 % bolnikov z
genotipom HCV 1, 66 do 79 % bolnikov z genotipom HCV 3 in kar do 95 % bolnikov z
genotipom HCV 2 (Fried in sod., 2002; Hadziyannis in sod., 2004; Manns in sod., 2001;
Shiffman in sod., 2007; Zeuzem in sod., 2004). Pri bolnikih okuzenih z genotipom HCV 4,
ki jih je v Sloveniji izredno malo, je zdravljenje uc¢inkovito pri 43 do 68 % (Esmat in sod.,
2012). Z uvedbo protezanih inhibitorjev se je izboljSal SVR pri bolnikih z genotipom HCV
1, saj je zdravljenje pri naivnih bolnikih uspesno pri 67 do 75 %, vendar so ob trotirnem
zdravljenju pogostejsi stranski uc€inki, ki zahtevajo tudi dodatne farmakoloske ukrepe

(Jacobson in sod., 2011; Poordard in sod., 2011).

Po nam dostopnih podatkih iz strokovnega slovstva je nasa raziskava prva na svetu, v
kateri smo raziskovali vpliv dodanega FLU kombinaciji PEG-IFNa in RBV na
ucinkovitost zdravljenja CHC pri bolnikih z genotipom HCV 3. Ob zasnovi nase raziskave
v zacetku leta 2008 po nam znanih podatkih tudi ni bilo objavljenih raziskav o vplivu

dodanega FLU kombinaciji PEG-IFNa in RBV na SVR pri bolnikih z genotipom HCV 1.

Na temelju objavljenih raziskav in vitro in klini¢nih raziskav o ucinku monoterapije s
statini pri bolnikih s CHC smo konec leta 2008 zasnovali biomedicinsko raziskavo in

februarja 2009 zaprosili za mnenje 0 njeni eticni neoporecnosti. Odobritev s strani
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Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko smo prejeli konec maja 20009.

Temelj zasnove naSe raziskave je bila objava izsledkov raziskave in vitro o zaviralnem
uc¢inku lovastatina na pomnozevanje HCV, v Kateri so dokazali, da HCV pri pomnoZzevanju
potrebuje celi¢ni geranilgeranilpirofosfat, ki nastaja v sintezni poti holesterola v hepatocitu
(Ye in sod., 2003). Leta 2005 je Wang s sod. (2005) pojasnil mehanizem zaviralnega
ucinka statinov v poteku zivljenjskega kroga HCV. Ugotovili so, da virusna beljakovina
NS5SA tvori replikacijski kompleks le s prenilirano celicno beljakovino, ki so jo
poimenovali FBL2. Darovalec prenilne skupine pa je celi¢ni geranilgeranilpirofosfat, ki
nastaja pri sintezi holesterola v hepatocitih. Leta 2006 je Ikeda s sod. (2006) objavil
izsledke raziskave in vitro, kjer so najmo¢nejSo protivirusno aktivnost med statini zaznali
pri FLU ter potrdili sinergisti¢ni u¢inek delovanja statinov v kombinaciji z IFNa, Kar je
odprlo moznosti za opravljanje klini¢nih raziskav (lkeda in Kato., 2007). Na temelju
objavljenih raziskav smo se odlocili, da bodo bolniki v nasi raziskavi prejemali poleg

kombinacije PEG-IFNa in RBV dodatno $e FLU in ne drugih vrst statinov.

Velikost dnevnega odmerka FLU, ki smo ga uporabili v nasi raziskavi, je temeljila na prvi
objavljeni klini¢ni raziskavi o uc¢ineku monoterapije s FLU pri bolnikih s CHC, v kateri so
preiskovanci prejemali FLU v dnevnem odmerku od 20 do 320 mg do najvec¢ 12 tednov
(Bader in sod., 2008). Pri polovici bolnikov, ki so prejemali FLU 80 mg ali manj, je prislo
do zmanjsanja plazemske viremije HCV RNK. Kar pri 82 % se je plazemska viremija
zmanj$ala v prvih stirih tednih po uvedbi zdravljenja, vendar je bilo zmanjsanje virusnega
bremena v ve€ini primerov le prehodno in je trajalo od dveh do petih tednov. Pomembnih
stranskih u€inkov zdravljenja pri bolnikih niso opazili. Podobne izsledke raziskav je leta
2009 opisal tudi Mihaila s sod. (2009), saj je pri bolnikih s CHC potrdil u¢inek FLU v
odmerku 40 mg dnevno na zmanjSanje plazemske viremije HCV RNK kot tudi na
znmanj$anje ravni Stevilnih citokinov. Kljub temu, da je raziskava Baderja s sod. (2008)
pokazala najvecjo ucinkovitost zmanjSanja plazemske viremije pri uporabi FLU v odmerku
dnevni odmerek FLU, kar je 80 mg dnevno. Glavni razlog za to odlocitev je bil, da v
literaturi nismo zasledili raziskave, ki bi ugotavljala koncentracijo statinov v hepatocitih

glede na njihovo koncentracijo v plazmi. Poleg tega so v klini¢nih raziskavah bolniki s
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hiperholesterolemijo, ki so prejemali FLU v odmerku 80 mg dnevno, dosegli serumsko
koncentracijo FLU do najve¢ 61 ng/ml, medtem ko so se v raziskavah in vitro
koncentracije FLU, ki so zavirale pomnozevanje HCV, gibale med 389 in 2000 ng/ml, kar
je ob¢utno vec kot lahko doseZzemo pri bolnikih z obi¢ajnimi odmerki u¢inkovine (lkeda in
sod., 2006; Sabia in sod., 2001). Dodaten razlog za to odlocitev pa je bil, da je zdravilo
FLU 80 mg dnevno edina oblika peroralnega zdravljenja s tako imenovanim podalj$anim

sprosCanjem, ki zagotavlja 8 do 12 urno linearno spros¢anje zdravila.

Po podatkih Instituta za varovanje zdravja Republike Slovenije je bilo v Sloveniji v
zadnjem desetletju vsako leto na novo prijavljenih od 80 do 140 oseb, kroni¢no okuzenih s
HCV (Klavs in Kustec, 2012). Na temelju epidemioloskih podatkov in statisticnega
izracuna, da potrebujemo v preiskovani skupini najmanj 70 bolnikov, smo se odlocili za
kontrolno histori¢éno skupino. To odlocitev smo lahko sprejeli tudi zato, ker v Sloveniji
bolnike s CHC Ze od leta 1997 dalje zdravimo po enotnih nacionalnih smernicah, ki jih
dolocajo potrebne ukrepe pred uvedbo zdravljenja, odmerjanje zdravil in Cas trajanja
zdravljenja, kot tudi njegovo biokemi¢no in virolosko spremljanje (EASL, 2014; Matici¢
in Kastelic, 2009). Algoritem zdravljenja bolnikov s CHC predstavlja enega izmed najbolj
natan¢no izdelanih potekov zdravljenja kroni¢ne bolezni v infektologiji. Zelo pomembna je
virolos§ka diagnostika, saj se na temelju plazemske viremije odlo¢amo tako o trajanju
zdravljenja, kot 0 njegovi pred¢asni prekinitvi. Izrednega pomena pa je jasno opredeljena
uspesnost zdravljenja, saj SVR v vec¢ kot 99 % predstavlja trajno ozdravitev (Giannini sod.,
2010; Swain in sod., 2010). In prav zaradi teh dejstev smo lahko prospektivno preiskovano
skupino, ki je bila izpostavljena intervenciji, primerjali s kontrolno histori¢no skupino, saj

so bili bolniki v obeh skupinah obravnavani enako, torej v skladu z evropskimi oz.

LRV B %

Ker so bili bolniki v preiskovani skupini izpostavljeni intervenciji in so prejemali dodatno
zdravilo, ki je registrirano za zdravljenje hiperlipidemije in ne za zdravljenje CHC, je
vkljucevanje zadostnega Stevila bolnikov potekalo 17 mesecev. Tako smo v preiskovano
skupino vkljucili 81 bolnikov, vendar je zdravljenje in 24-tedensko opazovalno obdobje

zakljucilo le 64 bolnikov, kar predstavlja 79 %. Odstotek bolnikov, ki je zakljucil
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zdravljenje in Sest mese¢no oprazovalno obdobje, je primerljiv s tujimi raziskavami, Kjer se
giblje med 77 in 90 %, kot tudi s slovensko raziskavo iz leta 2002, kjer je zdravljenje in
opazovalno obdobje zakljucilo 86 % bolnikov (Brinovec in sod., 2002; Zeuzem in sod.,
2000, 2004, 2006). Najve¢ bolnikov v preiskovani skupini je samovoljno prekinilo
zdravljenje ali pa se po zdravljenju ni zglasilo na predviden kontrolni pregled in tako
nismo mogli podati doko¢nega mnenja glede uspesnosti zdravljenja. Slaba predanost
zdravljenju je bila tako v nasi raziskavi 14,8 %, kar je primerljivo s podatki raziskave, ki je
bila opravljena pri bolniki s CHC v Celju in je znasala 18 % (Seli¢ Kurinéi¢ in sod., 2012).
Ostali vzroki za izklju€itev bolnikov iz raziskave so bili redkejsi. Pri eni bolnici (1,2 %), ki
je ze pred uvedbo zdravljenja imela kompenzirano jetrno cirozo, smo pred¢asno prekinili
zdravljenje zaradi jetrne dekompenzacije, kar je znan nezeleni ucinek terapije in se v
ostalih klini¢nih raziskavah pojavlja celo pri do 37 % bolnikov z jetrno cirozo (Dultz in
sod., 2013). Pri enemu bolniku (1,2 %) smo ukinili zdravljenje zaradi pomembnega porasta
ravnhi GGT, vendar je bolnik prejemal ve¢ razli¢nih hepatotoksi¢nih ucinkovin, zato
porasta ravni GGT ne moremo vzro¢no opredeliti. Trije bolniki (3,7 %) so predcasno
prekinili zdravljenje zaradi nezelenih stranskih uc¢inkov (bole¢ine v misicah, sklepih). Tudi
ti rezultati so primerljivi s slovenskimi raziskavami, kjer je od 4 do 8 % bolnikov
pred¢asno prekinilo zdravljenje zaradi njegovih stranskih u¢inkov (Brinovec in sod., 2002;
Seli¢ Kurin¢i€ in sod., 2012).

Glede na zasnovo raziskave, ki je vkljucevala histori¢éno kontrolno skupino bolnikov, z
zakljucenim zdravljenjem in 24-tedenskim opazovalnim obdobjem, smo zaradi ustrezne
primerljivosti iz preiskovane skupine izkljucili vse, ki zdravljenja in opazovalnega obdobja
niso zakljucili. Najprej smo opravili analizo najpomembnejSih bolnikovih dejavnikov
uspesnosti zdravljenja, saj obsezne klini¢ne raziskave kazejo, da starost <40 let, BMI <30
kg/m? in nenapredovala jetrna bolezen pripomorejo k ucinkovitejsemu zdravljenju. Eden
najpomembnejSih napovednih kazalcev SVR je genomska varianta CC IL28B, vendar ob
zasnovi naSe raziskave te preiskave Se nismo rutinsko opravljali, zato je nismo vkljucili
med osnovne znacilnosti bolnikov (Bressler in sod., 2003; Darling in Fried, 2006; EASL,
2014; Ge in sod., 2009; Shi in sod., 2012).

V nasi raziskavi je bilo skupno kar 79 % vseh bolnikov starih <40 let, kar predstavlja
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ugoden napovedni dejavnik uspesnosti zdravljenja. V preiskovani skupini je bilo starih <40
let 87,5 % in v kontrolni skupini 73,5 %, kar je v skladu z rezultati slovenske raziskave pri
uzivalcih nedovoljenih drog, kjer je bil delez starih <40 let od 87,2 do 93,8 % (Matici¢ in
sod., 2013). Dodaten ugoden napovedni kazalec uspesnosti zdravljenja v nasi raziskavi je
bil tudi deleZ bolnikov z BMI <30 kg/m?. Skupno smo ugotavljali BMI <30 kg/m? kar pri
95 % vseh bolnikov. Obsezne klini¢ne raziskave kazejo, da imajo bolniki z BMI >30 kg/m?
kar 80 % manj$o moZnost za SVR kot bolniki z BMI <30 kg/m? zato je zmanjsanje
prekomerne telesne teze pred uvedbo zdravljenja zelo pomembna. Poleg tega pa BMI
vpliva tudi na razvoj jetrne steatoze in fibroze (Bressler in sod., 2003; Hourigan in sod.,
1999; Leandro in sod., 2006).

Zelo pomemben neodvisen napovedni dejavnik uspesnosti zdravljenja je tudi stadij jetrne
fibroze, saj raziskave kazejo, da bolniki z napredovalo jetrno boleznijo (premostitvena
fiboza, ciroza) dosegajo statisticno znacilno slabsi SVR kot bolniki z zacetnimi
nenormalnostmi jetrnega tkiva (Fried in sod., 2002; Manns in sod., 2001). V na$i raziskavi
je vec€ina bolnikov (90 %), pri katerih smo opravili jetrno biopsijo, imela minimalne do
blage spremembe jetrnega tkiva (METAVIR <2), kar predstavlja pomemben napovedni
dejavnik uspesnosti zdravljenja. Glede na nacionalne smernice v Sloveniji bolnike z blago
do zmerno fibrozo jetrnega tkiva zdravimo individualno glede na znacilnosti posameznika
(Fried in sod., 2002; Manns in sod., 2001; Shiffman in sod., 2007). Delez zdravljenih
bolnikov s takimi patohistoloSkimi spremembami se sklada tudi z delezem bolnikov,
zdravljenih v Sloveniji v zacetku tisoéletja (Brinovec in sod., 2002, 2004). Patohistoloski
pregled jetrnega tkiva daje nasi raziskavi Se dodaten pomen, saj v nobeni od objavljenih
raziskav o vplivu FLU v kombinaciji PEG-IFNa in RBV na SVR pri bolnikih okuZenih z
genotipom HCV 1 brez sofasne okuzbe s HIV ni podatka o rezultatih jetrne biopsije
(Georgescu in sod., 2011; Kondo in sod., 2012; Sezaki in sod., 2009)

Opravili smo tudi analizo izhodi$¢nih vrednosti LDL-holesterola in trigliceridov, saj
obsezne klini¢ne raziskave kazejo, da zvecana raven LDL-holesterola in trigliceridov v
serumu predstavljata neodvisna napovedna dejavnika za uspesnost zdravljenja (Gopal in

sod., 2006; Harrison in sod., 2010; Ramcharran in sod., 2010). V na$i raziskavi so imeli



60

Seli¢ Kurin¢i¢ T. Vpliv fluvastatina na u¢inkovitost zdravljenja kroni¢nega hepatitisa C s pegiliranim interferonom a in ribavirinom.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

bolniki v preiskovani in kontrolni skupini ravni LDL-holesterola v normalnem obmoc¢ju
kar v 56 do 62 % in normalne ravni trigliceridov v 78 do 81 %. Med preiskovano in
kontrolno skupino nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik glede starosti, BMI, steatoze,
fibroze, ravni LDL-holesterola in trigliceridov v serumu, kar vse bi lahko vplivalo na

ucinkovitost zdravljenja.

Od virusnih dejavnikov, ki vplivajo na uspesnosti zdravljenja, smo analizirali porazdelitev
HCV genotipa in izhodiS¢no plazemsko viremijo. Obsezne klini¢ne raziskave kazejo, da je
zdravljenje bolnikov z genotipom 3 uspesnejse vV primerjavi z genotipom 1, prav tako je
zdravljenje ucinkovitejSe pri bolnikih z nizko izhodi§¢no plazemsko viremijo (Manns in
sod., 2006; Shiffman in sod., 2007; von Wagner in sod., 2005; Zeuzem in sod., 2006). V
celotni populaciji bolnikov je prevladovala okuzba z genotipom 3 (56 %), ki je bila med
preiskovano (59 %) in kontrolno (54 %) skupino enakomerno porazdeljena, statisticne
razlike med porazdelitvijo HCV genotipov nismo ugotovili. Tovrstni rezultati niso povsem
v skladu z epidemioloskimi podatki porazdelitve genotipov HCV v Sloveniji, saj pri nas,
tako kot drugje v Evropi, prevladuje okuzba z genotipom 1 (56 %), sledi ji okuzba z
genotipom 3 (37,8 %) (Seme in sod., 2009). Razliko v porazdeljenosti genotipov med
zdravljenimi bolniki in vsemi znanimi okuzenimi v Sloveniji je mo¢ razloZiti s tem, da so v
raziskavi preiskovane skupine okuzenih s HCV v Sloveniji Semetove s sod. (2009)
uzivalci nedovoljenih drog predstavljali 34,3 %, v nasi raziskavi zdravljenih bolnikov pa je
bil ta delez precej vecji (77 %). Semetova s sod. (2009) je ugotovila, da je uzivanje

nedovoljenih drog statisti¢no znacilno povezan z okuzbo z genotipom 3 (p<0,0001).

Raziskave kaZejo, da je zdravljenje ucinkovitejSe pri bolnikih z nizko izhodiS¢no
plazemsko viremijo. Razmejitev med nizko in visoko plazemsko viremijo se v literaturi
med posameznimi avtorji razlikuje. Evropske smernice postavljajo to mejo med 400.000 in
800.000 IU/mI HCV RNK, japonske smernice pa so mejo postavili celo pri 100.000 1U/ml
(EASL, 2014; Drafting Comittee for Hepatitis Management Guidelines, 2013; Zeuzem in
sod., 2009 ). Glede na to, da razmejitev med nizko in visoko viremijo ni jasno opredeljena,
smo se v nasi raziskavi odlocili za razmejitev pri 400.000 IU/ml, saj raziskave kazejo, da
bolniki z genotipom 1 in izhodis¢no plazemsko viremijo pod 400.000 IU/ml dosegajo

statisti¢no znacilno boljSe uspehe zdravljenja kot bolniki z HCV RNK nad 400.000 1U/ml
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(Berg in sod., 2006; Martinot-Peignoux in sod., 2006; Zehnter in sod., 2006; Zeuzem in
sod., 2009, 2012). Pri bolnikih z genotipom 3 se razmejitev med nizko in visoko viremijo,
ki vpliva na SVR, med posameznimi avtorji razlikuje in se giba med 400.000 do 800.000
IU/ml (Manns in sod., 2011; Shiffman in sod., 2007; von Wagner in sod., 2005; Zeuzem
in sod., 2004). V nasi raziskavi smo ugotovili v preiskovani skupini statisticno znacilno
vi§je izhodis¢no virusno breme v primerjavi s kontrolami, tako glede absolutnih vrednosti
kot glede na delez bolnikov z nizko oz. visoko viremijo (p=0,01), kar bi lahko
predstavljalo neugoden napovedni dejavnik uspesnosti zdravljenje preiskovane skupine v

primerjavi s kontrolno skupino.

Po opravljeni analizi virusnih in bolnikovih napovednih dejavnikov uspesnosti zdravljenja,
smo sprva opravili statisti¢no analizo viroloSkih odzivov v posameznih obdobjih med

zdravljenjem in po njegovem zakljucku ne glede na izhodis¢no plazemsko viremijo.

Bolniki v preiskovani skupini z genotipom 3 so dosegli RVR v 89 %, EVR v 100 % in
ETR v 100 %, v kontrolni skupini so bili RVR 92 %, EVR 100 % in ETR 98 %. Med
obema skupinama ni bilo statisti¢no znacilne razlike med RVR (p=0,623), EVR (p=0,297)
in ETR (p=0,297). Trajni viroloski odziv so v preiskovani skupini dosegli v 95 %, medtem
ko so v kontrolni skupini dosegli SVR v 92 %, razlika med skupinama tudi med SVR ni
bila statisticno znacilna (p=0,661). V primerjavi z uspesnostjo zdravljenja naivnih bolnikov
z genotipom 3 v objavljenih klini¢nih raziskavah, ugotavljamo, da nasi bolniki dosegajo
tako viroloSke odzive med in ob zakljuc¢ku zdravljenja kot tudi SVR v bistveno vi§jih delez
kot to navaja svetovna literatura, kjer je RVR med 59 in 75 %, EVR med 85 in 95 %, ETR
med 76 in 94 % ter SVR med 66 in 84 % (Fried in sod., 2002; Hadziyannis in sod., 2004;
Mangia in sod., 2005; Manns in sod., 2001; Shiffman in sod., 2007; Zeuzem in sod., 2004).

Bolniki v preiskovani skupini z genotipom 1 so dosegli RVR v 35 %, EVR v 92 % in ETR
v 85 %, v kontrolni skupini so bili RVR 42 %, EVR 93 % in ETR 87 %. Med skupinama ni
bilo statisticno znacilne razlike med RVR (p=0,526), EVR (p=0,781) in ETR (p=0,842).
Prav tako nismo ugotavljali statisticno znacilne razlike med SVR (p=0,138). Bolniki z
genotipom 1 v preiskovani skupini so dosegli SVR v 81 %, medtem ko so v kontrolni

skupini dosegli SVR v 64 %. V kolikor primerjamo uspesnost zdravljenja bolnikov iz naSe
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raziskave z objavljenimi klini¢nimi raziskavami, ugotavljamo, da nasi bolniki dosegajo
viroloske odzive med in ob zakljuc¢ku zdravljenja kot tudi SVR v bistveno visjih delez kot
to navaja svetovna literatura, kjer je RVR med 16 in 47 %, EVR med 26 in 62 %, ETR
med 59 in 78 % ter SVR med 42 in 52 % (Fried in sod., 2002, 2011; Hadziyannis in sod.,
2004; Jensen in sod., 2006; Manns in sod., 2001; Zeuzem in sod., 2006).

Glede na objavljene rezultate preteklih slovenskih raziskav ugotavljamo, da se je uspeSnost
zdravljenja s kombinacijo PEG-IFNa in RBV tekom let zvecala za 20 % pri bolnikih z
genotipom 1, medtem ko belezimo pri bolnikih z genotipom 3 v Sloveniji Ze od leta 1997

SVR nad 85 % (Brinovec in sod., 2002, 2004; Matic¢ic¢ in sod., 2004, 2013).

Nato je sledila analiza uspeSnosti zdravljenja glede na viSino izhodiS¢ne plazemske
viremije. Pri bolnikih z genotipom 3 med preiskovano in kontrolno skupino nismo
ugotovili statisticno znacilne razlike med viroloskimi odzivi v posameznih obdobjih med
zdravljenjem, prav tako ni bilo razlike med SVR pri bolnikih z nizko (p=0,363) in visoko

plazemsko viremijo (p=0,758).

Nekoliko druga¢ne izsledke analize smo dobili pri bolnikih z genotipom 1. Med
preiskovano in kontrolno skupino nismo ugotovili statisticno znacilne razlike med
viroloSkimi odzivi med zdravljenjem glede na viSino izhodiS¢ne plazemske viremije, prav

tako ni bilo razlike med SVR pri bolnikih z nizko plazemsko viremijo (p=0,224).

Pri bolnikih z visoko izhodis¢no plazemsko viremijo pa je dodatek FLU izboljsal uspesnost
zdravljenja. Bolniki v preiskovani skupini so tako dosegli SVR v 75 % in v kontrolni
skupini v 41 %, kar predstavlja statisticno znacilno razliko (p=0,024). Na temelju tovrstne
analize lahko zaklju¢imo, da dodatek FLU bolnikom z genotipom 1 in visoko izhodi§¢no
plazemsko viremijo, ki je po nasi opredelitvi pri HCV RNK nad 400.000 1U/ml, statisticno
znacilno izboljSa SVR, kar je eden od poglavitnih ciljev zdravljenja CHC.

Podobne izsledke raziskav so objavili Se nekateri drugi raziskovalci. Maja leta 2009 je
Sezaki s sod. (2009) prvi objavil rezultate klini¢ne raziskave, ki je bila podobno zasnovana
kot nasa. Klju¢na razlika med obema raziskavama je bila v odmerku FLU, saj so bolniki v

nasi raziskavi prejemali FLU 80 mg dnevno, medtem ko v raziskavi Sezakija s sod. (2009)
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prejemali odmerek 20 mg dnevno. Poleg tega je japonska raziskava vkljucevala le bolnike,
okuzene s HCV genotipom 1 in visoko plazemsko viremijo, definirano pri HCV RNK nad
100.000 IU/ml (Drafting Comittee for Hepatitis Management Guidelines, 2013). V
raziskavi je sodelovalo 19 bolnikov s CHC genotipom 1, ki so 48 tednov prejemali
kombinacijo SOC in FLU 20 mg dnevno. Kar 67 % bolnikov je doseglo SVR. Zaklju¢kov
0 morebitni statisticno pomembni uéinkovitosti zdravljenja z dodatkom FLU niso podali,

saj raziskava ni vkljucevala kontrolne skupine bolnikov.

Izsledke podobno zasnovane raziskave, v kateri so naivni bolniki s CHC genotipom 1
prejemali SOC in FLU 20 mg dnevno, je leta 2011 objavil Georgescu s sod. (2011).
Glavna razlika od predhodno opisane je bila, da je bila slednja zasnovana kot dvojno slepa
in je vkljucevala ve¢je Stevilo bolnikov, vendar ni posebej opredeljevala razmejitve med
nizko in visoko izhodi$¢no plazemsko viremijo. Vklju€enih je bilo 209 naivnih bolnikov S
CHC genotipom 1. Polovica bolnikov je 48 tednov prejemala SOC, druga skupina je enako
obdobje prejemala SOC in FLU 20 mg dnevno. Bolniki, ki so prejemali dodatno FLU so v
75,96 % dosegli EVR, medtem ko so bolniki v kontrolni skupini EVR dosegli v 61,9 %,
kar je statistino znacilna razlika (p=0,041). UspeSnost zdravljenja je bila v skupini FLU
63,46 %, medtem ko v kontrolni skupini 49,52 %, kar predstavlja statisticno znacilno
izboljsan SVR pri preiskovancih (p=0,05). V kolikor primerjamo izsledke nase raziskave
in raziskave Georgescuja s sod. (2011) ugotovimo, da slovenski bolniki z genotipom 1, ne
glede na viSino izhodiS¢ne plazemske viremije, z dodatkom FLU k SOC niso dosegli
statisticno znacilnega izboljsanja EVR (p=0,781) niti SVR (p=0,138). V primerjavi z
raziskavo Georgescuja s sod. (2011) je vecji delez naSih preiskovancev dosegel SVR
(63,46 vs. 81 %); zanimiva pa je primerjava z Georgescujevimi kontrolami, saj je SVR tudi
pri nasih kontrolah ve¢ji (49,52 vs. 64 %), kar je najverjetneje tudi odraz razlik v osnovnih
znaCilnostih bolnikov. V raziskavi Georgescuja s sod. (2011) je bila mediana starost
bolnikov 43 let, medtem ko v nasi raziskavi 35 let, ostalih napovednih dejavnikov SVR
(izhodis¢na plazemska viremija, stadij jetrne fibroze) zaradi pomanjkljivih podatkov

omenjene raziskave nismo mogli opraviti.

Rezultate nam primerljive raziskave je leta 2012 objavil Kondo s sod. (2012), ki je vkljucil

le bolnike z genotipom 1 in visoko plazemsko viremijo. Od nase raziskave se je razlikovala
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po tem, da so vkljuéili tako naivne kot predhodno Ze zdravljenje bolnike. Bolniki v
preiskovani skupini so prejemali FLU 20 mg dnevno in SOC, v kontrolni skupini pa le
SOC. Trajni viroloski odziv so preiskovanci dosegli skupno v 63 %, kontrole pa v 41,7 %,
kar predstavlja statisti¢cno znacilno razliko (p=0,0422). Poleg tega so ugotovili, da so
bolniki v preiskovani skupini, ki so bili predhodno Ze zdravljeni, dosegli vi§ji SVR (88,9
%) v primerjavi s predhodno zdravljenimi bolniki, ki FLU niso prejemali (29,4 %), kar
predstavlja statisticno znacilno razliko (p=0,0112). Pri naivnih bolnikih dodatek FLU ni
statisticno znacilno vplival na SVR, kar je poglavitna razlika med japonsko in naSo
raziskavo. Izsledke nase raziskave pa potrjujejo dognjanja Georgescuja s sod. (2011), ki je
dokazal statisti¢no znacilen vpliv FLU na SVR pri naivnih bolnikih z genotipom HCV 1.
Kljub omenjenim razlikam pa izsledki vseh treh raziskav kazejo, da dodatek FLU
statisticno znacilno izboljsa SVR pri naivnih in predhodno Ze zdravljenih bolnikih z

genotipom 1 (Georgescu in sod., 2011; Kondo in sod., 2012; Seli¢ Kurinéi¢ in sod., 2014).

Prvo raziskavo o vplivu dodanega FLU 80 mg dnevno kombinaciji PEG-IFNa in RBV je
objavila Milazzo s sod. (2010), vendar je vkljucila le bolniki z genotipom HCV 1, so¢asno
okuzene s HIV. Vecina bolnikov je imela visoko plazemsko viremijo, ki so jo opredelili pri
HCV RNK >400.000 1U/ml. Ugotovili so, da kombinacija FLU80 mg dnevno in SOC ne
izboljsa SVR pri bolnikih, ki so sofasno okuzeni s HIV in HCV, kar je najverjetneje
posledica vpliva sookuzbe s HIV. Tovrstno ugotovitev podpirajo tudi izsledki raziskav, Ki
kazejo, da je ucinkovitost zdravljenja CHC s SOC pri so¢asno okuzenih s HIV precej
slabsa, saj okuzeni z genotipom 1 dosegajo SVR le med 14 in 36 % (Chung in sod., 2004;
Milazzo in sod., 2010; Sulkowski, 2008).

V primerjavi s SVR v obseznih klini¢nih raziskavah (genotip 1 od 42 do 52 %; genotip 3
od 66 do 79 %) lahko zelo visok SVR bolnikov v nasi raziskavi tako v preiskovani
(genotip 1 81 %; genotip 3 95 %) kot v kontrolni skupini (genotip 1 64 %, genotip 3 92 %)
pojasnimo predvsem z ugodnimi napovednimi dejavniki uspeha zdravljenja tako s strani
bolnika kot virusa. Ugotovili smo, da je doseglo v nasi raziskavi SVR 93 % bolnikov z
genotipom 3, v primerjavi z 70 % bolnikov z genotipom 1; 95 % bolnikov starih <40 let v
primerjavi z 41 % starih >40 let; 89 % bolnikov z jetrno steatozo pod 5 % in 69 % s
steatozo nad 5 %; 87 % bolnikov z blagimi spremembami jetrnega tkiva (METAVIR 0-1)
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in 79 % z napredovalo jetrno boleznijo (METAVIR 2-4); 84 % bolnikov z BMI <30 kg/m?
v primerjavi s 75 % bolnikov z BMI >30 kg/m?® in kar 94 % bolnikov z nizko izhodig¢no
plazemsko viremijo v primerjavi s 77 % bolnikov z visoko plazemsko viremijo. Izsledki
nase raziskave so v skladu z mednarodnimi analizami, kjer so ugotovili, da uspeSnost
zdravljenja statisticno znacilno izboljSajo okuzba z genotipom 3, nizja izhodiS¢na
plazemska viremija, starost <40 let, jetrna steatozo pod 5 %, BMI <30 kg/m?
nenormalnosti jetrnega tkiva (Darling in Fried, 2006; EASL, 2014, Patton in sod., 2004,

Shiffman in sod., 2007; Zeuzem in sod., 2004) .

in blage

Nato smo opravili bivariatno in multivariatno analizo najpomembnejsih napovednih
kazalcev uspesnosti zdravljenja. Zaradi relativno majhnega Stevila bolnikov v posameznih
podskupinah, smo bili omejeni s Stevilom napovednih kazalcev za logisti¢no regresijo, kar
je v skladu s splos$nimi statisticnimi pravili (Agresti, 2007). Bivariatna analiza je pokazala,
da sta od bolnikovih dejavnikov starost bolnika ob pric¢etku zdravljenja <40 let (p<0,001)
in jetrna steatoza <5 % (p=0,01) statisticno znacéilno pomembna napovedna kazalca za
SVR. Od virusnih dejavnikov sta statisticno znacilno pomembna napovedna kazalca za
SVR okuzba z genotipom 3 (p<0,001) in izhodiséni HCV RNK <400.000 TU/ml (p<0,001).
Z multivariatno analizo smo prisli do podobnih ugotovitev, zaradi sovplivanja analiziranih
dejavnikov so se med obema analizama razlikovala le razmerja obetov. Z opravljeno
logisticno regresijo smo tako opredelili bolnikove in virusne dejavnike, ki statisticno
izboljSajo uspesnost zdravljenja. Vsi ti izsledki naSe analize so v skladu S$tevilnimi
objavljenimi klini¢nimi raziskavami (Berg in sod., 2006; Darling in Fried, 2006; EASL,
2014; Martinot-Peignoux in sod., 2006; Shiffman in sod., 2007; Zeuzem in sod., 2004) .

Poleg ugodnih napovednih dejavnikov SVR je na dober uspeh zdravljenja bolnikov v nasi
raziskavi vplivala tudi optimizacija zdravljenja s SOC, tako v preiskovani kot kontrolni
skupini. Optimizacija zdravljenja vkljuc¢uje odmerjanje RBV glede na telesno tezo bolnika
tako pri genotipu 1 kot genotipu 3, trajanje zdravljenje glede na viroloski odziv v
posameznih obdobjih med zdravljenjem in agresivno farmakolosko in nefarmakolosko
zdravljenje nezelenih uc¢inkov (EASL, 2014; Schaefer in sod., 2012; Thévenot in sod.,

2007). Poleg tega so bili nasi bolniki pod rednim nadzorom izkusenih specialistov za
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zdravljenje virusnih hepatitisov in v primeru neZelenih stranskih u¢inkov napoteni tudi k
ustreznemu specialistu (psihiatru, dermatologu), dodatno usposobljenem za zdravljenje
bolnikov s CHC. S tovrstno obravnavo lahko pomembno zmanj$samo pred¢asno prekinitev
zdravljenja zaradi neZelenih stranskih ucinkov zdravil. Zelo pomemben vzrok uspeSnega
zdravljenja slovenskih bolnikov predstavlja tudi obravnava in vodenje od opioidov
odvisnih uzivalcev drog, ki se zdravijo zaradi CHC, saj od leta 2007 v Sloveniji
obravnavamo bolnike v skladu z Nacionalnimi usmeritvami obvladovanja okuzbe z
virusom hepatitisa C pri uzivalcih drog (Mati¢i¢ in Kastelic, 2009). Tovrstne nacionalne
usmeritve so nujne za dobro uspesSnost zdravljenja CHC, saj so v na$i raziskavi od

opioidov odvisni uZivalci drog predstavljali kar 77 % vseh bolnikov.

Dodatno smo pri nasih bolnikih opravili tudi analizo ponovitve bolezni po zaklju¢enem
neuspesnem zdravljenju. Pri bolniki z genotipom 3 in nizko izhodi$¢no plazemsko viremijo
nismo belezili ponovitve bolezni niti v preiskovani niti v kontrolni skupini, pri bolnikih z
visoko viremijo pa je prislo do ponovitve bolezni pri 7 % bolnikov v preiskovani skupini in
v 10 % v kontrolni skupini, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna (p=0,758). Rezultati
naSe raziskave so primerljivi z objavljenimi klini¢nimi raziskavami, kjer so pri naivnih
bolnikih z genotipom 3 belezili ponovitev bolezni med 8 in 23 % (Manns in sod., 2011;
Zeuzem in sod., 2004). Ugotovili so tudi, da imajo bolniki z visoko plazemsko viremijo
(opredeljena kot HCV RNK nad 600.000 IU/ml) statisticno znacilno veéji delez ponovitve
bolezni kot bolniki z nizko viremijo. Tudi pri nasih bolnikih z genotipom 3 so bile razlike
med pojavnostjo ponovitve bolezni glede na visino plazemske viremije, vendar razlika med

obema skupinama ni bila statisti¢no znacilna.

Drugacen izsledke analize smo dobili pri bolnikih z genotipom 1, kjer smo ugotovili, da
dodatek FLU bolnikom z visoko plazemsko viremijo statisticno znacilno zmanjsa
pojavnost ponovitve bolezni. Tako smo pri bolnikih v preiskovani skupini z visoko
izhodis¢no plazemsko viremijo belezili ponovitev pri 5 %, medtem ko v kontrolni skupini
kar v 41 %, razlika pa je bila statisti¢no znacilna (p=0,004). Podobne izsledke raziskave je
leta 2013 objavil tudi Atsukawa s sod. (2013), saj je ugotovili, da dodatek FLU statisti¢no
znacilno zmanj$a pojavnost ponovitve bolezni pri bolnikih z genotipom 1 in visoko

plazemsko viremijo v primerjavi z bolniki z nizko izhodis¢no viremijo (p=0,042). Pri
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bolnikih, ki so dodatno prejemali FLU, je priSlo do ponovitve bolezni v 8,7 %, v kontrolni
skupini pa v 34,6 %, kar je primerljivo z rezultati naSe raziskave. Pri bolnikih z genotipom
1 in nizko izhodis¢no plazemsko viremijo razlike v pojavnosti ponovitve bolezni med

preiskovanci in kontrolami v nasi raziskavi nismo potrdili.

Znano je, da se med zdravljenjem CHC lahko pojavijo stevilni nezeleni u¢inki zdravil, Ki
pomembno vplivajo na kvaliteto bolnikovega Zivljenja, lahko pa vodijo tudi do resnih
zapletov, ki zahtevajo farmakoloske ukrepe. Najpogosteje so bolniki v objavljenih
mednarodnih raziskavah navajali utrujenost (44 do 62 %), glavobol (47 do 62 %), boleCine
v miSicah (37 do 56 %), bolecine v sklepih (24 do 34 %), slabost (29 do 43 %) in izgubo
telesne teze (17 do 29 %). Pogoste so bile tudi motnje razpolozenja (15 do 41 %), kar v 21
do 36 % so navajali izpadanje las (Fried in sod., 2002; Hadziyannis in sod., 2004; Manns
in sod., 2001). Prav tako so bolniki v nasi raziskavi navajali predvsem utrujenosti (47 do
50 %) in izgubo telesne teze (16 do 19 %), medtem ko so v primerjavi z ostalimi
raziskavami manj tozili o splo$nih nezelenih u¢inkih zdravljenja kot so bole¢ine v misicah
(13 do 16 %), bolecine v sklepih (8 do 16 %), glavobol (11 do 13 %), izpadanje las (10 do
14 %) in slabost (2 do 5 %). Motnje razpoloZenja so se pri nasih bolnikih pojavljale pri 13
do 19 %, pri skupno dveh bolnikih pa je bilo potrebno zdravljenje v psihiatri¢ni bolni$nici.
Med neZelenimi ucinki zdravljenja so se pojavile tudi motnje v delovanju S$€itnice.
Hipotireoza se je razvila pri 3 % bolnikih v preiskovani skupini ter 2 % bolnikov v
kontrolni skupini, medtem ko je do hipertireoze prislo pri 4,7 % bolnikih v preiskovani
skupini in 2 % bolnikov v kontrolni skupini, razlika ni bila statisticno znacilna (p=0,39).
Tovrstna pojavnost obolenja $€itnice je primerljiva z ostalimi slovenskimi raziskavami,
kjer je prislo do razvoja hipotireoze pri 1,5 do 5,2 % bolnikov in v 2,6 % do hipertireoze
(Brinovec in sod., 2004; Seli¢ Kurin¢i€ in sod., 2012).

Zaradi hujSe stopnje anemije (padec hemoglobina pod 100 g/l) smo morali v preiskovani
skupini pri 12,5 % bolnikih zmanjsati odmerek RBV v primerjavi s kontrolno skupino, kjer
smo le-tega znizali pri Stirih (4 %) bolnikih, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna
(p=0,06). Prilaganje odmerka RBV zaradi anemije je primerljivo z raziskavami, v katerih
so znizali odmerek RBV pri 9 do 15 % bolnikov (Manns in sod., 2001; Zeuzem in sod.,

2006). V nasi raziskavi je 6 % bolnikov v preiskovani skupini in 3 % v kontrolni skupini
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potrebovalo eritropoetin, razlika med skupinama ni bila statisticno znacilna (p=0,36).
Odstotek predpisovanja eirtropoetina je primerljiv s francosko raziskavo, Kkjer so
eritropoetin predpisali pri 8 % bolnikov (Thévenot in sod., 2007).

Pri 68,8 % bolnikov v preiskovani skupini in 58 % bolnikov v kontrolni skupini smo v nasi
raziskavi belezili zmanjSanje Stevila levkocitov pod mejo normalnega, vendar hujsa stopnja
nevtropenije, ki bi zahtevala zdravljenje, ni bila pogosta. Tako je granulocitne kolonije
stimulirajo¢i faktor prejemalo 1,6 % bolnikov v preiskovani skupini in 4 % bolnikov iz
kontrolne skupine, kar ne predstavlja statisticno znacilne razlike (p=0,42). Predpisovanje
granulocitne kolonije stimulirajo¢ega faktorja je tako primerljivo z raziskavami, v katerih

so le-tega bolniki med zdravljenjem CHC prejemali v 4 % (Thévenot in sod., 2007).

Zelo pomemben izsledek nase raziskave je bila tudi ocena varnosti uporabe FLU pri
bolnikih s CHC. Ugotovili smo, da je soCasna uporaba FLU varna, saj nismo pri nobenem
od bolnikov belezili hujsih stranskih u€inkov. Enemu od bolnikov smo pred¢asno ukinili
FLU, zaradi pomembnega porasta ravni GGT, vendar v primerjavi s kontrolno skupino
razlika ni statisti¢no znacilna (p=0,4). Porasta ravni GGT pri bolniku ne moremo vzro¢no
opredeliti, saj je prejemal socasno tudi druga jetrom Skodljiva zdravila. Nasi rezultati
potrjujejo izsledke Stevilnih klini¢nih raziskav, v katerih so ugotovili, da je uporaba
statinov pri bolniki s CHC varna (Chalasani in sod., 2004; Gibson in Rindone, 2005;
Henderson in sod., 2010; Krishna in sod., 2006).

Z opravljeno raziskavo smo dokazali, da dodatek FLU v odmerku 80 mg dnevno k SOC pri
bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodiS¢no plazemsko viremijo (HCV RNK >400.000
IU/ml), statisticno znacilno izboljSa SVR. Ucinkovitost dodatka FLU v niZjih dnevnih
odmerkih na SVR pri bolnikih z genotipom 1 potrjujejo tudi druge raziskave (Georgescu in
sod., 2011; Kondo in sod., 2012). Na temelju vseh opravljenih raziskav menimo, da je
dodatek FLU v odmerkih 20 do 80 mg dnevno v kombinaciji s PEG-IFN o in RBV
klinicno pomemben in bi bilo smiselno razmisliti o njegovi vkljucitvi v standardno
zdravljenje bolnikov z genotipom 1 in visoko plazemsko viremijo (Georgescu in sod.,
2011; Kondo in sod., 2012; Sezaki in sod., 2009; Seli¢ Kurin¢i¢ in sod., 2014). Raziskava

je potrdila tudi varnost uporabe odmerka FLU 80 mg dnevno.
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Fluvastatin pa bi se lahko izkazal tudi pri zdravljenju bolnikov z genotipom 1 s
proteaznimi inhibitorji (boceprevir, telaprevir), katerih bliskovit razvoj poteka zadnjih
nekaj let. Kljub temu, da je uspeSnost zdravljenja naivnih bolnikov s kombinacijo
proteaznega inhibitorja, PEG-IFN o in RBV za 25 do 30 % veéja od dvojne kombinacije
PEG-IFN o in RBV, se ob tem Ze pojavljajo sevi virusa, odporni na tovrstne uc¢inkovine
(EASL, 2014; Jacobson in sod., 2011; Poordard in sod., 2011). Pred uvedbo zdravljenja z
boceprevirom so pri 7 % bolnikov nasli z odpornostjo povezane aminokislinske variante
(angl. resistance associated amino acid variants, RAV), po zacetku zdravljenju so le-te
nasli pri 15 % bolnikov. Pri bolnikih, ki niso dosegli SVR, so zaznali RAV kar v 53 %
(Barnard in sod., 2013). Prve raziskave in vitro o razvoju odpornosti HCV na nove
ucinkovine kazejo, da bi utegnila kombinacija protivirusnih u¢inkovin s statini upocasniti
oz. prepreciti razvoj sevov, odpornih na proteazne inhibitorje (Delang in sod., 2009). Med
statini bi bil najprimernejsi FLU, saj je zanj znacilno, da se ne metabolizira preko
citokroma P450 3A4, kar je znacilno za boceprevir in telaprevir, temve¢ preko citrokroma
P450 P2C9, zaradi cesar FLU ni kontraindiciran pri hkratnem zdravljenju s proteaznimi
inhibitorji, kar velja za Stevilna druga zdravila, tudi za ostale statine (Burger in sod., 2013,
Stancu in Sima, 2001). Glede na ugotovitev, da je bila pri bolnikih, zdravljenih s trojno
kombinacijo (boceprevir, PEG-IFN a in RBV) in z znizanjem virusnega bremena po §tirih
tednih zdravljenja za > 1-l0g;0, koncentracija RAV dvakrat manjSa kot pri slabo odzivnih,
bi dodatek FLU lahko imel pomembno vlogo v stiri-tedenskem uvajalnem obdobju
zdravljenja (Barnard in sod., 2013). Pomembna razlika pri delovanju na HCV med DAA in
FLU je tudi ta, da statini zavirajo pomnoZevanje virusa posredno, preko u€inkovanja na
gostiteljev metabolizem, zato do razvoja odpornih sevov, znacilnih za DAA, ne more priti.
Pomen dodanega statina kombinaciji proteaznega inhibitorja (boceprevir), PEG-IFN a in
RBYV potrjujejo tudi izsledki obsezne mednarodne klini¢ne raziskave, kjer so ugotovili, da
predhodno jemanje statina statisticno znacilno ugodno vpliva na SVR (Poordard in sod.,
2011).

Po nam dostopnih podatkih iz literature je nasa raziskava prva na svetu, v kateri smo
raziskovali vpliv dodanega FLU v kombinaciji s PEG-IFN a in RBV pri bolnikih z
genotipom HCV 3. V preiskovani skupini so bolniki dosegli SVR v 95 % in v kontrolni
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skupini v 92 %, kar ne predstavlja statisticno znacilne razlike (p=0,661). Ob tem
dopus¢amo moznost napake tipa II, kar pomeni, da s statisti¢cno analizo nismo odkrili
razlike med skupinama, ceprav razlika dejansko obstaja. V primerjavi z obseznimi
klini¢nimi raziskavami, v Katerih bolniki dosegajo SVR v 66 do 79 %, so bolniki v nasi
raziskavi tako v preiskovani kot kontrolni skupini dosegli zelo dober SVR (Shiffman in
sod., 2007; Zeuzem in sod., 2004).

Pomanjkljivost nase raziskave je predvsem v tem, da ni bila randomizirana glede jemanja
FLU. Poleg tega so podskupine, pri katerih smo izvajali statisti¢no analizo, imele majhno
Stevilo bolnikov, zato je potrebna previdnost pri posplosevanju rezultatov na SirSo
populacijo. Tudi osnovne znaéilnosti bolnikov so bile zelo ugodne, saj je bilo malo
bolnikov starih nad 40 let (21 %) in malo bolnikov z zelo napredovalo jetrno boleznijo oz.
cirozo (9 %). Zaradi tega menimo, da so potrebne dodatne Siroko zastavljene klini¢ne
raziskave, ki bodo ugotavljale vpliv dodanega FLU na ucinkovitost zdravljenja CHC

genotipa 3 kot tudi genotipa 1.
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6 SKLEPI

e Trajni viroloski odziv je doseglo 89 % bolnikov v preiskovani skupini in 79,6 % v
kontrolni skupini (p=0,12), ne glede na vrsto genotipa HCV in izhodi$¢no

plazemsko viremijo.

e Dodatek FLU v odmerku 80 mg dnevno kombinaciji PEG-IFN a in RBV ni imel
vpliva na viroloski odziv v Cetrtem in dvanajstem tednu zdravljenja ter ob
njegovem zakljucku pri bolnikih okuZenih z genotipoma HCV 1 ali 3, ne glede na

izhodi$¢no plazemsko viremijo.

e Bolniki z genotipom 1 so, ne glede na izhodis¢no plazemsko viremijo, dosegli SVR
v preiskovani skupini v 81 %, medtem ko so v kontrolni skupini dosegli SVR v 64
% (p=0,138). Pri bolnikih z genotipom 3 smo belezili SVR pri preiskovani skupini
v 95 % in pri kontrolni skupini v 92 % (p=0661). V primerjavi z uspesnostjo
zdravljenja bolnikov z genotipom 1 in 3 v objavljenih mednarodnih raziskavah,
ugotavljamo, da nasi bolniki dosegajo SVR v visjih delezih kot to navaja svetovna

literatura.

e Z opravljeno raziskavo smo dokazali, da dodatek FLU 80 mg dnevno kombinaciji
PEG-IFN a in RBV pri bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodi§¢no plazemsko
viremijo (HCV RNK >400.000 IU/ml) statisti¢no znacilno izboljsa SVR. Bolniki v
preiskovani skupini so dosegli SVR v 75 %, v kontrolni skupini, zdravljeni le s
kombinacijo PEG-IFN o in RBV, pa v 41 %, kar predstavlja statisticno znacilno
razliko (p=0,024).

e Pri bolnikih z genotipom 1 in nizko izhodi§¢no plazemsko viremijo (HCV RNK
<400.000 TU/ml) nismo dokazali vpliva dodanega FLU kombinaciji PEG-IFN a in
RBV na ozdravitev, saj so bolniki v preiskovani skupini dosegli SVR v 100 % in v

kontrolni skupini v 87 %, kar ne predstavlja statisticno znacilne razlike (p=0,224).

e Nasa raziskava je prva v svetu, v kateri smo raziskovali vpliv dodanega FLU v
kombinaciji s PEG-IFN o in RBV pri bolnikih z genotipom 3. V raziskavi nismo

dokazali vpliva FLU na uspeh zdravljenja, saj so bolniki dosegli SVR v 95 % in v
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kontrolni skupini v 92 %, kar ne predstavlja statisti¢no znacilne razlike (p=0,661).

e V raziskavi smo potrdili, da sta starost bolnika <40 let ob pricetku zdravljenja
(p<0,001) in jetrna steatoza <5 % (p=0,01) statisticno znacilno pomembna
napovedna kazalca za SVR. Od virusnih dejavnikov pa SVR statistiéno znacilno
pogosteje napovedujeta okuzba z genotipom 3 (p<0,001) in izhodis¢ni HCV RNK
<400.000 1U/ml (p<0,001), kar je v skladu z ugotovitvami objavljenih v

mednarodnih raziskavah.

e Pri bolnikih z genotipom 1 in nizko izhodi$¢no plazemsko viremijo ter bolnikih z
genotipom 3 dodatek FLU k kombinaciji s PEG-IFN a in RBV ni vplival na

ponovitev bolezni po dosegu aviremije ob zakljucku zdravljenja.

e Pri bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodi§¢no plazemsko viremijo je dodani FLU
znacilno zmanjsal delez tistih s ponovitvijo bolezni. Pri bolnikih v preiskovani
skupini se je viremija ponovila pri 5 %, v kontrolni skupini pa kar pri 41 %, kar

predstavlja statisticno znacilno razliko (p=0,004).

e Pojavnost stranskih ucinkov in farmakolosko zdravljenje hematoloskih stranskih
ucinkov (anemija, nevtropenija) ter obolenja $¢itnice v nasi raziskavi so primerljivi
s pojavnostjo stranskih ucinkov in nacinom zdravljenja v obseznih klini¢nih

mednarodnih raziskavah.

e 7 naSo raziskavo smo potrdili, da je soCasna uporaba FLU pri bolnikih s CHC

varna, saj nismo pri nobenemu od bolnikov belezili hujsih stranskih u¢inkov.
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7 POVZETEK
7.1 POVZETEK

Kroni¢ni hepatitis C ostaja pomemben svetovni javnozdravstveni problem, saj je po
podatkih Svetovne zdravstvene organizacije okuzenih od 2 do 3 % svetovnega
prebivalstva. V Sloveniji je ocenjena pojavnost okuzbe pod 1 %. Zadnjih deset let
predstavlja standardno zdravljenje CHC kombinacija PEG-IFNa in RBV. Sicer pa
zdravljenje CHC predstavlja eno izmed najucinkovitejsih protivirusnih zdravljenj, saj SVR
pri ve¢ kot 99 % bolnikov pomeni trajno ozdravitev. V literaturi objavljene klini¢ne
raziskave kaZejo, da s trenutno uveljavljeno standardno kombinacijo PEG-IFNa in RBV
doseze SVR 42 do 52 % bolnikov z genotipom 1 in 66 do 79 % bolnikov z genotipom 3.

Z raziskavami in vitro so ugotovili, da HCV za pomnoZevanje potrebuje celi¢ni
geranilgeranil, ki nastaja intracelularno pri sintezi holesterola v hepatocitih. Zato lahko z
zaviralci sinteze holesterola (statini) vplivamo na pomnoZevanje virusa v hepatocitih. Od
vseh preiskovanih statinov je imel najmo¢nejSo zaviralno aktivnost FLU, potrdili pa so tudi

sinergisti¢ni zaviralni ué¢inek FLU v kombinaciji z interferonom.

Osnovni namen doktorske disertacije je bil ugotoviti vpliv dodanega FLU na ucinkovitost
zdravljenja CHC s standardno kombinacijo PEG-IFNa in RBV pri bolnikih z genotipoma
HCV 1 in 3. Dodaten namen raziskave je bila presoja varnosti zdravljenja bolnikov s CHC
s FLU.

V prospektivno zasnovano raziskavo smo vkljucili predhodno nezdravljene (naivne)
bolnike, okuzene z genotipoma HCV 1 in 3, ki so bili zdravljeni v skladu s slovenskimi
nacionalnimi usmeritvami za zdravljenje CHC iz leta 2007. Bolniki v preiskovani skupini
so prejemali FLU 80 mg dnevno v kombinaciji s SOC, bolnike v kontrolni skupini smo
zdravili le s SOC. Preiskovana in kontrolna skupina sta bili med seboj primerljivi po spolu,
starosti in genotipu HCV. Mejo med nizko in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo smo
opredelili pri HCV RNK 400.000 1U/ml.

Viroloski odzivi med zdravljenjem se niso razlikovali med preiskovano in kontrolno

skupino. Bolniki z genotipom 1 so v preiskovani skupini dosegli SVR v 81 %, v kontrolni
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skupini pa v 64 %, kar ne predstavlja statistiéno znacilne razlike (p=0,661). Dodatna
analiza podskupine je pokazala, da je dodatek FLU k SOC statisti¢no znacilno izboljsal
SVR pri bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo (p=0,024), saj so
bolniki v preiskovani skupini dosegli SVR v 75 % in v kontrolni skupini v 41 %. Pri
bolnikih z genotipom 1 in nizko izhodis¢no plazemsko viremijo ter bolnikih z genotipom 3

dodatek FLU ni znacilno vplival na SVR glede na kontrolno skupino.

Kombinacija FLU in SOC je statisticno znadilno zmanjSala tudi ponovitev bolezni
(p=0,042) pri bolnikih z genotipom 1 in visoko izhodis¢no plazemsko viremijo v
primerjavi s kontrolami. Pri bolnikih z genotipom 1 in nizko izhodis¢no viremijo ter tistih

z genotipom 3 vpliva FLU na ponovitev bolezni nismo potrdili.

Z logisticno regresijo (bivariatna, multivariatna analiza) smo opredelili Stiri napovedne
kazalce, ki so statisti¢éno znacilno izboljsali SVR. To so: okuzba z genotipom 3 (p<0,001),
izhodis¢ni HCV RNK <400.000 IU/ml (p<0,001), starost bolnika ob pri¢etku zdravljenja
<40 let (p<0,001) in jetrna steatoza <5 % (p=0,01).

V nasi raziskavi se je raba FLU pri bolnikih s CHC izkazala za povsem varno.

Z raziskavo smo dokazali, da dodatek FLU 80 mg dnevno kombinaciji PEG IFNa in RBV
znalilno pripomore k ve¢ji ucinkovitosti zdravljenja bolnikov z genotipom 1 in visoko
izhodis¢no plazemsko viremijo, zato bi bilo pri takih bolnikih smiselno razmisliti o njegovi
vkljucitvi v standardno zdravljenje. Kljub temu, da nismo dokazali vpliva dodatka FLU na
SVR pri bolnikih z genotipom 3 menimo, da bi glede na objavljene rezultate 0 SVR v tej

skupini bolnikov bilo smiselno izvesti dodatne Siroko zastavljene klini¢ne raziskave.
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7.2 SUMMARY

Chronic hepatitis C remains an important public health problem with estimated prevalence
of HCV infection between 2 and 3 %. In Slovenia, the prevalence of HCV infection is
estimated below 1%. For the last ten years the combination of PEG-IFNa and RBV has
presented a SOC for CHC. Patients who achieve SVR are considered cured in more than
99% according to the long-term follow-up studies. In clinical studies SVR was achieved in

42-52% of genotype 1 patients and in 66-79% of genotype 3 patients treated with SOC.

In vitro studies showed that elements of cholesterol-biosynthetic pathways play a critical
role in HCV replication, especially geranylgeranyl which is required for HCV replication.
This is the reason why statins can inhibit HCVV RNA replication. Fluvastatin showed the
strongest inhibition on viral replication, moreover, in combination with interferon it had a

synergistic inhibitory effect on HCV replication.

The primary aim of the present study was to investigate the impact of added FLU to SOC
on SVR in a cohort of patients infected with HCV genotypes 1 and 3 and also to find out
the safety of FLU in CHC patients.

The prospective study enrolled naive CHC genotypes 1 and 3 patients treated according to
the 2007 Slovene national consensus guidelines. In the FLU group patients received FLU
80 mg daily in combination with SOC. Historical controls matching the study group in
genotype, age and gender, were treated with SOC only. The limit of low and high baseline
viremia was set at HCV RNA 400,000 1U/ml.

On-treatment viral responses did not differ significantly between the two groups. In
genotype 1, SVR was achieved in 81% in the FLU group compared to 64% in the control
group, the difference not being significant (p=0.661). Further analysis of the sub-groups
showed that addition of FLU to SOC significantly improved SVR in genotype 1 patients
with high baseline viral load (p= 0.024). In genotype 1 patients with low baseline viral load

and in genotype 3 patients addition of FLU to SOC showed no improvement in SVR.

Combination of FLU and SOC also significantly reduced viral relapse rate (p=0.042) in
patients with CHC genotype 1 and high baseline viral load but not in genotype 1 patients
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with low baseline viral load and genotype 3 patients.

Bivariate and multivariate logistic regression identified four pretreatmet factors that were
being associated with higher odds of SVR: HCV genotype 3 infection (p<0.001), low
baseline viral load <400,000 IU/ml (p<0.001), patients <40 years old (p<0.001) and
steatosis <5% (p=0.01).

In the present study FLU use in patients with CHC proved to be safe.

In conclusion, addition of FLU 80 mg daily to PEG IFNa and RBV significantly improves
SVR in genotype 1 patients with high baseline viral load and should be prescribed in this
sub-group of patients. Although FLU did not improve SVR in genotype 3 patients,
according to previously reported SVR rates further clinical research on the combination of
SOC and FLU is warranted.
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Abstract

Objectives: The combination of pegylated interferon-a and
ribavirin is a standard-of-care (SOC) treatment for chronic
hepatitis C (CHC), and it achieves a sustained virological re-
sponse (SVR) in 41-52% of genotype 1 and in 73-79% of ge-
notype 3 patients. In a few clinical trials, the combination
of fluvastatin and SOC increased the SVR in genotype 1 pa-
tients. Methods: This prospective study enrolled 179 naive
CHC patients. In the fluvastatin group patients received the
combination of SOC and fluvastatin 80 mg daily; historical
controls matching the study group in genotype, age and
gender were treated with the SOC treatment only. Results:
On-treatment viral responses as well as the SVR did not differ
significantly between the two groups, except for the geno-
type 1 patients with a high viral load presenting a signifi-
cantly higher SVR rate in the fluvastatin group (75%) com-
pared to the control group (41%; p = 0.024). Multivariate lo-
gistic regression identified hepatitis C virus (HCV) genotype
3infection (p < 0.001), age <40 years (p < 0.001), liver steato-
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sis <5% (p < 0.01) and low viral load (p < 0.001) as indepen-
dent predictors of an SVR. Conclusion: A combination of flu-
vastatin and SOC significantly improved the SVR in naive
CHC patients infected with HCV genotype 1 and high viral
load, but it did not improve the SVR in patients infected with
HCV genotype 3. ©2013 5. Karger AG, Basel

Introduction

In Central Europe the prevalence of hepatitis C virus
(HCV) infection is intermediate, ranging from 0.2-1.2%,
with intravenous drug use being the primary mode of
transmission during the last years [1, 2]. In Slovenia,
which has a population of 2 million inhabitants, the prev-
alence of HCV infection is estimated to be below 1%, with
a predominance of HCV genotype 1 (56%), followed by
genotype 3 (37.8%), genotype 2 (5%) and genotype 4
(1.2%) [3, 4).

For the last 10 years, the combination of pegylated
interferon-a (PEG-IFNa) and ribavirin (RBV) has pre-
sented a standard-of-care (SOC) treatment for chronic
hepatitis C (CHC) [5]. Patients who achieve a sustained
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virological response (SVR) are considered cured in more
than 99% of the cases according to long-term follow-up
studies [6, 7]. In pivotal clinical studies, an SVR was
achieved in 41-52% of genotype 1 patients and in 73-82%
of genotypes 2 and 3 patients treated with a SOC treat-
ment [8-10]. In other clinical trials, genotype 1 patients
achieved an SVR in 47-50% [11, 12], and those infected
with genotype 3 in 69-79% [13, 14]. The most potent pre-
treatment factors for an SVR were viral genotype, base-
line serum viral load, age, gender, BMI, stage of liver fi-
brosis and recently found genetic polymorphisms for in-
terleukin 28B located on chromosome 19 [5, 15-17].

In vitro studies have shown that elements of cholester-
ol-biosynthetic pathways play a critical role in HCV rep-
lication, especially geranylgeranyl which is required for
HCV replication. It has been demonstrated that statins
(3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase in-
hibitors) disrupt HCV-RNA replication in cultured hep-
atoma cells [18, 19]. Fluvastatin showed the strongest in-
hibition on viral replication, and in combination with in-
terferon it had a synergistic inhibitory effect on HCV
replication [20].

The aim of the present study was to investigate the im-
pact of adding fluvastatin to SOC treatment on the SVR
in a cohort of Slovene patients infected with HCV geno-
types 1 and 3, and to determine how safe fluvastatin is for
patients with CHC.

Patients and Methods

Study Design

This prospective, open-labeled, historically controlled study en-
rolled naive intent-to-treat patients treated for CHC genotypes 1
and 3 according to the 2007 Slovene national consensus guidelines
[21]. From September 2009 to February 2011, all of the eligible pa-
tients who agreed to participate in the study and who had provided
informed consent received fluvastatin in combination with SOC
treatment. All of the patients presented with baseline viremia de-
tected by polymerase chain reaction determined by automated
COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HCV Test (Roche Diag-
nostic Systems) with a limit of detection of 30 IU/ml HCV-RNA,
carried out at the national reference laboratory. Baseline patient
characteristics were evaluated including the viral load, with a
high viral load presenting >400,000 IU/ml. Pretreatment liver bi-
opsy was performed in all patients except in those with contra-
indications. Histological diagnosis was performed according to
METAVIR scoring system with the fibrosis stage ranging from 0
to 4 [22].

Patients with the following were excluded: decompensated cir-
thosis, coinfection with HIV or HBV, any other cause of liver disease,
leucocyte count <3,000/mm?, platelet count <75,000/mm?®, hemoglo-
bin <13 g/dl for men and <12 g/dl for women, uncontrolled depres-
sion, untreated thyroid disease and autoimmune diseases, clinically

24 Intervirology 2014;57:23-30
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significant cardiovascular diseases, malignant neoplastic diseases,
previous therapy with statins, and poorly controlled diabetes.

Eligible patients in the study group were treated with a combi-
nation of a weight-based dose of RBV 15 mg/kg body weight per
day plus either PEG IFNa-2a 180 pg or PEG IFNa-2b 1.5 pg/kg
once weekly subcutaneously since no conclusive evidence showing
a preference for one of the two PEG-IFNa had been reported [5,
23]. According to the viral genotype, baseline HCV-RNA and on-
treatment virological response, the treatment duration was 24-72
weeks for genotype 1 and 24 weeks for genotype 3. All patients
were additionally treated with fluvastatin 80 mg daily.

The historical control group consisted of all naive patients with
CHC genotypes 1 and 3 who completed treatment and follow-up;
they were recruited from the national registry of treated patients
and matched the study group in genotype, age and gender. Patients
in the control group were treated with SOC treatment according
to the same regime as the studied group regarding the treatment
optimization (virological response-guided therapy, weight-based
dose of RBV and aggressive management of side effects) which is
in line with the Slovenian national guidelines [21].

Complete blood count and liver function tests were performed
on a 2-week basis until week 8 of treatment and thereafter month-
ly until the end of treatment as well as at weeks 12 and 24 after ces-
sation of treatment. HCV-RNA concentrations were determined
at baseline; weeks 4, 12 and 24; at the end of treatment, and 24
weeks after cessation of treatment. In the fluvastatin group, the
creatine kinase level was checked during the treatment.

The study was approved by The National Medical Ethics Com-
mittee of the Republic of Slovenia according to the Declaration of
Helsinki and in compliance with the ICH/GCP requirements of
good clinical practice and all the applicable regulations of the Re-
public of Slovenia.

Statistical Analysis

Due to the case-control design of the study, only the patients
that completed treatment of CHC and a 24-week follow-up period
were analyzed in both the study and the control groups. Firstly, the
matching of both groups regarding significant SVR predictors was
tested using the Mantel-Haenszel test for 2 x 2 x 2 comparisons,
the likelihood ratio test for both groups per each specified stratum
for categorical variables, and the Kruskal-Wallis test (both groups
with respect to genotype and type of therapy) or t/Mann-Whitney
U test for both groups per stratum [considering (non)normality of
data distribution]. Analysis of the primary outcome, i.e. virological
response according to genotype, viral load, pathohistological liver
changes and mode of therapy, was performed using the likelihood
ratio test. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results

The study enrolled 179 naive CHC genotypes 1 and 3
Caucasian patients: 81 treated with SOC treatment and
fluvastatin, and 98 historical controls treated with SOC
treatment only. In the study group, 17 patients discontin-
ued treatment prematurely and were excluded from fur-
ther analysis (fig. 1). Table 1 shows the baseline patient
characteristics of the two groups.
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Premature discontinuation:

Fig. 1. Trial profile.

6 declined treatment

1 on-treatment liver
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3 side effects
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6 lost to follow-up

64 patients completed
treatment and follow-up

Response to Therapy

The overall SVR was 89% in the study group and 79.6%
in the control group (p = 0.12). Since the study was de-
signed in a case-control manner, a preliminary compari-
son of the main SVR predictor balance between the two
groups was performed using bivariate testing of the fol-
lowing: HCV genotype, low/high viral load (<400,000
1U/ml/>400,000 IU/ml), low/high BMI (<30/>30), low/
high age (<40 years/>40 years), baseline low-density lipo-
protein and baseline triglycerides. No significant overall
difference was found (x? = 2.5; p = 0.114). However, a
significant difference between the two groups was estab-
lished in viral load with the fluvastatin group presenting
a higher load, controlled for genotype (Mantel-Haenszel
test: OR = 2.32, 95% CI: 1.17-4.59, p = 0.023). Kruskal-
Wallis tests of absolute viral load (controlled for geno-
type) also showed a significant difference (p = 0.01), sug-
gesting that groups do differ both in proportion of low/
high viral load as well as in the absolute viral load. The
results imply that the viral load should be considered as a
possible confounder.

To further examine the possible confounders, data on
SVR predictors were compared in both patient groups by
the following four strata: (1) low viral load/genotype 1, (2)
high viral load/genotype 1, (3) low viral load/genotype 3
and (4) high viral load/genotype 3. Except for the imbal-
ance in higher triglyceride levels of the control group in

Impact of Fluvastatin to SOC on SVR in
HCV Genotypes 1 and 3

strata 3, no significant differences were found between
the two groups with respect to any of the compared vari-
ables (age, BM], liver fibrosis, baseline low-density lipo-
protein and baseline triglyceride levels) in any of the four
strata.

The rapid (RVR), early (EVR) and end-of-treatment
(ETR) virological responses in the fluvastatin group ge-
notype 1 were 35, 92 and 85%, respectively, while in the
control group they were 42, 93 and 87%, respectively. In
genotype 3 patients, RVR, EVR and ETR were 89, 100 and
100%, respectively, compared to 92, 100 and 98% in the
control group, respectively. RVR, EVR and ETR did not
differ significantly between the two groups (fig. 2). In the
fluvastatin group, genotype 1 patients achieved an SVR in
81% of the cases compared to 64% in the control group
(p = 0.138). In genotype 3 patients, the SVR was 95% in
the fluvastatin group versus 92% in the control group
(p = 0.661).

Data on the SVRs of the study group were tested un-
conditioned on HCV genotype and viral load using the x?
test. No significant overall difference was found (x* = 2.5;
p = 0.114). Subsequently, data were tested separately by
strata corresponding to the strata 1-4 with respect to the
following virological responses: RVR, EVR, ETR and
SVR. In the majority of subsets, virological responses did
not differ significantly, except for the SVR among geno-
type 1 patients presenting a high viral load. In this subset,
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Table 1. Baseline patient characteristics of the fluvastatin (n = 64) and the control (n = 98) groups

All patients * Genotype 1 Genotype 3
(n=162) fluvastatin (n=26) _ controls (n = 45) fluvastatin (1= 38) _controls (= 53)
Males 104 (64) 19 (73) 26 (58) 26 (68) 33(62)
Age, years 35.1+9 (33] 35.2+9 [32] 39.6+11.2 [35] 32.8+4.9 [33] 32.847.9 [32]
<40 128 (79) 21(81) 27 (60) 35(92) 45 (85)
>40 34(21) 5(19) 18 (40) 3(8) 8(15)
Risk factors
Intravenous drug use 124 (76) 17 (65) 25 (55) 36 (94) 46 (87)
Transfusion 14 (9) 3(12) 8(18) 1(3) 2(4)
Other or unknown 24 (15) 6(23) 12 (27) 1(3) 5(9)
BMI
<30 154 (95) 24 (92) 42 (93) 36 (94) 52(98)
>30 8(5) 2(8) 3(7) 2(6) 1(2)
HCV-RNA, IU/ml
<400,000 62 (38) 6(23) 23 (51) 11 (29) 22 (42)
>400,000 100 (62) 20(77) 22 (49) 27 (71) 31 (58)
Stage of liver fibrosis®
0-1 83 (51) 15 (57) 19 (42) 20 (53) 29 (55)
2 43 (27) 5(19) 10 (22) 14 (37) 14 (26)
3-4 14 (9) 3(12) 8(18) 0(0) 3(6)
Missing data 22(13) 3(12) 8(18) 4(10) 7(13)
Steatosis
<5% 105 (65) 18 (69) 29 (64) 23 (61) 35 (66)
>5% 35(22) 5(19) 8 (18) 11 (29) 11(21)
Missing data 22(13) 3(12) 8(18) 4(10) 7(13)
Liver enzymes, IU/1
ALT 1.7+1.4 [1.3] 1.7 £1.6 [1.3] 1.6+1.5[0.9] 1.7£1.2 [14] 1.8+1.4 [1.5]
AST 1+0.7 [0.9] 1+0.7 [0.8] 1+0.9 [0.7] 1.1+0.6 [0.9] 1+0.6 [0.9]
GGT 0.9+1 [0.6] 1£1[0.9] 0.9+0.8 [0.6] 1+0.9 [0.6] 0.8+1.2 [0.6]
Baseline glucose, mmol/l 5+1[5] 5.3+2.1 [5] 5+0.5 [4.9] 5+0.6 (5] 4,9+0.6 [4.9]
Baseline serum lipids, mmol/l
Total cholesterol 4.4+1 [4.4] 4.5+0.9 [4.4] 4.7+0.9 [4.8] 42+1.1[3.9] 42409 [4.3]
Triglycerides 1.3+0.7 [1.1] 1.240.6 [1.15] 1.3+0.4 [1.2] 1.2+0.8 (1.1] 1.440.9 [1.2]
HDL-cholesterol 1.4+0.4 [1.3] 1.440.3 [1.3] 1.5+0.5 [1.4) 1.3+0.4 [1.2] 1.340.3 [1.2]
LDL-cholesterol 2.4+0.8 [2.4] 2.740.7 [2.7] 25409 [2.5] 23409 [2.2] 2.3+0.7 [2.2]
Missing data 26 (16) 0(0) 8(18) 2(5) 16 (30)

Results are expressed as n (%) or means + SD with medians in square brackets. HCV-RNA represents the baseline viral load. ALT =
Alanine transaminase; AST = aspartate transaminase; GGT = y-glutamyl transaminase; HDL = high-density lipoprotein; LDL = low-
density lipoprotein. * Liver histology was graded according to METAVIR score. :

an SVR was achieved in 15 of 20 patients (75%) in the
fluvastatin group and in 9 of 22 patients (41%) in the con-
trol group (likelihood ratio test: 5.104, p = 0.024).

In order to investigate the predictive factors of an SVR,
we analyzed the viral and the pretreatment host factors.
Overall, the proportion of patients achieving an SVR was
higher in HCV genotype 3 infection versus genotype 1 in-
fection (93 vs. 70%, respectively), higher among patients
receiving SOC treatment with added fluvastatin versus pa-
tients receiving SOC treatment only (89 vs. 80%, respec-

26 Intervirology 2014;57:23-30
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tively), higher in case of liver steatosis <5% versus steatosis
25% (89 vs. 69%, respectively), higher in case of liver fi-
brosis METAVIR stages 0-1 versus METAVIR stages 2-4
(87 vs. 79%, respectively), considerably higher among
younger patients (<40 years) versus older ones (95 vs.
41%, respectively), higher in BMI <30 versus BMI >30 (84
vs. 75%, respectively), and considerably higher among
patients with a baseline viral load <400,000 IU/ml versus
patients with a baseline viral load >400,000 IU/ml (94 vs.
77%, respectively). The differences reached significance
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Fig. 2. Comparison of virological response rates between the fluvastatin and the control groups in patients infected with HCV geno-

types 1 (a) and 3 (b).

Table 2. Results of bivariate and multivariate logistic regression in predicting failure in reaching the SVR

Predictor Bivariate Multivariate
OR 95% CI P OR 95% CI p

Genotype (1) 0.2 0.1-0.4 <0.001 0.1 0-0.4 <0.001
Group (control) 0.5 0.2-12 0.12 0.6 0.1-2.6 0.46
Age (>40) 0.04 0.02-0.11 <0.001 0.03 0.01-0.14 <0.001
Stage of fibrosis (0-1) 1.7 0.7-4.3 0.22 1.2 0.3-4.9 0.75
BMI (<30) 1.7 0.3-9 0.52 0.6 0-25.9 0.81
Steatosis (<5%) 3.6 14-9 0.01 6.4 1.5-28.3 0.01
HCV-RNA (£400,000) 43 14-13.2 0.01 22.6 3-171.5 <0.001

HCV-RNA represents the baseline viral load. The reference category of each predictor is indicated in parentheses.

using a multivariate logistic regression in four variables:
HCYV genotype 3 infection, patients <40 years old, steato-
sis <5% and baseline viral load 400,000 IU/ml, all being
associated with higher odds of an SVR (table 2).

Safety and Tolerability

In the fluvastatin group, RBV dose reduction due to
anemia was necessary in 8 of 64 patients (12.5%) com-
pared to 4 of 98 (4%) in the control group (p = 0.06).
Erythropoietin was administered in 4 of 64 patients (6%)

Impact of Fluvastatin to SOC on SVR in
HCV Genotypes 1 and 3

in the fluvastatin group versus 3 of 98 (3%) in the control
group (p = 0.36). Granulocyte colony-stimulating factor
was prescribed in 1 patient out of 64 (1.6%) in the fluva-
statin group versus 4 of 98 (4%) in the control group (p =
0.42). Most patients had mild or moderate psychiatric ad-
verse events, although 1 patient in each group needed
hospitalization at a psychiatric medical hospital. Hypo-
thyroidism was seen in 2 of 64 patients (3%) in the flu-
vastatin group compared to 2 of 98 (2%) in the control
group (p = 0.69), while hyperthyroidism presented in 3 of

Intervirology 2014;57:23-30
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64 (4.7%) of the fluvastatin group versus 2 of 98 (2%) in
the control group (p = 0.39). One patient in the fluvastatin
group (1.6%), who had also received other hepatotoxic
drugs, discontinued treatment 5 months after the intro-
duction of treatment due to an increase in y-glutamyl
transferase level (p = 0.40). No significant differences in
side effects were detected between the two groups.

Discussion

This is the first report on the efficacy of optimized SOC
treatment with added fluvastatin in HCV genotype 3-in-
fected patients, as well as the first report on HCV geno-
type 1 monoinfected patients treated with a fluvastatin
dose of 80 mg daily. Eligible patients received a maximal
daily dose of fluvastatin approved by the FDA since there
are no published data on the correlation between the oral
dose of statins and the level of statins in human hepato-
cytes. In the last 4 years, only a few studies have been pub-
lished evaluating the clinical effect of fluvastatin on viral
response; however, the results have been controversial. In
the first clinical trial, Bader et al. [24] reported that mono-
therapy with fluvastatin showed variable and often short-
lived suppressive effects on viral load. In a pilot study,
Sezaki et al. [25] demonstrated that the addition of flu-
vastatin 20 mg daily to SOC treatment might increase the
SVR in patients infected with HCV genotype 1b and a
high viral load. Recently, Georgescu et al. [26] and Kondo
et al. [27] reported that the addition of fluvastatin 20 mg
daily to SOC treatment significantly improved the SVR in
patients infected with HCV genotype 1b. However, Mi-
lazzo et al. [28] reported that the addition of fluvastatin
80 mg daily to SOC treatment did not significantly im-
prove the SVR among HIV/HCV-coinfected patients, but
significantly improved RVR. According to our knowl-
edge, no studies have been performed regarding the use
of fluvastatin in genotype 3 patients.

In the present study, an SVR was achieved in more
than 90% of genotype 3 patients with or without fluva-
statin added to the optimized SOC treatment. In the pre-
vious studies using various regimens of SOC treatment
optimization, the SVR was shown to be 68-74% [13, 29].
Overall, the combination of fluvastatin and optimized
SOC treatment showed no significant improvement in
the SVR among genotype 3 patients.

In genotype 1 patients, an SVR was achieved in 81% in
the fluvastatin group, which is much higher compared to
37-50% in other clinical studies [12, 29]. However, com-
pared to 64% in the control group, the difference was not
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significant. Interestingly, further analysis of the subgroups
showed that the addition of fluvastatin to the optimized
SOC treatment significantly improved the SVR in geno-
type 1 patients and high viral load (>400,000 IU/ml),
which is in accordance with published studies [26, 27].

One of the reasons for high SVR in our study and con-
trol patients was the study design since only the patients
who completed treatment and follow-up were analyzed.
In addition, favorable pretreatment factors, including a
high rate of patients with genotype 3 infection, age <40
years (in 79%), BMI <30 (in >95%), liver steatosis <5%
(in 65%) and liver fibrosis METAVIR stages 0-1 (in 51%),
also contributed to the results, which is in agreement with
the relevant studies [5, 14, 29].

Another reason for the high SVR rate was probably the
optimization of the SOC treatment in both groups, in-
cluding a weight-based dose of RBV in genotypes 1 and
3, viral response-guided treatment duration according to
RVR and EVR, and the aggressive management of side
effects [5, 30, 31]. All of the included drug users were
treated according to the Slovenian national consensus
guidelines for the management of HCV infection in drug
users [21]. Regular monitoring and follow-up visits of the
patients enabled optimal treatment adherence to both
PEG-IFN plus RBV and prescription of erythropoietin,
granulocyte colony-stimulating factor and antidepres-
sants to avoid premature treatment discontinuation due
to side effects.

Discontinuation of fluvastatin therapy as a result of
severe hepatotoxicity was needed in 1 patient only (1.6%).
According to the National Lipid Association Statin Safety
Task Force, patients with chronic liver disease may safely
receive statin therapy [32]. Khorashadi et al. [33] reported
that statin use did not increase severe hepatotoxicity in
patients with HCV infection. In the present study, fluva-
statin use in patients with CHC proved to be safe.

We are fully aware of some study limitations, particu-
larly the design of a nonrandomized trial for the use of
fluvastatin and a small number of patients after perform-
ing stratification and logistic regression. Asa general rule,
an adequate sample size for logistic regression should
comprise at least 10 events per included independent
variable [34]. Therefore, three predictors at most were in-
cluded in the present analysis to obtain valid results.
However, as this is not in accordance with the general
rule, this should be borne in mind when generalizing the
results to the population. Due to a relatively small total
number of known CHC patients in Slovenia, a historical-
control study design was performed as it was also used in
other pivotal clinical trials [12, 14].
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tion may also delay or prevent the development of resis-
tance to protease inhibitors [35]. Moreover, fluvastatin is
not contraindicated with protease inhibitors because it is
mainly metabolized by cytochrome P450 2C9 and not by
the cytochrome P450 3A isoenzyme, which is strongly in-
hibited by boceprevir and telaprevir [36, 37]. As for the
genotype 3 patients, according to previously reported
SVR rates, further clinical research on the combination of
SOC treatment and fluvastatin is warranted.

In conclusion, the present study contributes new data
on the SVR in patients with CHC treated with the opti-
mized SOC treatment plus fluvastatin. Moreover, addi-
tion of fluvastatin to SOC treatment might be an advanta-
geous therapeutic option for the treatment of genotype 1
patients and high baseline viral load. It should also be
noted that despite new treatment options for CHC, the
combination of statins with protease inhibitors may re-
sult in a more potent antiviral activity, and this combina-
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