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SAZETAK

UVOD: /L28B polimorfizmi se smatraju vaznim prognostickim faktorom
za ishod terapije pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom koji se leCe standardnom,
dvojnom terapijom PEG-IFN/RBV.

CILJ: Ovoistrazivanje ima za cilj da ispita uticaj pojednacnih polimorfizama
(eng. Single nucleotide polymorphisms, SNP): rs8099917,rs1297986011s12980275
1 njihovih kombinacija (/L28B profili) na SVR, kao i uticaj virusoloskih faktora i

faktora od strane domacdina.

METODOLOGIJA: Istrazivanje je obuhvatilo 136 pacijenata sa hroni¢nim
C hepatitisom genotip 1 koji su leceni po protokolu - pegilovani-interferon a2a/a2b
1 ribavirin tokom 48 nedelja. Za ispitivanje polimorfizama koris¢en je SSP-PCR

(eng. Sequence specific primer - PCR) metod.

REZULTATTI: SVR je postiglo 58.8% pacijenata. Genotipovi TT ., .,CC o0
1AA 400,75 SU 0znaceni kao “povoljni” zbog znacajno vece prevalence u grupi pacijenata
koja je odgovorila na primenjenu terapiju. S druge strane, genotipovi GG o0, 1 TT 5670060

su oznaceni kao “nepovoljni” jer su bili povezani sa izostankom odgovora na terapiju.
Prisustvo CC_ oo 111 AA_o,. poveava verovatnoc¢u za SVR 3 odnosno 1.5 puta.

IL28B profil koji u sebi sadrzi makar jedan povoljan genotip TT .., ili CC_ . .. ili
AA_osine S€ POkazao kao nezavisni prediktor odgovora na primenjenu terapiju, a potom i
mlade Zivotno doba 1 nizi stepen nekroinflamatorne aktivnosti jetre. Medu pacijentima koji
su postigli SVR, 87.5% je imalo neki od ovih /L28B profila. Najjacu PPV ima CC_ ...
(81.8%), dok su najjacu NPV pokazali TT . 0. 1 GG 40005, 65.5%, odnosno 61.6%. Niza

serumska aktivnost AST u korelaciji je sa TT

' s099017» 40K j€ nizi nivo virusne replikacije pre

pocetka terapije u korelaciji sa GG_ o, -

ZAKLJUCAK: Rezultati ovog ispitivanju su potvrdili da sva tri ispitivana
polimorfizma imaju vaznu ulogu u predikciji SVR. Od ispitivanih parametara kao
nezavisni prediktor ishoda terapije, pokazao se IL28B profil koji u sebu sadrzi makar

jedan povoljan genotip od tri ispitivana polimorfizma.

Kljuéne reci: IL28B, Hepatitis C virus (HCV), polimorfizam pojedinacnog
nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism - SNP), stabilan virusoloski
odgovor (SVR)

Naucna oblast: gastroenterologija i hepatologija




SUMMARY

BACKGROUND: The three single nucleotide polymorphisms (SNPs) near
IL28B gene were shown to be highly predictive of sustained virological response
(SVR) in patients with chronic hepatitis C virus (HCV) infection.

AIM: This study attempted to demonstrate the role of single and combined
IL28B polymorphisms (rs8099917, rs12979860 and rs12980275) and other host
and viral factors in predicting response to treatment, in Caucasian patients infected
with HCV genotype 1.

METHODOLOGY: The study comprised 136 patients with chronic
hepatitis C infection genotype 1 who were treated with pegilated-interferon o2a/
02b and ribavirin for 48 weeks. SNPs were identified using SSP-PCR (Sequence
specific primer - PCR).

RESULTS: 58.8% achieved SVR. Genotypes TT CC and

1s8099917° rs12979860

AA_oconss Were associated with favorable response to treatment, while GG

and TT ..., Were identified as predictors of treatment failure. Patients carrying

rs8099917

genotypes CC_ oo OF AA oo were 3 and 1.5 times more likely to achieve
SVR, respectively. The presence of /L28B profiles (combinations of genotypes from
all 3 SNPs), that included at least one of the favorable genotypes, was identified
as the most important factor associated with SVR, followed by younger age and
lower grade of histological activity. Of all patients who achieved SVR, 87.5%
was carrying one of these /L28B profiles. The strongest PPV of single SNPs for
achieving SVR was observed for CC_ ..., (81.8%). The presence of TT . ...,
showed the strongest NPV of 65.5%, followed by GG _ ,,,,, 61.6%. The correlation

of SNPs with other host and viral factors revealed association of TT 000017 and

lower AST levels as well as lower baseline viral load and GGIS%%W.

CONCLUSION: Results of this study confirm that all investigated /L28B
polymorphisms are associated with treatment response and that presence of any
of the favorable /L28B genotypes can be considered independent pretreatment

determinant of the effectiveness of therapy.

Keywords: IL28B, Hepatitis C virus (HCV), single nucleotide polymorphism
(SNP), sustained virological response (SVR)

Scientific field: gastroenterology and hepatology




ZUTICA

“Ova bolest vec¢inom dolazi od jakog dusevnog rastrojstva, straha,
gneva, ozlojedjenosti itd. Znaci su Zuta boja lica, ociju i celog tela,
Zuta i gusta mokraca, koja ostavilja na preobuci Zutu boju, kao da si
Jje obojio. Protiv zZutice koja je dosla od ljutine i teske brige leci ovo:
naberi pet grama lisc¢a leskova (ali iz Sume), pa stavi u cisto, prirodno
belo vino da prenoci u zatvorenom sudu. Izjutra rano nastinu treba
popiti to vino (nastojak). 12 do 16 takvih napitaka za toliko dana
obicno izleci bolesnika....Ako koZa mnogo svrbi i znoj zaudara, dobro
Jje da se bolesnik okupa. Zuticu uvek treba leciti neodlozno, jer kad se
ona napusti, onda prelazi u vodenu bolest, koja se posve tesko leci. Pri
ovoj bolesti mora se konacno ostaviti ljutnja i svako uZivanje polne

ljubavi i svako drugo naprezanje”

Vasa Pelagi¢
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pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

Procenjuje se da je 120 do 180 miliona ljudi Sirom sveta inficirano hepatitis C
virusom (HCV) §to ¢ini oko 3% svetske populacije. Svake godine se registruje 3-4
miliona novih sluc¢ajeva (Shepard i sar., 2005.). Oko 20-30% obolelih ima progresivan
tok bolesti sa ozbiljnim klinickim posledicama. Hroni¢na HCV infekcija povecava
rizik razvoja ciroze jetre, hepatocelularnog karcinoma (HCC) i mortailiteta. Rizik
razvoja hepati¢ne dekompenzacije (ikterus, ascites, krvarenje iz varikoziteta jednjaka,
encefalopatija) iznosi 3-4% godisnje (Fattovich i sar., 1997.), dok je rizik za nastanak
HCC 3-7% godisnje (Sangiovanni i sar., 2006.). Posle razvoja neke od navedenih
komplikacija, petogodiSnje prezivljavanje iznosi oko 50% (Fattovich i sar., 1997.,
Sangiovanni i sar., 2006.). Hroni¢na C virusna infekcija je razlog transplantacije jetre u
svetu (Lauer i sar., 2001.). Medutim, 5 godina nakon transplantacije jetre rizik razvoja
ciroze jetre iznosi 28%, dok se u 40% slucajeva razvija hepaticna dekompenzacija
(Davis i sar., 2004., Berenguer i sar., 2000.).

Adekvatna antivirusna terapija ima za cilj eliminaciju virusa iz organizma,
prevenciju razvoja komplikacija i letalnog ishoda Sto se postize kroz stabilan
virusoloski odgovor (eng. sustained virological response, SVR) — nedetektabilna
HCV RNK 24 nedelje po zavrSenoj terapiji). Vecina (99%) pacijenata koji postignu
SVR ostaju HCV RNK negativni 1 5 godina nakon terapije (Zeuzem i sar., 2004.,
Manns i sar., 2008., Swain i sar., 2007.).

Do danas je identifikovano Sest genotipova hepatitis C virusa, a na nasem podrucju
najées¢i je genotip 1. Aktuelna terapija podrazumeva kombinovanu primenu
pegilovanog interferona & (PEG-IFN) i ribavirina (RBV). Njenom primenom
kod pacijenata sa genotipom 1 SVR se postize tek kod 40% lecenih, $to uz Ceste
i mnogobrojne nezeljene efekte lekova namece potrebu za jasnim definisanjem
prediktivnih faktora dobrog klini¢kog i virusoloskog odgovora na terapiju (Manns i
sar., 2001., Fried i sar., 2002., Hadziayannis i sar., 2004., McHutchison i sar., 2004.,
Marcellin 1 sar., 2012.). Ve¢i broj faktora utice na tok i ishod terapije kao Sto su
genotip virusa, stepen replikacije virusa pre zapocinjanja terapije, starosna dob
pacijenta, pol, etnicka pripadnost, body mass index (BMI), insulinska rezistencija
(IR), stadijum fibroze jetre i aktivnost inflamacije (Zeuzem i sar., 2004., Conjeevaram
i sar., 2006.). Brzi virusoloski odgovor (eng. rapid virological response, RVR) kao
1 rani virusoloski odgovor (eng. early virological response, EVR) pouzdani su
prediktori SVR, ali su oni dostpuni tek u 4. odnosno 12. nedelji terapije. Danasnja
istrazivanja pokazuju da je odgovor na terapiju odreden ne samo faktorima od strane
domacina 1 virusoloskim parametrima ve¢ i da je genski determinisan (Ge i sar.,

2009.). Od nedavno se smatra da su genski polimorfizmi /L28B najjaci prognosticki
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faktori postizanja SVR (Dill i sar., 2011, Marcello i sar., 2006, Thompson i sar., 2010.,
Ge 1 sar., 2009., Suppiah i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009.). Prirodna varijabilnost
pojedina¢nih nukleotida u blizini gena koji kodira IL28B razlog su za postojanje
vise genotipova IL28B kod ljudi. Postojanjem razli¢itih genotipova IL28B se moze
objasniti spontana eliminacija virusa, razvoj hronic¢ne bolesti, ali i ishod terapije PEG-
IFN/RBV. Do sada su kao najznacajnija izdvojena 3 polimorfizma na dugom kraku
19. hromozoma — rs12979860 (C/T), rs8099917 (T/G), rs12980275 (A/G) (Suppiah i
sar., 2009, Tanaka i sar., 2009., Ge i sar. 2009.).

1.1 Virusni hepatitisi

Hepatitis je svaka zapaljenska bolest jetre, razlicite etiologije. Klinicka slika,
prognoza i terapija zavise od uzroka bolesti. Bol u trbuhu, Zuta prebojenost koze,
poviSena temperatura i uvecana jetra najceSce su klinicke manifestacije akutnog
hepatitisa (Ryder i sar.,, 2001.). Hroni¢na forma bolesti se uglavnom ispoljava
nespecificnim tegobama — umor, malaksalost, gubitak apetita uz tup bol ispod desnog
rebarnog luka (DRL). Neki se hroni¢ni oblici hepatitisa manifestuju malim brojem
simptoma 1 znakova 1 to tek kada je doSlo do dugotrajne upale koja je uzrokovala
zamenu hepatocita fibroznim tkivom, odnosno kada je razvijena citoza jetre (Kanwal
1 sar., 2012.). Najces¢i uzroci akutnog hepatitisa su hepatotropni virusi: hepatitis A
(HAV), hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV), hepatitis D (HDV), hepatitis E (HEV)
1 hepatitis G (HGV)

1.2 Virusni C hepatitis

Veoma infektivno oboljenje jetre, koje se prenosilo feko-oralnim putem i
verovatno bilo uzrokovano HAV, poznatno je nekoliko hiljada godina. Nastanak
zutice nakon transfuzije krvi prvi put je opisan 1943. godine (Beeson 1 sar. 1943.).
HBYV je otkriven u drugoj polovini XX veka (Blumberg i sar., 1965., Krugman i
sar., 1967.). Medutim, njegovim otkri¢em bilo je moguce utvrditi uzrok infekcije
kod velikog broja obolelih, ali ne i kod svih (Blumberg i sar., 1967.).

Sumnja na postojanje novog hepatotropnog virusa postavljena je 1973. godine,
kada je doveden u vezu sa nastankom posttransfuzionog hepatitisa non-A, non-B
(Prince 1 sar., 1974.). Virus je definitivno identifikovan 1989. godine i nazvan
je hepatitis C virus (Bradley 1 sar., 1985., Arima i sar., 1989.). Hepatitis C virus
(izvorno “non-A, non-B hepatitis”) se prenosi putem kontaminirane krvi i derivata

krvi, a znatno rede seksualnim kontaktom (Sutton i sar., 2008.). Ne postoji vakcina
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protiv hepatitis C virusa. Moze da uzrokuje akutnu i hroni¢nu formu bolesti. Akutna
bolest uglavnom proti¢e asimptomatski i ostaje neprepoznata. lako asimptomatska
kod oko 90% obolelih progredira u hroni¢nu formu bolesti. U hroni¢noj fazi tegobe
su nespecifi¢ne ili odsutne, sve dok se ne razvije ciroza jetre kao zavrSni stadijum

hroni¢ne bolesti jetre (Lehmann i sar., 2004, Thompson i sar., 2007.).
1.2.1. Istorijat i biologija hepatitis C virusa

Hepatitis C virus pripada familiji Flaviviridae. To je mala partikula velicine
55-65um koja se sastoji od kapsida i spoljasnjeg omotaca (Slika 1). U kapsidu je
sadrzana jednolancana (+) RNK, duzine oko 9.600 baznih parova, dok je kapsid
obavijen dvoslojnim lipoproteinskim spoljasnjim omotacem koji se sastoji od
proteina — glikoproteina E1 i E2 koji su kodirani od strane samog virusa i lipida
koji poti¢u od ¢elije domacina (Chooi sar., 1989.). HCV je otporan u spoljasnjoj
sredini. Na temperaturi od 25°C ostaje infektivan i do 16 dana, a na 37°C oko 2
dana. Izuzetno je otporan na niske temperature. Na temperaturama nizim od 4°C
ostaje aktivan duze od 6 nedelja. Osetljiv je na toplotu — temperature preko 65°C
dovode do njegove inaktivacije tokom 4 minuta. Takode je osetljiv i na jonizujuce i

ultraljubicasto zracenje kao i na organske rastvarace (Songsar., 2010.).

ikozaedarni
kapsid

jednolanéana + RNK

Slika 1. Sematski prikaz hepatitis C virusa. Kapsid sa (+) RNK i spoljasnji
omotac.

1.2.2 Organizacija genoma i geneticka heterogenost virusa

Genom HCV je izuzetno heterogen i sklon ¢estim mutacijama zbog greSaka u procesu

transkripcije i nedostatka reparacionih mehanizama. U genomu se izdvajaju dva nekodirajuca
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regiona — 5’ 1 3’ i dva kodiracuja regiona — S-region koji kodira sintezu strukturnih proteina
1 NS-region koji kodira sintezu nestrukturnih proteina. Nekodirajuéi regioni ne ucestvuju u
sintezi strukturnih proteina virusa, ali imaju vaznu ulogu u replikaciji virusne RNK. Protein
jezgra (C protein), E1 1 E2 proteini ¢ine strukturne proteine virusa, dok grupi nestruktirnih
proteina pripadaju NS2, NS3, NS4, NS4A, NS4B, NS5 i NS5B (Slika 2). Iako proces
onkogeneze kod pacijenata sa hronicnom HCV infekcijom jos uvek nije dovoljno razjasnjen,
smatra se da C protein ucestvuje u onkogenezi kod hepatocita, dok glikoproteini E1 i E2
ucestvuju u ulasku virusa u hepatocit. Najvarijabilniji deo genoma virusa je E2 region. Zbog
velike varijabilnosti genoma virus izbegava stvorena antitela ¢ime se objasnjava perzistencija
virusa u organizmu i hronicitet bolesti. Nestrukturni proteini ucestuju u replikaciji virusa
(Dubuisson i sar., 2007., Lauer i sar., 2011., Gupta i sar., 2012.). Ona se odigrava uglavnom
u hepatocitima (Slika 3), ali i u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Kod pacijenata sa
hronicnom HCV infekcijom replikacija virusa u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
moze da dovede do pojave imunoloskih poremecaja (kriglobulinemija, B — ¢elijski limfom,
monoklonske gamapatije) (Everharti sar., 2009., Moradpour i sar., 2007.).

a <3011 kodona
Struktumni Nestrukturni

> — i — 5
% T

@dce e eoe
e | e ] I 18§ I 1 ]
Jaezgro [ E2 7 NS2 ETS_EZ 4A 4B NSSA NSSB
T Glikoproteini Serin proteaza L RARP
enkapsidaza Cistein proteaza Membranska alteracija
Jonskl kanal Serin proteaza kofaktor
b
Citoplazma
- p7 NS2 NS3
L NS4A NS4B

Lumen

Slika 2. Struktura i organizacija genoma hepatitis C virusa. Nekodirajuci regioni
— 5 i3 i kodiracuji regioni — S-region koji kodira sintezu strukturnih proteina i NS-
region koji kodira sintezu nestrukturnih proteina. Nekodirajuci regioni ne ucestvuju
u sintezi strukturnih proteina virusa — ucestvuju u replikaciji virusne RNK. Protein
jezgra (C protein), E1 i E2 proteini cine strukturne proteine virusa, dok su NS2,
NS3,NS4, NS4A4, NS4B, NS5 i NS5B nestrukturni proteini.
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Nukieokapsid

Vezivanje za receplor
| endocitoza

Transport i oslobadanje
o

e

Translacija

Slika 3. Replikacija C virusa u hepatocitu. Replikacija virusa se odvija u
viSe faza: apsorpcija i penetracija u hepatocit, translacija i replikacija virusnog

genoma, kompletiranje viriona i njegovo napustanje celije.

1.2.3 Genotipovi virusa i njihov klini¢ki znacaj

Na osnovu prirodne genetske heterogenosti HCV se moze klasifikovati u
Sest genotipova (1-6), dok unutar svakog genotipa postoji nekoliko podtipova
(oznaceni su malim slovom). Postojanje genetske varijabilnosti unutar istog
podtipa definiSe se kao kvazi specijes 1 predstavlja genetsku heterogenost
virusa kod inficirane osobe (Manns i sar., 2005., Rigat i sar., 2010., Biswal
i sar., 2005., O’Farrell i sar., 2003.).

Genotip virusajejedan od faktorakoji odreduje duzinu primene antivirusne
terapije 1 prediktivni je faktor odgovora na terapiju. Genotipovi 1, 4, 5 1
6 slabije reaguju na terapiju interferonom u poredenju sa genotipovima
2 1 3. Duzina primene terapije kod pacijenata inficiranih genotipovima
1,4, 516 je duza i iznosi 48 nedelja, dok za genotipove 2 i1 3 iznosi 24
nedelje (European Association for the Study of the Liver, 2011.). Moguca
je istovremena infekcija sa dva ili viSe genotipa (De Francesco 1 sar.,

1999.). Uspeh primenjene terapije medu razli¢itim genotipovima takode je
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razli¢it. Procenjuje se da oko 40-60% pacijenata sa genotipom 1 odgovori
na primenjenu terapiju, 90% pacijenata sa genotipom 2 i 3, oko 65% sa
genotipom 4 i oko 80% obolelih sa genotipom 6 (Mannsi sar., 2001.).

Podaci o brzini progresije bolesti i patogenosti genotipova su razliciti.
Pojedini autori smatraju da je genotip 1, narocito 1b patogeniji u poredenju
sa drugim. Pacijenti inficirani genotipom 1b brze ¢e razviti cirozu jetre i
HCC (Simmonds i sar., 1993, 2005., Nakano i sar., 2011., Ohnoo 1 sar.,
2007., Yu i sar., 2009., Laskus 1 sar., 2001., Takada i sar., 1996., Chen 1
sar., 1994., Haydon i sar., 1995., Tanaka i sar., 1996.). Medutim, postoje i
autori koji smatraju da brzina progresije bolesti ne zavisi od genotipa virusa
(Yotsuyanagi i sar, 1995, Lee i sar., 1996.). Da progresija bolesti ne zavisi
od genotipa virusa govore i istraZivanja autora iz nae zemlje (Svirtlih i sar.
2007.).

1.2.4 Geografska distribucija genotipova

Genotipovi pokazuju geografsku distribuciju na osnovu koje se moze
pratiti Sirenje infekcije (Slika 4). Genotipovi 1 1 2 sa svojim podtipovima
lai 1b, odnosno 2a i 2b prisutni su u ¢itavom svetu. U zemljama zapadne
Evrope i Sjedinjenim Americkim Drzavama ovi genotipovi su najces¢i.
U juznoj i isto¢noj Evropi najc¢es¢i je genotip 1b. Genotipovi 5 i 6 imaju
ograni¢enu geografsku distribuciju, uglavnom u zemljama Azije i juzne
Afrike. Genotip 2 je ¢est u zemljama zapadne Afrike. Analizom dosadasnjih
istrazivanja moze se videti da genotipovi imaju i odredenu distrubuciju medu
razli¢itim populacijama stanovnistva. Tako je genotip 3 najzastupljeniji medu
intravenskim uzivaocima droga (IVDU) i kod mladih pacijenata, dok je tip
1b najces¢i uzrocnik infekcija kod osoba starijih od 50 godina (Simmonds--
i sar., 2004.). U nasoj zemlji naj¢esc¢a je infekcija genotipom 1 — 1b 49.1% 1
la 8.5%, a potom genotipom 3 koji se nalazi kod 21.2% obolelih. Infekcije
genotipovima 2 i 4 su znatno rede (6.7% 1 4.6%). Infekcija sa dva ili tri
genotipa je prisutna kod 9.1% obolelih (Stamenkovi¢ i sar. 2000.). Oboleli sa
genotipom 1 su znacajno stariji u poredenju sa pacijentima koji su inficirani
genotipom 3 ili 4 (Deli¢ i sar., 2008., Svirtlih i sar., 2007.).
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Genotip 1b - 49,1%

Genotip 3 - 21.2%

Genotip la— 8.5%

N Genotip 214 - <5%
Mesane infekcije — 9.1%

Slika 4. Zastupljenost HCV genotipova u Srbiji. Eur J Epidemiol. 2000.
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Slika 5. Distribucija genotipova u svetu. U zemljama zapadne Evrope najcesci je
genotip 1, a zatim genotipovi 2 i 3. Genotipovi 4 i 5 su najceci u Africi, a genotip
6 u Aziji.
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1.3 Klini¢ke karakteristike HCV infekcije

Procenjuje sadakod 50-90% obolelih akutna faza bolesti protice inaparentno,
odnosno asimptomatski.

Jedna od osnovnih karakteristika akutne HCV infekcje je njena progresija u
hroni¢nu formu bolesti. Svega 10-20% obolelih eliminiSe virus u prva 3 meseca,
dok oko 90% pacijenata razvije hroni¢nu bolest. Evolucija hroni¢ne infekcije
traje decenijama. Prisustvo diabetes mellitusa, konzumiranje alkohola, HIV
koinfekcije ili drugog hepatotropnog virusa ubrzava progresiju bolesti u cirozu
jetre. U zavisnosti od prisustva kofaktora, 10-40% obolelih sa hroni¢nim C
hepatitisom ¢e razviti cirozu jetre (Lehmann 1 sar., 2004., Thompson 1 sar.,
2007.). Smatra se da je najvazniji kofaktor u progresiji hroni¢ne infekcije u
cirozu jetre konzumiranje alkohola. Ispitivanja su pokazala da ono povecava
rizik razvojacirozeido 3 puta (Hutchinsonisar.,2005.). Dosadasnjaistrazivanja
su pokazala da je progresija bolesti brza ukoliko infekcija nastupi u starijem
zivotnom dobu, odnosno kod osoba starijih od 50 godina (Davis 1 sar., 2010.,
Thein i sar., 2008., Poynard i sar., 2001.), dok je tok bolesti sporiji kod mladih
osoba, zenskog pola (Levine 1 sar., 2006.). HIV koinfekcija takode ubrzava
progresiju bolesti verovatno kroz smanjen broj CD4+ T limfocita (Benhamou
1sar., 2001.).

Kod oko 70% pacijenata hroni¢ni hepatitis C proti¢e asimptomatski i otkriva
se slucajno, pri rutinskoj kontroli biohemijskih analiza i slu¢ajnim otkrivanjem
povisenih vrednosti aminotranferaza (alanin-aminotrasferaza — ALT, aspartat-
aminostransferaza — AST) (Inglesby 1 sar., 1999.). Manji broj obolelih ima
nespecificne tegobe — malaksalost, gubitak apetita, brzo zamaranje, tup bol
ispod DRL (Kanwal i sar., 2012.). Ekstrahepati¢ne manifestacije bolesti takode
mogu biti prisutne — krioglobulinemija, lihen planus, limfocitni sialoadenitis
1 membranozni glomerulonefritis. Prema nekim autorima postoji povezanost
hroni¢ne C infekcije 1 non-Hodgkin limfoma (Tabela 1) (Calvaruso 1 sar.,
2012).

Neretko se bolest otkriva u terminalnoj fazi sa razvijenom cirozom,
insuficijencijom jetre 1 HCC (Kanwal 1 sar., 2012.). HCV infekcija se smatra
najces¢im uzrokom nastanka HCC u Evropi. Rizik mortaliteta kod ovih
pacijenata iznosi 33% u prvoj godini od postavljanja dijagnoze (Yang i sar.,
2010., Bartosch 1 sar., 2009.).
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1.4 Epidemioloske karakteristike hroni¢cne HCV
infekcije

Prevalenca HCV infekcije u svetu se procenjuje ispitivanjem prokuzenosti
dobrovoljnih davalaca krvi i iznosi oko 3%. Medutim, ova prevalenca je samo
priblizan pokazatelj infekcije u opstoj populaciji, jer dobrovoljnim davanjem krvi
nisu obuhvaéene osobe mlade od 18 i starije od 65 godina, osobe sa hroni¢nim
bolestima kao i one sa faktorima rizika za krvno-transmisivne bolesti (Lavanchyi
sar., 2009.). Prevalenca HCV zavisi od geografskog podruc¢ja. Najniza je u Velikoj
Britaniji i u zemljama Skandinavije gde se kre¢e izmedu 0.01% 1 0.1%, dok je nesto
visa u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) i zapadnoj Evropi (oko 0.5%).
Najvisu prevalencu u Evropi imaju mediteranske zemlje, Italija 0.7% i Spanija
0.9%. Analizom epidemioloskoh podataka o Juznoj Americi, moze se videti da je
prevalenca u Argentini 0.9%, a u Brazilu 1.7%. Visoke prevalence se beleze u i
zemljama Azije — u Japanu 1.5% i u Kini 2.5%. Ipak, najvisa prevalence HCV
infekcije je u zemljama Severne Afrike, posebno u Egiptu i krec¢e se i do 20%
(Armstrong i sar., 2000., Wasley i sar., 2000., Davis i sar., 2010.). U nasoj zemlji
iznosi od 0.3 do 0.7% (Deli¢, 2012.). Smatra se da su geografske varijacije u
prevalenci HCV infekcije posledica prisustva, odnosno odsustva razli¢itih faktora
rizika. Tako se na primer, HCV infekcija u SAD i Australiji registruje pretezno
kod mladih osoba (30-49 godina starosti), muskog pola koji su IVDU, dok je kod
osoba starijih od 50 godina put infekcije gotovo uvek transfuzija kontamirane krvi
u mladosti (Armstrong i sar., 2000., Davis i sar., 2010.). S druge strane, u Japanu i
Italiji obolele su uglavnom osobe starije zivotne dobi. U Egiptu ne postoje razlike u
starosnim strukturama obolelih zbog jatrogenog prenosa infekcije kontaminiranom
krvi i derivata krvi gde je veéina ljudi infcirana genotipom 4 (Wasley i sar.,
2000.).

Izvor infekcije je uvek covek, sa akutnom ili hronicnom HCV infekcijom. S
obzirom da se HCV nalazi u svim telesnim te¢nostima, ne iznenaduje podatak
da je prevalenca HCV infekcije veca u takozvanim ,rizicnim grupama‘ nego u
opstoj populaciji. ,,Rizi¢nim grupama“ se smatraju IVDU, bolesnici koji su primali
transfuzije ili derivate krvi, bolesnici na hemodijalizi, osobe sa rizicnim oblicima
seksulanog ponasanja i zdravstveni radnici. U faktore rizika spadaju i body piercing
1 busenje usiju kao i svi isceliteljski i kulturolosko-verski obredi tokom kojih dolazi
u kontakt krv dve osobe. Moguéa je i vertikalna transmisija sa majke na plod (Deli¢,
2012.).
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IVDU ¢ine 60-80% novoobolelih u SAD. Rizik oboljevanja uzivaoca psiho-
aktivnih supstanci iznosi 17% do skoro 80% godisnje. Visoka prevalenca HCV
infekcije u ovoj populaciji prevashodno se objasnjava zajednickom upotrebom
kontaminiranih igala i drugog pribora, ali i zbog veceg broja seksualnih kontakata
medu uzivaocima. Rizik za nastanak HCV infekcije medu uzivaocima narkotika se
povecava sa duzinom staza i zavisi od veli¢ine inokuluma. Bitno je napomenuti i
da 14% kokainskih zavisnika koji nikada nisu koristili intravenske narkotike ima
HCV infekciju — ,,usmrkavanje* kokaina zajedni¢nom cevcicom predstavlja rizik
za nastanak HCV infekcije (Page i sar., 2009., Hagan i sar., 2010.).

Jedan od gavnih puteva prenosa HCV infekcije 70-ih godina proslog veka bio
je putem transfuzije kontaminirane krvi i derivata krvi. Medutim, uvodenjem
dobrovoljnog davanja krvi i testiranja krvi na HBsAg broj obolelih u toj populaciji se
smanjio za 60%. Tendencija pada oboljevanja se nastavila i 90-ih godina uvodenjem
najpre prve, a potom i druge generacije anti-HCV testova kod davalaca krvi.
Smatra se da danas rizik transmisije iznosi 0.01-0.001% po primenjenoj transfuziji.
Poseban problem predstavljaju davaoci krvi u periodu ,,prozora‘“ infekcije kada jos
nisu napravili serokonverziju i kada potencijalno mogu zaraziti drugu osobu (Alter
isar., 1997.).

Seksualna transmisija virusa je moguca, ali je ucestalost ovakvog nac¢ina prenosa
infekcije manja u poredenju sa hepatitis B virusnom infekcijom Sto se objasnjava
manjom otpornosé¢u HCV u spoljasnjoj sredini i manjom koncentracijom HCV u
semenoj i vaginalnoj tecnosti. Ipak, prevalenca anti-HCV antitela medu seksualnim
partnerima inficiranih osoba izosi 3.2% 1 viSa je nego u opsStoj populaciji. Poveéan
rizik za dobijanje HCV imaju homoseksualci i promiskuitetne osobe (prevalenca
medu prostitutkama iznosi oko 4.4%) (Grady i sar., 2013.).

Rizik prenosa HCV infekcije sa inficirane majke na novorodence je prisutan
tokom c¢itave trudnoce, ali prenos nije Cest. Kod majki koje su HCV RNK pozitivne
rizik transmisije iznosi oko 3.2%. Prisustvo HIV koinfekcije poveéava rizik
vertikalnog prenosa zbog imunokompromitovanosti i kod HCV RNK pozitivnih
majki iznosi 7.9% (Bonacinii sar., 2000.). Dosadasnja ispitivanja nisu pokazala
da carski rez smanjuje prevalencu prenosa HCV infekcije i ucestalost infekcije je
sli¢na kod vaginalnog porodaja i carskog reza (Murakamii sar., 2012.).

Zdravstveni radnici su pod veéim rizikom od HCV infekcije u poredenju
sa opStom populacijom, a infekcijia najéeS¢e nastaje akcidentalno — ubodom na

kontaminiranu iglu ili neki drugi ostri predmet. Rizik iznosi oko 1.8% (0-6.6%).
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Uprkos poznavanju puteva transmisije HCV infekcije, kod oko 30% obolelih
put infekcije ostaje nepoznat i otkriva se slu¢ajno pri rutinskoj kontroli krvi (Puro
isar., 1998.).

1.5 Dijagnoza hroni¢ne HCYV infekcije

U diferencijalnog dijagnozi hroni¢nog C hepatitisa potrebno je razmotriti
oStecenjejetre drugim hepatotropnim virusima, pre svega HBViHDYV, autoimune
bolesti jetre, nealkoholni steatohepatitis (NASH), oSteCenje jetre izazvano
alkoholom i lekovima i metabolic¢ke bolesti (Vilsonova bolest, hemohromatoza,
deficit a-1 antitripsina). Dijagnoza se postavlja na osnovu klini¢ke slike,
biohemijskih 1 virusoloSkih analiza, a za potvrdu dijagnoze potreban je
patohistoloski nalaz bioptata jetre. Prisustvo anti-HCV antitela utvrduje se
seroloskim metodama- enzimoimuno testom (ELISA), dok se serumski HCV
RNK odreduje molekularnim tehnikama (lan¢anom reakcijom polimeraze u
realnom vremenu, eng. Real-time PCR), kvalitativno i kvantitativno. Najnovije
generacije eseja poseduju visoku senzitivnost koja moze da utvrdi postojanje
izuzetno niskog stepena replikacije virusa (10 IU/ml) do replikacije od 107
IU/ml. Visoka senzitivnost novih eseja posebno mesto zauzima u ,,odgovorom
vodenoj terapiji“ (eng. Response guided therapy, RGT) kada se u lecenju
pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom koriste inhibitori proteaze.

Za procenu stepena teZine oStecenja jetre, tj. stadijuma fibroze (staging) 1
stepena aktivnosti (grading), biopsija jetre i dalje predstavlja zlatni standard
(Slika 5). Najcesc¢e koriS¢eni scoring sistemi u Evropi su METAVIR, Scheuer,
Ishak i Knodell (Poynard i sar., 1997.). Patohistoloskim pregledom bioptata jetre
narocito je vazno identifikovati pacijente kod kojih je ciroza jetre prisutna pre
zapocinjanja terapije, jer upravo ovi pacijenti pripadaju grupi onih koji imaju
manju Sansu da postignu SVR. Kod pacijenata sa jasnom klinckom slikom
ciroze jetre biopsija jetre nije potrebna. Za odredivanje teZine fibroze jetre
pored biopsije koja je invazivna metoda, postoje 1 druge neinvazivne metode.
Tranzitorna elastografija (TE) omogucava procenu stadijuma fibroze, ali ne
govori o nekroinflamatornoj aktivnosti i etiologiji bolesti. U Sirokoj primeni su
1 serumski biohemijski markeri fibroze, ali su primenjivi samo kod pacijenata
sa znacajnom fibrozom (METAVIR score F2-F4) (European Association for the
Study of the Liver, 2011.).
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Slika 6. Ciroza jetre. Makronodularna ciroza jetre uzrokovana najcesce HBV i
HCV.

1.6 Patogeneza hroni¢ne HCV infekcije

Poznato je da mnogi faktori uticu na tok i razvoj HCV infekcije. Celularni
1 humoralni imunski odgovor domacina i genetska predispozicija znacajno
utiCu na tok 1 ishod HCV infekcije. Specificni CD4+ T limfociti kod pacijenata
sa ,,samoograni¢avaju¢im akutnim hepatitisom*, prepoznaju NS3 protein u
kontekstu HLA antigena I klase i dovode do snaznog imunoproliferativnog
odgovora koji je pra¢en produkcijom IFN-y. U toku hroni¢ne faze bolesti CD4+
T Celijski odgovor se smanjuje i kod hroni¢no obolelih postaje nedektabilan.
Proteini C i NS4 se smatraju najsnaznijim antigenima koje prepoznaju CD4+
T limfociti. CD4+ T limfociti produkuju razlicite citokine (IL-2, IFN- y) koji
imaju i imunomodulatorno dejstvo na B 1 CD8+ T limfocite. Dokazano je i
citotoksi¢no dejstvo CD8+ T limfocita koji prepoznaju antigene u kontekstu
HLA antigena klase II. CD8+ limfociti prepoznaju peptide virusa na povrsini
hepatocita i dovode do njihove eliminacije. Medutim, specifi¢ni citotoksi¢ni
T limfociti prisutni su ne samo kod obolelih sa akutnom, ve¢ i1 kod pacijenata
sa hroni¢nom C virusnom infekcijom $to govori da je taj citotoksi¢ni odgovor

nedovoljan da eliminiSe virus. U hroni¢noj C virusnoj infekciji prisustvo CD8+
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T limfocita korelira sa hepatocelularnim oSte¢enjem. Da bi se razvio CD4+ i
CD8+ posredovani imunoloski odgovor potrebno je nekoliko dana ili nedelja.
U meduvremenu, prvu liniju odbrane ¢ine natural killer cells (NK ¢celije). One
nemaju Ag-specificne receptore, ali posreduju u citolizi virusom inficiranih
¢elija. NK ¢elije postaju aktivne u ranoj fazi virusne infekcije. Do njihove
aktivacije dovodi tip 1 interferona (IFN-o/B) 1 IL-12. Aktivirane NK ¢elije
sekretuju citokine (IFN-y, TNF-a), hemokine i interferon gama inducibilni
protein - 10 (IP-10) (Diepolder i sar., 1996.).

IFN-asvojeantivirusnodejstvoostvarujeaktivacijomstotinagenastimulisanih
interferonima (eng. Interferon-stimulated genes, ISG) deju¢i na interferon alfa
receptor (IFNaR) kroz signalni put JAK-STAT (JAK — janus-kinaza, STAT —
provodnik signala i aktivator transkripcije) (Slika 7). Naime, aktivacijom JAK1
1 TYK?2 (tirozin-kinaza) dolazi do fosforilacije STAT1 i STAT2 koji se vezuju
za jedan od mnogobrojnih ISG promotera — IFN stimulisani element odgovora
(ISRE). Njegovom aktivacijom ostvaruje se antivirusna aktivnost u inficiranoj
¢eliji. S druge strane, aktivacijom ISG supresora (SOCS1, SOCS3) inhibira se
foforilacija STAT1 i STAT2 kroz inhibiciju JAK1 i TYK2 ¢ime se antivirusno
dejstvo suprimira. Poput IFN- a i IFN-A ostvaruje svoje antivirusne dejstvo
inhibirajuéi replikaciju virusa kroz signalni put JAK-STAT, ali putem razli¢itog
receptora na povrsini inficirane ¢eije (O’ Brrien, 2010.).

Na prisustvo HCV organizam reaguje i stvaranjem antitela, 6-12 nedelja
nakon akutne infekcije. Anti-HCV antitela su neutraliSuc¢a i stvaraju se na
proteine C, NS3 i NS4, ali i na proteine hipervarijabilnog regiona E2.

I pored snaznog celularnog i humoralnog imunskog odgovora svega 20%
inficiranih elimini$e virus iz organizma tokom akutne faze bolesti, dok ostali
razviju hroni¢nu bolesti Sto govori da je imunski sistem nedovoljan za eliminaciju
virusa iz organizma. Zasto je to tako joS uvek nije dovoljno jasno. Smatra se da
vaznu ulogu u razvoju hroni¢ne infekcije imaju upravo CD8+ T limfociti koji
ne sekretuju dovoljnu koli¢inu IFN-y (Tester i sar., 2005., Rahman i sar., 2004.,
Lauer i sar., 2005., Wiegand i sar., 2007., Rosen i sar., 2003.).
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Slika 7. Interferoni i citokini u kontroli virusne infekcije. IFN-o. i IFN-/
aktivacijom JAKI i TYK?2 (tirozin-kinaza) dovodi do fosforilacije STATI i STAT2 koji
se vezuju za ISG promotera — IFN stimulisani element odgovora (ISRE). Njegovom
aktivacijom ostvaruje se antivirusna aktivnost u inficiranoj celiji (O ’Brien, Nature
genetics, 2009.).

1.6.1 Citokin IL28B

Poznato je da citokini imaju vaznu ulogu u borbi protiv virusnih infekcija.
Indukujuéi imunoloski odgovor pomazu eliminaciju virusa iz organizma. Citokini su
mali signalni molekuli. Mogu se klasifikovati kao proteini, peptidi ili glikoproteini;
termin “citokini” se odnosi na veliku i raznoliku porodicu regulatora koje u ¢itavom
organizmu proizvode ¢elije razli¢itog embrionalnog porekla. Jedan od njih je 1 [L28
koji ima dve izoforme IL28A (IFN-A2) i IL28B (IFN-A3) 1 ima ulogu u odbrani
organizma od virusa. [IL28B je otkriven 2003. godine i zajedno sa IL28 A 11L.29 (IFN-
A1) pripada tipu III interferonske familije citokina. Antivirusne osobine svrstavaju
ga u porodicu interferona, dok zbog svoje hromozomske lokalizacije i strukture
kao 1 ¢injenice da je kodiran multiplim egzonima pripada citokinima (Asselah 1i
sar., 2008., Sheppard 1 sar., 2003.). Oznacava se 1 kao interferon A3 (IFN-A3) i
ucestvuje u imunoloskoj kontroli HCV infekcije deluju¢i na ISGF3 suprimirajuci

replikaciju HCV. Glavnu ulogu u njegovoj sekreciji imaju dentriti¢ne celije, ali
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1 makrofagi i Kupferove ¢elije jetre (Jensen i sar., 2012., Marcello i sar., 2006.).
Sinteza i sekrecija neadekvatne koli¢ine IL28B kod pacijenata sa HCV infekcijom
moze biti povezana sa razvojem hroni¢ne bolesti jetre ili razvojem rezistencije na

terapiju interferonom (Dill i sar., 2011.).

1.6.2 Gen koji kodira IL28B i njegovi polimorfizmi

Geni koji kodiraju IL28 se nalaze blizu IL29 na hromozomu 19 (Slika 8).
Receptor za IL28 se sastoji od jedinstvenog IL.28 receptor alfa lanca koji se spaja sa
IL10 receptor beta lancem.

U Studijama ispitivanja celog genoma (eng. GWAS — Genome Wide Association
Studies) 2009. godine utvrdeno je postojanje viSe polimorfizama poj