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Konzervirana svojstva proteina virusa hepatitisa C genotipa 1b kao prognostickih

markera odgovora na kombinovanu terapiju pegilovanim interferonom i ribavirinom
Rezime

Uvod: Infekcija virusom hepatitisa C (HCV) predstavlja znacajan globalni
zdravstveni problem koji ¢esto vodi ka hroni¢noj bolesti jetre i cirozi. Prema podacima
Svetske zdravstvene organizacije registrovano je preko 170 miliona ljudi inficiranih
virusom HCV. Sada$nja standardna terapija hroni¢nog HCV-a kod pacijenata
inficiranih genotipom /b, koji predstavlja najce$¢i genotip kako u SAD, zapadnoj
Evropi i Srbiji, se sastoji od pegilovanog interferona u kombinaciji sa ribavirinom.
Medutim, kombinovana terapija je pracena brojnim nezeljenim efektima i dovodi do
stabilnog virusoloSkog odgovora samo kod 50% pacijenata inficiranih genotipom /.
Stoga bi jednostavan i pouzdan test, koji bi pre pocetka terapije mogao da predvidi
virusoloski odgovor, bio od velike koristi u klinickoj praksi. Metode: ldentifikacija
konzervirane informacije sadrzane u proteinima HCV koja korelira sa odgovorom na
standardnu kombinovanu terapiju radena je bioinformati¢kom analizom. Uzorci plazme
48 pacijenata sa hroni¢nom infekcijom HCV, genotipa /b su klasifikovani u odnosu na
odgovor na kombinovanu terapiju. Za odredivanje primarne strukture proteina HCV
primenjene su klasicne metode molekularne biologije: reverzna transkripcija i lancana
reakcija polimeraze (Rt-PCR), apsolutna kvantifikacija sa PCR-om u realnom vremenu i
automatsko sekvenciranje. Rezultati: Na osnovu rezultata analize svih proteina virusa
HCYV utvrdeno je da je informacioni sadrzaj proteina p7 u korelaciji sa odgovorom na
kombinovanu terapiju. Rezultati dobijeni analizom proteinskih sekvenci, 48 pacijenata
sa teritorije Srbije su u saglasnosti sa predloZenim bioinformatickim kriterijumom.
Posebna paznja je posvecena optimizaciji eksperimentalnih protokola i formiranju
homogenenih grupa u odnosu na osobenosti virusa (tip i podtip) i odgovora na
antivirusnu terapiju pacijenata. Zakljucak: Na osnovu rezultata ove studije predlozen je
bioinformaticki kriterijum koji omogucava procenu odgovora hroni¢nih HCV bolesnika
inficiranih genotipom /b na kombinovanu terapiju.

Kljucne reci: hepatitis C virus (HCV), bioinformatika, metod informacionih spektara,
proteinske sekvence

Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Molekularna virusologija

UDK broj: 578.2 : 578.833.2 (043.3)



Conserved properties of hepatitis C genotype 1 b proteins as prognostic
markers of response to pegylated interferon and ribavirin combination
therapy

Abstract

Background: Hepatitis C virus (HCV) infection is a major and rising global
health problem, affecting about 170 million people worldwide, according to WHO data,
and often leading to chronic liver disease and cirrhosis. The current standard therapy for
chronic HCV infection with pegylated interferon combined with ribavirin in patients
with the genotype 1 infection, the most frequent genotype in the USA, Western Europe
and Serbia, accompanied by numerous side effects, leads to a successful outcome in
only about 50% of individuals. Therefore, simple and accurate prediction of hepatitis C
treatment response is of great benefit to patients and clinicians. Methods: 1dentification
of the conserved information of the HCV proteins that correlate with the combination
therapy outcome was performed by bioinformatics analysis. Plasma samples of 48
chronic HCV patients from Serbia were classified according to the outcome of therapy.
To determine primary structure of HCV proteins classical methods of molecular
biology: reverse transcription and polymerase chain reaction (Rt-PCR), the absolute
quantification-Real Time PCR and DNA sequencing were applied. Results: Among the
HCV proteins that we have analyzed the informational property of the p7 of HCV
genotype /b was best related to the therapy outcome. Findings obtained from analyzing
sequences 48 patients collected from Serbia were in perfect agreement with proposed
bioinformatics criterion. Special attention was paid to optimization experimental
protocols and forming homogeneous groups of patients regarding HCV genotype (type
and subtype) and therapy response. Conclusions: On the basis of the results in the
present study, a simple bioinformatics criterion that could be useful in assessment of the
response of HCV-infected patients to the combination therapy has been proposed.
Keywords: Hepatitis C virus (HCV), Bioinformatics, Informational spectrum method,
Protein sequence
Scientific field: Biology
Special topic: Molecular virology

UDC number: 578.2 : 578.833.2 (043.3)



Skracenice

ALT: alanin aminotransferaza (eng. alanine aminotransferase, ALT)

AST: aspartat aminotransferaza (eng. aspartate aminotransferase, ALT)

bp: bazni par (eng. base pairs, bp)

BPB: brom fenol plavo (eng. brom phenol blue, BPB)

BVO: brzi virusoloski odgovor (eng.rapid virological response, RVR)

C-Kkor: protein za virusni nukleokapsid (eng. core protein, C)-protein for nucleocapsid
¢DNK: komplementarna DNK (eng. complementary DNA, cDNA)

CLDNI1: transmembranski protein klaudin 1 eng. (eng. Claudinel, CLDNI)

DC-SIGN: receptor na dendritskim ¢elijama (eng. dendritic cell, receptor, DC - SIGN)
ddH,O0: dejonizovana destilovana voda (eng. deionized water)

DEPC: dietilpirokarbonat (eng. diethylpyrocarbonate, DEPC)

DNK: dezoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid, DNA)

DR: pacijenti sa dobrim odgovorom na kombinovanu terapiju (eng. marked responders,
MR)

dsDNK: dvolancana DNK, (eng. duble strand DNA)

ssDNK: jednolan¢ana DNK (eng. single strand DNA)

E1 i E2: proteini omotaca hepatitis C virusa (eng. envelope proteins, El, E2)

EDTA: ctilendiaminotetraacetat (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)

ER: endoplazmatski retikulum (eng. endoplasmatic reticulum, ER)

ESCRT: endosomalni sortiraju¢i kompleks zaduZen za transport virusnih partikula
(eng. endosomal sorting complex required for transport, ESCRT)

EtBr: etidijum bromid (eng. ethidium bromide, EtBr)

EtOH: etanol (eng. ethyl alcohol, EtOH)

GTP: guanozin tri fosfat (eng. guanosine triphosphate, GTP)

HBYV: virus hepatitisa tipa B (eng. hepatitis B virusa, HBV)

HCV: virus hepatitisa tipa C (hepatitis C virus, HCV)

HDL: holesterol velike gustine (eng. high density lipoprotein, HDL)

HIV: virus humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV)
hnRNPSA1: heterogeni nuklearni ribonukleoprotein (eng. heterogeneous nuclear

ribonucleoproteins, hnRNPS Al)



Hsp90: protein toplotnog Soka (eng. heat shock protein, Hsp90)

HVR: hipervarijabilni region (eng. hypervariable region, HVRI)

IFN: interferon (eng. interferon, IFN)

IRES: unutrasnje ribozomalno ulazno mesto (eng. Internal Ribosome Entry Site, IRES)
ISDR: interferon osetljivi region u delu NS5A genoma virusa (eng. Interferon Sensivity
Region, ISDR)

IVN: intravenozni narkomani (eng. intravenous drug users)

LDL: holesterol male gustine (eng. low density lipoprotein, LDL)

LR: pacijenti sa loSim odgovorom na kombinovanu terapiju (eng. poor responders, PR)
L-SIGN: receptor na endotelnim ¢elijama jetre i limfnih ¢vorova (eng. liver and lymph
node, L-SIGN)

Met-tRNK: metionil-tRNK (eng. Met-tRNA-methionine-RNA)

MHC: veliki histokompatibilni kompleks (eng. major histocompatibility complex,
MHC)

proteini Mx: (eng. mixoviruses)

NK: ¢elije ubice (eng. natural killer cell, NK)

NS: nestrukturni proteini (eng. non-structural proteins, NS)

NR: izostanak odgovora na terapiju (eng. non-response, NR)

nt: nukleotid (eng. nucleotid)

NTR: netransliraju¢i region genoma hepatitis C virusa (eng. non translated region,
NTR)

(2',5'-0AS): 2',5" oligoadenilat sintetaza (eng. 25" oligoadenylate synthetase, 2'5'-
OAS)

OCLN: ko-receptor okuldin (eng. oculdine (co)-receptor, OCLN)

PAA: poliakrilamid (eng. poliakrilamide, PAA)

PASA tehnika: PCR sa prajmerima specificnim za odredenu sekvencu tj. alel (eng.
polymerase amplification of specific alleles, PASA)

PCR: lancana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR)

peg-IFN-a: pegilovani interferon alfa (eng. pegilated interferon- o, peg-IFN-a.)

PKR: protein kinaza zavisna od dvolancane RNK (eng. double-stranded (ds) RNA
dependent protein kinase, PKR)

PTB: polipirimidinski lanac (eng. polypyrimidine tract binding proteins, PTB)



RNK: ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid, RNA)

RE: relaps bolesti (eng. relaps, RE)

Rt: reverzna transkriptaza (eng. reverse transcriptase, RT)

RT-pufer: pufer za reverznu transriptazu (eng. RT-buffer)

RT-PCR: reverzna transkripcija sa lanCanom reakcijom polimeraze (eng. reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)

R-TMQ: kvantitativni PCR u realnom vremenu (eng. Real Time-PCR quantitative, R-
T™MOQ)

RVO: rani virusoloski odgovor (eng. early virologic response, EVR)

SP: stablo-petlja (dvolancane strukture nastale na jednom lancu usled pojave
palindromskih sekvenci) (eng. stem-loop, SL)

SR-BI: receptor Cistac-B klase, tipa I (eng. scavenger receptor class B type I, SR-BI)
SVO: stabilan virusoloski odgovor (eng. sustained virologic response, SVR)

TNF: receptor tumor nekroti¢ni faktor (eng. tumor necrosis factor, TNF)

tRNK: transportna RNK (eng. transfer (transport) RNA, tRNA)

TRIS: tris hidroksimetil aminometan (eng. tris hydroxymethyl aminomethane, TRIS)

VAMP: receptor u vezikulama ER (eng. vesicle - associated membrane protein, VAMP)
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1 Uvod

1.1. Epidemioloske karakteristike hepatitis C virusne infekcije

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) oko 170 miliona ili
3% svetske populacije je inficirano hepatitis C virusom (HCV) (Miihlberger i sar.,
2009; Seeff i Hoofnagle., 2003; Shepard i sar., 2005). Stopa prevalence varira u
zavisnosti od: podru¢ja ili drzave 1 rizi¢nih skupina stanovnistva, a kre¢e se od 0,6%
kod dobrovoljnih davalaca krvi do 80% kod intravenskih narkomana IVN (Thorpe,
2000; Gibb i sar., 2000). U faktore rizika za transmisiju HCV-a ubrajaju se: intravensko
konzumiranje narkotika, transfuzija krvi (Alter i Klein, 2008; Fischer i sar., 2005;
Mathei i sar., 2005), transplantacija organa, hemodijaliza, profesionalni rizik kada se
radi o zdravstvenim radnicima (Prus-Ustun i sar., 2005; Yazdanapanah i sar., 2005),
seksualna transmisija i vertikalna transmisija sa stopom prenosa od 0 - 20% (Indolfi i
Resti., 2009; Tajiri, 2001). Prema podacima SZO procenjuje se da se HCV - om inficira
svake godine 3 - 4 miliona ljudi. Hroni¢na HCV infekcija razvija se u 50 - 85%
slucajeva (Pawlotsky, 2003; Wiese 1 sar., 2000) sa ¢esto teskim posledicama kao $to su
ciroza 1 hepatocelularni karcinom jetre (Chen 1 Than, 2005). Utvrdeno je da je HCV
uzro¢nik nastanka oko 40% svih ciroza jetre 1 60% hepatocelularnih karcinoma (Afdhal,
2004; Alter, 2007). Kofaktori kao §to su: alkohol, gojaznost, koinfekcija virusom
humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV), bolesti jetre,
ubrzavaju napredovanje bolesti ka cirozi jetre (Gheorghe i sar., 2009; McMahon 1i sar.,
2009; Rafi i sar., 2011). Na osnovu dosadaSnjih rezultata smatra se da HCV infekcija
predstavlja najces¢éu indikaciju za transplantaciju jetre u razvijenim zemljama sveta
(Hoofnagle sar, 2003, Manns 1 sar., 2012). Prevalenca HCV infekcije je razlicita 1 krece
se od 0.01% u Zapadnoj Evropi do 20 % u delovima Afrike i Azije, mada u Egiptu
prevalenca dostize ¢ak i do 26% (Alter i sar., 2007).

Na osnovu dostupnih podataka smatra se da je oko 1% opste populacije u Srbiji
zarazeno HCV-om, a od toga je 3% zdravstvenog osoblja, 50% intravenoznih

narkomana 1 preko 70% osoba na hemodijalizi (Ekspertska radna grupa za HCV, 2003).



1.2. Stuktura hepatitis C virusa

Hepatitis C virus je identifikovan i kloniran od strane Choo i saradnika (1989).
Po svojoj strukturi HCV je mali RNK virus pre¢nika 55 - 65 nm, ikozaedarne simetrije,
sa omotatem za koji su vezana dva glikoproteina E1 1 E2. HCV je klasifikovan u

porodicu Flaviviridae i rod Hepacivirus (Slika 1.1.).

Glikoprpfeini 7 Kor

omotaca

Omotac Virusna RENK -

aprox. 60nim

Slika 1.1. Izgled i struktura HCV-a (Colm G., Wikimedia
Commons, 2008).

1.3. Organizacija genoma HCV-a

Genom virusa organizovan je u pozitivan jednolancani molekul RNK duZzine oko
9600 nukleotida. Sastavljen od nekoliko funkcionalnih regiona (Slika 1.2.) i poseduje
samo jedan otvoreni okvir c¢itanja za sintezu velikog poliproteina od 3010
aminokiselina. 5’ kraj otvorenog okvira Citanja kodira strukturne proteine, protein
kapsida (C) 1 glikoproteine omota¢a E1 i E2. 3’ kraj otvorenog okvira ¢itanja kodira
nestrukturne proteine: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A 1 NS5B (Moradpour 1 sar.,
2002).



U okviru HCV genoma nalaze se i dva netranslirajuca regiona 5'NTR 1 3'NTR,
svaki na odgovaraju¢em kraju genomskog RNK molekula. Ovi regioni reguliSu dva
osnovna koraka u zivotnom ciklusu virusa: inicijaciju translacije i replikaciju virusa.

Na osnovu analize nukleotidne sekvence R1 do R7 unutar 5NTR-a odreduju se
genotipovi HCV-a (Simmonds i sar., 1994; Stuyver i sar., 1996; Okamoto i Mishiro,
1994). 3°’NTR je sastavljen iz kratkog varijabilnog regiona, poli-(U) repa 1 visoko
konzervativne sekvence od 98 nukleotida, neophodne za replikaciju virusa. Ovaj region
igra vaznu ulogu u samom pocetku sinteze negativnog lanca RNK (Friebe i

Bartenschlager, 2002; Fraser i Doudna, 2007).

9600 bp
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Slika 1.2. Organizacija genoma HCV-a. (Colm G., Wikimedia
Commons, 2007).



1.4. Karakteristike i funkcije proteina HCV

Za vreme kao i nakon zavrSetka translacije u obradi prekursorskog poliproteina
ucestvuju celijske 1 virusne proteaze na nivou membrane endoplazmati¢nog retikuluma
(ER). Kao rezultat ove obrade nastaje 10 proteina HCV (Lindenbach, 2001): tri
strukturna, protein P7 (izmedu strukturnih i nestrukturnih proteina) i Sest nestrukturnih

virusnih proteina (Slika 1.3.).

i A LUMEN ER-2

MENMBEANA
ER-a
; ' CITOSOL

Slika 1.3. Izgled HCV poliproteina (euHCVdb, AF009606 -
isolate HCV-H77).

1.4.1. Protein za nukleokapsid ili protein kor (C)

Nukleokapsidni ili protein kor (C) je strukturni protein HCV-a, vezuje se za
RNK i ucestvuje u formiranju virusnog kapsida. Sastoji se iz tri regiona: amino (N) -
terminalni hidrofilni domen D1, karboksilni (C) - terminalni hidrofobni domen D2 i
dvadesetak aminokiselina (ak) na C terminalnom kraju koje predstavljaju signalni
peptid za E1 (Boulant 1 sar., 2005; Li i sar., 2003). Domen D1 omogucava nuklearnu
lokalizaciju kora i ucestvuje u vezivanju za RNK, dok je domen D2 odgovoran za
interakciju sa: membranama ER-a i spoljasnjom membranom mitohondrija. Utvrdeno je
da se protein kor vezuje za protein E1 HCV-a i da su za ovu interakciju klju¢ni C
terminalni regioni interagujucih proteina (Lo 1 sar., 1996). Protein C zbog svoje visoke

baznosti ima tendenciju stvaranja dimera i oligomera, dok N-terminalni deo kora



ucestvuje u vezivanju za RNK i pakovanju virusne RNK (Santolini i sar., 1994). Protein
C takode direktno interaguje sa brojnim ¢elijskim proteinima i proteinima koji uc¢estvuju
u signalnim putevima domacina (McLauchlan, 2002). Dosada$nja istraZivanja ukazuju
da se protein kor vezuje za apolipoprotein All, limfotoksin 3 receptor (LTBR) i receptor
tumor nekroti¢ni faktor (TNF-R1), ¢ime deluje na metabolizam masti, signalnu
transdukciju, imuni sistem domacina i apoptozu (Barba i sar., 1997; Chen i sar., 1997;

Zhu i sar., 1998).

1.4.2. Proteini omotaca E11i E2

Najheterogeniji delovi genoma se nalaze u genima za proteine omotaca (E1 1
E2). Glikoproteini E1 1 E2 su strukturni proteini koji ucestvuju u formiranju virusne
partikule, a neophodni su za ulazak virusa u ¢éeliju domacina. Ove funkcije zahtevaju
promenu konformacije proteina i moraju biti strogo kontrolisane u posebnim koracima
zivotnog ciklusa (Bartosch 1 Cosset., 2006). 5° kraj E2 proteina je najvarijabilniji 1
oznacen kao prvi hipervarijabilni region HVR1 (Hijikata i sar., 1991). Region HVRI1
proteina E2 sastoji se od oko 90 nukleotida, a za njegov polipeptidni produkt (31
aminokiselina) se smatra da je glavni neutraliSu¢i epitop HCV-a (Shimizu i sar., 1996;
Kato, 2001). Drugi hipervarijabilni deo na 3’ kraju HVRI1 duzine 7 aminokiselina se
pojavljuje samo kod genotipa /b. HVR2 je visoko konzerviran region i poznat je kao
mesto fosforilacije protein kinaze (PKR). Ovaj region inhibira protein kinazu direktno
delujuci na rezistentnost HCV-a na interferon. U karboksilnom delu E2 HCV-a nalazi se
mesto za koje se vezuje CD81 (humani receptor). Pretpostavka je da je razliCito
vezivanje CD81 sa E2 posledica aminokiselinskih zamena, S§to direktno uti¢e na
prognozu lecenja kombinovanom terapijom hroni¢cnog HCV-a (Hijikata i sar., 1991;

Roccaseacca i sar., 2003).

1.4.3. Protein p7

Polipeptid p7 nalazi se unutar poliproteina kao spona izmedu strukturnih i

nestrukturnih proteina i ima kljuénu ulogu u virusnoj infekciji. Poseduje dva



transmembranska domena: amino i1 karboksilne krajeve orjentisane prema lumenu ER-a.
Karboksilni kraj transmembranskog domena zaduZen je za translokaciju proteina NS2
unutar lumena ER-a (Carrere- Kremer 1 sar., 2004). Ovi proteini mogu formirati jonske
kanale koji su vazni za spajanje virusnih partikula kao i za otpustanje istih (Griffin i
sar., 2003). Uloga p7 nije u potpunosti razjasnjena, medutim utvrdeno je da amino i/ili
karboksilni kraj p7 ima funkcionalno vaznu genotip specificnu sekvencu. Interakcija sa
drugim delovima genoma HCV-a govori o tome da ovaj poliprotein koji formira jonski
kanal igra vaznu ulogu u Zivotnom ciklusu virusa i predstavlja atraktivan target u
antivirusnoj terapiji HCV-a. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja potvrdeno je da
inhibitori proteina p7 blokiraju virusnu produkciju (Griffin., 2010; Saint i sar., 2009;
Sakai 1 sar., 2003).

1.4.4. Nestrukturni protein NS2

Jedan od membranskih proteina je 1 NS2 veli¢ine oko 21-23 kDa. Njegov amino
-kraj se veze za membranu ER, dok se na karboksilnom kraju nalazi domen odgovoran
za proteaznu aktivnost, a zajedno sa proteazom NS3 (kod koje se proteazni domen
nalazi na amino kraju), formira aktivnu proteazu koja raskida vezu izmedu proteina NS2
1 NS3. Za razliku od proteina p7, replikacija virusa ne zahteva prisustvo NS2 (Tang i

Grise., 2009).

1.4.5. Nestrukturni proteini NS3, NS4A i NS4B

Kod proteina NS3 domen za serin proteazu nalazi se na amino kraju dok se na
karboksilnom kraju nalaze domeni za RNK helikazu i nukleotid trifosfatazu. Aktivnost
proteaze NS3 je pojacana sa aktivnoS¢u kofaktora NS4, a helikaze “raspetljavaju® RNK
-RNK veze kidajué¢i sekundarne strukture za vreme replikacije. Pretpostavlja se da
domen za helikazu proteina NS3 ima vaznu ulogu u ranom stadijumu formiranja virusne
partikule. Lekovi koji bi delovali kao inhibitori helikaze proteina NS3 mogli bi biti
efikasni u lecenju hronicne HCV infekcije (Frick, 2007; Kwong i sar., 2005). Protein

NS3 nema transmembranski domen, medutim vezuje se nekovalentnim vezama za



centralni domen proteina NS4. Bez prisustva proteina NS4, protein NS3 se nalazi
difuzno rasut u citoplazmi 1 jedru, a uz prisustvo proteina NS4 vezuje se za ER
(Dubuisson, 2007). Aktivnost proteina NS3 moZe se menjati u zavisnosti od aktivnosti
serin proteaze 1 helikaze (Pang i sar., 2002). Kada govorimo o genotipu / i 3 smatra se
da nukleotidne izmene u ovom delu genoma HCV-a, nemaju znacajan uticaj na krajnji
odgovor nakon antivirusne terapije (Sarrazin i sar., 2005).

Nestrukturni protein NS4B je hidrofoban, a amino 1 karboksilni kraj su
lokalizovani u citosolu, mada se delovi karboksilnog kraja proteina NS4B mogu naci i u
lumenu ER. Ovaj protein vezuje se za membranu ER i ucestvuje u formiranju
membranskih struktura kao i1 replikaciji HCV-a. Unutar proteina NS4B nalazi se
nukleotid vezuju¢e mesto ¢ija je uloga vezivanje i hidroliza GTP-a (guanozin tri fosfat),
a narusavanje ovog motiva inhibira replikaciju virusa (Dimitrova i sar., 2003; Einav i
sar., 2004). S druge strane promene u ovom motivu dovode se u vezu a neoplasticnom
transformacijom celija jetre kod genotipa /6 HCV-a (Einav i sar., 2008). Takode
pretpostavka je da protein NS4B zajedno sa drugim Celijskim proteinima ucestvuje u
signalnoj transdukeciji i regulaciji ¢elijske transkripcije (Gouttenoire i sar., 2010; Welsch

1sar., 2007).

1.4.6. Nestrukturni proteini NS5A i NS5B

Protein NS5A je vezan za membranu ER 1 poseduje 3 razlicite domena. Na
amino kraju je cink - vezujué¢e mesto te spada u metaloproteine. Unutar ovog vezujuéeg
mesta nalaze se 4 cisteinske rezidue koje su konzervirane medu Hepacivirusima i
Pestivirusima (Tellinghuisen 1 sar., 2004). Eksperimentalni podaci navode da uz
prisustvo cinka (Zn), protein NS5A aktivno ucestvuje u replikacionom kompleksu, a
mutacije u bilo kojoj od cisteinskih rezidua unutar domena I i II uticu na replikaciju
HCV-a. Nasuprot tome smatra se da mutacije unutar tre¢eg domena nemaju znacajan
uticaj na replikaciju HCV-a (Kim i sar., 2002; Tellinghuisen 1 sar., 2008). Protein NS5A
u interakciji sa dva netranslirajua regiona genoma virusa (5' NTR 1 3' NTR) HCV-a,
aktivno ucestvuje u translaciji i Zivotnom ciklusu virusa. Takode, zahvaljujuéi

lokalizaciji u citoplazmi sa drugim nestrukturnim proteinima, predstavlja deo



funkcionalnog replikacionog kompleksa (Hughes 1 sar., 2009; Quezada 1 Kane, 2009;
Tellinghuisen 1 sar., 2008). Na karboksilnom kraju proteina NS5A nalazi se sekvenca
bogata prolinom koja je konzervirana za nekoliko genotipova i interferon osetljivi
region (eng. Interferon Sensivity Region, ISDR). Takode protein NS5A vezuje se za
protein kinazu zavisnu od dvolancane RNK (eng. double-stranded RNA dependent
protein kinase, PKR), koja se aktivira prisustvom interferona ¢ime direktno uti¢e na
interferonsku rezistentnost ¢elije. PKR vezuje se za ISDR (eng. Interferon Sensivity
Region, ISDR) na poziciji od 2009 do 2074 ak pa mutacije unutar ovog dela genoma
HCV-a, sprecavaju vezivanje PKR $to vodi prema rezistentnosti virusa na interferon.
Izmedu ostalog, protein NS5A sprecava dimerizaciju PKR §to 1 dovodi do gubitka njene
funkcije 1 fosforilizacije regulatornog proteina transkripcije elF-2a. Na osnovu
dosadasnjih istrazivanja moze se reci da je protein NS5A sa jedne strane sastavni deo
replikacionog kompleksa HCV-a, dok sa druge strane blokirajuci dejstvo interferona
direktno ucestvuje u odgovoru na virusnu infekciju (Gale 1 sar., 1998; Suzuki 1 sar.,
1999).

Protein NS5B velicine oko 65-kD, je RNK zavisna RNK polimeraza (eng. RNA
dependent RNA polymerase, RARp) koja vrsi sintezu virusne RNK koriste¢i kao matricu
negativni lanac RNK koji predstavlja replikativni intermedijer. Aktivnost RNK
polimeraze je uskladena sa proteinima NS3 1 NS5A. Aktivnost enzima predstavlja
kljuénu ulogu u replikaciji, pa su istrazivanja u smislu korelacije nukleotidnih izmena u
delu NS5B genoma HCV-a i odgovora na terapiju prilicno atraktivnha (Mackawa i
Enomoto, 2009; Pawlotsky, 2000). Moze se reci da su svi nestrukturni proteini u stalnoj

direktnoj ili indirektnoj interakciji i predstavljaju sastavni deo replikacionog kompleksa.
1.5. Zivotni ciklus virusa hepatitisa tipa C

Zivotni ciklus HCV-a, zapoéinje vezivanjem virusa za receptore na povrsini
¢elije 1 njegovim ulaskom u hepatocite. Ulazak virusa u ¢eliju je vrlo slozen proces,
omogucen interakcijom proteina omotata sa receptorima na celijskoj membrani
hepatocita. Pomoc¢u razliCitih eksperimentalniih sistema, identifikovano je nekoliko
membranskih molekula tj. receptora na povrsini ¢elije koje ucestvuju u vezivanju i

ulasku virusa u hepatocite. Receptor dendritskih ¢elija (eng. Dendritic Cell, DC -SIGN)



se nalazi na Kupferovim ¢elijama jetre 1 hepatocitima. Receptor jetre 1 limfnih ¢vorova
(eng. liver and lymph node, L-SIGN) vezuje se velikim afinitetom za protein E2 virusa
hepatitisa C, Sto olakSava ulazak virusa u hepatocite (Lozach i sar., 2004; Pohlmann i
sar., 2003).

Membranski protein CD 81 je veli¢ine oko 25kDa i spada u familiju
tetraspanina. Njegovo prisustvo detektovano je u membranama brojnih tipova Celija kod
coveka ukljucujuéi: hepatocite, limfocite B, monocite, ¢elije ubice (eng. Natural Killer,
NK), a zajedno sa CDI19, CD21 i Leu-13 (proteinom na povrsini leukocita) gradi
koreceptorski kompleks na limfocitima B (Bartosch i sar., 2003; Flint i sar., 2001;
Scarselli 1 sar., 2002).

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja potvrdeno je da se aminokiseline proteina E2
na pozicijama 415, 420, 527, 529, 530 i 535 vezuju za CD81 (Dhillon i sar., 2010;
Owsianka 1 sar., 2006). Drugi vrlo vazan receptor je tzv. receptor Cista¢ klase B, tipa I
(eng. Scavenger Receptor Class B type I, SR-BI). Osnovna funkcija receptora SR-BI je
vezivanje za razliCite lipoproteine kao S§to su: holesterol velike gustine (eng. High
Density Lipoprotein, HDL) ili holesterol male gustine (eng. Low Density Lipoprotein,
LDL), ¢ime direktno uti¢e na dvosmerni transport holesterola kroz ¢elijsku membranu.
Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da se SR BI vezuje za HVRI1 proteina E2, kao 1
za protein E1 (Catanese 1 sar., 2010; Scarselli i sar., 2001). Na osnovu funkcije SR-BI
moze se re¢i da ulazak HCV-a, zahteva interakciju izmedu lipoproteina - SR-BI i
proteina omotaca (Dreux i sar., 2009). Jo$ jedan receptor vazan u vezivanju virusa za
hepatocit je transmembranski protein klaudin 1 (eng. Claudinel, CLDNI). CLDNI1
nalazi se na povrsini svih epitelnih ¢elija, ali prvenstveno u jetri formirajuéi tzv. ¢vrstu
vezu izmedu plazma membrana dve susedne epitelne Celije. Ovim kontaktom, dve
epitelne ¢elije obezbeduje se paracelularna propustljivost ¢ime je olakSan ulazak virusa
u hepatocite (Evans i sar., 2007; Furuse i sar., 1998). CLDN1 vezuje se za CD81 u
razli¢itim tipovima c¢elija formiraju¢i kompleks CLDN1-CD81 neophodan za infekciju
¢elije HCV-om (Harris i sar 2008; Harris 1 sar., 2010). Koreceptor OCLN-okuldin (eng.
Oculdine, OCLN) je takode transmembranski protein i smatra se da deluje u kasnijoj
fazi ulaska virusa u hepatocite (Liu 1 sar., 2009; Ploss 1 sar., 2009).

Istrazivanja in vivo, potvrdila su da receptor heparin sulfat HS

(glikozaminoglikan) predstavlja prvo mesto kontakta hepatocita i HCV-a (Barth i sar.,



2003; Barth 1 sar., 2006; Lohmann 1 sar., 1999). Nakon interakcije sa nizom drugih
receptora kao Sto su: SR-BI, CD81, CLDNI 1 OCLN, virus putem endocitoze
posredovane klatrinom prelazi u endozom (Marsh 1 sar., 2006). Ovaj korak u Zivotnom
ciklusu virusa HCV-a, je zavisan od pH vrednosti u endozomima. Kao i kod drugih
Flavivirida proteini omotaca ucestvuju u fuziji membrane viriona i membrane
endozoma, te dolazi do otpusStanja kapsida i virusne RNK u citosol, nakon cega
zapocinje proces translacije i replikacije. Po zaveSetku translacije i replikacije proteini
omotaca sa virusnom RNK formiraju nukleokapsid nakon ¢ega se virusne partikule

otpustaju iz ¢elije domacina (Slika 1.4.) (Moradpour i sar., 2007).
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Slika 1.4. Zivotni ciklus HCV-a (Colm G., Wikimedia
Commons, 2007).

1.5.1. Translacija HCV-a

Virus hepatitisa C je karakteristican po cap - nezavisnoj inicijaciju translacije.
Takode HCV poseduje unutrasnje ribozomalno ulazno mesto (eng. Internal Ribosome

Entry Site, IRES) unutar 5'NTR-a genoma HCV-a. Unutar 5'NTR-a nalaze se Cetri

10



odvojena domena (I do IV) koji se nazivaju stablo-petlja (eng. stem-loop, SP) strukture.
Visoko konzerviran 5'NTR moze se podeliti na dva RNK elementa: kratki proksimalni
5" RNK element (od 1. do 43. nt) i drugi IRES element (od 43. do 341. nt). Brojni
dosadasnji rezultati ukazuju da je 5" kraj IRES-a kod HCV-a, oko 40. nukleotida od
pocetka genoma i da ovaj RNK element formira prvu SP (I). Na taj nacin deluje na
proces translacije kao i replikaciju pozitivnog i1 negativnog lanca RNK HCV-a. Smatra
se da prvih 40 nt, dela 5’'NTR-a nije neophodno za proces translacije (Honda i sar.,
1999; Tang i sar., 1999; Rijnbrand i sar., 1995). Drugi domen predstavlja veliku RNK
srtrukturu unutar koje se nalazi prvi polipirimidinski lanac na poziciji od 37. do 45. nt,
dok se drugi polipirimidinski lanac nalazi izmedu drugog i tre¢eg domena na poziciji od
120. do 130. nt. O ulozi ovog domena dosadas$nje sudije su dosta kontraverzne.
Medutim za sada se zna, da vezivanje ribozomalnog proteina S9 zahteva korektnu
orijentaciju ovog domena, kao i da je pojacana translacija uz prisustvo ove strukture
(Beals 1 sar., 2001; Friebe i sar., 2001). Domen III predstavlja jezgro IRES-a i ima
najve¢i stepen strukturne konzerviranosti. Unutar ovog domena nalazi se Sest
subdomena (IIIa-I1If) kao 1 tre¢i polipirimidinski lanac na poziciji od 191 do 199 nt
(Buratti i sar., 1998; Beales i sar., 2001). Subdomen IIIb ucestvuje u inicijaciji
translacije tako S$to se vezuje za eukariotski inicijalni faktor 3 (elF3) (Collier i sar.,
2002; Gallego 1 sar., 2002). U okviru domena IV na poziciji 342 nt nalazi se AUG start
kodon. Dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da su prvih 12 do 40 nt nizvodno od start
kodona neophodni za funkciju IRES-a (Friebe i sar., 2001).

Kap nezavisna inicijacija translacije zapocCinje vezivanjem IRES-a za
ribozomalnu subjedinicu (40S) uz prisustvo eukariotskog inicijalnog faktora elF3, i
kompleksa od tri komponente koga ¢ine: elF2, metionil - tRNK (Met-tRNK) i guanozin
tri fosfat (GTP), nakon Cega se formira ribozomalna subjedinica 48S koju prepoznaje
inicijalni AUG start kodon, dok formiranje kompleksa ribozomalne subjedinice 80S
zavisi od hidrolize GTP-a i vezivanja subjedinice 60S, nakon Cega se formira prva

peptidna veza (Otto i Puglisi, 2004).
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1.5.1.1. Obrada poliproteina HCV-a

Proizvod translacije genoma HCV-a je veliki prekusorski poliprotein koji se
naknadno obraduje pomocu celijskih 1 virusnih proteaza formirajuci zrele strukturne i
nestrukturne proteine. Na osnovu hidrofobnosti 1 u zavisnosti od mikrozomalnih
membrana u procesu vezivanja pojedinih delova genoma HCV-a kao Sto su: C/El,
E1/E2, E2/P7, P7/NS2 ucestvuju signalne peptidaze domacina. Na osnovu analize
sekundarne strukture kora doslo se do saznanja da je domen za serin proteazu smesten
na karboksilnom kraju proteina, a da su ak na pozicijama od 174 do 191 ekstremno
hidrofobne sa tipicnom sekvencom signalnog peptida. Post-translaciona obrada
poliproteina podrazumeva priblizavanje karboksilnog kraja proteina C i delovanje
signalne peptid peptidaze ¢ime se efikasno otklanja deo kodiraju¢eg regiona El za
signalni peptid (Hiissy i sar., 1999; Lemberg 1 sar., 2002; McLauchlan i sar., 2002).
Obrada nestrukturnih proteina odvija se uz pomo¢ virusnih serin proteaza koje kidaju
veze izmedu odgovarajucih delova nestrukturnih proteina.

Kompleks NS3-NS5B stvara se pre svega uzastopnim deljenjem slede¢im redosledom:
NS3/4A—NS5A/5B—NS4A/4B—NS44B/5A. Svi nestrukturni proteini obraduju
intermolekularno osim kompleksa NS3/4A ¢ija obrada se odvija intramolekularno

(Bartenschlager i sar., 1994; Weihofen i sar.,2002).

1.5.1.2. Replikacija HCV-a

Genom HCV-a, je pozitivno orijentisan jednolan¢ani molekul RNK. Replikacija
HCV-a, zapocinje sintezom negativnog RNK lanca-replikativnog intermedijera. Ovu
sintezu katalizuje virusna RNK zavisna RNK polimeraza NS5B. Posto sinteza
“antisense” lanca RNK pocinje sa 3’ kraja, smatra se da 3’ rep duzine 98 nt koji formira
strukture stablo-petlja ima klju¢nu ulogu u replikacionom mehanizmu (Friebe i sar.,
2001, Randall i sar., 2007). Izmedu ostalog, pretpostavka je da su razli¢iti virusni i/ili
faktori domacina odgovorni za replikaciju i formiranje replikacionog kompleksa, dok
NS5B sluzi kao katalizator za vreme sinteze RNK HCV. Za vreme replikacije RNK

HCV-a, nestrukturni proteini nalaze se na plazma membranama ER i u GoldZijevom
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aparatu (Aizaki 1 sar., 2004; Ali 1 sar., 2002; Lai 1 sar., 2003). Vezujuci se za celijske
proteine NS5A igra vaznu ulogu u replikaciji virusa. Jedan od takvih proteina je VAMP
- membranski protein vezan za vezikulu ER-a (eng. Vesicle - Associated Membrane
Protein, VAMP), koji ima 2 podtipa (VAMP-A i VAMP-B), a lokalizovan je u plazma
membrani i unutaréelijskim vezikulama. VAMP A 1 B se vezuju za proteine
lokalizovane u ER i Goldzijevom aparatu. Tako vezani za proteine NS5A i NS5B
predstavljaju osnov replikacije HCV-a. VAMP A i1 B wuzajamno deluju kroz
transmembranski domen pa ucestvuju u formiranju funkcionalnog replikacionog
kompleksa HCV-a (Gao i sar., 2004; Hamano i sar., 2005). Protein NS5A se vezuje i za
protein toplotnog Soka (eng. Heat shock protein, Hsp90) 1 na taj nacin doprinosi procesu
replikacije HCV-a (Okamoto 1 sar., 2006).

S druge strane faktori domacina koji uzajamno deluju sa proteinom NS5B mogu
takode da utiCu na replikaciju virusa. Ciklofilin B je ¢elijska peptidil-prolil cis-trans
izomeraza, koja sa proteinom NS5B stimuliSe vezivanje RNK 1 olakSava proces
replikacije HCV-a (Watashi 1 sar., 2005).

Heterogen nuklearni ribonukleoprotein hnRNPS Al (eng. heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins, hnRNPs) deluje sa GTP-azama sa 3° i 5' NTR,
obezbedujuci na taj nacin protein - protein interakciju za vreme replikacije RNK HCV
(Kim 1 sar., 2007). Protein koji se vezuje za polipirimidinski lanac PTB (eng.
Polypyrimidine Tract-Binding Protein, PTB) deluje na aktivnost IRES-a, tako Sto se
vezuje za nekoliko mesta unutar genoma HCV-a (Ali i sar., 1995; Ito , 1997; Ito, 1999;
Murakami 1 sar., 2001).

1.5.1.3. Formiranje i oslobadanje hepatitis C virusa iz Celije

Sam mehanizam nastanka virusne partikule HCV-a je sloZen i jo$ uvek prili¢no
nejasan. Utvrdeno je da u procesu formiranja virusne partikule HCV-a, ucestvuju
strukturni 1 nestrukturni proteini (Popescu i sar., 2011). Kao 1 kod vecine virusa, zreli tj.
formirani virion HCV-a, sastoji se od: nukleokapsida i1 spoljaSnjeg omotaca gradenog od
lipidne membrane i od proteina omotaca. U cirkulaciji inficiranog domacina mogu se
naci razlic¢ite forme HCV-a ukljucujuci: a) slobodne, zrele virione, b) virione vezane za

LDL i1 HDL, ¢) virione vezane za imunoglobuline i d) nukleokapside sa razli¢itim
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fizicko - hemijskim i antigenim osobinama (Kaito i sar., 1994; Maillard i sar., 2001;
Shimizu 1 sar., 1999). Ocekivano je da protein C ima centralnu ulogu u procesu
formiranja virusa kao konstitutivna jedinica nukleokapsida (Hourioux i sar., 2007).
Amino kraj C proteina je vazan za formiranje nukleokapsida (Klein i sar., 2004; Majeau
i sar., 2004). Formiranje kapsida se odvija bez obzira na prisustvo ili odsustvo
membrane ER 1 uz odvajanje signalnog peptida na karboksilnom kraju (Klein 1 sar.,
2004). Nakon interakcije kora sa virusnom RNK dolazi do formiranja nukleokapsida.
Nukleokapsid se formira oligomerizacijom C proteina i pakovanjem RNK u citoplazmi
nakon cega prolazi kroz unutarcelijske membrane. Interakcija kora sa virusnom RNK
moze biti klju¢na za proces replikacije i pakovanja RNK. Utvrdeno je da se protein kora
vezuje za pozitivni lanac RNK HCV-a, preko SP I, SP III i na pozicijama izmedu 24-41
nt (Tanaka i sar., 2000). DosadaSnja istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da interakcija
karboksilnog kraja, kora sa proteinima omotaca (E1/E2) odreduje morfologiju virusa
(Lo 1 sar., 1996; Murakami i sar., 2006). Pretpostavka je da odgovarajuca sekvenca C
proteina nije visoko konzervirana medu razli¢itim izolatima, tako da interakcija ovih
proteina moze zavisiti viSe od njihove hidrofobnosti nego od same sekvence proteina
(Nakai i sar., 2000).

Mnogobrojni rezultati potvrduju da delovi genoma HCV-a, koji kodiraju p7 i
NS2 nisu vazni za proces replikacije, ali da imaju znacajnu ulogu u formiranju,
otpustanju viriona i odredivanju morfogeneze HCV-a (Pietschmann i sar., 2008;
Popescu i sar., 2011; Steinmann i sar., 2007; Wakita i sar., 2005). Mehanizam
oslobadanja infektivnih HCV partikula je prilicno nejasan. Smatra se da se partikule
virusa otpustaju iz Celije sekretornim putem (Serafino 1 sar., 2003). Strukturni proteini
nalaze se u ER i Goldzijevom aparatu, dok je kompleks amino - vezanih glikana koji
prolazi kroz Goldzijev aparat detektovan i na povrSini virusnih partikula (Sato i sar.,
1993). Takode, novija istrazivanja ukazuju na postojanje tzv. endozomalnog
sortiraju¢eg kompleksa zaduZenog za transport (eng. Endosomal Sorting Complex
Required for Transport, ESCRT). Moze se re¢i da ovaj sistem ucestvuje u prenosu svake
novonastale virusne partikule u/iz éelije, kao i1 procesu odvajanja infektivne partikule sa

¢elijske membrane (Corless i sar., 2011; Henne i sar., 2011; Tamai i sar., 2012).
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1.6. Genotipovi HCV-a

1.6.1. Nomenklatura genotipova HCV-a

Danas je opste prihva¢ena Simmonds - ova klasifikacija HCV koja se zasniva na
filogenetskoj analizi kompletne genomske sekvence ili subgenomskih fragmenata.
Simmonds 1 sar. su uradili opseznu filogenetsku analizu u kojoj je analizirano 222 nt iz
NS5 regiona kod 76 izolata prikupljenih iz Evrope, Severne i Juzne Amerike i velikog
broja azijskih zemalja. Region NS5 je odabran zato §to mu je varijabilnost vrlo sli¢na
varijabilnosti celog genoma (preko 44% divergencije u nukleotidnoj sekvenci izmedu
razli¢itih tipova). Na osnovu ove analize proizasSla je nomenklatura razli¢itih genetskih
varijanti HCV-a. Definisana su 4 geneti¢ka hijerarhijska stupnja: tip, podtip, izolat i
kvazivrsta. Tipovi su obelezeni arapskim brojevima od / do 6 i predstavljeni su glavnim
granama u filogenetskom stablu. Podtipovi pripadaju glavnim granama i1 pokazuju
manju divergenciju a obeleZeni su malim latinicnim slovima po vremenskom redosledu
kako su utvrdivani a, b, c. Izolati predstavljaju varijabilnost genomske sekvence u
okviru istog podtipa, a izolovani su iz humanih tkiva veceg broja pacijenata. Termin
kvazivrste podrazumeva varijabilnosti genoma HCV-a u okviru istog izolata. Kvazivrste
se u virusologiji definiSu kao heterogene populacije virusnih Cestica €iji se genomi
medusobno razlikuju u barem jednoj baznoj zameni (Purcell, 1997). Rekombinacija
karakteristicna za RNK viruse predstavljaju dodatni problem u nomenklaturi HCV-a
(Kuiken 1 Simmonds., 2009; Simmonds 1 sar., 1994, 2005). Na osnovu podataka iz
epidemioloskih 1 molekularno bioloskih studija utvrdeno je da su u populaciji Srbije
najucestaliji genotipovi /a, 1b i 3a (Stamenkovic i sar., 2001). U Americi, Evropi i
Japanu su takode najucestaliji navedeni genotipovi, ali znaCajno prisustvo imaju i
genotipovi 2a 1 2b. Genotipovi 4, 5 i 6 zastupljeni su na Bliskom Istoku i1 Africi
(Murphy 1 sar., 2007). Distribucija genotipova Sirom sveta prikazana je u Slici 1.5. U
svetu se intenzivno radi sekvenciranje HCV genoma, a sekvence se deponuju u baze
podataka kao Sto su Genebank, EMBL i DDB baza. Neke od baza sadrze iskljucivo
podatke koji se odnose na HCV (Tabela 1.1.).
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Slika 1.5. Globalna distribucija HCV genotipova (WHO, 2009).

Tabela 1.1. Baze podataka sa sekvencama hepatits C virusa.

Baza podataka

Referenca

Web Adresa

euHCVdb

usHCV sequence
databse (LANL)

jpHCVdatabase

Combet 1 sar., Nucleic Acids Res, 2007, 35:
D363-D366.

Kuiken 1 sar,, Bioinformatics, 2005, 21(3):
379-84.

Shin-i 1 sar., Hepatology Research, 2008, 38:
234243,

http://hepatitis.ibcp.fr

http://hcv.lanl.gov/content/
sequence/HCV/ToolsOutli
ne.html

http://s2as02.genes.nig.ac.jp
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1.7. Antivirusna terapija hroni¢nog C hepatitisa

Sadasnja standardna antivirusna terapija hroni¢cnog HCV je kombinovana
terapija koja se sastoji iz istovremene primene pegilovanog interferona alfa-2a/alfa-2b
(PEG-IFN-alfa-2/alfa-2b) sa nukleozidnim analogom ribavirinom. DuZina primene
kombinovane terapije zavisi od genotipa HCV-a (Fried i sar., 2002). Pacijenti inficirani
hroni¢nim C virusom genotipa / i 4 primaju terapiju u trajanju od 48 nedelja, dok
pacijenti inficirani genotipovima 2 i 3, 24 nedelje, pri ¢emu se stabilan virusoloski
odgovor (SVO) kod pacijenata inficiranih genotipom /b postize samo u 50% slucajeva,
a kod ostalih genotipova do 78% (Friedrich-Rust 1 sar., 2005; Sethi i sar., 2005;
Shiffman 1 sar; 2004; Zeuzem i sar.,1998). Stabilan virusoloski odgovor (SVO)
oznacava odsustvo virusne RNK 6 meseci od kraja terapije. Kriterijumi za primenu
antivirusne terapije su: a) povisene vrednosti serumskih transaminaza najmanje 6
meseci (nije obavezno ukoliko je izrazena fibroza na biopsiji jetre), b) prisustvo RNK
HCV u serumu ili plazmi i ¢) nalaz biopsije jetre koji ukazuje na hroni¢ni hepatitis. Kod
bolesnika kod kojih postoje kontraindikacije za primenu ribavirina primenjuje se
monoterapija pegilovanim IFN alfa-2a. Ova antivirusna terapija je dugo bila jedini
terapijski izbor za postizanje SVO od 8% za terapiju u trajanju od 6 meseci, a do 27%
za terapiju u trajanju od 24-48 sedmica (Fried i Hadziyannis., 2004; Yen i sar., 2005).
Primena kombinovane terapije rekombinovanim interferonom alfa i ribavirinom dovodi
do povecanja SVO do 40%, dok uvodenje pegilovanog interferona dovodi do zna€ajnog
povecanja efikasnosti kombinovane terapije ¢ak 1 pri njegovoj primeni u vidu
monoterapije, kao i kombinovane terapije sa ribavirinom (Webster i sar., 2009).

Najnovija istrazivanja u polju antivirusne terapije HCV su fokusirana na
dizajniranje 1 upotrebu novih selektivnih inhibitora HCV-a. Proteazni inhibitori
(telaprevir 1 boceprevir) su za sada jedini odobreni HCV inhibitori od strane agencije za
kontrolu hrane i lekova FDA (eng. Food Drugs Administration, FDA) za terapiju u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) (FDA Approves Victrelis., Drugs.com,
2011). Boceprevir je oralni proteazni inhibitor koji se vezuje za nestrukturni protein
NS3, inhibiraju¢i virusnu replikaciju. Boceprevir primenjen zajedno sa standardnom
kombinovanom terapijom daje bolje rezultate u odgovoru na antivirusnu terapiju kod

genotipa /a i u ¢ak 70% slucajeva postize se SVO (Foote i sar., 2011; Kwo i sar., 2012;
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Trembling 1 sar., 2012). Telaprevir inhibira virusnu NS3A serin proteazu. U
randomizovanoj kontrolnoj studiji kod pacijenata koji nisu odgovorili na standardnu
terapiju PEG-IFN alfa-2a/ribavirin-om, ponovna terapija sa dodatim teleprevirom
dovodi do boljeg odgovora (McHutchison i sar., 2010; Perry., 2012). Oba leka su
odobrena za upotrebu u SAD od strane agencije FDA 2011. godine.

1.7.1. Mehanizam delovanja interferona i ribavirina

Interferoni (IFN) tipa I sadrze dve seroloski odvojene grupe proteina (IFN-a i
IFN-B). Prva grupa su IFN-a u okviru koje ulazi IFN-al i IFN-02 i predstavljaju
familiju od 20 poliproteina koji su veli¢ine od oko 18 kD. Virusna infekcija dovodi do
aktivacije sinteze interferona (Kumar i Carmichael, 1998). Najve¢i izvor produkcije
IFN-a su mononuklearni fagociti. [IFN-a aktivira brojne enzime u ¢eliji koji deluju na
replikaciju virusne RNK ili DNK. Njegovo delovanje je pre svega parakrino tako da
sprecava Sirenje virusne infekcije na susedne celije koje jo$ nisu inficirane. Interferon
aktivira NK ¢elije, MHC (eng. Major Histocompatibility Complex, MHC) molekule, a
izmedu ostalog 1 inhibira proliferaciju celija (Pawlotsky, 2000; Samuel, 2001).
Interferon-o deluje 1 na aktivaciju enzima kao §to su: 2',5" oligoadenilat sintetaza (2',5'-
OAS) 1 RNK protein kinaza zavisna od dvolanc¢ane RNK (PKR), kao i1 na aktivaciju
proteina Mx (eng. myxovirus. Mx) (MxA 1 MxB). Proteini Mx spadaju u interferon
inducibilne proteine IFI-78, veli¢ine 78kDa. Navedeni enzimi i proteini ucestvuju u
uspostavljanju antivirusnog stanja u inficiranoj ¢eliji (Pawlotsky, 2000; Samuel, 2001).
2'5" oligoadenilat sintetaza je Celijski enzim sintetisan interferonskom stimulacijom za
vreme odgovora organizma. U inficiranoj celiji 2',5-OAS enzimatska aktivnost je
indukovana dvolananom ili jednolan¢anom virusnom RNK. 2',5-OAS aktivira brojne
¢elijske endoribonukleaze kao $to su ribonukleaze L, koje degradiraju ¢elijske i virusne
jednolan¢ane RNK (Pawlotsky, 2000; Samuel, 2001).

PKR je protein kinaza zavisna od dvolan¢ane RNK, takode aktivirana
delovanjem interferona a. PKR se aktivira autofosforilacijom uz prisustvo dvolanc¢ane
RNK 1 inhibira sintezu proteina blokiraju¢i tako i samu replikaciju virusa. Mx proteini

pripadaju familiji guanozin trifosfataza i njihova sinteza je stimulisana interferonom a.
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Deluju direktno na inhibiciju PKR, zaustavljaju sintezu informacione RNK 1 blokiraju
prelazak virusne polimeraze u nukleus (Pawlotsky, 2000; Samuel, 2001). PEG-IFN a -
2a, koji se dobija konjugacijom IFN a-2a, sa polietilen glikolom i1 proizvodi se
biosintetski, upotrebom rekombinantne DNK tehnologije, pri ¢emu se gen za IFN
kloniranog humanog leukocita eksprimira u E.coli, nakon ¢ega dolazi do sinteze IFN « -
2a.

Ribavirin je sintetski guanozin. Kao monoterapija nema efekat na hroni¢ni HCV,
medutim u kombinaciji sa IFN a-2a, ribavirin poveava pocetni odgovor organizma
Delovanje ribavirina zasniva se na inhibiciji virusne RNK polimeraze, mada mehanizam
delovanja u monoterapiji ili kombinovanoj terapiji HCV-a, ostaje nejasan (Pawlotsky,

2000).

1.7.1.1. Odgovor pacijenata sa hronicnim C hepatitisom na antivirusnu terapiju

Odgovor organizma na antivirusnu terapiju moze se pratiti na 3 razli¢ita nivoa:
biohemijski - koji podrazumeva normalizaciju nivoa ALT-a (alanin aminotransferaza),
virusoloski odgovor - odnosno odsustvo detektabilne RNK HCV u plazmi i pato-
histoloski koji podrazumeva poboljSanje stanja jetre (Lindsay, 1997).

U odnosu na pocetak primene antivirusne terapije definisani su razliciti odgovori
koji mogu biti znacajni za duzinu terapije 1 predvidanje uspeha terapije. Ukoliko je
HCV nedektibilan 4 nedelje od pocetka terapije radi se o brzom virusoloskom odgovoru
(BVO). Brzi virusoloski odgovor oznacava veliku efikasnost terapije i pod odredenim
uslovima dozvoljava skracdenje antivirusne terapije hronicne HCV infekcije na 24
nedelje kod genotipa / 1 4, 1 na 16 nedelja kod genotipa 2 i 3 (ukoliko nema ciroze jetre
1 ukoliko nije visoka viremija pre pocetka terapije). Veoma vazan za terapiju je i rani
virusoloski odgovor (RVO) koji se odnosi na nivo viremije 12 nedelja od pocetka
terapije. Moze da bude parcijalni i kompletni. Parcijalni odgovor oznacava pad viremije
za viSe od sto puta (ili 2 logjo) u odnosu na viremiju pre pocetka terapije, a kompletni
odgovor odsustvo RNK HCV. Pacijentima koji nisu postigli RVO (non-responderi, NR)
terapija se prekida, jer je gotovo sigurno da, ukoliko bi im se terapija nastavila ne bi

postigli stabilan virusoloski odgovor (SVO) koji je cilj terapije. Relaps oznacava

19



ponovnu pojavu RNK HCV u krvi u periodu od kraja terapije, kada je bio negativan, do
6 meseci od kraja terapije.

Stabilan virusoloski odgovor podrazumeva odsustvo detektabilne RNK HCV u
plazmi kao i normalan nivo transaminaza u krvi 6 do 12 meseci nakon zavrsetka terapije
(EASL, International Consensus Conference on Hepatitis C, 1999).

Varijacije koncentracije RNK HCV-a za vreme terapije prikazane su Grafikonom 1.1.
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Grafikon 1.1. Vrednosti koncentracije RNK HCV-a u korelaciji sa
odgovorom na terapiju.

Skracenice: BVO-brzi virusoloski odgovor, RVO-rani virusoloski
odgovor; SVO- stabilan virusoloSki odgovor, NR-izostanak odgovora
na terapiju, RE-relaps bolesti.

1.7.1.2. Faktori koji uti¢u na uspesnost antivirusne terapije

Uspesnost kombinovane antivirusne terapije u lecenju hroni¢ne infekcije HCV-
om zavisi od faktora domaéina i virusa, kao i molekularnih mehanizama koji pod
delovanjem razlicitih proteina HCV-a zaustavljaju signalni put IFN-a. LoSoj prognozi u

leCenju 1 progresiji fibroze doprinose starost, ciroza 1 steatoza jetre, insulinska
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rezistentnost 1 gojaznost. Takode, koinfekcija virusom humane imunodeficijencije (eng.
human immunodeficiency virus, HIV) 1/ili hepatitisa B (HBV), konzumiranje alkohola 1
opojnih droga se u vecini sluajeva dovode u vezu sa izostankom SVO nakon
antivirusne terapije (Alberti., 2009; Alvarez i sar., 2009; Asselah i sar., 2006; Moucari i
sar., 2008). Izmedu ostalog ishod bolesti nakon kombinovane terapije zavisi od
promena i odstupanja u genima odgovornim za imuni sistem domacina (Nattermann i
sar., 2008; Yee, 2004). Faktori u asocijaciji sa izostankom odgovora na terapiju

pegilovanim IFN-a i ribavirinom prikazani su u Shemi 1.1.

Shema 1.1. Faktori u direktnoj vezi sa izostankom
odgovora na kombinovanu terapiju pegilovanim IFN-a i
ribavirinom.

Studije koje se odnose na analizu humanog genoma imaju ulogu da identifikuju i
utvrde koji su geni kljuéni za odgovor na terapiju interferonom. Izmena jednog
nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) u kodirajuéem ili

nekodiraju¢em regionu genoma u nekim posebnim sluc¢ajevima ima direktan uticaj na
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aktivnost ili ekspresiju proteina (Asselah i sar., 2011). Prema rezultatima Lina 1 sar.,
(2006) pojava odredenog alela u tackastim polimofizmima koji su locirani u interferon
stimuliSuéem genu IFI44 zajedno sa genotipom virusa igra veliku ulogu u
farmakokinetici IFN-a. Prema istrazivanjima Huanga identifikovane su pojedinacne
nukleotidne izmene unutar gena koji kodira IFN-[], a varijante nukleotidnih izmena
koje su smestene proksimalno u promotoru IFN-[] su u korelaciji sa SVO (Huang i sar.,
2007). Razumevanje asocijacije izmedu humane genetike i samog ishoda antivirusne
terapije datira od 2009. godine. Tri nezavisne studije, pokazale su da pojava odredenih
alela u tackastim polimorfizmima koji su locirani u blizini gena IL28B, koji ucestvuje u
sintezi jednog od antivirusnih citokina (IFN-A) su u direktnoj korelaciji sa odgovorom
na terapiju kod pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom 1 genotipom / (Ge 1 sar.,2009;
Sheppard i sar., 2003; Suppiah i sar., 2009; Tanaka i sar., 2009).

Interferon (IFN-L), uklju¢ujuéi IFN - A 1, 2 1 3 (poznatih pod imenom IL-29, IL-
28A 1 IL-28B), spada u grupu antivirusnih citokina koji pripadaju interferonima tipa I
(IFN-I) 1 ¢lanovima familije interleukina 10 (IL-10). Uloga IFN-A je da zapocne
antivirusni, antitumorski i imuni odgovor aktiviraju¢i JAK-STAT i MAPK signalne
puteve (Sheppard i sar., 2003). Na osnovu in vitro istrazivanja smatra se da IFN-A ima
slabiju antivirusnu aktivnost u odnosu na IFN-a (Marcello 1 sar., 2006). Najistrazivaniji
SNP (rs12979860) nalaze se oko 3kb uzvodno od kodiraju¢eg regiona IL28B. Na
osnovu dosadasnjih rezultata smatra se da pacijenti kod kojih je detektovano prisustvo
genotipa CC, c¢es¢e dostizu SVO u odnosu na pacijente kod kojih je u okviru
(rs12979860) prisutan genotip CT ili TT (Ge i sar., 2009). Sve tri nezavisne studije su
potvrdile da pojava rizi€nog alela (homozigota CCC) u okviru rs12979860 ima snaZan
uticaj na krajnji odgovor pacijenta na kombinovanu terapiju i to u okviru genotipova /,
2 i 3 (Mangia i sar., 2010; Thompson i sar., 2010). Istrazivanjima Thomasa i sar.,
(2009) doslo se do zakljucka da pacijenti sa ovim polimorfizmom u delu gena IF28B
mogu spontano da eliminiSu HCV iz organizma. Posledica Stetnih efekata ribavirina je
pad hemoglobina $to vodi ka hemolitickoj anemiji. U tim slucajevima neophodno je
smanjiti dozu leka ¢ime se umanjuje i efikasnost leCenja. Na osnovu istrazivanja
asocijacije izmedu SNP u humanom genomu i ribavirina dobijeni rezultati ukazuju
takode da pacijenti sa SNP-a u delu gena IF28B imaju manju verovatno¢u da dobiju

hemoliticku anemiju (Fellay i sar., 2010; Sulkovski i sar, 2003).
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Istrazivanja su pokazala da pacijenti sa genotipom / imaju slabiji odgovor na
terapiju, za razliku od pacijenata sa npr. genotipom 2 i 3. Osnovni bioloski aspekt HCV-
a, je njegova replikacija kojom se stvara veliki broj kvazivrsta. Njihova raznolikost,
sloZenost 1 njihov uticaj na uspesnost i ishod lecenja je predmet stalnog istrazivanja, sa
vrlo konfliktnim rezultatima. Neke studije na osnovu rezultata potvrduju da bolji
odgovor na terapiju imaju pacijenti sa manjom ucestaloS¢u kvazivrsta pre terapije
(Moreau 1 sar., 2008; Pawlotsky i sar., 1998), dok druge studije potvrduju sasvim
suprotne rezultate (Lopez-Labrador i sar., 1999; Sandres i sar., 2000; Tavis i sar., 2011).
Razlog ovako opre¢nih rezultata jo§ uvek nije jasan. U pokuSaju da se pojasni ovaj
fenomen analizirane su izmene unutar sekvence (razliitih regiona genoma HCV-a) u
odnosu na dominantnu tzv. konsenzus sekvencu. Na osnovu dostupnih literaturnih
podataka najveci broj detektovanih izmena u nukleotidnoj sekvenci koje su u korelaciji
sa odgovorom na terapiju nalazi se u NS5A delu genoma (ISDR - regionu), kao i u delu
genoma HCV-a, zaduzenom za sintezu kapsida virusa. Izmedu ostalog ove sekvence
pokazuju veliku sli¢nost sa konsenzus sekvencom za genotip / (Akuta i sar., 2010;
Witherell i Beineke, 2001). Takode, smatra se da su varijacije nukleotidne sekvence u
genu koji kodira protein omotaca (E2) u asocijaciji sa odgovorom na terapiju (Hung i
sar., 2003; Watanabe 1 sar., 2003). Ova veza izmedu male geneticke raznovrsnosti
unutar sekvence duZ genoma HCV-a i velika slicnost sa konsenzus sekvencom je u
korelaciji sa izostankom odgovora na terapiju. Naime, pacijenti sa ovakvim
nukleotidnim sekvencama imaju u neku ruku vecu rezistentnost na IFN terapiju (Tavis i
sar., 2011).

Pored varijabilnosti samog genoma HCV-a, u odnosu na odgovor na terapiju
veliki znacaj ima 1 pocetna koncentracija ukupne RNK HCV-a u plazmi. Postoje podaci
da su pacijenti sa visokom pocetnom koncentracijom RNK HCV > 800000 UI/mL ili
(2000000 kopija/mL) manje osetljivi na terapiju, dok pacijenti sa manjom
koncentracijom virusne RNK od navedene imaju veéu Sansu za uspes$no lecenje i
postizanje SVO (Jensen i sar., 2006; Martinot-Peignoux 1 sar., 1998; Zeuzem 1 sar.,

2006).
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1.7.1.3. HCYV genotipovi i odgovor na terapiju

Odredivanje genotipa HCV-a je jedan od vaznih preduslova za odgovor
organizma na antivirusnu terapiju (Manns i sar., 2001; Fried i sar., 2001). Na osnovu
dosadasnjih istrazivanja moze se uociti da pacijenti sa genotipom 4 sporije odgovaraju
na terapiju, dok je za pacijente sa genotipom / karakteristicno da imaju Ceste relapse
HCV infekcije kao i izostanak odgovora na antivirusnu terapiju u odnosu na druge
genotipove (Pawlotsky 1 sar., 2003; Abony i Lakatos, 2005). Jedno od mogucih
objasnjenja pojave relapsa bolesti kao i rezistentnosti na antivirusne lekove je upravo
velika varijabilnost genoma HCV-a, stoga je neophodno da istrazivanja u oblasti
molekularne biologije HCV-a daju neophodne informacije za postizanje novih
terapeutskih dostignuc¢a u leCenju HCV infekcije (Donlin 1 sar., 2007; Pawlotsky 1 sar,
2000, Simmonds., 2001).

1.8. HCYV proteini i odgovor na antivirusnu terapiju

Dosadasnji rezultati koji se odnose na ispitivanje asocijacije izmedu
nukleotidnih izmena u genomu virusa hepatitisa tipa C i hepatocelularnog karcinoma,
kao 1 uspesnosti odgovora na antivirusnu terapiju su oprecna. Smatra se da su zamene
ak 70 1/ili 91 proteina za nukleokapsid u direktnoj vezi sa ucestalijim obolevanjem od
hepatocelularnog karcinoma (Akuta i sar., 2011; Kobayashi i sar., 2011). Najnovija
istrazivanja ukazuju da izmena ak 70. je u korelaciji sa odgovorom, tako da kod NR sa
genotipom /b ova izmena je ucestalija u odnosu na pacijente koji su postigli SVO. Za
razliku od izmene ak. 70 u proteinu C, supstitucija ak. 91 javlja se sa mnogo manjom
ucestalos¢u 1 smatra se da nema veci uticaj na uspeSnost odgovora nakon kombinovane
terapije (Alestig i sar., 2011; Kurbanov i sar., 2010; Kurosaki i sar., 2011). Analizom
nukleotidne sekvence C proteina, kod pacijenata inficiranih genotipom /b nakon
zavrSetka terapije utvrdene su takode nukleotidne izmene na pozicijama izmedu 70. i
106. ak. Sto ukazuje na smanjenu varijabilnost ovog regiona (ElI-Shamy i sar., 2011;

Gonzales-Horta i sar., 2011). S druge strane, Enomoto i sar., (1995) smatraju da ne
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postoji korelacija izmedu nukleotidnih izmena tj. genetickih varijacija 1 odgovora na
terapiju kod pacijenata sa hroni¢nim HCV-om genotipa /.

Takode, sa nesigurnos¢u se tvrdi da mutacije funkcionalnih regiona tj. proteina
HCV-a mogu biti u korelaciji sa odgovorom na terapiju interferonom, a dostupni
rezultati su prilicno kontradiktorni. Moguce je da se ovako opre¢ni rezulati dobijaju
zbog istrazivanja na razli¢itim geografskim podrucjima, a izmedu ostalog vecina studija
ukljucuje sve delove genoma HCV-a koji uticu na delovanje IFN-a, dok je veoma mali
broj studija sa rezultatima koji se odnose na korelaciju geneticke varijabilnosti E2
regiona i uspesnosti antivirusne terapije (Munoz de Ruead i sar., 2008). Pretpostavka je
da su mutacije koje se nalaze u ovom delu genoma u korelaciji sa odgovorom na
terapiju (Gupta i sar., 2006; Taylor i sar., 2001; Wohsland i sar., 2007). U svakom
slucaju dostupni podaci su konfliktni jer se radi o visoko konzerviranom regionu u
genomu HCV-a (Berg i sar., 2000; Chayama i sar., 2000; Gerotto i sar., 2000).

Najnovija istrazivanja odnose se na istrazivanja i razvoj malih molekula koje se
vezuju za proteine koji u€estvuju u Zivotnom ciklusu HCV-a. Ovi antivirusni lekovi
direktno deluju inhibiraju¢i NS3/NS4 proteaze, zatim NS5A 1 NS5B polimeraze. Zbog
brze replikacije virusa kao i polimeraze sa slabom preciznos$¢u dolazi do velikog broja
mutacija tj. nukleotidnih izmena duz genoma HCV-a, §to dovodi do stvaranja razlicitih
kvazivrsta. Ova varijabilnost vodi izmenama ak. unutar ciljanih i odredenih proteina
¢ime se smanjuje osetljivost inhibitora proteaze i polimeraze. In vitro i in vivo
istrazivanjima utvrdeno je da: 6 nukleotidnih izmena u regionu NS3 polimeraze, zatim
15 izmena u delu NS5B polimeraze 1 5 izmena u NS5A delu genoma su u asocijaciji sa
razli¢itim stepenom rezistentnosti na inhibitore enzima, a mogu varirati u zavisnosti od
genotipa/podtipa HCV - a (Halfon i1 Sarrazin., 2012).

Jonski kanal p7 igra vaznu ulogu za vreme produkcije virusa ¢ime predstavlja
atraktivno mesto delovanja antivirusne terapije kao Sto su inhibitori p7. U okviru
istrazivanja korelacije nukleotidnih izmena 1 uspeSnosti odgovora na terapiju,
identifikovana je mutacija (L20) koja odreduje delovanje inhibitora proteina p7 kao i
rezistentnost na njih (Foster i sar., 2011).

U okviru NS5A, na osnovu dosadasnjih istrazivanja utvrdeno je da su izmenjene
aminokiseline u delu ISDR-a odgovorne za rezistentnost na interferonsku terapiju, Sto

se posebno odnosi na genotip /b. Ispitivanje korelacije ISDR-a i uspesnosti odgovora na
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antivirusnu terapiju radeno je na razliCitim grupama ispitanika u Japanu, Evropi i1
Americi. Tako studije radene na ispitanicima sa hronicnim HCV-om u Japanu,
potvrduju jasnu vezu izmedu nukleotidnih izmena u ISDR i odgovorom na antivirusnu
terapiju, dok studije koje se odnose na americku i evropsku populaciju potvrduju manju
ucestalost nukleotidnih supstitucija u delu NS5A koje su u korelaciji sa odgovorom na
terapiju (El-Shamy i sar., 2011; Goyal 1 sar., 2007; Kitamura 1 sar., 2010; Macquillan 1
sar., 2004; Noguchi i sar., 2011; Sarrazin i sar., 2002).

Prema Pfeifferu, in vitro istrazivanja na ¢elijskim linijama pokazala detektovane
su dve mutacije odgovorne za rezistenciju na ribavirin za vreme replikacije a to su:
G404S 1 E442G na karboksilnom kraju NS5A (Pfeiffer i Kirkegaard, 2005). U delu
NS5B genoma HCV-a, utvrdene nukleotidne supstitucije na pozicijama od 300 - 358 nt
su u korelaciji sa odgovorom na kombinovanu terapiju kod pacijenata sa genotipom /b.
Naime, ispitanici inficirani virusom koji ima supstitucije na navedenim pozicijama u
delu NS5B postizu SVO, za razliku od NR-a, kod kojih nema izmena u ovom regionu
HCV genoma (Asahina i sar., 2005; Hamano i sar., 2005). Takode, u asocijaciji sa
odgovorom na terapiju je i ak supstitucija na poziciji 415 (Sugihara i sar., 2006; Ward i
sar., 2008). Aktivnost enzima predstavlja kljuénu ulogu u replikaciji, pa su istrazivanja
u smislu korelacije nukleotidnih izmena u okviru dela NS5B regiona genoma HCV-a, i
odgovora na terapiju prili¢no atraktivna (Maekawa i Enomoto., 2009; Pawlotsky, 2000).

Nakon svega moze se re¢i da je odgovor na antivirusnu terapiju zavisan od
varijacija u humanim genima koji kontroliSu antivirusni imuni odgovor, kao i razli¢itim
promenama unutar HCV genoma, koji potiskuju imuni odgovor. Neophodno je u
potpunosti razumeti molekularne mehanizme koji se dovode u vezu s tim na koji nain
kao 1 koji to humani i virusni geni uticu na ishod le¢enja kombinovanom terapijom.
Zbog svih Stetnih prate¢ih efekata prilikom leCenja kao i1 skupe kombinovane
antivirusne terapije neophodno je identifikovanje molekularnih markera koji bi mogli da

ukazu na verovatnocu postizanja SVO nakon terapije.
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2 Ciljevi

Definisanje  bioinformatickog  kriterijuma zasnovanog na genetiCkim
karakteristikama virusa koji omoguc¢ava predvidanje odgovora hronicnih HCV

bolesnika inficiranih genotipom /b na kombinovanu terapiju.
Testiranje predlozenog bioinformatickog kriterijuma na pretretmanskim
proteinskim sekvencama virusa, bolesnika sa hroni¢nim C hepatitisom genotipa

1b sa teritorije Srbije.

Formirati homogenenu grupu u odnosu na: osobenosti hepatitis C virusa (tip,

podtip) i odgovora na antivirusnu kombinovanu terapiju.
Optimizacija primenjenih metoda.

Utvrditi moguéu korelaciju izmedu klini¢ko-patoloskih  karakteristika

posmatranog uzorka i odgovora na antivirusnu terapiju.
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3 Materijal i metode

3.1. Materijal

Uzorci plazme su sakupljeni od 600 osoba koje su bile sero - pozitivne za anti-
HCYV antitela (3.0 HCV ELISA Test System, Ortho Diagnostic Systems, Germany). Na
osnovu podataka o polu, starosnoj dobi, nivoa alanin aminotransferaze (ALT), genotipa
HCYV, koncentracije RNK HCV i odgovora na antivirusnu terapiju odabrali smo grupu
od 100 pacijenata. U dalju analizu ukljuceno je 48 uzoraka za koje smo uspesno dobili
odgovarajuc¢i PCR produkt. Svih 48 pacijenata bilo je ukljuceno u program pripreme za
interferonsku terapiju. Indikacije za primenu antivirusne terapije su: pove¢an nivo ALT
1 aspartat aminotransferaze (AST) u serumu, prisustvo RNK - HCV u plazmi ili serumu,
nalaz biopsije jetre koji ukazuje da se radi o hroni¢nom hepatitisu C, kao i odsustvo svih
drugih kontraindikacija za lecenje antivirusnom terapijom.

Uzorci plazme i klini¢ko - patoloski podaci o pacijentima dobijeni su u saradnji
sa Institutom za infektivne 1 tropske bolesti (Odeljenje za virusne hepatitise),
Infektivnom klinikom - Vojnomedicinske akademije, Gastroenterohepatoloskom
klinikom Klinickog Centra Srbije u Beogradu i sa D.0.O. F. Hoffman - La Roche
predstavniStvom u Beogradu.

Histopatoloske analize tkiva jetre dobijenih biopsijomi radene su na navedenim
klinikama. Klasifikacija nalaza biopsije jetre po METAVIR sistemu. Stadijumi fibroze
su obelezeni od FO-F4 gde je: FO: bez fibroze; F1: laka fibroza (portalna fibroza bez
septuma); F2: umerena fibroza (portalna fibroza sa nekoliko septi); F3 teska firoza
(septalna fibroza bez ciroze) i na kraju F4: ciroza jetre.

U radu su kao uzorci humanog tkiva koriS¢eni uzorci plazme, sakupljani u
periodu od juna 2003. godine do maja 2007. godine. Nakon pripreme, uzorci su ¢uvani
na - 20°C najvise mesec dana pre izolacije RNK, odnosno analize genomskog materijala
HCV-a. Svi analizirani izolati su u naSoj laboratoriji evidentirani pod svojim
registarskim brojevima, ali radi lakSeg objasnjenja i poredenja sa rezultatima DNK

sekvenciranja izolati su obelezeni i arapskim brojevima od 1 do 48.
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema uzoraka plazme za izolaciju ukupne RNK HCV

U nasem radu plazma je pripremana rutinskim klini¢kim tehnikama na sledeci
nacin: uzeli smo 3 ili 4 mL krvi u vakutajner tube u kojima se nalazi EDTA
(etilendiamintetraacetat) antikoagulans (0,068 mL, K3 EDTA, 15% rastvor) Becton
Dickinson #6454, potom smo odvojili plazmu centrifugiranjem na 2500 g u trajanju od
20 min. na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja jasno smo uocili tamno crvena
donja faza (sa eritrocitima) 1 mutno zuta gornja faza sa krvnom plazmom. Plazma je
preneta automatskom pipetom 1 sterilnim nastavcima sa filterom u sterilne
polipropilenske tube sa poklopcima i sigurnosnom gumom sa unutrasnje strane, i
Guvana u frizideru na temperaturi od - 20°C do - 80°C. Sterilne propilenske tube imaju
poklopac sa zavrtnjem i sigurnosnu gumu §to olakSava otvaranje tube, ¢ime se smanjuje
mogucénost kontaminacije medu uzorcima i pojava lazno pozitivnih rezultata, kao i
mogucénost rada sa ve¢im brojem uzoraka. Uzorci plazme su prikupljani na navedenim

klinikama i ¢uvani na - 80°C.

3.2.1.1. Priprema laboratorijskog pribora za rad sa RNK

Velika osetljivost RNK na uslove sredine, pogotovo na ribonukleaze (RNK -
aze) uslovljava zahtev za posebnim uslovima za rad u laboratoriji. RNK-aze mogu biti
prisutne u svakom koraku pocevsi od izolacije RNK kao i kroz sve naredne tehnike koje
se obavljaju u laboratoriji, te je najvaznije inaktiviranje RNK-aza koje se za razliku od
DNK-aza vrlo tesko inhibiraju, otporne su na temperaturu i sveprisutne su. Pripremali
smo laboratorijsko posude, vodu i ostalu opremu za izolaciju RNK na slede¢i nacin:

- Stakleni sudovi se izlagazu temperaturi od 200°C preko noéi, a plastiéni sudovi se
potapaju u 0,1 N NaOH/1 mM EDTA i ispiraju sa DEPC-tretiranom dd H2O.

- Epruvete 1 nastavci za jednokratnu upotrebu od polipropilena su predhodno
autoklavirane. Destilovana voda koja je potpuno oslobodena RNK-aza pripremljena je

dodavanjem DEPCA u ddH,O u finalnoj koncentraciji od 0,05 do 0,01%. Rastvor je
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inkubiran na 37°C preko no¢i i potom autoklaviran u trajanju od 30 min. da bi se
potpuno degradirao DEPC. Svi vodeni rastvori za rad sa RNK su pripremani sa DEPC-
ddH,0 osim rastvora TRIS-a (Sambrook i sar., 1989).

3.2.1.2. Izolacija ukupne RNK iz humanih tkiva (plazme)

Vazan korak za in vitro enzimske reakcije, u kojima je matrica RNK je Cistoca i
integritet izolovane RNK. Da bi se dobila zadovoljavaju¢a uspesnost ovih reakcija,
tehnike za izolaciju RNK bi trebalo da ispune sledece uslove: da efikasno liziraju ¢elije i
tkiva, da denaturiSu nukleoproteinske komplekse, da inaktiviraju endogene RNK-aze i
da oslobode RNK od necisto¢a kao §to je DNK i proteinske molekule. Jedan od takvih
industrijski pripremljenih kitova, namenjen za metodu izolacije ukupne RNK u jednom

koraku je TRIzolTM reagens (Chomczynski i Sacchi., 1987; Chomczynski., 1993).

3.2.1.3. Izolacija ukupne RNK iz plazme pomocéu TRIzol™ reagensa

TRIzol™ - reagens (GibcoBRL, Life technologies) je posebno pogodan za brzu
izolaciju ukupne RNK iz razli¢itih tkiva. Ovaj reagens je industrijski pripremljena
smeSa guanidin izotiocanata i fenola i predstavlja primenu metode RNK izolacije u
jednom koraku po autorima Chomczynski i Sacchi (1987) i Chomczynski (1993). U
toku homogenizacije i lize uzorka TRIzol™-reagens odrzava integritet RNK i
istovremeno degradira ¢elijsku membranu cCelije kao 1 Celijske komponente. Dodatak
hloroforma, posle ¢ega sledi centrifugiranje dovodi do razdvajanja smese na vodenu i
organsku fazu, a RNK ostaje isklju¢ivo u vodenoj fazi iz koje se izdvaja precipitacijom
sa izopropanolom. Ukupna RNK izolovana na ovaj nacin je oslobodena od proteinskih i
DNK kontaminacija, a dovoljno preciS¢ena da se moze koristiti za razliCite enzimske
reakcije. Ova tehnika je posebno podesna u radu sa malom koli¢inom bioloskog
materijala (50-100 mg). Ovom tehnikom se dobijaju intaktni molekuli RNK veli¢ine od
15-0,1 kb.

Izolacija ukupne RNK pomoéu TRIzol™ - reagensa se pripremana je na sledeéi naéin:
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- U obelezene tube dodavano je 100uL uzorka (plazme) i 1000pL TRIzol-a, nakon ¢ega
se rastvor TRIzol-a i plazme inkubira 5 min. na sobnoj temperaturi da se potpuno
razbiju nukleoproteinski kompleksi. U tube smo dodali 0,2 mL hloroforma/ImL TRIzol
- a, promesali i inkubirali 2 - 3 min. na sobnoj temperaturi.

- Tube sa uzorkom su centrifugirane na 12000 g, na temperaturi od 2 do 8°C, 17 min.

- Nakon odlivanja supernatanta u Cistu tubu, dodali smo #~-RNK kao nosac (oko 10ug po
uzorku), zatim izopropanol u odnosu 1:1 sa vodenom fazom. Uzorci su inkubirani 10
min. na sobnoj temperaturi, zatim centrifugirani na 12000 g u trajanju od 10 min. na
temperaturi od 2 do 8°C (RNK precipitat je &esto nevidljiv pre centrifugiranja). Nakon
odlivanja supernatanta isprali smo RNK precipitat 2 puta sa 1 mL 75% etanola, zatim su
sve tube centrifugirane na 7500 g, 5 min. na temperaturi od 2 - 8°C. Uzorci su suseni 5 -
10 min. na sobnoj temperaturi. Nakon susenja u tube je dodavano 25ul. DEPC - H,O sa

15 U RNK-aznog inhibitora.

3.2.1.4. Izolacija ukupne RNK hepatitis C virusa iz plazme za odredivanje
koncentracije RNK HCV na instrumentu Cobas Amplicor

Cobas Amplicor (CA) - (Roche Molecular Systems, Nemacka) je instrument koji
obavlja automatsku amplifikaciju i detekciju. Odredivanje koncentracije RNK HCV na
ovom instrumentu zahteva primenu standardizovanog HCV monitor testa, (v.20) (Roche
Molecular Diagnostics, Nemacka). Ovaj test jedan je od in vitro testova u kojem se
putem amplifikacije nukleinskih kiselina odreduje koli¢ina RNK HCV-a u humanoj
plazmi. Izolacija ukupne RNK HCV iz plazme podrazumevala je:

Priprema radnog reagensa za lizu éelija:

- HCM LYS, v2.0 (pufer za lizu ¢elija) pripreman je meSanjem uz blago grejanje na
temperaturi od 20 do 37°C.

- Pipreman je HCM QS, v2.0 (standard za kvantifikaciju) i potom meSan
vorteksovanjem.

- Dodavanjem 100pL HCM QS, v2.0 u HCM LYS, v2.0 dobijen je radni reagens za lizu
¢elija koji je stabilan 4 sata na sobnoj temperaturi, potom je u obeleZene tube dodavano

je 400uL radnog reagensa za lizu ¢elija.
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Priprema kontrola za monitor test

- Pripremane su tri tube za kontrole : HCV C (-), v2.0, HCV L (+) C, v2.0 i HCV
H(+)C, v2.0. U sve tri kontrolne tube dodavano je 100uL NHP i 100uL svake kontrole,
nakon ¢ega su ovako pripremljene tube kratko vorteksovane.

Izolacija RNK HCV iz plazme uzoraka sa Roche-ovim kitom za izolaciju:

- Tube sa uzorcima plazme kratko su vorteksovane a potom i centrifugirane da se
teCnost spusti sa poklopca.

- 100uL plazme prebacivano je u obelezene tube u kojima se nalazi radni reagens za
lizu ¢elija, nakon Cega su tube kratko vorteksovane.

- Tube su inkubirane u suvom bloku za grejanje, 10 min. na 60°C + 2°C, a potom i
vorteksovane.

- U svaku tubu dodavano je po 500uL izopropanola na sobnoj temperaturi i ostavljene 2
min. na sobnoj temperaturi.

- Tube sa sadrzajem su centrifugirane na 15000 g, 15 min. na sobnoj temperaturi.

- Nakon odlivanja supernatanta dodavan je po 1 mL 70% etanola, a dobijena smesa je
kratko vorteksovana.

- Uzorci su suSeni 5 - 10 min. na sobnoj temperaturi.

- Nakon suSenja u tube je dodavano 1000uL HCV DIL, v2.0. Pelet je razbijan
nastavkom, a zatim vorteksovan 10s. NajduZe 3 sata od pripreme, materijal se koristi za
amplifikaciju, ili se ¢uva na -70°C do jednog meseca i to ne sa vise od 2 odmrzavanja.

Za amplifikaciju pomo¢u CA HCV MONITOR test, v2.0 koristilo se 50uL izolata.

3.2.1.5. Izolacija RNK HCV iz plazme za kvantitativni PCR u realnom vremenu

Drugi in vitro test koji je primenjen u okviru naSe studije za odredivanje
koncentracije RNK HCV je i kvantitativni PCR u realnom vremenu za kojeg smo u
okviru naSeg istrazivanja koristili HCV kvantitativni test (HCV R - TMQ test, Sacace
biotehnologies, Como, lItalija). lzolacija ukupne RNK HCV u naSem radu
podrazumevala je rad sa standardizovanim kitom za izolaciju RNK (Sacace
biotehnologies, Como, Italija), a sastoji se iz sledecih koraka:

Priprema radnog reagensa za lizu celija:
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- HCV LYS (pufer za lizu ¢elija) pripreman je meSanjem uz blago grejanje na
temperaturi od 60 - 65°C.

- Pripremana je 1 HCV IC (interna kontrola) meSanjem na vorteksu u tajanju od 5-10s.

- Dodavanjem 120pL HCV IC u boc¢icu sa HCV LYS dobijen je radni reagens za lizu
¢elija. U obelezene tube dodavano je po 450uL radnog reagensa za lizu ¢elija.

Priprema kontrola za kvantitativni test na HCV R-TM:

- Pripremane su tri tube za kontrole: HCV Rec IC (-), HCV Rec Pos 1 C+ i HCV Rec
Pos 2 C+.

- U tubu obelezenu za negativnu kontrolu izolacije dodavano je 100uL HCV Rec IC (-),
potom smo dodali po 90uL ostale dve kontrole u obelezene tube, zatim promesali
vorteksovanjem i kratko centrifugirali na sobnoj temperaturi.

Izolacija RNK HCV iz plazme uzoraka:

- U tube sa radnim reagensom dodavano je 100uL plazme, zatim kratko vorteksovano.

- U sve obelezene tube je dodavano po 25uL sorbenta koji smo pre dodavanja snazno
vorteksovali.

- Tube su inkubirane 10 min. na sobnoj temperaturi uz povremeno meSanje i
vorteksovanje.

- Nakon inkubacije sve tube sa sadrzajem su centrifugirane 1min. na 10000 g na sobnoj
temperaturi.

- Nakon odlivanja supernatanta u tube je dodavano 500uL. HCV WB (pufer za pranje),
nakon ¢ega su sve tube kratko vorteksovane.

- Tube sa sadrzajem su centrifugirane Imin. na 10000 g. na sobnoj temperaturi.

- Nakon odlivanja supernatanta dodavano je po 500uL 70% etanola u sve tube. Sve tube
sa sadrzajem su vorteksovane a potom centrifugirani na 10000 g lmin. i sobnoj
temperaturi. Predhodni korak smo ponovili.

- Nakon odlivanja supernatanta dodavano je 500uL acetona u svaku tubu. Sve tube sa
sadrzajem su vorteksovane, zatim centrifugirane na 10000 g u trajanju od 1min.

- Uzorci su suseni oko 10 min. na termo - bloku (suvo kupatilo) pri temperaturi od
56°C.

- Nakon suSenja pelet je rastvoren u S0uL RNK eluenta (rastvaraca). Sve tube sa
sardrzajem su inkubirane 10 min. na 56°C u termo bloku, zatim centrifugirane12-14000

g. Materijal koji smo na ovaj nacin dobili se koristio za amplifikaciju isti dan nakon

33



izolacije ili je Guvan na -70°C. Kvantitativni test moZe da se radi na R-TM-u isti dan
nakon izolacije. Kvantitativna interna kontrola (HCV Rec IC) predstavlja
rekombinantnu RNK 1 sluzi kao kontrola uspesnosti svih koraka izolacije nukleinskih
kiselina, amplfikacije i detekcije svakog uzorka ponaosob. Uz pomo¢ HCV Rec IC prati

se moguc¢i gubitak RNK kao i moguca inhibicija PCR-a za vreme izolacije.

3.2.1.6. Odredivanje koncentracije RNK HCV u plazmi ispitivanih pacijenata

Odredivanje koncentracije HCV RNK u plazmi radeno je pomoéu CA HCV
monitor testa, (v.2.0) i zasniva na 5 osnovnih procesa: priprema reagenasa, uzoraka i
kontrola, reverzne transkripcije, amplifikacije i detekcije. Reverzna transkripcija,
amplifikacija 1 detekcija se automatski obavljaju na PCR delu aparata CA Analyser.
Nakon reverzne transkripcije sledi amplifikacija HCV Kvantitativnog standarda i dela
genomske RNK-HCV. Za CA HCV monitor Test, v2.0. se takode koriste prajmeri koji
su specifiéni za 5'NTR (244bp). Za svaki uzorak i kontrolu CA Analyser odreduje
koncentraciju RNK HCV-a. Koncentracija RNK-HCV se izrazava u [U/mL.
Internacionalni standard je odreden od strane SZO gde [/ [U odgovara 5 genom
ekvivalenata, medutim ovaj test je tako pripremljen da / /U odgovara 2,7 genom
ekvivalenata, §to moze da varira u zavisnosti od date serije reagenasa i odredeno je na
uputstvu proizvodaca. Nakon izolacije ukupne HCV RNK, pripreman je Radni reagens
(Master Mix) za naredni korak - amplifikaciju.

Priprema radnog reagensa za amplifikaciju RNK HCV podrazumevala je sledece
korake:

- Odreden je odgovarajuéi broj tubica na A ringu, a dodavanjem 100 pL HCM Mn*",
v2.0 u boc€icu oznacenu sa HCM MMX, v2.0. dobijen je radni reagens, koji moZe biti
stabilan 4 sata na temperaturi od 2 - 8°C. Radni reagens

- stavljeni A prsten, dodavano je 100 pL radnog reagensa za svaki uzorak i 50uL
izolata. Ovako pripremljen A prsten se postavljao na CA Analyser.

Odredivanje koncentracije ukupne virusne RNK (RNK HCV), uradeno je 1
metodom RT - PCR-a u realnom vremenu. Koncentracije RNK HCV-a i koncentracije
interne kontrole (HCV IC) su odredene simultano u jednoj reakciji (“duplex PCR"), a

kvantifikacija je obavljena preko standardne krive komercijalnim reagensima baziranim
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na TaqMan tehnologiji. U naSem radu smo koristili HCV R-TMQ kita (Sacace
biotehnologies, Como, Italija).

Esej za kvantitativni test HCV-a dizajniran je tako da su prajmeri i probe
specificni za 5S’NTR HCV. Koncentracija RNK HCV-a i kontrola HCV IC odredena je
posebno za svaki uzorak ocitavanjem fluorescence na dve razlicite talasne duzine (Fam
1 Joe), izraCunata na osnovu serije standardnih razblaZzenja, a izrazena u IU/mL. Izgled
standardne krive interne kontrole HCV IC i kvantitativnih standarda HCV dat je u
Prilogu 1a. Grafikon A. i grafikon B., a amplifikacioni plotovi QS HCV, HCV IC i
nepoznate koncentracije RNK HCV uzoraka su dati u Grafikonu C. i Grafikonu D.

Prilikom izracunavanja koncentracije RNK HCV koristi se slede¢a formula:

HCV DNK kopija/uzorku x koeficijent * = U HCV/mL
IC DNK kopija/uzorku

* koeficijent je specifi¢an za svaki lot koji se nalazi u kitu.

Preporuceni faktor konverzije [lU HCV/mL u broj kopija/mL za dati reagens je 4.

Nakon izolacije ukupne RNK HCV pripreman je radni reagens za amplifikaciju
RNK HCYV, a raden je na na slede¢i nacin:
-U tubu sa DTT, dodavano je 300uL RT - PCR smese - 1, zatim 200uL RT - PCR
smese - 2, 20uL Hot Start Taq Polimeraze i 10uL M - MLV reverzne transkriptaze
(radni reagens DTT, RT - PCR 1 1 2 smeSe, stabilan je mesec dana na temperaturi od -
20°C).
- U obelezene tube je dodavano 25uL radnog reagensa i 25uL izolovane RNK. Potom je
pripremano 6 standarda i 1 negativna kontrola. U obeleZene tube je dodavano po 25uL
standarda za kvantifikaciju RNK HCV (QSI HCV, OS2 HCV i QS3 HCV) i
kvantitativnih standarda IC (QSI IC, OS2 IC i OS3 IC). U tubu za negativnu kontrolu
dodavano je 25uL TE - pufera. Rreverzna transkripcija i PCR radeni su u reakcionoj
smesi od 25 pL. Svi uzorci kojima je odredena koncentracija RNK HCV-a, ovom

metodom radeni su na aparatu (SDS 7500, Applied Biosystems).
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3.3. Amplifikacija p7 u genomu hepatitis C virusa - manuelna metoda

Amplifikacija p7 dela genoma HCV-a podrazumevala je prethodno uradenu
reverznu transkripciju kojom se RNK prevodi u molekul cDNK. Pri amplifikaciji cDNK
smo koristili kit za RT - PCR u jednom koraku (One Step RT - PCR Kit, proizvodac
QIAGEN, Nemacka), koji omogucava da u jednoj tubi zavr§imo reakciju reverzne
transkripcije i reakciju PCR-a. Ova procedura povecava specificnost reakcije i smanjuje
mogucnost za pojavu kontaminacije koja predstavlja veliki problem kod amplifikacije
HCV-a. Reverzna transkripcija i PCR radeni su sa prajmerima ¢ije su duZine, sekvence i
pozicije prikazane u Tabeli 3.1. Prajmeri koriS¢eni pri amplifikaciji dela genoma koji
kodira p7 HCV-a dizajnirani su pomoc¢u programa Primer - BLAST za dizajniranje PCR
prajmera koji je baziran na programu Primer 3 (Rozen i Skaletsky., 2000).

Komercijalni kit za odvijanje RT-PCR u jednom koraku, je meSavina koja sadrzi
optimalnu kombinaciju tri enzima: Omniskript reverznu transkriptazu, Sensiskript
reverznu transkriptazu i Hot Start DNA polimerazu. Omniskript 1 Sensiskript reverzna
transkriptaza su heterodimerni enzimi koji su eksprimirani u E.coli, dok je HotStart
DNK polimeraza modifikovana forma rekombinantne 94-kDa DNK polimeraze
izolovane iz Thermus aquaticus, eksprimiranoj u E.coli. Reverzna transkripcija i PCR
RNK HCV sa One Step RT - PCR Kitom (QIAGEN) i prajmerima za p7 deo genoma
HCV-a. Reverzna transkripcija i PCR radena je u reakcionoj smesi od 25uL ¢ije su

komponente prikazane u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Komponente reakcione smese za RT-PCR.

Komponenta Zapremina uL | Finalna koncentracija
ddH,0 (0,01% DEPC) - -

5 x Qiagen One Step RT-PCR pufer Sul 1x

5x Q rastvor SuL Ix
mesavina dNTP-ova (10 mM) luL 400 uM i
sense prajmer (P72F) 0.37uL 0.6 uM
antisense prajmer (P72R) 0.37uL 0.6 uM
QIAGEN One Step RT — PCR mesavina enzima luL -
Ribonukleazni

inhibitor (40 U/ uL,) 0.125uL 5 Ulreakciji
matrica SuL -
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Komponente QIAGEN - OneStep RT-PCR Kit-a:

QIAGEN OneStep RT - PCR pufer je 5x koncentrovan koji sadrzi 1 Tris'Cl, KCI,
(NH4)2S04, 12,5 mM Cl,, DTT; pH 8.7,

QO - rastvor: 5x koncentrovan, sadrzi aditiv koji povecava specifi¢nost i olakSava
amplifikaciju u PCR reakciji,

Mesavina dNTP-ova: sadrzi ekvimolarnu koncentraciju: dATP, dCTP, dGTP 1 dTTP.
Voda oslobodena od RN-aza,

Za izvodenje reakcije RT - PCR u aparatu za PCR koriS¢en je sledeci
temperaturni  profil: 50°C 30 min. (kada se odigrava reverzna transkripcija sa
Omniskript i Sensiskript reverznom transkriptazom), potom sledi aktivacija HotStart
Taq polimeraze na 95°C u trajanju 15 min. nakon &ega se reakcija reverzne transkripcije
inaktivira.

Nakon reverzne transkripcije, cDNK se umnozavala PCR reakcijom PCR - om u
38 ciklusa na slede¢im temperaturama: 94°C—45s. (denaturacija matrice), 54°C—45s.,
(hibridizacija prajmera), 72°C—60s. (elongacija prajmera), i sa finalnom elongacijom u

trajanju od 7 min. (na kraju hladenje na 4°C u trajanju od 5 min.).

3.3.1. Reamplifikacija PCR produkta

Pored reakcije RT - PCR bila je neophodna reamplifikacija gde produkti koje
smo dobili RT - PCR-om (I) sluZze kao matrica za drugi PCR. U slucaju slabe PCR
osetljivosti, reamplifikacija moze povecati prinos PCR produkta. Za analizu metodom
kapilarne gel elektroforeze (automatskog sekvenciranja), koncentracija amplifikovanog
produkta mora biti veéa od 30 ng/100bp. Takode, da bi se kapilarnom gel
elektroforezom dobio validan rezultat, nespecificni DNK produkti mogu biti prisutni u
koli¢ini manjoj od 10% u odnosu na specifi¢ni amplikon koji se sekvencira.
Reamplifikacija je radena takode u reakcionoj smesi zapremine od 25uL, a komponente

reakcione smese za reamplifikaciju PCR produkta su date u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2. Komponente reakcione smese za reamplifikaciju PCR produkta.

Komponenta Zapremina uL Finalna koncentracija
ddH,0 (0,01% DEPC)

PCR pufer (10 x) 2.5uL 1x
MgCl, (25 mM) 0.5uL 2.5 mM
meSavina ANTP-ova 2uL 0.2 mM
sense prajmeri (P72F i P73F) 0.25uL 0.4 uM
antisense prajmeri (P73R i P72R) 0.25uL 0.4 uM
j a5q Szzmeraza (5 U/ul) 0.2uL 15 UL
RT-PCR templet kao matrica lul

Za reamplifikaciju zeljenog PCR produkta koristili smo Dream Taq polimerazu
(MBI, Fermentas, Litvanija). Sastav PCR 10 x koncentrovanog pufera (Dream Taq
polimeraze) je slede¢i: 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM
KCl, 50% (v/v) glicerol.

PCR reakcija se odvijala u masini za PCR u 28 ciklusa na sledec¢im
temperaturama: 94°C—45s., 60°C—45s., 72°C—60s. U prvom ciklusu inicijalna
denaturacija vrena je na 94°C u trajanju od 5 min., a finalna elongacija je trajala 7 min.,
zatim hladenje na 4°C u trajanju od 5 min. Produkti RT - PCR (I) reakcije su se koristili
kao matrica za reamplifikaciju tj. PCR-II reakciju. Prilikom reamplifikacije temperatura
hibridizacije je varirala od 58°C do 64°C. Kod nekih uzoraka smo uspesno amplifikovali
fragment duZzine od 488bp sa prajmerima P72F i P7R. Medutim, za veéinu uzoraka
(zbog degradirane virusne RNK arhiviranih uzoraka) u reamplifikaciji smo koristili
parajmere ¢ija duzina amplifikovanog fragmenta je manja: P72F/P73R (354bp) i
P73F/P72R (267bp). Prajmeri koji se koriste u drugom PCR-u ili reamplifikaciji nalaze
se u Tabeli 3.3. Uz svaku reakciju RT - PCR-a kao i prilikom reamplifikacije radili smo
pozitivnu i negativnu kontrolu. Kao pozitivnu kontrolu koristili smo plazmu izolata sa
koncentracijom ukupne RNK vecom od 660.000 IU/mL, a za negativhu kontrolu
upotrebili smo HCV negativnu plazmu (bez detektovane virusne RNK). Sve reakcije
RT - PCR-a, kao i ostale PCR reakcije su radene na PCR aparatu model Applied
Biosystems Gene Amp® PCR System 27001 9700.
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Tabela 3.3. Prajmeri za amplifikaciju dela genoma p7 - manuelna metoda.

reakcija pozicija  |naziv Sekvenca prajmera (5°—3°) duZina izvor

amplikona (bp)

P72F/P73R Primer-

amplifikacija ) (354) BLAST

regiona P7 2369-2388 | P72F/+ |CACCCTACCGGCCCTGTCCA P7OF/PTIR
(488)

Primer-

2722-2703 | P73R/- |AGGAGCAACGGCCATACGCC BLAST

P73F/P72R Primer-

2590-2609 | P73F/+ |TCAATGCGGCGTCTGTGGCC (267) BLAST

TGAGCCTAGCGAGGAACACC Primer-

2856-2835 | P72R/- T BLAST

3.4. Genotipizacija HCV-a

3.4.1. Genotipizacija HCV-a pomoc¢u PASA tehnike za C gen

Za genotipizaciju HCV-a koriste se tehnike kojima se odreduju bazne zamene u
odnosu na izabranu konsenzus sekvencu. Sve tehnike za genotipizaciju koje se
zasnivaju na PCR tehnikama u osnovi imaju tri pristupa u identifikaciji baznih zamena i
to na osnovu: odredivanja primarne strukture cDNK, sekundarne strukture cDNK 1 na
osnovu primarne i1 sekundarne strukture istovremeno.

Jedna od tehnika koja utvrduje bazne zamene u odnosu na odredenu konsenzus
sekvencu je 1 PASA tehnika za C gen (eng. “Polymerase Amplification of Specific
Alleles ). Genotipizaciju HCV-a pomocu PASA tehnike za C gen konstruisao je
Okamoto sa saradnicima (Okamoto i sar., 1992). Tehnika se zasniva na postojanju
regiona specificnih za genotip u C genu ovog virusa tako, da za svaki genotip postoji
moguénost konstrukcije specifi¢cnog prajmera (Tabela 3.4.). U PCR smesu se dodaju
sense prajmeri za sve genotipove, koji ¢e se hibridizovati sa matricom 1 dati
amplifikovani produkt u zavisnosti od genotipa ispitivanog izolata HCV-a.

Kao i u predhodnoj metodi smo koristili RT-PCR Kit (OneStep), sa istim finalnim
koncentracijama PCR reakcione smese za amplifikaciju dela P7 HCV-a u volumenu od

25uL.

39




RT - PCR 1 PCR (I) raden je sa: sense prajmerima G/ i G/a i antisense prajmerom
G2 u finalnoj koncentraciji 0,4 uM. Za izvodenje reakcije RT - PCR u aparatu za PCR
koris¢en je sledeé¢i temperaturni profil: 50°C 30 min. (kada se odigrava reverzna
transkripcija), potom sledi aktivacija HotStart Taq polimeraze na 95°C u trajanju od 15
min. nakon ¢ega se dolazi do inaktivacije reverzne transkripcije.

Nakon zavrSetka reverzne transkripcije cDNK se umnozava u aparatu PCR u 28
ciklusa na slede¢im temperaturama: 94OC—>45s., 56OC—>45s., 72OC—>45s., a finalna
elongacija je trajala 3 min. (Reakcija se zavrsava na kraju hladenjem na 4°C u trajanju
od 5 min.). Reakcije RT - PCR-a i PCR (I) smo uradili sa istim finalnim
koncentracijama PCR reakcione smeSe za amplifikaciju dela p7 HCV-a, u volumenu od
25uL.

Druga PCR reakcija (PCRII) je radena sa sense prajmerima G3 1 G3a 1 antisense
prajmerima GI, Gla, GII, GIII, GIV, GV, GVII, GVIII' i GVIII" u finalnoj koncentraciji
od 0,4 uM.

Ostale komponente PCR (II) reakcione smeSe su radene sa istim finalnim
koncentracijama PCR reakcione smese kao i za reamplifikaciju dela P7 HCV u
volumenu od 25uL. Za izvodenje reakcije PCR (II) u aparatu za PCR, u 26 ciklusa
koriséen je sledeéi profil: podetna denaturacija na temperaturi 94°C u trajanju od 3 min,
94°C—45s. (denaturacija matrice), 54°C—45s. (hibridizacija prajmera), 72°C—60s.
(elongacija prajmera), a u poslednjem ciklusu finalna elongacija je trajala 3 min. na
temperaturi od 72°C i na kraju hladenje u trajanju od 5 min. na temperaturi od 4°C.

Prajmeri koris¢eni za genotipizaciju RNK HCV-a prikazani su u Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4. Prajmeri kori§¢eni u RT-PCR-u za genotipizaciju HCV-a.

reakcija pozgicija | naziv sekvenca prajmera (5°—3) duZina Literatura
amplikona
(bp)
Genotipizacija
I PCR 480do | Gl/+ | CGCGCGACTAGGAAGACTTC Okamoto i
500 sar., 1992.
480do | Gla+ | CGCGCGACGCGTAAAACTTC Okamoto i
500 Mishiro,
731 do G2/- ATGTACCCCATGAGGTCGGC 272 Okamoto i
751 Mishiro,
II PCR 489do | G3/+ | AGGAAGACTTCCGAGCGGTC Okamoto i
509 sar., 1992.
489 do | G3a/+ | CGTAAAACTTCTGAACGGTC Okamoto i
509 Mishiro,
517 do Gl/- TGCCTTGGGGATAGGCTGAC 57 (la) Okamoto i
537 sar., 1992.
185do | Gla/- GGATAGGCTGACGTCTACCT 49 (la) Okamoto i
204 Mishiro,
612do | GII/- GAGCCATCCTGCCCACCCCA 144 (1b) Okamoto i
632 Mishiro,
641 do | GIII/- | CCAAGAGGGACGGGAACCTC 174 (2a) Okamoto i
662 Mishiro,
591do | GIV/- | ACCCTCGTTTCCGTACAGAG 123 (2b) Okamoto i
611 Mishiro,
556do | GV/- GCTGAGCCCAGGACCGGTCT 88 (3a) Okamoto i
576 Mishiro,
333do | GVII/- | TGCGGGACCTCCGCCGGGGA 205 (4) Spada i sar.,
352 1998.
318do | GVIII' | GGGGGTCAGTGGGGCCCCAT 106 (2¢) Spada i sar.,
337 1998.
233 do | GVII" | GGGGCCAAGGGTATCCTGGCC 191 (2¢) Spada i sar.,
253 1998.

-Sekvenca prajmera komplementarna delovima iz 5’NTR-a, pozicija nukleotida po Choo i sar., 1991.

-Sekvenca prajmera komplementarna delovima iz C gena, pozicija nukleotida po citiranim autorima, a

polarnost je obeleZena kao sense “+” i antisense

(73R L)
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3.4.2. Odredivanje HCV genotipova - genotip specificnim PCR testom

Pored PASA tehnike za HCV genotipizaciju koristili smo 1 komercijalni in vitro
test za odredivanje HCV genotipova putem reverzne transkripcije i PCR-a, sa genotip
specifiénim prajmerima (HCV Genotype Kit, Sacace biotehnologies, Italija). Kao i kod
prethodnih testova postoji nekoliko glavnih koraka koji podrazumevaju: izolaciju
ukupne RNK HCV, reverznu transkripciju RNK 1 amplifikaciju. U okviru ovog kita
nalaze se genotip specifi¢ni prajmeri za najucestalije genotipove, a to su: /a, 1b, 2 i 3a.
Protokol za izolaciju RNK je isti kao za HCV R-TMQ test. Nakon izolacije RNK HCV-
a, uradena je reverzna transkripciju. Reverzna transkripcija je podrazumevala pripremu
radnog reagensa (Master Mix) na slede¢i naCin:

- U tubu sa RT mixom dodali smo SuL R7-G- mixa - 1 (smese), zatim vorteksovali i
kratko centrifugirali na sobnoj temperaturi. Master mix pripremljen na ovaj nacin
stabilan je mesec dana na temperaturi od - 20°C.

- Zatim 6ulL M-MLYV (reverzne transkriptaze) je dodavano je u tubu sa Master mixom,
potom kratko vorteksovano i centrifugirano u trajanju od 3 do 5s.

- U obelezene tube dodavano je 10uL reakcionog mixa i 10uL izolovane RNK, nakon
ega je sledila reakcija reverzne transkripcije u aparatu za PCR na temperaturi od 37°C
u trajanju od 30 min.

- Nakon reverzne transkripcije rastvorena je cDNK sa TE puferom u odnosu 1:2. Ovako
pripremljena cDNK moze da se ¢uva u frizideru na temperaturi od -20°C mesec dana, a
na - 80°C i do godinu dana.

Slede¢i korak je amplifikacija:

- Pripremane su tube sa komercijalno napravljenim PCR smeSama za genotipove la/ 1b
i PCR smeSama za genotipove 2 i 3a. Potom je dodavano /0ul PCR-mix-a 2 1 SuL
¢DNK (uzorka) nakon reakcije RT. U tubu za (-) kontrolu amplifikacije dodavno je SuL.
DNK pufera.

- 5SuL HCV ¢DNK (uzorka) je dodavano u tubu sa PCR smeSom koja sadrzi genotipove
la i 1b, zatim u tubu sa PCR smeSom za genotip 2 i 3a. genotip 3a dodavana je ista

koli¢ina cDNK.
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Reakcija amplifikacij je strogo kontrolisana uslovima proizvodaca. Temperaturni uslovi
pod kojima se odvijala reakcija su bili sledeé¢i: 95°C—5 min. (poéetna denaturacija),
potom u 42 ciklusa ¢cDNK se umnozavla na: 950C—>IOS., 680C—>IOS., 72°C—10s. U
poslednjem ciklusu finalna elongacija je trajala 1 min. Na kraju reakcija se zavrSavala
hladenjem na temperaturi od 4°C u trajanju od 5 min. Amplifikovani produkti su se
uvali na temperaturi od - 20°C. Sve reakcije RT - PCR - a sa Sacace - ovim kitovima su
takode radene na PCR aparatu model Applied Biosystems Gene Amp® PCR System
27001 9700.

Rezultati su bazirani na prisustvu ili odsustvu specifi¢nih traka amplifikovane
DNK 1 proveravali su se na 8% PAA gelu. Duzina amplifikovanih fragmenata DNK u
zavisnosti od genotipova je bila sledeca: za genotip /a duzina fragmenta iznosila je 338
bp, a 395 bp za genotip /b. Duzina fragmenta od 286 bp odgovarala je genotipu 2, a za

genotip 3a duzina fragmenta iznosila je 227 bp.

3.5. Elektroforetska provera rezultata RT-PCR reakcija i priprema

poliakrilamidnog gela

Analiza rezultata PCR, postignuta je elektroforezom na 8% poliakrilamidnom
(PAA) gelu u nedenaturiSu¢im uslovima. Komponente za pripremu gela mogu se videti

u Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Komponente 8% poliakrilamidnog gela.

procenat (koli¢ina) gela 8.0% (25 ml)

PAA stok 40% 5.0 mL

(38:2;akrilamid: bis-

akrilamid)
10 x TBE* 2.5mL
.. 210 uL
10% amonijum persulfat

N, N, N’ N’ TEMED 16.0 uL
ddH20 17.5 mL

* Sastav 10 x TBE pufer, pH 8.3 je: 108 g Tris, 55 g H;BO3; 40 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0; ddH20 do 1000
mL.
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Elektroforeza se odvijala u vertikalnom polju u kadama sa 1x TBE puferom, u
trajanju od 2 sata na 8V/cm. Na gel smo nanosili 6uL uzorka pomeSanog sa 2uLlL boje
(0,25% bromfenol plavo, 0,25% ksilen cianol u 30% glicerolu). Vizuelizacija
razdvojenih DNK fragmenata na gelu se izvodila postupkom bojenja srebro nitratom
(AgNO3) (Hiort 1 sar., 1994).

Postupak bojenja DNK na PAA gelu sa srebronitratom AgNOj je raden po sledecem
protokolu:

- Gel je bio potopljen 10 minuta u 10% etanol, zatim 3 minuta u 1% HNOs;. Nakon toga
gel je ispran u ddH,O (4x). Nakon ispiranja, gel je potopljen u 0,2% AgNO3 u trajanju
od 20 do 30 min., nakon ¢ega smo ponovno isprali gel u ddH, O (4x). Na kraju gel je
potopljen u 30% Na,COs sa 0,02% formaldehidom do momenta pojave traka, zatim

ispran u 10% CH3;COOH, potom u ddH,0O (4x).

3.5.1. Metoda preciS¢avanja PCR produkta

Nakon amplifikacije PCR produkt mora da se precisti od zaostalih komponenti
reakcije. U ovom radu je koriS¢en Kit za ekstrakciju DNK (MBI Fermentas, Litvanija).
PreciS¢avanje se zasniva na slede¢em principu: u prisustvu haotropnih soli, 6 M rastvora
natrijum jodida (eng. Binding Solution, BS ), DNK se prvo vezuje za specijalno
dizajnirane staklene Cestice, a zatim da bi se dobila preciS¢ena DNK, ove soli i zaostale
necistoce uklanjaju se ispiranjem u odgovaraju¢im puferu koji sadrzi u jednakom
odnosu supstance (Tris, NaCl, EDTA) i 95% etanol (eng. Washing Buffer, WB). Nakon
ispiranja, DNK se eluira sa staklenih ¢estica pomoc¢u ddH,O ili odgovarajuceg pufera.
Metoda precis¢avanja se izvodila na sledeci nacin:

-Sadrzaj PCR produkta u tubi podeljen je na dva jednaka dela i potom je dodavano 3
volumena BS rastvora 1 odgovarajuée zapremine resuspendovane silika-puder
suspenzije koja sadrzi staklene Cestice za vezivanje DNK (2uL suspenzije vezuje lpug
DNK). Tube su inkubirane na temperaturi od 55°C u trajanju od 5 - 15 min, sa kratkim
vorteksovanjem svaka 2 min, potom su sve tube centrifugirane 5s. na 10000 g.

- Nakon odlivanja supernatanta dodavano je 500uL hladnog WB. Pelet je razbijan
nastavkom automatske pipete, zatim su tube centrifugirane 5s. na 10000 g, nakon ¢ega

je ponovo odliven supernatant. Navedeni postupak je ponovljen jos 2 puta.
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- Uzorci u tubama su suSeni na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 - 15 min.

- Ispiranje cDNK je radeno dodavanjem 40uL 1 mM TRIS-HCI, pH 8.0, potom je pelet
razbijan nastavkom automatske pipete, nakon ¢ega su tube sa uzorcima inkubirane u
trajanju od 5 min. na 55°C.

-Nakon inkubacije sve tube su centrifugirane 30s. na 11000 g, nakon ¢ega je supernatant
odliven u novu tubu. Ovaj postupak je ponovljen jos 2 puta sa istom koli¢inom 1 mM
TRIS- HCI, pH 8.0.

Ispiranje i rastvaranje cDNK

- Nove tube sa odlivenim supernatantom centrifugirane su u trajanju od 20 min. na
13000 g pri temperaturi od 4°C, nakon &ega smo ponovo preneli supernatant u &iste tube
1 dodali 1/2 volumena 70% etanola, potom centrifugirali 10 min. na 13000 g na
temperaturi od 4°C. Nakon odlivanja supernatanta uzorci su suseni u trajanju od 15 - 30
min. dok sav etanol ne upari.

- ¢cDNK je rastvorena u 40uL. ddH,O ili 1 mM TRIS-HCI, pH 8.0 i moze se ¢uvati na
temperaturi od - 20°C. Ovako pregiséen PCR produkt je bio spreman za automatsko

DNK sekvenciranje.

3.5.2. Automatsko sekvenciranje p7

Automatsko sekvenciranje amplifikovanog fragmenta iz p7 dela genoma HCV-a
radeno je na automatskom sekvenatoru metodom zavrSetka lanca (ABI 310, Applied
Biosystems, Foster, CA, USA). Svi virusni izolati su sekvencirani na Medicinskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu, Institut za mikrobiologiju i imunologiju i u MWG -
Biotech Company u Nemackoj. Metoda je bazirana na kapilarnoj elektroforezi sa
fluorescentno obeleZenim ddNTP-ovima (Sanger i sar., 1997). Rezultat automatskog
sekvenciranja dobija se u vidu grafickog i slovnog zapisa, nakon ¢ega se moze pristupiti
detaljnoj analizi sekvence primenom razliitih metoda. Sekvenciranje je radeno sa
kombinacijom prajmera: P72F/P72R (488bp), P72F/P73R (354bp) i sa P73F/P72R

(267bp) u oba smera: sense i antisense lanac.
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3.6. Statisticka obrada podataka

Za ispitivanje razlika u distribuciji dobijenih frekvencija izmedu dve ili vise
kategorijskih varijabli koris¢en je Pirsonov y2 test. Normalna distribucija kontinualnih
varijabli testirana je Kolmogorov - Smirnovim testom sa Lillieform’s korekcijom.

Za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kontinualnih varijabli koje su u
normalnoj raspodeli izmedu dve grupe kori$éen je ¢ - fest za nezavisne uzorke ili Mann
Whitney U-test kao neparametrijski test za kontinualne verijable koje nisu bile u
normalnoj raspodeli.

Za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kontinualnih varijabli koje su u
normalnoj raspodeli izmedu tri ili viSe grupa koriS¢en je test analize kovarijanse
(ANCOVA) sa odgovorom na terapiju kao kovarijatom i1 odgovaraju¢im post - hock
testom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).

U svim testovima vrednost verovatno¢e od p < (.05 smatrana je znacajnom, a
sve statisticke analize su uradene koriS¢enjem programa Statistica 8.0 Software i

Microsoft Excel 7.0.

3.7. Bioinformati¢ka analiza

3.7.1. Metod informacionih spektara (ISM)

Za analizu informacionog sadrzaja proteina virusa hepatitisa tipa C 1
uspostavljanje bioinformatickog kriterijuma za procenu odgovora na kombinovanu
terapiju, primenjen je metod informacionih spektara. Metod informacionih spektara
(ISM) predstavlja virtuelnu spektroskopsku tehniku koja omogucava analizu raspodele
aminokiselinskih ili nukleotidnih motiva koji odreduju biolosku funkciju proteinskih i
nukleotidnih sekvenci (Veljkovic i Cosic, 1987; Veljkovic i Lalovic, 1990).

U okviru ovog metoda svaka sekvenca od N aminokiselina ili nukleotida tretira
se kao linearni niz od N ¢lanova, pri ¢emu se svakom c¢lanu pridruzuje odredena
tezinska vrednost. Tezinski faktor koji se pridruZzuje komponentama sekvence

predstavlja vrednost potencijala elektron-jon interakcije koji odreduje elektronske
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osobine aminokiselina i1 nukleotida koje su bitne za njihovu biolosku funkciju
(Veljkovic 1 Slavic, 1972; Veljkovic, 1973; Veljkovic i sar., 1985). U Tabeli 3.6. date su
vrednosti potencijala elektron-jon interakcije izracunate za 20 ak. Na taj nacin alfabetski
kod kojim je prvobitno bila predstavljena primarna struktura, transformise se u

numeric¢ki niz.

Tabela 3.6. Vrednosti potencijala elektron - jon interakcije za aminokiseline (Veljkovic, 1990).

Aminokiselina PEJI (Ry)
Leu (L) 0

Ile (I) 0

Asn (N) 0.0036
Gly (G) 0.005
Val (V) 0.0057
Glu (E) 0.0058
Pro (P) 0.0198
His (H) 0.0242
Lys (K) 0.0371
Ala (A) 0.0373
Tyr (Y) 0.0516
Trp (W) 0.0548
GIn (Q) 0.0761
Met (M) 0.0823
Ser (S) 0.0829
Cis (C) 0.0829
Thr (T) 0.0941
Phe (F) 0.0946
Arg (R) 0.0959
Asp (D) 0.1263
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Za odredivanje parametara koji korelira sa bioloSkom funkcijom sekvenci bitno
je odrediti zajedni¢ke karakteristike sekvenci sa zajednickom bioloSkom funkcijom.

Kros - spektralna funkcija (KS) definiSe zajednicke frekventne karakteristike dva
signala. Kod izracunavanja multiple kros spektralne funkcije javlja se problem
mnozenja spektara sekvenci razli¢ite duzine. Poznato je da se spektar numerickih nizova
uvek nalazi u frekvencionom opsegu od 0 do 0.5. Medutim, rezolucija spektra zavisi od
ukupnog broja tacaka polazne sekvence. Zato je nemoguce mnoziti spektre, tacku po
tacku, u slucaju sekvenci razlicite duzine. U tom slucaju je potrebna interpolacija unutar
spektra manje rezolucije. S druge strane, poznato je da se dodavanjem nula na orginalni
niz, ne menja oblik odgovarajuce spektralne funkcije, ali se broj tataka u spektralnoj
funkciji povecava. Za raCunsku realizaciju IS metoda koriS¢ena je brza diskretna
Furijeova transformacija (DFT), koja zahteva da duzina analiziranog niza bude jednaka
nekom stepenu broja dva. Da bi se ovo postiglo, ¢ak i za odredivanje spektara
pojedinacnih sekvenci potrebno je dodavanjem nula podesiti duzinu sekvence. Na isti
nacin se unutar grupe sekvenci duzina pojedinih sekvenci podeSava na duzinu najduze
sekvence. Za proteinske sekvence koriS¢ene su standardne duzine nizova od 32, 64, 128,
256, 512 1 1024 tacaka.

Osnovne prednosti spektralnog predstavljanja primarne strukture bioloSkih
makromolekula su: (i) mogucénost poredenja makromolekula sa veoma razli¢itom
primarnom strukturom, (i/) moguénost analize odnosa izmedu strukture i funkcije
makromolekula bez informacije prethodno dobijene iz eksperimenta i (iii) moguénost

medusobnog poredenja informacionog sadrzaja nukleotidnih i proteinskih sekvenci.

3.7.2. Kompjutersko skeniranje proteina peptidima razli¢itih duzina

Kompjuterskim skeniranjem peptida razli¢itih duzina identifikuju se linearni
regioni proteina koji najviSe doprinose vrednosti amplitude na karakteristicnoj
frekvenci. Kompjuterskim skeniranjem primarne strukture proteina p7 preklapaju¢im
peptidima razli¢itih duzina je odreden domen koji najvise doprinosi informaciji

reprezentovanoj karakteristi¢cnom frekvencom F(0.0625).
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3.7.3. Sekvence HCV preuzete iz baza euHCV i Genbank koje su koriS¢ene

u bioinformatic¢koj analizi

Sekvence HCV preuzete su iz euHCVdb i Genbank baze sekvenci u
standardnom fasta formatu. FASTA format je standardan format je u bioinformatici
kojim se predstavljaju nukleotidne 1 peptidne sekvence sa nukleotidima ili
aminokiselinama predstavljenim jednim slovom. Prikaz sekvence u FASTA formatu
pocinje pocinje simbolom vece od (">"), sledi identifikackaciona oznaka sekvence,
zatim opciono opis, potom sekvenca proteina ili nukleotida predstavljena jednim
slovom. UniProt je univerzalna proteinska baza koja sadrzi proteinske sekvence i1 brojne
podatke o proteinima 1 sastoji se iz 2 odeljka UniProtKB/SwissProt i
UniProtKB/TrEMBL.

Pretretmanske sekvence virusnih proteina analizirane ISM bioinformatickom
metodom dobijene su u okviru ispitanika inficiranth HCV-om genotipa /b koji su
ucestvovali u Virahep - C virusnoj genetickoj studiji. Ispitanici iz ove studije su bili na
terapiji pegilovanim interferonom i ribavirinom, u periodu koji je maksimalno trajao 48
nedelja (Donlin i sar., 2007; Mihm i sar., 2006).

Navedene sekvence HCV genotipa /b iz studije Donlina i sar, (2007), koris¢ene
kao trening set, preuzete su iz baze GenBank sa slede¢im identifikacionim brojevima:
[EF407458] do [EF407472] - preterapijske proteinske sekvence virusnih izolata,
ispitanika koji su nakon 28 dana od pocetka terapije dobro odgovarali ; [EF407473] do
[EF407488] - preterapijske proteinske sekvence virusnih izolata ispitanika sa loSim
odgovorom na terapiju 28. dan nakon pocetka terapije. Kod dobrih respondera (DR) pad
koncentracije RNK HCV je bio ve¢i od 3.5 log ili nedektabilan od pocetka terapije do
28. dana, a kod losih respondera (LR) pad koncentracije RNK HCV je bio manji od 1.4
logio (Aurora i sar., 2009; Donlin i sar., 2007). Pretretmanske sekvence HCV-a, su
grupisane 1 u odnosu na terapijski ishod SVO ili NR (Donlin i sar., 2010).

Sekvence HCV-a, genotipa /b proteina p7 iz studije Mihma i sar, (2006) sa
poznatim odgovorom na kombinovanu terapiju IFN/ ribavirin koje su koriS¢ene kao test
set su preuzete iz baze GenBank sa slede¢im identifikacionim brojevima: [AM263232],
[AM263233], [AM263235], [AM263239], [AM263240], [AM263241], [AM263245],
[AM263246], [AM263247], [AM263248], [AM263249], [AM263250], [AM263260],
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[AM263261], [AM263262], [AM263264], [AM263269], [AM263274], [AM263276],
[AM263277], [AM263278], [AM263287], [AM263288], [AM263289].

3.7.4. ViSestruko poravnavanje sekvenci

Visestruko poravnavanje sekvenci je poravnanje tri ili viSe sekvence proteina ili
nukleinskih kiselina sli¢ne duZzine. Iz rezultata analize moze se izvesti zakljucak o
evolutivnoj vezi izmedu proucavanih sekvenci. Razvijeni su brojni bioinformaticki alati
za viSestruke poravnavanje sekvenci. Clustal serija programa ima Siroku primenu u
molekularnoj biologiji za viSestruko poravnavanje nukleinskih kiselina i proteina i za
pripremu pravljenja filogenetskih stabala (Chenna 1 sar., 2003). Clustal je sada dostupan
na brojnim web serverima. U naSem radu smo Kkoristili server Evropskog

Bioinformatickog Instituta (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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4 Rezultati

4.1. Bioinformaticka analiza primenom metode ISM

Pre pocetka primene kombinovane interferon/ribavirin terapije je vazno
proceniti odgovor na terapiju, kako bi se izbegla primena ove toksi¢ne terapije kod
pacijenata inficiranih rezistentnim HCV izolatima. Nasa studija se bavila analizom
proteinskih sekvenci hepatitis C virusa, genotipa /b sa ciljem da se identifikuju
bioinformaticki parametri koji koreliraju sa odgovorom na kombinovanu terapiju.

Prvi korak ove studije je bio odredivanja IS frekvenci karakteristicnih za svaki
od deset proteina HCV 1 zato je izvrSena viSestruka kros spektralna analiza svih HCV
proteina: C; El; E2; p7; NS2; NS3; NS4A; NS4B; NS5A, NS5A 1 NS5B). Zatim su
uporedene vrednosti amplituda na dominatnim frekvencama zajedni¢kih konsenzus
spektrara (CIS) proteina izmedu slede¢ih grupa sekvenci: a) preterapijskih sekvenci
proteina virusnih izolata ispitanika za koje smo imali podatke o uspesnosti leCenja
nakon 28 dana od pocetka terapije a to su: pacijenti koji su dobro odgovarali na terapiju
(DR) 28 dana posle pocetka terapije 1 pacijenti sa loSim odgovorom na terapiju (LR) 28
dana posle pocetka terapije 1 b) izmedu pretretmanskih sekvenci proteina HCV,
grupisanih u odnosu na terapijski ishod (SVO ili NR). ISM analizom su odredene
dominantne frekvence u CIS za molekule: C; El; E2; p7; NS2; NS3; NS4A; NS4B;
NSS5A, NS5B predstavljene glavnim frekventnim komponentama: 0.0195, 0.277, 0.231,
0.0625, 0.262, 0.190, 0.344, 0.211, 0.258, 0.142 (Slika 4.1.).
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Slika 4.1. CIS HCV 1b protena: C; E1; E2; p7; NS2; NS3; NS4A; NS4B; NS54, NS5B.
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Prvo su poredene vrednosti amplituda na karakteristicnim frekvencama za svaki
navedeni protein izmedu grupe DR i LR, a zatim 1 SVO i NR. Utvrdeno je da se
vrednosti amplituda koje odgovaraju karakteristicnoj frekvenci F (0.0625) u IS HCV
proteina p7, staticki znacajno razlikuje izmedu grupa koje dobro i lose odgovaraju na
terapiju (P < 0.05). CIS analiziranih p7 proteina je predstavljen na Slici 4.3. Razlike u
vrednosti amplituda izmedu grupa DR 1 LR, kao 1 SVO 1 NR za ostalih devet proteina

nisu pokazale statisti¢ku znacajnost (Slika 4.2.).
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Slika 4.2. HCV 1b vrednosti amplituda na karakteristicnim zajednickim frekvencama za sledece
proteine: C; El; E2; NS2; NS3; NS4A; NS4B; NS5A, NS5B. Vrednosti amplituda se nisu
razlikovale statisticki znacajno izmedu LR i DR, kao ni izmedu sekvenci SVO i NR.
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Slika 4.3. Informacioni spektar a) HCV 1b p7 [EF407465] b) CIS HCV 1b p7.

Kod analizirane grupe pacijenata srednja vrednost amplituda na karakteristi¢noj
frekvenci F(0.0625) u IS HCV p7 1b visa je kod rezistentnih (ARmezm =10. 356 £ 0.068)
nego kod osetljivih izolata (ASInealn =0.299 £ 0.073) (Tabela 4.1.). Grani¢na vrednost
(eng. cut-off) (GVP) amplitude na karakteristicnoj frekvenci Arpossy = 0.272,
izraCunata je na osnovu jednacine AR ean - SA® - ASdR, ASd? koja definiSe interval
poverenja 0.25ASd".

Vrednost amplitude ispod praga imalo je 9 od 15 (60%) sekvenci iz virusa
izolovanih, iz grupe pacijenata koja dobro odgovara na terapiju (DR), a iznad praga 14
od 15 (93.3%) pacijenata koji loSe (LR) odgovaraju na terapiju 28. nakon pocetka
leCenja. Primena ovog kriterijuma kod sekvenci grupisanih u odnosu na krajnji ishod
terapije (Tabela 4.1. i Slika 4.4.), pokazala je da 14 od 15 NR imaju amplitudu iznad
zadatog praga (93.3%), a 10 od 15 (66.7%) SVO ispod grani¢nog praga. Poredenjem
vrednosti amplituda p7 izmedu grupa DR i LR utvrdena je statisticki znacajna razlika u

vrednosti amplituda izmedu dve analizirane grupe (P=0.036). Ova razlika postaje jo$
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izrazenija kada se porede grupe SVO 1 NR ispitanika (P=0.004) (Tabela 4.1., Slika 4.4.

i Slika 4.5.).

Tabela 4.1. Vrednosti amplitude na F(0.0625) u IS HCV p7 kod MR, PR, SVR i NR.

Genbank odgovor | ishod A[(F(0.0625)] | A[(F(0.0625)]
identifikaciona | nakon terapije u odnosu na
oznaka 28 dana | (TO) grani¢nu
vrednost
EF407458 DR SVO 0.378 +
EF407459 DR SVO 0.246 -
EF407460 DR SVO 0.338 +
EF407461 DR SVO 0.27 -
EF407462 DR SVO 0.271 -
EF407463 DR SVO 0.271 -
EF407464 DR SVO 0.448 +
EF407465 DR NR 0.334 +
EF407466 DR SVO 0.271 -
EF407467 DR SVO 0.251 -
EF407468 DR SVO 0.371 +
EF407469 DR NR 0.378 +
EF407470 DR SVO 0.196 -
EF407471 DR SVO 0.187 -
EF407472 DR SVO 0.271 -
EF407473 LR NR 0.346 +
EF407474 LR NR 0.243 -
EF407475 LR NR 0.273 +
EF407476 LR NR 0.332 +
EF407477 LR NR 0.378 +
EF407478 LR NR 0.445 +
EF407479 LR SVO 0.271 -
EF407480 LR SVO 0.306 +
EF407481 LR NR 0.378 +
EF407482 LR NR 0.374 +
EF407483 LR NR 0.475 +
EF407484 LR NR 0.373 +
EF407485 LR NR 0.338 +
EF407487 LR NR 0.466 +
EF407488 LR NR 0.346 +

+, vrednost amplitude na karakteristi¢noj frekvenci iznad grani¢ne vrednosti praga

-, vrednost amplitude na karakteristi¢noj frekvenci ispod grani¢ne vrednosti praga
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Slika 4.4. Prikaz vrednosti amplitude HCV 1b p7 na F(0.0625) kod a) DR, LR, b) SVO i
NR sekvenci.
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Slika 4.5. Vrednosti amplitude HCV 1b p7 na F(0.0625) kod DR, LR, SVO i NR
sekvenci. Vrednosti amplitude su statisticki znacajno vece kod SR u odnosu na
(P=0.036) kao i kod NR u poredenju sa SVO (P=0.004).

Da bi potvrdili rezultat nase studije i uspostavili bioinformaticki kriterijum za
procenu ishoda terapije pre njenog pocetka, analizirali smo 1 24 HCV [1b p7
pretretmanske sekvence NR 1 SVO ispitanika iz studije Mihma (7abela 4.2.). Analizom
drugog seta sekvenci p7 utvrdeno je da 8 od 12 (66.7%) sekvenci virusnih izolata
ispitanika koji pripadaju NR ima vrednosti amplitude na F(0.0625) iznad definisanog
praga. Sa druge strane, 8 od 12 (66.7%) sekvenci virusnih izolata, onih pacijenata koji
su postigli SVO ima vrednosti amplitude ispod praga. Razlike vrednosti amplituda u

Mihmovom setu sekvenci na F(0.0625) izmedu NR 1 SVR nisu bile statisticki znacajne.
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Tabela 4.2. Vrednosti amplitude na F (0.0625) u IS HCV p7 kod SVO i NR

(Mihm i sar., 2006).
Genbank ishod | A(F(0.062)) | A[(F(0.0625)]
identifikaciona | terapije u odnosu na
oznaka (TO) grani¢nu
vrednost
AM263232 SVO 0.41412 +
AM263233 SVO 0.18309 -
AM263235 SVO 0.32604 +
AM263239 SVO 0.27082 -
AM263240 SVO 0.27082 -
AM263241 SVO 0.27082 -
AM263245 SVO 0.53401 +

AM263246 SVO 0.25529 -
AM263247 SVO 0.26549 -
AM263248 SVO 0.3298 +
AM263249 SVO 0.27082 -
AM263250 SVO 0.22681 -

AM263260 NR 0.34016 +
AM263261 NR 0.31623 +
AM263262 NR 0.2893 +
AM263264 NR 0.27461 +
AM?263269 NR 0.37806 +
AM263274 NR 0.24323 -
AM263276 NR 0.25233 -
AM263277 NR 0.26528 -
AM263278 NR 0.25405 -
AM263287 NR 0.27743 +
AM263288 NR 0.51022 +
AM263289 NR 0.45619 +

+, vrednost amplitude na karakteristicnoj frekvenci iznad grani¢ne vrednosti praga

-, vrednost amplitude na karakteristi¢noj frekvenci ispod grani¢ne vrednosti praga

4.1.1. Analiza ispitanika sa hroni¢nim C hepatitisom sa teritorije Srbije

U cilju odredjivanja primarne strukture proteina p7 analizirano je 48 pacijenata
inficiranih virusom hepatitisa tipa C, genotipa /b sa teritorije Srbije. Svaki uzorak
karakteriSe: pol, starosna dob, put prenosa infekcije (transmisija), stepen fibroze, nivo
ALT 1 koncentracija ukupne RNK HCV ili viremija. Od pretretmanskih virusnih

sekvenci navedene grupe ispitanika formiran je validacioni set sekvenci.
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4.2. OpSte karakteristike uzorka

Opste karakteristike kompletnog ispitivanog uzorka ispitanika ukljucenih u
program pripreme za kombinovanu terapiju su prikazane u Tabeli 4.3. Prosecna
starosna dob celog uzorka je 43.40 godina, a muskarci su zastupljeni u nesto vecem

procentu od 56.25% u odnosu na Zene.

Tabela 4.3. Opste karakteristike uzorka.

Karakteristika Kompletan uzorak ispitanika
Starost (godine) 43,4+12.05
Muski pol n (%) 27 (56,25)

Put prenosa infekcije
Nepoznat n (%) 24 (50)
Transfuzija n (%) 12 (25)
Hemodijaliza n (%) 1(2)
IVN n (%) 8 (16)
Operativno n (%) 1(2)

Profesionalno n (%) 2(4.2)

Stepen fibroze

FO n (%) 5(10.4)

F1 n (%) 6 (12.5)

F2 n (%) 14 (29.2)

F3 n (%) 9 (18.8)

F4 n (%) 14 (29.2)

ALT 88,6+59.95 U/L
Viremija 367,29+270,63 IU/mL

IVN - intravenozni narkomani; SVO - pacijente sa stabilnim virusoloskim odgovorom; NR - pacijentima

koji nisu odgovorili na terapiju, ALT - alanintransferaze.
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U odnosu na put prenosa HCV infekcije 50% ispitanika ima nepoznat put
infekcije, dok je cak 25% pacijenata inficirano HCV-om putem transfuzije. U ostalih
25% spadaju intravenozni narkomani, pacijenti na hemodijalizi 1 pacijenti koji su
operativnim zahvatom ili profesionalno bili u kontaktu sa HCV-om.

U posmatranom uzorku bez obzira na uspesnost terapije i krajnji odgovor
moZemo uociti da najveci broj pacijenata ima umerenu fibrozu (F2) sa 29% kao 1 cirozu
jetre (F4) sa istim procentom od 29.2%, potom tesku fibrozu (F3) sa 18,8% i na kraju
10.4% pacijenata je bez dijagnostifikovane fibroze (F0).

Klinicko-patoloske karakteristike pacijenata u odnosu na odgovor na
kombinovanu terapiju prikazani su u Tabeli 4.4. .Analizirani pacijenti podeljeni su u 2
podgrupe u zavisnosti od odgovora na antivirusnu terapiju: SVO i NR.

Analiza odgovora na kombinovanu terapiju pokazala je da je SVO ucestaliji kod
mladih pacijenata (38.29 + 12.38), za razliku od pacijenata koji nisu odgovorili na
terapiju Cije srednje vrednosti starosne dobi iznose 48.50 + 9.43. Statistickom obradom
rezultata pomocu y2 - testa, utvrdena je statistiCka znacajnost izmedu odgovora na
terapiju i starosti pacijenata, te mozemo konstatovati da je u naSem uzorku starosna dob

u korelaciji sa odgovorom (Tabela 4.4.).
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Tabela 4.4. Klinic¢ko - patoloSke karakteristike posmatranog uzorka s obzirom na

dgovor na kombinovanu terapiju.

NR SVO p
(n=24) (n=24) L
Starost (godine) 48.50+9.43 38.29+£12.38 0.002°
Muski pol n (%) 14 (58.33) 13 (54.17) 0.77
Put prenosa infekcije
Nepoznat n (%) 13 (54.17) 11 (45.83)
Transfuzija n (%) 7 (29.17) 5(20.83)
Hemodijaliza n (%) 1(4.17) 0 (0.00)
0.48
IVN n (%) 2(8.33) 6 (25.00)
Operativno n (%) 0 (0.00) 1(4.17)
Profesionalno n (%) 1(4.17) 1(4.17)
Stepen fibroze
Bez fibroze n (%) 4 (16.67) 1(4.17)
Laka fibroza n (%) 3 (12.50) 3 (12.50)
Umerena fibroza n (%) 6 (25.00) 8 (33.00) 0.64
Teska fibroza n (%) 3 (12.50) 6 (25.00)
Ciroza jetre n (%) 8(33.33) 6 (25.00)
ALT 89.25+£52.23 U/L 87.92+67.93 U/L 0.94°
Viremija 395.462 +286.2321U/mL  339.114 +57.051 IU/mL  0.72"

$- students t-test; # Mann Whitney U test;p-Pearson y’tes.
IVN- intravenozni narkomani; SVO- pacijente sa stabilnim virusoloskim odgovorom; NR - pacijentima
koji nisu odgovorili na terapiju, ALT - alanin aminotransferaze
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S obzirom na vrednosti ALT i odgovora na antivirusnu terapiju (Tabela 4.4.)
iako grupa ispitanika sa SVO ima manje srednje vrednosti enzima (87.92 + 67.93 U/L)
u odnosu na NR ¢ija srednja vrednosti iznosi 89.25 + 52.23 U/L nije utvrdena statisticka
znaCajnost te u okviru posmatranog uzorka vrednost ALT nije u korelaciji sa
odgovorom na terapiju.

Uspeh lecenja, tok i ishod bolesti zavise izmedu ostalog i od koncentracije
ukupne RNK HCV ili viremije. U cilju ispitivanja moguce asocijacije izmedu viremije
pacijenata sa odgovorom na kombinovanu terapiju nije dobijen statisticki znacajan
rezultat. Takode statistiCki znacajan rezultat nije dobijen ni poredenjem izmedu
razli¢itih vrednosti viremije i starosne dobi pacijenata, kao 1 nivoa ALT-a, §to bi ujedno
znacilo da u posmatranom uzorku nivo viremije nije u korelaciji sa navedenim
parametrima.

U analiziranoj grupi pacijenata pokazana je statisticki znacajna asocijacija nivoa
viremije 1 stepena fibroze. Najniza viremija (u proseku 150.800 IU/mL) registrovana je

kod pacijenata sa konstatovanom teskom fibrozom jetre (F3).

4.3. Koncentracija ukupne RNK HCV u plazmi ispitanika sa

hroni¢nim C hepatitisom

Na osnovu dobijenih rezultata u okviru posmatranog uzorka najniza utvrdena
viremija radena CA - monitor testom bila je 36000 IU/mL, dok je najvisa odredena
viremija iznosila je 962000 IU/mL.

Za uporednu analizu odredivanja koncentracije RNK HCV pomocu
kvantitativnog PCR-anasumi¢no smo odabrali 20 uzoraka, ¢ije su se viremije kretaleu
rasponu od 14000 - 490000 IU/mL, §to je 2 - 3 puta nize u odnosu na rezultate dobijene
pomocu CA monitor testa. Ova razlika u vrednostima viremije posledica je toga Sto su
navedene metode radene u razli¢itom vremenskom periodu tj. viremija na CA odredena
je neposredno nakon vadenja plazme pacijenata, dok je za odredivanje viremije pomocu
kvantitativnog RT - PCR-a upotrebljena arhvirana plazma. Medutim, i pored odstupanja
vrednosti koncentracije RNK HCV-a, rezultati koje smo dobili metodom kvantitativnog
PCR-a u realnom vremenu su u korelaciji sa rezultatima dobijenim pomoc¢u CA monitor

testa §to je potvrdeno Spearman-ovim testom korelacije (koeficijent korelacije p=0.905,
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p<0.0005, n=20). Korelacija izmedu vrednosti viremije odredene HCV monitor testom
na aparatu CA 1 kvantitativnim PCR-om u realnom vremenu na instrumentu Applied
Biosystems 7500 prikazana je Grafikonom 4.1.. Neophodno je napomenuti, da su za
statistiCku obradu podataka u okviru posmatranog uzorka uzete u obzir samo vrednosti
viremije odredene na CA. Kvantitativnim testovima odreden je broj virusnih partikula u

mL plazme 1 potvrdena je infekcija HCV-om kod ispitivanih pacijenata.

Ge+5 ~
S5e+5 A
4e+5 A
3e+5 A
2e+5 A

1e+5 +

O T T T T T T
0,0 2,0e+5 4.0e+5 6,0e+5 8.0e+5 1,0e+6 1,2e+6

Viremija odredjena na instrumentu Applied Biosystem 7500 (IU/ml)

Viremija odredjena na mstrumentu Cobas Amplicor (IU/mL)

Grafikon 4.1. Korelacija izmedu vrednosti viremije radene na instrumentu Cobas

Amplicor i Applied Biosystem 7500-kvantitativni testovi.

4.4. Genotipizacija HCV-a PASA tehnikom

Optimizacija uslova za genotipizaciju HCV-a, PASA tehnikom za C gen pre
svega obuhvata izbor i kombinaciju odgovarajucih prajmera, a duzina amplifikovanog
fragmenta koja je specifi¢na za razlicite genotipove moze se videti na Slici 4.6.

Prilikom odredivanja tipa / PASA tehnikom detektovano je prisustvo traka razli¢itih
duzina. Duzina amplifikovanih fragmenata u zavisnosti je od genotipa. Trake na visini

od 144 bp odgovaraju genotipu, dok pojava dve trake na visini od 49 bp 1 144 bp
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odgovara genotipovima /a i 1b .Dve trake na visini od 57 bp i 144 bp odgovaraju

genotipovima /a 1 1b (Slika 4.6.).

Slika 4.6. Genotipovi radeni PASA tehnikom za C gen na 8% PAA gelu.

Uzorak 1, genotip 1b (144bp); uzorak 2, genotip 3a (88bp); uzorak 3, genotip 4 (205bp); uzorak
4, genotipla/b (49bp i 144bp); uzorak 5, genotip la/b (57bp i 144bp); uzorak 6, genotip 2a
(174bp); uzorak 7, genotip 2¢ (191bp); uzorak 8, genotip 2b (123bp) i ST-molekularni marker
pBR 322/Haelll.

4.4.1. Umnozavanje fragmenta P7 u genomu HCV - a (manuuelna metoda)

U sluc¢aju slabe osetljiivosti metodom RT - PCR-a, reamplifikacija je metod
kojim se moZe povecati prinos PCR produkta, a u nasem slucaju svi analiziran uzorci su
reamplifikovani zbog arhivirane plazme pacijenata kao i1 degradirane RNK HCV. Za
amplifikaciju dela p7 koristili smo specijalno dizajnirane prajmere: sense P72F i
antisense P72R ¢iji je umnozeni fragment na visini od 488 bp, zatim sense P72F i
antisense P73R od 354bp i na kraju amplifikovani fragment na visini od 267bp dobijen
sa sense P73F 1 antisense P72R prajmerima. Amplifikovani fragmenti na razli¢itim

visinama dobijeni navedenim kombinacijama prajmera mogu se videti na Slici 4.7.

Ovako dobijene produkte smo koristili za gensko sekvenciranje.
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Slika 4.7. Rezultati amplifikacije dela P7 radene pomocu RT — PCR-a i metodom
reamplifikacije.

Amplifikacije uzoraka 1, 5 i 6 odgovaraju duzini od 488bp, amplifikacije uzoraka 2, 3 i 7 odgovaraju
duzini od 354bp, amplifikacija uzorka 8 odgovara duzini od 267bp i ST-molekularni marker pBR
322/Haelll

4.5. Analiza strukture dela p7 genoma hepatits C virusa metodom

automatskog sekvenciranja

Za analizu proteinske sekvence dela p7 genoma HCV-a, o