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SAZETAK

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

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

faktora od strane domacdina.

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

(eng. Sequence specific primer - PCR) metod.

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

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

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

serumska aktivnost AST u korelaciji je sa TT

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

pocetka terapije u korelaciji sa GG_ o, -

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

jedan povoljan genotip od tri ispitivana polimorfizma.

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

Naucna oblast: gastroenterologija i hepatologija




SUMMARY

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

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

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

RESULTS: 58.8% achieved SVR. Genotypes TT CC and

1s8099917° rs12979860

AA_oconss Were associated with favorable response to treatment, while GG

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

rs8099917

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

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

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

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

determinant of the effectiveness of therapy.

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

Scientific field: gastroenterology and hepatology




ZUTICA

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

ljubavi i svako drugo naprezanje”

Vasa Pelagi¢
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pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

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

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

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

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

1.1 Virusni hepatitisi

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

1.2 Virusni C hepatitis

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

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

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

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

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

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

ikozaedarni
kapsid

jednolanéana + RNK

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

1.2.2 Organizacija genoma i geneticka heterogenost virusa

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

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

a <3011 kodona
Struktumni Nestrukturni

> — i — 5
% T

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

Lumen

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

Vezivanje za receplor
| endocitoza

Transport i oslobadanje
o

e

Translacija

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

genoma, kompletiranje viriona i njegovo napustanje celije.

1.2.3 Genotipovi virusa i njihov klini¢ki znacaj

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

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

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

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

1.2.4 Geografska distribucija genotipova

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

Genotip 3 - 21.2%

Genotip la— 8.5%

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.5 Dijagnoza hroni¢ne HCYV infekcije

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

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

UvOoD

12



Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora

pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

Slika 6. Ciroza jetre. Makronodularna ciroza jetre uzrokovana najcesce HBV i
HCV.

1.6 Patogeneza hroni¢ne HCV infekcije

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

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

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

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

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

1.6.1 Citokin IL28B

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

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

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

1.6.2 Gen koji kodira IL28B i njegovi polimorfizmi

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

U Studijama ispitivanja celog genoma (eng. GWAS — Genome Wide Association
Studies) 2009. godine utvrdeno je postojanje viSe polimorfizama pojedinacnog
nukleotida (eng. SNP — single nucleotide polymorphism) u blizini gena koji kodira
IL28B koji uticu na ishod terapije pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom genotip
1. Ovi polimorfizmi su odgovorni za postojanje viSe genotipova IL28B od kojih
zavisi spontana eliminacija virusa C hepatitisa, razvoj hroni¢ne bolesti, ali 1 ishod
terapije interferonom i ribavirinom (Ge 1 sar., 2009, Suppiah i sar., 2009, Tanaka
1 sar., 2009, Rallon i sar., 2012.). Smatra sa da oni uti¢u na tok virusne infekciju
menjajuci ekspresiju i/ili funciju IFN- A3. Odnos izmedu IFN-a 1 IFN-A3 1 kako je
njihov odnos regulisan IL28B genotipom do danas nije sasvim razjasnjen. Takode
nije poznato da li bazalna vrednost IFN-A3 (vrednost pre zapocinjanja terapije)
zavisi od genotipa IL28B. Po podacima koje su objavili Rallon i sar. 2012. godine
serumski nivo IFN-A3 ne zavisi od genske varijabilnosti IL28B, dok je po drugima
autorima visok nivo IFN-A3 uslovljen postojanjem “povoljnog” genotipa IL28B
(Langhans i sar., 2011.).

Do sada su se u predikciji SVR, kod pacijenata inficiranih genotipom 1,
kao najznacajnija izdvojila 3 polimorfizma na dugom kraku 19. hromozoma —
r$12979860 (C/T), rs8099917 (T/G), rs12980275 (A/G). Polimorfizmi rs12979860
(Ge 1 sar., 2009, Rauch i sar., 2010.) 1 rs8099917 (Tanaka i sar., 2009, Thomas i
sar., 2009.) se nalaze 3 kbp odnosno 7.5 kbp uzvodno, dok se rs12980275 (Tanaka
1 sar., 2009.) nalazi 2.5kbp nizvodno od IL28B gena. Danas se smatra da su genski
polimorfizmi IL28B nezavisni prognosticki faktori postizanja SVR (Ge i sar., 2009,
Thompson i sar., 2010, Rallén i sar., 2012.).
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Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora
pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom
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Slika 8. Struktura IL28B gena. rs12979860 3 kbp uzvodno od IL28B gena
1.7 Terapija akutnog i hroni¢nog C hepatitisa

S obzirom da 50-90% obolelih sa akutnim hepatitisom razvija hroni¢nu formu
bolesti koja sa sobom nosi ¢itav niz ozbiljnih klini¢kih posledica, namece se potreba za
ranim lecenjem akutne infekcije. Rano le¢enje ima za cilj ne samo prevenciju razvoja
ozbiljnih klinickih komplikacija kao §to su ciroza jetre ili HCC ve¢ predstavlja i meru
prevencije transmisije virusa (Wedemeyer i sar., 2004.). Devedestih godina proslog
veka nekoliko studija je pokazalo da primena interferona u akutnoj infekciji dovodi
do virusoloskog odgovora kod oko 90% lecenih (Omata i sar., 1991., Viladomiu 1
sar., 1992.).

IFN-a deluje na replikaciju HCV stimulisu¢i transkripciju IFN-zavisnih gena koji
kroz proces fosforilacije aktiviraju razlicite citoplazmatske proteine - ISGF. Nakon
procesa fosforilacije proteini STAT 1 1 STAT 2 ulaze u jedro ¢elije gde se vezuju za
interferon stimulisani genski faktor 3 (ISGF3). Smatra se da ISGF3 ima vaznu ulogu
u procesu transkripcije enzima 2,5 oligoadenilat-sintetaze. Ovaj enzim ucestvuje u
sintezi 2, 5 oligoadenilata koji katalizuje sintezu endonukleza. Smatra se da upravo te
sintetisane endonukleaze razaraju virusnu i-RNK (Marcello i sar., 2006., Thompson
isar., 2010.).
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IFN-a ima imunomodulatorno i antiproliferativno dejstvo. Imunomodulatorno
dejstvo se ispoljava kroz indukciju antigena klase I glavnog histokompatibilnog
kompleksa (MHC) i aktivaciju makrofaga, NK ¢elija i citotoksi¢nih T limfocita.
Takode ucestvuje u slozenoj interakciji sa citokinima i stimuliSe produkciju T
helper limfocira. Pored toga, IFN-a ispoljava i antiproliferativno dejstvo — smanjuje
sintezu prokolagena III i hijaluronata te na taj nagin usporava proces fibroze. Cak i
kod pacijenata koji ne postignu SVR tokom primene IFN terapije, proces fibroze i
ciroze jetre je sporiji (Camma i sar., 2004.).

Medutim, zbog nepovoljnog farmakokinetskog i farmakodinamskog profila
IFN-a, efikasnost ovog terapijskog rezima je bila relativno ogranicena (Kjaergard
i sar., 2001.). Nakon uvodenja tehnologije pegilacije, u terapijsku primenu je usao
najpre pegilovani interferon - a2b (PEG-IFN-a2b), a potom i pegilovani interferon -
a2a (PEG-IFN-a2a). Procesom pegilacije, tj. dodatkom polimera polietilen glikola
(PEG) apsorpcija leka nakon subkutane (s.c) primene postala je ravnomernija,
volumen distribucije i renalni klirens manji, a koncentracija u plazmi stabilnija.
S obzirom da je aktivnost leka zavisna od njene koncentracije i porast efikasnosti
terapije postao je ve¢i (Zeuzem i sar., 2000., Heathcote i sar., 2000.).

U pocetku se IFN-a primenjivao kao monoterapija, a potom u kombinaciji sa
ribavirinom. Ribavirin je sintetski analog nukleozida koji se 70-tih godina proslog
veka najpre koristio u leenju infekcija izazvanih respiratornim sincicijalnim
virusom, a pocetkom 90-tih uoceno je njegovo antivirusno dejstvo protiv flavivirusa.
IFN-a je u pocetku primenjivan kao monoterapija u leCenju hroni¢nog C hepatitisa
Sto je rezultiralo padom serumske aktivnosti transaminaza, ali ne i padom nivoa
virusne replikacije u serumu. Medutim, u kombinaciji sa RBV uspesnost terapije
postala je gotovo udvostru¢ena. 1998. godine u Sjedinjenim Americkim Drzava
za lecCenje hroni¢nog C hepatitisa odobrena je primena ribavirina u kombinaciji sa
IFN (McHutchison i sar., 1998., Davis i sar., 1998.). Tacan mehanizam delovanja
RBYV nije do kraja razjasnjen, ali je sigurno da inhibira replikaciju virusa (Feld i
sar., 2005.).

U lecenje akutnog C hepatitisa je 2005. godine uveden pegilovani interferon
a-2b (PEG-IFNa2b). S obzirom na visok stepen SVR (94%) tokom 24 nedelje
terapije uz dobro podnosenje leka od strane pacijenata danas je leCenje akutnog
C hepatitisa zasnovano na monoterapiji PEG-IFNa tokom 24 nedelja odmah po
njenom otkrivanju (Ghany i sar., 2011.).

Pod hroni¢nim C hepatitisom se smatra infekcija koja traje duze od 6 meseci

i koja je pracena poviSenom aktivnoS¢u aminotransferaza u serumu (aktivnost
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moze da ima fluktuirajuéi tok), prisustvom HCV RNK u krvi i patohistoloskim
promenama u jetri kakateristicnim za hroni¢ni hepatitis. Adekvantna antivirusna
terapija hroni¢nog C hepatitisa ima za cilj eliminaciju virusa iz organizma, prevenciju
razvoja komplikacija i letalnog ishoda §to se postize kroz SVR. Ustanovljeno je da
99% pacijenata koji postignu SVR ostaju HCV RNK negativni i 5 godina nakon
terapije (Zeuzem i sar., 2009. Swain i sar., 2007., Manns i sar., 2008., European
Association for the Study of the Liver , 2001.).

Danas standard u le¢enju hroni¢nog C hepatitisa predstavlja primena kombi-
novane, dvojne terapije pegilovanim interferonom o (PEG - IFN) i ribavirinom
(RBV) tokom 48 nedelja (genotip 1, 4, 5 1 6) odnosno 24 nedelje za genotipove 2 i 3.
Doza PEG-IFN-a2a je 180 pg/nedeljno s.c. i PEG-IFN-a2b 1.5 pg/kg/nedeljno, dok
se RBV pije svakodnevno, u dnevnoj dozi od 1000 ili 1200 mg zavisno od telesne
tezine, podeljen u dve doze (European Association for the Study of the Liver, 2011.,
Ghany i sar., 2011.).

Odgovor na terapiju definisan je SVR. Pacijenti koji postignu SVR nazivaju
se responderi. Ukoliko pacijenti imaju detektabilnu HCV RNK na kraju terapije
(eng. end of treatment, EOT) nazivaju se ne-responderi, za razliku od onih kod
kojih je HCV RNK na kraju terapije nedetektabilna, ali imaju detektabilnu HCV
RNK 24 nedelje po njenom zavrsetku koji se nazivaju relapseri. EVR je definisan
padom HCV RNK za najmanje 2 logl10 u onosu na bazalnu vrednost. EVR moze
biti kompletan (eng. Complete early virologial response, cEVR) kada se HCV RNK
ne moze detektovati u serumu ili parcijalan (eng. Partial early virologial response,
pEVR) kada je replikacija virusa u serumu i dalje prisutna, ali manja za 2 logl0
1 viSe u poredenju sa bazalnom viremijom. Oni koji ne postignu EVR su null -
responderi. Pacijenti koji postignu pEVR, uz nedektabilnu HCV RNK u 24. nedelji
nazivaju se spori responderi. Kod tih pacijenata postoji odlozen virusoloski odgovor
(eng. Delayed virologial response) i kod njih treba razmotriti produzenje terapije
do 72. nedelje.

Aktuelni algoritam lecenja hroni¢nog C hepatitisa genotip 1 podrazumeva
obustavljanje terapije u 12. nedelji ukoliko bolesnici ne postignu EVR, s obzirom
da je verovatnoca da ovi pacijenti postignu SVR izuzetno niska, tj. negativna
prediktivna vrednost (NPV) je oko 100% . Kod ovih pacijenata treba razmotriti
lecenje trojnom terapijom, uz uvodenje inhibitora proteaze (PI) u kombinaciji sa
PEG-IFN/RBV. Ukoliko je postignut pEVR, standardnu terapiju treba nastaviti do
48. nedelje uz kontrolu HCV RNK u 24. nedelji. Detektabilna HCV RNK u 24.
nedelji indikacija je za prekid terapije, s obzirom da je NPV oko 98%. Kao i pacijenti
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koji nisu postigli EVR 1 ovi pacijenti su kandidati za primenu trojne terapije.
Ukoliko pacijenti koji imaju nisku bazalnu viremiju (ispod 400.000 IU/ml)
postignu RVR duzina lecenja moze biti skracena na 24. nedelje, a da se pri tome
verovatnoc¢a za postizanje SVR ne smanji znac¢ajno (slika 6) (Ferenci i sar., 2005.,
Bacon i sar., 2011., European Association for the Study of the Liver, 2011.).

[ HCv RNK 1U/m

Nedelja 0 4 12 24
= O O ™

Neg. [ixera .
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Slika 9. Odgovorom vodena terapija. RVR — rapidni virusoloski odgovor;
EVR —rani virusoloski odgovor;, NR — null responders; DVR — odlozen virusoloski
odgovor, PR — inhibitor proteaze. Europian Association for the Study of the Liver.
J of Hepatology 2011.

2011. godine za terapiju hroni¢nog C hepatitisa genotip 1 odobrena je primena
inhibitora proteaze (PI) — telaprevira i boceprevira u kombinaciji sa PEG-IFN/
RBYV. Primenjuju se u leCenju prethodno nelecenih pacijenata, ali i onih koji nisu
odgovorili na standardnu dvojnu terapiju — ne-responderi i relapseri. Odgovorom
vodena terapija (eng. respons guided therapy, RGT) uz primenu PI i PEG-IFN/
RBYV povecala je procenat SVR u poredenju sa dvojnom terapijom (68% vs. 40%
u grupi prethodno nelecenih pacijenta, 1 66% vs. 21% u grupi ranije leCenih). Kroz
RGT postoji moguénost za krace trajanja terapije (24 nedelje) kod pacijenata koji
postignu RVR $to je slucaj kod 50-66% lecenih (Bacon i sar., 2011., Poordad i sar.,
2011.). Analizom bolesnika prethodno lec¢enih dvojnom terapijom, moze se videti
da je ishod trojne terapije bolji medu relapserima nego parcijalnim responderima.
Medu null-responderima verovatno¢a da postignu SVR trojnom terapijom iznosi
33% (European Association for the Study of the Liver, 2011., Ghany i sar., 2011.).
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Primenom kombinovne, dvojne terapije PEG-IFN/RBV, kod pacijenata sa
genotipom 1 SVR se postize tek kod 40-50% lecenih (oko 80% za genotipove 2
1 3),5to uz Ceste i mnogobrojne nezeljene efekte lekova namece potrebu za jasnim
definisanjem prediktivnih faktora dobrog klinickog i virusoloskog odgovora na
terapiju (Ge 1 sar., 2009.). Poznato je da su RVR i EVR, niska bazalna viremija
(manje od 400.000 IU/ml), pripadnost beloj rasi, zenski pol, mlade Zivotno doba,
odsustvo teske fibroze i insulinske rezistencije povoljni prediktori SVR. Medutim,
iako pouzdani, RVR i EVR su dostpuni tek u 4. odnosno 12. nedelji terapije (Davis i
sar., 2003.). Osim toga, danasSnja istrazivanja pokazuju mogucnost da je odgovor na
terapiju odreden ne samo faktorima od strane domacina i virusoloskim parametrima
ve¢ da je i genski determinisan (Conjeevaram i sar., 2006., Ge i sar., 2009.).

HCV infekcija povecava nivo ISG ekspresije u hepatocitu. Iako zvuci
paradoksalno, bazalno visok nivo ISG ekspresije je povezan sa losijim odgovorom
na dvojnu terapiju u poredenju sa pacijentima koji su postigli SVR, a kod kojih je
ekspresija ISG pre terapije bila niza. S druge strane, IFN-a uzrokuje brzu i snaznu
ISG ekspresiju koja je znatno visa kod respondera nego kod non-respodera. To se
moze objasniti ili supresijom ISG u jetri ili ve¢ bazalno visokom ekspresijom ISG
koja sprecava dalju efikasnu indukciju. Naime, IFN-a i IFN-A3 uglavnom deluju
na iste ISG. Visoke vrednosti IFN-A3 mogle bi da smanje senzitivnost na IFN-a 1
time umanje efekat terapije. Ne treba zaboraviti da i sama HCV infekcija deluje na
signalne mehanizme slabeci dejstvo IFN.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da genotipovi IL28B uti¢u na ekspresiju ISG,
ali nije poznato kojim mehanizmom. Analizom podataka iz literature moze se videti
da su ,,povoljni” genotipovi povezani su sa nishodnom regulacijom ISG promotera,
dok je ekspresija ISG supresora povisena. Smatra se da bazalno niska ekspresija ISG
omogucéava snaznu ekspresiju od strane IFN-a ¢ime se objasnjava dobar odgovor
na terapiju ovih pacijenata, ali ne i spontani klirens virusa iz organizma (Abe i sar.,
2011., Honda i sar., 2010.). Dvojna terapija, PEG-IFN/RBYV povecava serumski nivo
IFN-A3 kod pacijenata sa “povoljnim” genotipom IL28B. Medutim, povezanost
izmedu nivoa IFN -A3 i SVR nije jo$ objasnjena (Rallon i sar., 2012.)

Prema podacima iz literature se vidi da pacijenti sa hronicnim C hepatitisom
genotip 1 koji imaju CCrs12979860 imaju dva puta vecu Sansu da postignu SVR
nakon primenjene terapije (80%) u poredenju sa onima koji imaju CTrs12979860
ili TTrs12979860 (25-30%) bez obzira na njihovu etnicku pripadnost. Frekvenca C
alela je razli¢ita medu razli¢itim etni¢kim grupama $to objaSnjava bolji virusoloski

odgovor u zemljama Azije gde je frekvenca C alela veca u poredenju sa Afrikom
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gde je frekvenca C alela najniza (64%) 1 virusoloski odgovor na primenjenu terapiju
losiji. Prema do sada objavljenim istrazivanjima i pacijenti sa CCrs12979860 koji
ne postignu RVR imaju dva puta vecu Sansu da odgovore na terapiju u poredenju
sa onima koji imaju CTrs12979860 ili TTrs12979860. Iako RVR ima vecu
pozitivnu prediktivnu vrednost (PPV) u poredenju sa ispitivanim polimorfizmom,
RVR je dostupan tek u 4. nedelji terapije. Pozitivna prediktivna vrednost SNP
CCrs12979860 za nastanak SVR se pokazala boljom u poredenju sa bazalnom
viremijom, stadijumom hepati¢ne fibroze i etnicnom pripadnosc¢u i iznosi oko 70%
(Ge 1 sar., 2009, Suppiah i sar., 2011, Tanaka i sar., 2009). CCrs12979860 je u
pozitivnoj korelaciji sa ranim padom nivoa virusne replikacije — u 2. nedelji terapiji
pad bazalne viremije je za 2 - logl0 IU/ml veéi u poredenju sa CTrs12979860
1 TTrs12979860. Brzi pad bazalne viremije korelira sa postizanjem RVR i EVR.
Medutim, po postizanju EVR odredivanje IL28B ima slabiju ulogu u predikciji
SVR. Stepen relapsa je manji medu pripadnicima bele i crne rase koji imaju
CCrs12979860 (Thompson i sar., 2010.). Takode je i spontana eliminacija virusa
iz organizma povezana sa “povoljnim” genotipom CCrs12979860 (Thomas i sar.,
2009.).

Sve ovo ukazuje da odredivanje IL28B genotipa za polimorfizam rs12979860
moze da ima vaznu ulogu u predikciji SVR narocito medu pacijentima koji nemaju
druge povoljne prognosticke pokazatelje (Thompson i sar., 2010, Ge i sar., 2009,
Rauch i sar., 2010.).

Polimorfizam rs8099917 se nalazi oko 7.5 kbp uzvodno od startnog kodona
IL28B. Najmanja frekvenca G alela (risk allel) je medu pacijentima kod kojih je
prisutan spontani klirens virusa iz organizma — 24%. Frekvenca je nesto ve¢a medu
pacijentima sa hroni¢nom C virusnom infekcijom koji su odgovorili na dvojnu
terapiju — 32%, dok je medu hroni¢no obolelima koji nisu odgovorili na terapiju
frekvenca G alelela najveca - 58% (Rauch i sar., 2010.). Prisustvo G alela na poziciji
r$s8099917 povezano je sa nizom ekspresijom IFN -A3 (Suppiah i sar., 2009., Tanaka
i sar., 2009.). Osobe koje su TT homozigoti imaju bolju prognozu u poredenju sa
osobama koje imaju GT i GG genotipove. Naime, polimorfizam rs8099917 se
smatra jakim prediktorom terapijom indukovane eliminacije HCV iz organizma
(Suppiah i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009., Rauch i sar., 2010.). Ako se analiziraju
pojedinacni faktori koji uti¢u na tok i ishod terapije, aktivnost inflamacije je veca i
stepen fibroze jetre tezi kod pacijenata koji su TTrs8099917. lako je inflamatorna
aktivnost u jetri ovih pacijenata veca, serumska aktivnost enzima jetre ALT, AST

1 gama-glutamiltransferaze (y-GT) je niza §to je u suprotnosti sa onim $to bi se
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ocekivalo, ali po podacima iz literature niza serumska aktivnost enzima jetre znacajan
je prediktor postizanja SVR kod ovih pacijenata (Abe i sar., 2011.). Znacajno cesc¢a
distribucija GGrs8099917 u grupi onih koji ne postignu SVR moze da pomogne
u identifikaciji pacijenata koji verovatno nec¢e odgovoriti na standardnu terapiju
1 karakteriSe GG genotip kao znacajan faktor u predikciji izostanka SVR (Abe i
sar., 2011., Riva i sar., 2012.). U ranije sprovedenim istrazivanjima polimorfizam
rs8099917 se pokazao i kao dobar prediktor izostanka SVR kod pacijenata leCenih
trojnom terapijom. Treba napomenuti da se radi o pacijentima koji su prethodno
leceni kombinovanom terapijom PEG-IFN/RBYV, ali koji nisu postigli SVR ili su
pak napravili relaps bolesti, Sto ukazuje na potrebu odredivanja IL28B pre ponovne
terapije, tj. pre zapocinjanja trojne terapije (Akuta i sar., 2010.).

Trec¢i polimorfizam koji se pokazao znacajnim u predikciji SVR je rs12980275.
»Povoljnim®™ se smatra AArs12980275, dok pacijenti koji su AGrs12980275 ili
GGrs12980275 imaju manju Sansu da postignu SVR. (Tanaka i sar., 2009., Fattovich
isar., 2011., Lagging i sar., 2011.).

S obzirom da je distribucija TTrs8099917 slicna medu pacijentima koji postignu
SVR i u grupi onih koji ne odgovore na terapiju, CCrs12979860 se smatra boljim
prediktorom SVR u poredenju sa TTrs8099917 (Riva i sar., 2012.).

Iako do sad sprovedena istrazivanja govore o znacajnoj povezanosti genskih
polimorfizama IL28B (rs2979860 C/T, rs8099917 T/G, rs12980275 A/G) i toka i
ishoda hroni¢nog C hepatitisa genotip 1 i 4, do sada objavljeni rezultati o korelaciji
genskih varijacija IL28B i genotipa 2 i 3 virusa su dosta razlic¢iti. Dok jedna grupa
autora smatra da je odredivanje genskih polimorfizama IL28B znac¢ajno u predikciji
SVR kod bolesnika sa hroni¢énim C hepatitisom genotip 2 i 3, naroCito u grupi
onih koji nisu postigli RVR (Mangia i sar., 2010.), po drugima ne postoji znacajna
povezanost izmedu genskih polimorfizama i SVR kod pacijenata sa genotipom 2 i
3 virusa (Ralldn i sar., 2010., Fattovich i sar., 2011., Jia i sar., 2012.).

Evropska i Americka asocijacija za ispitivanje bolesti jetre uvrstili su testiranje
genskih polimorfizama IL28B u svoje vodic¢e za leCenje hronicnog C hepatitisa
2011. godine (European Association for the Study of the Liver, 2011, Ghany i sar.,
2011.).

Iz svega navedenog se moze reéi da postoji potreba za odredivanjem genskih
IL28B polimorfizama kod pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1.
Njihovim odredivanjem mogli bi se izdvojiti pacijenti sa visokom verovatno¢om
postizanja SVR primenom standardne, kombinovane terapije PEG-IFN/ RBV, kao i

pacijenti kod kojih je uspeh standardne terapije malo verovatan. Na taj na¢in mogla

UvOD

23



Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora

pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

bi se izbe¢i primena nepotrebne i1 skupe terapije koja sa sobom nosi rizik nastanka
mnogobrojnih nezeljenih efekata. Kod ove grupe pacijenata bi bilo potrebno
razmotriti druge terapijske opcije i uvodenje inhibitora proteaze u terapiju.

Prema do sada sprovedenim istrazivanja kod pacijenata sa CCrs12979860
ne postoji znacajna razlika u postizanju SVR u odnosu na primenjeni terapijski
rezim (dvojna vs. trojna terapija). Dakle, odredivanjem IL28B statusa izbegla bi
se eventualna primena inhibitora proteaze kod ovih pacijenata dok bi pacijenti sa
TT genotipom mogli imati veéu Sansu za izleCenjem primenom trojne terapije.
Poznavanjem IL28B statusa pacijenti bi mogli da dobiju vazne podatke o prognozi
bolesti, duzini trajanja lecenja i eventualnom kra¢em trajanju lecenja kroz
odgovorom vodenu terapiju S$to bi imalo pozitivne efekte na bezbednost primene
terapije 1 povecalo toleranciju i komplijansu pacijenata na terapijski tretman. Tako

bi i cena terapije bila manja (Clark i sar., 2011., Jensen i sar., 2012.).

e ———r O DO ————
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Planom istrazivanja predvideni su sledec¢i ciljevi:

» Ispitati zastupljenost genskih polimorfizama 1rs2979860, rs12980275
i s 8099917 kod pacijenta sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1 koji su leceni
kombinovanom terapijom pegilovanim interferonom a i ribavirinom tokom 48

nedelja.

» Analizirati uticaj polimorfizama IL28B i ostalih zna¢ajnih faktora na postizanje

stabilnog virusoloskog odgovora.

P Ispitati povezanost polimorfizama IL28B sa demografskim, biohemijskim,

virusoloskim faktorima i patohistoloskim nalazom.
» Utvrditi da 1i je uticaj analiziranih polimorfizama na postizanje stabilnog

virusoloskog odgovora znacajniji u poredenju sa uticajem drugih ispitivanih
faktora.

————— >0 DO —————

v
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Istrazivanje predvideno temom ove doktorske disertacije obavljeno je u periodu
od 2011. do 2013. godine u:

e Klinickom odeljenju za gastroenterologiju i hepatologiju, Klini¢ko - bolni¢kog
Centra Zvezdara

e Klinici za infektivne i tropske bolesti, Klini¢kog Centra Srbije

e Institutu za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta
u Beogradu

Istrazivanje je obuhvatilo 136 pacijenata sa dijagnozom hroni¢nog C hepatitisa
genotip 1 koji su najpre ispitivani, a potom i leceni na Klinickom odeljenju za
gastroenterologiju 1 hepatologiju KBC Zvezdara i Klinici za infektivne i tropske
bolesti Klinickog Centra Srbije, od 2004. do 2013. godine. Pacijenti su leceni po
protokolu kombinovanom terapijom PEG-IFN a2a ili a2b i RBV 48 nedelja uz
dodatnu evaluaciju jo§ 24 nedelje, prema preporukama Evropske asocijacije za
ispitivanje bolesti jetre. I Klinicko - bolnicki Centar Zvezdara i Klinika za Infektivne
1 tropske bolesti su referentne ustanove za lecenje hroni¢nog C hepatitisa.

Dijagnoza hroni¢nog C hepatitisa se zasnivala na klinic¢koj slici, laboratorijskim

1 virusoloskim nalazima, a potvrdena je biopsijom jetre.
3.1 Klinic¢ko ispitivanje pacijenata

Klini¢ko ispitivanje pacijenata je podrazumevalo:

- anamnezu 1 fizikalni pregled

-laboratorijskeanalize-standardnipregledkrvneslikesaleukocitarnom formulom,
biohemijske nalaze koje ukljucuju ispitivanje nekro-inflamatorne aktivnosti jetre
(alanin-aminotrasferaza, aspartat-aminorasferaza, y-glutamiltransferaza) i holestaze
(alkalna fosfataza) kao 1 ispitivanje sintetske funkcije jetre (serumski nivo albumina
1 protrombinsko vreme) i ekskretorne funkcije jetre (ukupni 1 direktni bilirubin),
funkcije bubrega (urea, kreatinin), elektrolitnog statusa (natrijum, kalijum), lipidnog
statusa (holesterol, trigliceridi) 1 glikemije

- imunoloske analize — antinuklearna antitela (ANA), antiglatkomiSi¢na At (AGMA),
antimitohondrijalna At (AMA) 1 At na antigen jetre, bubrega i miSi¢a (anti-LKM 1)

- tumor marker — alfa- feto protein (AFP)

- tireoidni status - T3, T4, TSH i antimikrozomalna At (antiTPO)

- seroloske analize — antiHCV At, HBsAg i antiHIV At

- molekularne tehnike — HCV RNK (kvalitativno 1 kvantitativno) 1 genotipizacija virusa

- u pojedina¢nim slu¢ajevima odredivani su ceruloplazmin i ol — antitripsin

- radiografski pregled pluca

MATERIJAL I METODOLOGIJA

28



Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora

pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

- ehotomografski pregled abdomena i male karlice

- ezofagogastroduodenoskopija

- biopsija jetre

Pre zapocinjanja specifi¢ne terapije pacijenti suklinicki, laboratorijski, virusoloski
i seroloski ispitani na Klini¢kom odeljenju za gastroenterologiju i hepatologiju KBC
Zvezdara i Klinici za infektivne i tropske bolesti Klinickog Centra Srbije. Pacijenti
sa prisutnom koinfekcijom hepatitis B virusom i HIV koinfekcijom nisu obuhvaéeni
istrazivanjem kao ni pacijenti sa alkoholnim oSteéenjem jetre, autoimunim i
metabolickim bolestima jetre, bolesnici sa dekompenzovanom cirozom jetre i
osobe mlade od 18 godine. Istrazivanjem nisu obuhvaceni ni bolesnici sa teSkim
kardiovaskularnim bolestima, teSkim oblicima depresije i hematoloskim bolestima
koje predstavljaju kontraindikaciju za primenu dvojne antivirusne terapije. Svi
pacijenti obuhvaceni istrazivanjem primili su vise od 80% planirane doze PEG-
IFN i vise od 60% planirane doze RBV. Ezofagogastroduodenoskopija uradena
je svim pacijentima kako bi se iskljucilo postojanje varkoziteta jednjaka i zeluca
1 portne hipertenzivne gastropatije kao indirektnih znakova portne hipertenzije.
Ehosonografski pregled abdomena takode je uraden svim pacijentima kako bi se
otkrile eventualne fokalne lezije u jetri koje sa sobom nose rizik krvarenja tokom
slepe biopsije jetre, ali 1 prisustvo ascitesa 1 drugih indirektnih pokazatelja portne
hipertenzije (dilatirana v. portae i v. lienalis 1 splenomegalija).

Slepa biopsija jetre uradena je pacijentima kod kojih nisu postojale
kontraindikacije za njeno izvodenje. Stadijum fibroze i inflamatorna aktivnost
odredivani su METAVIR scoring sistemom na Institutu za patologiju, Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Po METAVIR scoring sistemu (Poynard i sar.,
1997.) postoje 4 stadijuma fibroze jetre:

e F( — fibroza je odsutna

e F1 — laka fibroza

e F2 —umerena fibroza

e F3 —teska fibroza

e F4 —ciroza jetre

Po istom scoring sistemu inflamatorna aktivnost jetre moze biti:

e 0 — odsutna

e 1 - mininalna

e 2 —umerena

e 3 -teSka

MATERIJAL I METODOLOGIJA
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Kod pacijenata kod kojih su postojale kontraindikacije za izvodenje biopsije
jetre procena stadijuma fibroze vrSila se transkutanom elastografijom (Fibroscan) u
Klinickom Centru Srbija (15 pacijenata).

3.2 Virusoloske analize

Serumski HCV RNK odredivan je molekularnim tehnikama (lancanom
reakcijom polimeraze u realnom vremenu, eng. Real-time PCR), kvalitativno 1
kvantitativno, u virusoloskoj laboratoriji KC Srbije na aparatu Roche COBAS
TagMan HCV koji ima donji limit setljivosti 50 IU/ml. Replikacija virusa
odredivana je pre poCetka terapije, nakon 12. nedelje terapije (EVR), na kraju
terapije (EOT) 1 24. nedelje po njenom zavrSetku (SVR). Genotipizacija virusa
takode je radena u virusoloskoj laboratoriji KC Srbije koriS¢enjem LINEAR
ARRAY HCV Genotyping Test (Roche Molecular Diagnostics, Svajcarska), koji
prepoznaje genotipove 1-6 HCV.

3.3 Terapijski protokol i leCenje

Svi pacijenti su leceni po standradnom protokolu kombinovanom, dvojnom
terapijom tokom 48 nedelja: PEG-IFN o2a 180ug/nedeljno ili PEG-IFN a2b
1.5pg/kg/medeljno s.c. 1 RBV u dozi od 1000 ili 1200mg/dan, zavisno od telesne
tezine. Ukupna dnevna doza RBV podeljena je u dve doze. Efikasnost terapije i
odgovor na terapiju procenjivani su kroz rani virusoloski odgovor odredivanjem
serumskog nivoa HCV RNK u 12. nedelji terapiji. Pacijentima koji nisu postigli
EVR (pad HCV RNK za > 2 log10 u odnosu na bazalnu vrednost) dalja terapija je
obustavljena s obzirom da je verovatnoca da ovi pacijenti postignu SVR manja od
2%. S druge strane, pacijentima koji su postigli EVR terapija je nastavljena do 48
nedelje. Na EOT kontrolisan je serumski HCV RNK — HCV RNK >50 IU/ml na
EOT identifikovala je pacijente kao ne-responderi. U cilju procene postizanja SVR
24 nedelje po zavrSetku terapije svim pacijentima je odredivan serumski nivo HCV
RNK. HCV RNK <50 IU/ml 6 meseci po njenom zavrSetku znaci da su pacijenti
postigli SVR — responderi. Medutim, pacijenti koji su postigli virusoloski odgovor
na kraju terapije, ali kod kojih je nakon 6 meseci HCV RNK u serumu bio > 50 U/
ml oznaceni su kao relapseri (Marcellin i sar., 2012.).

Bazalne vrednosti serumske HCV RNK smatrane su visokim ako je nivo virusne
replikacije > 400.000 IU/ml (European Association for the Study of the Liver,
2011.).
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3.4 Odredivanje IL28B genotipova

Svim pacijentima je uzimano 5 ml periferne krvi za odredivanje genskih
polimorfizama. Za izolovanje ukupne DNK koris¢en je komercijalni kit QIAamp
DNA Blood mini kit (QIAGEN, Nemacka) po uputstvu proizvodaca. U genomu su
ispitivana 3 polimorfizma pojedinacnog nukleotida (eng. SNP — single nucleotide
polymorphism) - rs12979860, rs12980275 1 1s8099917 u blizini IL28B gena na
hromozomu 19. Za ispitivanje polimorfizama koris¢en je SSP-PCR (eng. Sequence
specific primer - PCR) metod kojim se umnozavao kratak DNK region uzvodno ili
nizvodno od polimorfizma sa alel-specificnim prajmerima (Hori 1 sar., 2003.).

Amplifikacija je izvodena po slede¢em protokulu:

e Inicijalni ciklus na 95C — 5 minuta, zatim

e 35 ciklusa na 95C — 30s, 58C — 45s, 72C — 60s 1

e 72C — 10 minuta.

Nukleotidne sekvence koriS¢enih prajmera i njihova veli¢ina dati su u tabeli 2.

Tabela 2. Nukleotidne sekvence prajmera za genotipizaciju IL28B

polimorfizama
Veli¢ina PCR
IL28B SNP nukleotidna sekvenca
produkta

Gen (sense) 5’- CCCACTTCTGGAACAAATCG -3’

1s8099917 | G (antisense) 5’- CATGGTTCCAATTTGGGTGA C-3’ 249 bp
T (antisense) 5’- CATGGTTCCAATTTGGGTGA A-3’
Gen (sense) 5° -TTATCGCATACGG CTAGGC- 3’

rs12979860 | C (antisense) 5° -TGCAATTCAACCCTGGTTC G-3’ 153 bp
T (antisense) 5° -TGCAATTCAACCCTGGTTC A-3’
Gen (antisense) 5’- ATGATCATAGCTCATTGCAGC -3’

rs12980275 | A (sense)  5’- A GAAGTCAAATTCCTAGAAAC A-3° 393 bp
G (sense)  5°- A GAAGTCAAATTCCTAGAAAC G-3°
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PCR produkti analizirani su u 2% agaroznom gelu uz bojenje etidium bromidom.

Odredivanje genotipova pojedinacnih polimorfizama vrSeno je na osnovu prisustva

odnosno odsustva amplifikovanih target sekvenci (slika 10, 11 1 12).

Slika 10. Polimorfizam rs8099917 — odredivanje genotipova (velicina PCR
produkta 249bp)

Slika 11. Polimorfizam rs12979860 - odredivanje genotipova (velicina PCR
produkta 153bp)
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Slika 12. Polimorfizam rs12980275 — odredivanje genotipova (velicina PCR
produkta 393bp)

Genske analize su radene u virusoloskoj laboratoriji Instituta za mikrobiologiju
1 imunologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.
Pre zapocinjanja istraZivanja svi pacijenti su potpisali informisani pristanak za

ucesce u studiji, a zatim se pristupilo izvodenju planiranih procedura.

3.5 Statisticka analiza

U cilju statisticke analize dobijenih rezultata primenjene su sledece statisticke
metode:

e metode deskriptivne statistike - za parametarske varijable aritmeticka sredina i
standardna devijacija ili medijana, odnosno frekvence 1 procenti za neparametarska
obelezja;

e studentov T- test ili Mann — Whitney test za testiranje razlike izmedu aritmetickih
sredina parametarskih varijabli;

e FiSerov test 12 test - za utvrdivanje razlike u frekvenci i distribuciji razli¢itih
alela i genotipova u ispitivanjim grupama;

e Spearman-ov test korelacije ranga — za ispitivanje povezanosti ispitivanih
varijabli;

e |ogisticka regresiona analiza (univarijantna i multivarijantna) - da bi se
odredilo koji od ispitivanih faktora — godine Zivota, pol, duzina trajanja infekcije,

stepen virusne replikacije, stadijum fibroze jetre, BMI, rani virusoloski odgovor
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1 polimorfizmi ima najve¢i uticaj na postizanje SVR; sve logisticke korelacije
izmedu ispitivanih varijabli i SVR su najpre radene univarijantnom analizom, a
potom su svi parametri zajedno koris¢eni za konstruisanje modela multivarijantne
logisticke regresije da bi se izvojili parametri koji sa najve¢om znacajnoSc¢u uti¢u
na predikciju SVR;

e za ispitivane varijablu izraCunata je senzitivnost, specificnost, pozitivna i
negativna prediktivna vrednost u odnosu na SVR koris§¢enjem standardnih definicija
1 statistickih formula.

Svaki ispitivani genski polimorfizam je pojedina¢no korelisan sa ishodom
terapije, odnosno postignutim stabilnim virusoloskim odgovorom, kao i sva tri
polimorfizma zajedno, kako bismo utvrdili koja kombinacija genotipova ima
najveci znacaj u predikciji SVR.

Sve statisticke analize su testirane za verovatnocu veéu od 95 % (p< 0.05).

Za statisticku obradu koris¢ena je podrska softvera SPSS 20.0 (Statistical Package
for the Social Sciences, IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, NY, USA).

IzraCunavanjem frekvence alela i distribucije genotipova procenjivano je da li
se ispitivani polimorfizmi nalaze u Hardy-Weinbeg-ovom ekvilibrijumu (HWE)
za verovatno¢u p>0.05. (Rodriguez sar., 2009.) Za odredivanje HWE koris¢en
je online calculator (OEGE - Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology
studies). Takode je ispitivano da li postoji istovremeno nasledivanje analiziranih
polimorfizama (eng. linkage disequlibrium — LD). Za izracunavanje LD takode je
koriséen online calculator (OEGE - Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology
studies). Ispitivani polimorfizmi se nalaze u jakom LD ako je vrednost D’ blizu 1
Sto znaci da postoji njihovo istovremeno nasledivanje.

Dobijeni rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki.

——— O e D OC——————
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Istrazivanje je obuhvatilo 136 pacijenata sa hronicnim C hepatitisom genotip
1 koji su le€eni po protoklu PEG-IFN/RBV tokom 48 nedelja uz prac¢enje od 24
nedelje. Stabilan virusoloski odgovor postiglo je 80 (58.8%) pacijenata, dok SVR
nije postiglo 56 (41.2%) pacijenta. Pacijenti koji su napravili relaps bolesti (21
pacijent, 15.4%) dodati su grupi koja nije odgovorila na primenjenu terapiju tj. ne-
responderima. Relapseri nisu prikazani kao posebna podgrupa s obzirom da su u

statistickim analizama imali iste korelacije kao i1 ne-responderi.

4.1 Ispitivanje razlike izmedu respondera i ne-
respondera

Prose¢na starost ispitivanih pacijenata iznosila je 41.9+11.6 godina, najmladi
pacijent je imao 22, a najstariji 65 godina. U tabeli 3. prikazane su demografske,
biohemijske, virusoloske i patohistoloske karakteristike ispitivanih pacijenata i
statistiCki znacajne razlike izmedu respondera 1 ne-respondera.

Tabela 3. Demografske, biohemijske, virusoloske i patohistoloske karakteristike
ispitivanih pacijenata

Ukupno Ne-responderi responderi P
pacijenata n=56 (41.2%) n=80(58.8%)
n=136
Pol 72(52.9)/64(47.1) | 27(48.2)/29(51.8) | 45(56.2)/35(43.8) | NS
muski/zenski (n,%)
Starost, godine 41.9+11.6 45.3+12.4 39.5+10.5 0.004
(x +£SD)
AST, IU L 51 (30) 51 (43) 50 (25) NS
(mediana, IQR)
ALT, U L 73 (54) 68.5(59) 77.5(52) NS
(mediana, IQR)
BMI, kg m” ' 26+4 26.3+3.5 25.1+4 .4 NS
(x £SD)
HCV RNK nivo, IU mL 988628 1221111 821500 NS
(mediana, IQR) (2193628) (1982253) (2473305)
HCV RNK nivo, 5.9(0.8) 6.1 (0.6) 5.9(0.9) NS
log IU mL" (mediana,IQR)
HCV RNK nivo 97(71.3) 43(76.8) 54(67.5) NS
>400 000 TU mL ™' (n,%)
Histoloska aktivnost (n, %)
0-1 99 (72.8) 34(60.7) 65(75) 0.000
2-3 22 (16.2) 17(39.3) 5(25)
Stadijum fibroze (n, %)
FO-F2 91 (66.9) 30(53.6) 61 (76.3) 0.006
F3-F4 45 (33.1) 26(46.4) 19(23.7)
Duzina trajanja infekcije, 5(7) 5(8) 3.5(7) NS
godine (mediana, IQR)

AST - aspartat aminotransferaza, ALT- alanin aminotransferaza, BMI — body mass index,

SD - standardna devijacija, IQR-interkvartalni opseg, NS — nema statisticke znacajnosti >0.05
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Metodama analitiCke statistike su testirane razlike izmedu dve grupe ispitanika
u odnosu na njihove demografske, biohemijske, virusoloske i patohistoloske
karakteristike. Mlade zivotno doba, nizi stadijum fibroze jetre (FO-F2) i narocito
nizi stepen nekroinflamatorne aktivnosti (A0-Al) bili su povezani sa povoljnim
ishodom na terapiju (uzrast: t=2.92, p=0.004, p<0.05, slika 13. ; stadijum fibroze:
x2=7.65, p=0.005, p<0.05, slika 14.; nekroinflamatorna aktvnost: ¥2=13.60,
p=0.000, p<0.05, slika 15.). Izmedu ove dve grupe ispitanika nije bilo znacajne
razlike u nivou bazalne viremije kao ni u odnosu na biohemijske analize (AST,
ALT), BMI i duzinu trajanja infekcije.
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ne-responderi responderi

Slika 13. Razlika u starosnoj strukturi izmedu pacijenata koji su odgovorili na
terapiju i onih koji nisu. t=2.92, p=0.004, p<0.05.

W FO-F2
mF3-F4

ne-responderi responderi

Slika 14. Razlika u stadijumu fibroze jetre izmedu pacijenata koji su postigli
SVR i onih koji nisu. y2=7.65, p=0.006, p<0.05.
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HAO0-A1
dA2-A3

ne-responderi responderi

Slika 15. Razlika u nekroinflamatornoj aktivnosti jetre izmedu dve grupe
ispitanika — pacijenata koji su postigli SVR i onih koji nisu. y2=13.60, p=0.000,
p<0.05.

4.2 Odredivanje IL28B genotipova i njihova
distribucija
Distribucija IL28B genotipova sva tri ispitivana polimorfizma je u skladu sa

Hardy-Weinbeg-ovim ekvilibrijumom (tabela 4.).

Tabela 4. Distribucija IL28B genotipova ispitivanih polimorfizama i Hardy-
Weinberg equilibrium

1L28B genotip 2 P
polimorfizam (%) 1

rs8099917 TT(63.2)
GT(28.7) 3.09 0.07

GG(8.1)

rs12979860 CC(24.3)
CT(58.8) 3.33 0.06

TT(16.9)

rs12980275 AA(23.5)
AG(58.1) 2.72 0.09

GG(18.4)
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Prisutno je svih 8§ haplotipova, s tim §to najvecu frekvencu ima haplotip C/A/T
22.49%, a potom T/G/T 19.16% 1 C/G/T 18.48% (slika 16).

Izmedu analiziranih polimorfizama ispitivan je LD, odnosno verovatnoca nji-
hovog zajednickog nasledivanja. U ovom istrazivanju LD izmedu ispitivanih poli-
morfizama je dosta slab (rs12979860/rs12980275 D’=0.381, r2=0.139; rs12979860/
rs8099917 D’=0.133, 12=0.004; rs12980275/rs8099917 D’=0.151, r2=0.006).

25
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% haplotipova
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Slika 16. Frekvenca haplotipova
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Analizom distribucije IL28B genotipova ispitivanih polimorfizama 1s8099917,
rs12979860 11s12980275 vidi se da najvecu prevalencu ima homozigot TTrs8099917
(63.2%), odnosno heterozigoti CTrs12979860 (58.8%) 1 AGrs12980275 (58.1%)

(slika 17).
|
f '

mGG
63.20% mGT
V T
rs8099917

ECC

EcT

uTT

rs12979860

18.40%

rs12980275

Slika 17. Distribucija IL28B genotipova rs8099917, rs12979860 i rs12980275

Statistickim analizama CCrs12979860 i AA 1s12980275 su izdvojeni kao
povoljni genotipovi za ishod terapije (CCrs12979860: ¥2=9.51, p=0.002, p<0.05;
AArs12980275: y2=4.52, p=0.03, p<0.05) dok se TTrs8099917 nalazi na granici
statistiCke znacajnosti (¥2=3.82, p=0.05). Ako se pogleda SNP rs8099917 moze
se videti da genotip GG ima daleku vecu prevalencu u grupi ne-respondera
u poredenju sa responderima Sto mu daje znacajnu ulogu kao negativhom

prediktoru u odnosu na ishod terapije (¥2=4.91, p=0.03, p<0.05). Sli¢na situacija
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bila je i sa TT genotipom rs12979860. Njegova prevalenca bila je znacajno visa
u grupi onih koji nisu postigli SVR te se i on kao i GGrs8099917 moze smatrati
negativnim prediktorom odgovora na primenjenu terapiju (¥2=12.25, p=0.000,
p<0.05) (tabela 5.).

Tabela 5. Distribucija IL28B genotipova ispitivanih polimorfizama i razlika

izmedu ne-respondera i respondera

poligﬁrgf]“?zam Ukupno Ne-responderi responderi P
n=136 n=56 (41.2%) | n=80 (58.8%)
rs8099917
(n,%)
GG 11(8.1) 8(14.3) 3(3.8) 0.03
GT 39(28.7) 18(32.1) 21(26.2) NS
TT 86(63.2) 30(53.6) 56(70.0) 0.05
rs12979860
(n,%)
CcC 33(24.3) 6(10.7) 27(33.7) 0.002
CT 80(58.8) 33(58.9) 47(58.8) NS
TT 23(16.9) 17(30.4) 6(7.5) 0.000
rs12980275
(n,%)
AA 32(23.5) 8(14.3) 24(30.0) 0.03
AG 79(58.1) 35(62.5) 44(55.0) NS
GG 25(18.4) 13(23.2) 12(15.0) NS

Slika 18. pokazuje razliku u ishodu terapije u odnosu na prisustvo povoljnih,
odnosno nepovoljnih genotipova ispitivanih polimorfizama. Jasno se vidi da
CCrs12979860 ima 3 puta vecu Sansu da postigne stabilan virusoloski odgovor
u poredenju sa TTrs12979860 (81.8% vs. 26.1%). Slicno je 1 sa AArs12980275.
Pacijenti sa AArs12980275 imaju 1.5 puta vecu Sansu da odgovore na terapiju u
poredenju sa onima koji imaju GGrs12980275 — 75% vs. 48.0%. Analizom SNP
rs8099917, moZe se videti da je procenat SVR kod pacijenata sa TT genotipom
65.1%, dok je kod onih sa genotipom GG % SVR 2.3 puta manji — 65.1% vs.
27.3%.
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%SVR

Slika 18. Procenat (%) SVR u odnosu na povoljne i nepovoljne genotipove ispitivanih
polimorfizama

Frekvenca C alela polimorfizam rs12979860 iznosila je 54.1% 1 bila je viSa u grupi pacijenata
koji su postigli SVR u poredenju sa grupom pacijenata koja nije odgovorila na terapiju (63.2%
vs. 39.8%). Analizom polimorfizma rs12980275, moze se videti da je frekvenca A alela 52.5%
1 viSa je u grupi respondera u poredenju sa ne-responderima (57.6% vs. 45.4%) dok je na
mestu polimorfizma rs8099917 dominantan T alel sa ukupnom frekvencom od 77.8%. Medu
bolesnicima koji su imali povoljan terapijski ishod njegova zastupljenost je bila visa nego medu
onima koji nisu odgovorili na primenjenu terapiju (83.8% vs. 69.7%) (slika 19).

fekvenca alela (%)
100

> g"//\ qq';\ M ne-responderi
S

Eresponderi

Slika 19. Frekvenca alela ispitivanih polimorfizama u odnosu na ishod terapije
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4.3 Ispitivanje medusobne povezanosti
prediktivnih faktora stabilnog virusoloSkog
odgovora

Ispitivano je postojanje medusobne povezanosti prediktivnih faktora SVR. Svaki
od demografskih, biohemijskih i histoloskih parametara, kao i nivo bazalne viremije
uporedivani su medusobno, ali i u odnosu na ispitivane polimorfizme - pojedinacne
i njihove kombinacije.

Ispitivanjem povezanosti izmedu stepena tezine patohistoloskog oStecenja jetre —
nekroinflamatorne aktivnostiifibrozejetre,igenotipovalL28B otkrivenaje povezanost
izmedu tezine fibroze jetre i prisustva nepovoljnog genotipa GGrs8099917, tj. lakSem
stadijumu fibroze odgovaralo je prisustvo GGrs8099917 premda se ta povezanost
nalazi na granici statisti¢ke znacajnosti (p= -0.15, p=0.07). Kao $to je i oCekivano
viSa serumska aktivnostAST povezana je sa vecim stepenom nekroinflamatorne
aktivnosti jetre (p=0.26, p=0.003, p<0.05), dok je tezi stadijum fibroze u pozitivnoj
korelaciji sa duzinom trajanje infekcije (p=0.26, p=0.008, p<0.05).

Serumska aktivnost AST je u negativnoj korelaciji sa prisustvom TTrs8099917 —niza
serumska aktivnost AST povezana je sa postojanjem povoljnog TTrs8099917 genotipa,
s tim §to se ta povezanost nalazi na granici statisticke znacajnosti (p=- 0.17, p=0.05).

Negativna povezanost je prisutna i izmedu nivoa bazalne viremije i nepovoljnog
genotipa GGrs8099917 — niza bazalna viremija povezana je sa prisustvom
nepovoljnog genotipa (p=-0.23, p=0.007, p<0.05).

Nije utvrdeno prisustvo statisticki znacajne povezanosti izmedu genotipova
ostalih ispitivanih polimorfizama i nivoa bazalne viremije, kao ni izmedu isptivanih

polimorfizama i duZine trajanja infekcije i patohistoloskih parametara.

4.4 Prediktivna vrednost ispitivanih parametara
u odnosu na SVR

Godine pacijenata, patohistoloske karakteristike, pojedina¢ni polimorfizmi i njihove
medusobne kombinacije su analizirane univarijantnim i multivarijantnim logistickim
modelom radi procene njihovog znacaja u predikciji SVR. Ovim modelom obuhvaceni su
slede¢i parametri: starost pacijenata, histoloska aktivnost nekroze i inflamacije, stadijum
fibroze jetre i pojedinacni polimorfizmi: CCrs12979860, TTrs12979860, AArs12980275,
GGrs8099917 1 TTrs8099917 kao i njihove kombinacije, takozvani IL28B profili:

e non- rs8099917GG i rs12980275AA i non-rs12979860TT

o rs8099917TT ili rs12980275AA ili rs12979860CC
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Na osnovu univarijantne logisticke regresione analize dolazi se do slede¢ih
rezultata (tabela 6):

e starosna dob pacijenta je statisticki znacajan prediktivni faktor ishoda primenje
terapije (RR 0.96; 95% CI 0.93-0.99, p=0.005, p<0.05);

e patohistoloSki parametri su statisticki pouzdani prediktori SVR:
nekroinflamatorna aktivnost pokazuje visoko znacajnu povezanost sa SVR (RR
0.15; 95% CI, 0.52-0.45, p=0.001, p<0.05), kao i stadijum fibroze (RR 0.36, 95%
CI10.17-0.75, p=0.006, p<0.05);

® 1512979860CC (RR4.24;95%CI1.62-11.15,p=0.003,p<0.05)irs12980275AA
(RR 2.57; 95% CI 1.06-6.25, p=0.037, p<0.05) su statisti¢ki pouzdani prognosticki
faktori odgovora na terapiju, dok se rs8099917TT (RR 2.02; 95% CI 0.99-4.11,
p=0.05) nalazi na granici statisti¢ki znacajnosti;

e s druge strane, rs12979860TT (RR 0.19; 95% C10.07-0.51, p=0.001, p<0.05)
1 1s8099917GG (RR 0.23; 95% CI 0.06-0.92, p=0.038, p<0.05) takode pokazuju
znacajnu satistiCku povezanost sa ishodom terapije, naro€ito rs12979860TT koji ima
visoku statisti¢ku znacajnost u odnosu na SVR, ali i rs12979860TT i rs8099917GG
su negativni prediktori odgovora na terapiju;

e kombinacije ispitivanih polimorfizama, tj. IL28B profili: a) non -
rs8099917GG i rs12980275 AA i non - rs12979860TT i b) rs8099917TT ili
rs12980275AA ili rs12979860CC imaju znacajnu ulogu u predikciji SVR narocito
profili rs8099917TT ili rs12980275AA ili rs12979860CC koji su pokazali visoku
statisticku znacajnost u predikciji odgovora na terapiju (RR 4.53; 95% CI 1.93-
10.6, p=0.001, p<0.05), dok je statisticka znacajnost profila non - rs8099917GG i
rs12980275AA i non-rs12979860TT nesto niza, ali i dalje statisticki znacajna (RR
3.4;95% CI 1.19-9.70, p=0.02, p<0.05).

[128B profili non - rs8099917GG i rs12980275AA i non - rs12979860TT
predstavljaju kombinaciju povoljnog rs12980275A A genotipa, uz potpuno odsustvo
nepovoljnih genotipova rs8099917GG i rs8099917TT, i prisutvo makar jednog C
alela na poziciji rs12979860 1 barem jednog T alela na poziciji rs8099917. Njihova
prevalenca u ispitivanoj populaciji je 18.4%. Takvih kombinacija ima 4:

e 1512979860 CC 11512980275 AA 1158099917 TT;

® 1512979860 CC 11512980275 AA 1158099917 TG;

® 1512979860 CT irs12980275 AA11s8099917 TT;

® 1512979860 CT irs12980275 AA 11s8099917 TG;

Prisustvo jednog C alela na poziciji rs12979860 i jednog T alela na poziciji
rs8099917 zajedno sa rs12980275AA ukazuje na znacajnu prediktivnu vrednost
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ovih alela. Od navedenih kombinacija IL28B profila non - rs8099917GG i
rs12980275AA i non-rs12979860TT najzastupljenija je kombinacija rs§099917TT
11s12980275AA 1 1rs12979860CC koja je prisutna kod 10 pacijenata (7.4%).
Analizom IL28B profila rs8099917TT ili rs12980275AA ili rs12979860CC vidi se
dapredstavljakombinaciju makarjednog povoljnog genotipaispitivanih polimorfizama.
Prevalenca ovih profila u ospotivanoj grupi pacijenata iznosi 76.5%. Medu bolesnicima
koji su postigli SVR 87.5% je imalo neki od ovih profila. Prisustvo makar jednog
povoljnog genotipa ispitivanih polimorfizama znacajan je prediktor SVR.
Takvih kombinacija ima u ovom istrazivanju ima 16:
rs12979860 CC ili rs12980275 AA ili 1s8099917 GG;
rs12979860 CC ili rs12980275 AG ili rs8099917 GG;
rs12979860 CC ili rs12980275 AA ili 1s8099917 GT,;
rs12979860 CC ili rs12980275 AA ili rs8099917 TT;
rs12979860 CC ili rs12980275 AG ili rs8099917 GT;
rs12979860 CT ili rs12980275 AG ili rs8099917 TT;
rs12979860 CT ili rs12980275 GG ili rs8099917 GT;
rs12979860 CC ili rs12980275 GG ili rs8099917 TT;
rs12979860 CT ili rs12980275 AA ili r1s8099917 GG;
rs12979860 CT ili rs12980275 AA ili 1s8099917 TT;
rs12979860 CT ili rs12980275 AA ili rs8099917 GT,;
rs12979860 CT ili rs12980275 AG ili rs8099917 TT;
rs12979860 CT ili rs12980275 GG ili rs8099917 TT,;
rs12979860 TT ili rs12980275 AA ili rs8099917 TT,;
rs12979860 TT ili rs12980275 AG ili rs8099917 TT;
rs12979860 TT ili rs12980275 GG ili rs8099917 TT.
Od svih navedenih kombinacija genotipova ispitivanih polimorfizama najveéu
prevalencu ima IL28B profil rs12979860CT ili rs12980275AG ili rs8099917TT

- 35 pacijenata odnosno 25.7% §to se moglo i ocekivati, jer analizom distribucije

genotipova unutar pojedina¢nog polimorfizma se vidi da su frekvence genotipova
pojedinacnih polimorfizama rs12979860CT, rs12980275AG i rs8099917TT veée u
poredenju sa frekvencama drugih genotipova.

U multivarijantnom logistickom regresionom modelu za predikciju SVR
analizirani su oni prognosticki faktori za koje je statisticka znaCajnost u
univarijantnoj analizi bilamanja od 0.05. Medutim, iako su pojedina¢ni polimorfizmi
rs12979860CC, rs12979860TT, rs12980275AA, rs8099917GG i rs12979860TT

u univarijantnoj analizi pokazali statisticku znacajnost manju od 0.05 oni nisu
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ukljuceni u multivarijanti model jer su sadrzani u [L28B profilima i na taj nacin
analizirani u mutivarijatnom modelu.

Multivarijantni logisti¢ki regresioni model je pokazao da najvecu statistiCku
znacajnost u predikciji SVR imaju:

o [L28B profili: rs8099917TT ili rs12980275AA ili rs12979860CC — RR 6.75;
95% C12.42-18.78, p=0.000, p<0.05;

e Histoloska aktivnost — RR 0.19; 95% CI 0.06-0.62, p=0.006, p<0.05;

e Starosna dob pacijenta — RR 0.95; 95% CI 0.92-0.99, p=0.02, p<0.05.

U multivarijantnom logistickom regresionom modelu prisustvo makar jednog
povoljnog genotipa ispitivanih polimorfizama se pokazao kao nezavisni prediktor
SVR. Statisticku znacajnost imaju i histoloska aktivnost i mlade zivotno doba, ali

je ona slabija u poredenju sa ispitivanim [L28B profilima (tabela 6).

Tabela 6. Logisticka regresiona analiza faktora povezanih sa SVR

Univarijantna Multivarijantna
parametar « .
analiza analiza
P RR 95% CI P RR 95% CI
Uzrast, godine 0.005 | 0.96 | 0.93-0.99 0.02 095 | 0.92-0.99
(f:l:sD) . . . = . . . . = .

Histoloska aktivnost 0.001 0.15 | 0.52-0.45 0.006 0.19 0.06-0.62
Stadijum fibroze 0.006 0.36 | 0.17-0.75 / / /
1512979860 CC 0.003 424 |1.62-11.15 / / /
rs12979860 TT 0.001 0.19 0.07-0.51 / / /
rs12980275 AA 0.037 2.57 | 1.06-6.25 / / /
rs8099917 GG 0.038 0.23 | 0.06-0.92 / / /
rs8099917 TT 0.052 2.02 | 0.99-4.11 / / /
non-rs8099917 GG i
rs12980275 AA non- 0.02 34 1.19-9.70 / / /
rs12979860 TT
rs8099917 TT ili
rs12979860 CC ili 0.001 453 | 1.93-10.6 0.000 6.75 |2.42-18.78
rs12980275 AA

RR - relativni rizik, 95% CI- interval poverenja
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se re¢i da su prisustvo povoljnih genotipova,
mlade zivotno doba, niZi stepen nekroinflamatorne aktivnosti 1 niZi stadijum fibroze
jetre znacajni faktori u predikciji SVR.

Medu ispitivanim faktorima kao nezavisni prediktori SVR su se izdvojili IL28B
profili - rs8099917TT ili rs12980275AA ili rs12979860CC koji u sebi sadrze
makar jedan povoljan genotip isptivanih polimorfizama (slika 20).

SVR (%)

Slika 20. Ishod terapije (%6 SVR) u odnosu na znacajne prediktore odgovora na
terapiju

Isptivani su senzitivnost (Sn), specificnost (Sp), pozitivna (PPV) 1 negativna
prediktivna vrednost (NPV) pojedina¢nih polimorfizama i njihovih kombinacija,
tj. IL28B profila. Analizom pojedina¢nih polimorfizama i njihovih povoljnih
genotipova, najjacu PPV ima rs12979860CC - 81.8%, a potom 1 rs12980275AA
- 75.0%. Ispitivanjem kombinacije polimorfizama, IL28B profila, oni profili koji
u sebi sadrZe rs12980275AA uz odsustvo nepovoljnih genotipova rs8099917GG
1 1s12979860TT (non-rs8099917GG i rs12980275 AA i non-rs12979860 TT)
imaju najjacu PPV - 80.0%.

IL28B profili non-rs8099917GG 1 rs12980275AA i non-rs12979860TT u
poredenju sa profilima rs8099917TT ili rs12979860CC ili rs12980275AA imaju
jacu PPV (80% vs. 67.3%) §to je razumljivo, jer PPV zavisi od broja ispitanika,
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tj. PPV je jaca kada je broj ispitanika manji. S obzirom da postoje 4 kombinacije
non-rs8099917GG i rs12980275AA 1 non-rs12979860TT, a 16 rs8099917TT ili
rs12979860CC ili rs12980275A A, shodno tome 1 broj pacijenata koji imaju neku od
kombinacija drugog profila je veéi. Frekvenca non-rs8099917GG i rs12980275AA
non-rs12979860TT iznosi 18.4%, tj. ovi profili su prisutni kod 25 pacijenata, dok
je frekvenca profila rs8099917TT ili rs12979860CC ili rs12980275AA 76.5%,
odnosno prisutni su kod 104 pacijenta. Zato je PPV rs8099917TT ili rs12979860CC
ili rs12980275AA slabija iako su se pokazali najboljim prediktorom SVR u
multivarijantnoj analizi.

S druge strane, najve¢u NVP imaju nepovoljni genotipovi rs12979860TT
(73.9%) 1 1s8099917GG (72.7%).

Tabela 7. Senzitivnost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrednost
ispitivanih polimorfizama — pojedinacnih i njihovih kombinacija

parametar Sn (%) | Sp (%) PPV (%) NPV (%)
E;’:&ﬁ{vtg; rs12979860CC 33.8 89.3 81.8 48.5
rs12980275AA 30 85.7 75 46.2
rs8099917TT 70 46.4 65.1 52
non-
rs8099917GG i
rs12980275AA i 25.1 91.1 80 459
non-
rs12979860TT i
rs8099917TT
ili
rs12979860CC 87.5 39.3 67.3 68.8
ili
rs129875AA
I;Z%?E:@T rs12979860TT 92.5 30.4 65.5 73.9
rs8099917GG 96.2 14.3 61.6 72.7

Sn — senzitivnost, Sp - specifi¢nost, PPV — pozitivna prediktivna vrednost, NPV
—negativna prediktivna vrednost
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Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora

pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

Cilj terapije hroni¢nog C hepatitisa je prevencija razvoja komplikacija, $to se
postize eradikacijom virusa iz organizma tj. postizanjem stabilnog virusoloskog
odgovora. Kod pacijenata le¢enih kombinovanom terapijom zabeleZen je znacajan
pad mortaliteta i morbiditeta. Narocito je smanjena incidenca HCC (Bruno i sar.,
2001., Camma i sar., 2001.). Smatra se da bolesnici koji postignu SVR ostaju HCV
RNK negativni najmanje narednih 5 godina (Zeuzem i sar., 2004., Manns i sr.,
2008., Swain i sar., 2007.).

SVR pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1 odreden je ve¢im brojem
faktora kako od strane samog virusa tako i od strane domacina. Genetski faktori kao
prediktori odgovora na terapiju dospeli su u fokus interesovanja 2009. godine kada
je u Studijama ispitivanja celog genoma (eng. GWAS — Genome Wide Association
Studies) uvrdeno postojanje veéeg broja polimorfizama pojedinacnog nukleotida na
19. hromozomu, u blizini gena koji kodira /L28B i uocena njihova povezanost sa
SVR. Ovi polimorfizmi su odgovorni za postojanje vise genotipova /IL28B od kojih
zavisi spontana eliminacija virusa C hepatitisa, razvoj hroni¢ne bolesti, ali i ishod
terapije interferonom i ribavirinom (Ge i sar., 2009, Suppiah i sar., 2009., Tanaka i
sar., 2009., Rallon i sar., 2012.).

Iako je utvrdeno postojanje veceg broja polimorfizama u blizini gena koji kodira
IL28B, 3 polimorfizma su se izdvojila kao najvaznija u prognozi ishoda primenjene
terapije. Dok neki autori ne prave znacajnu razliku izmedu rs12979860 1 1s8099917
kao prediktora SVR, po drugima postoji jasna razlika izmedu ova dva polimorfizma
(Rauch i sar., 2010., Suppiah i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009., Thomas i sar., 2009.,
Ge 1 sar., 2009., Thompson i sar., 2010.). Rauch 1 sar., Suppiah i sar., Tanaka i
sar., izdvajaju rs8099917 kao najjaci prediktor ishoda na primenjenu kombinovanu
teapiju, dok Thomasisar., Geisar. i Thompson i sar. akcenat stavljajunars12979860
koji je po njihovim istrazivanjima najbolji i nezavisni prediktor SVR. Smatra se da
se medu pripadnicima bele rase sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1 koji imaju
inicijalni nivo viremije <600.000 IU/ml i nizi stadijum fibroze (METAVIR FO0-F2),
SVR krec¢e izmedu 52% i 86% u zavisnosti od /L28B genotipa (Thompson i sar.,
2010.). rs12980275 nije toliko ispitivan koliko prethodna dva, ali prema podacima
iz literature autori se slazu da ovaj SNP ima vaznu ulogu u prognozi terapijskog
ishoda (Bochud i sar., 2012., Lagging i sar., 2011., Tanaka i sar., 2009.).

Razumevanje odnosa polimorfizama i SVR moze imati bitne klinicke implikacije
pre svega u terapijskom smislu — duzina trajanja terapije, dvojna vs. trojna terapija i

prognoza bolesti. Tacan mehanizam kojim polimorfizmi uti¢u na tok i ishod terapije
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PEG-IFN/RBYV jos uvek nije do kraja istrazen i nije dovoljno jasan. Takode nije
dovoljno poznato da li svaki od pojedinacnih polimorfizama uti¢e na ishod terapije
ili je ishod terapije odreden samo nekim od njih. Zbog toga je ovo istrazivanje
upravo i imalo za cilj da ispita ulogu pojedinacnih polimorfizama /L28B i njihovih

kombinacija na ishod standardne, dvojne terapije.

5.1 Znacaj, distribucija i prevalenca IL28B
genotipova u predikciji SVR

Najces¢i put transmisije virusa medu ispitanicima koji su obuhvaceni ovim
istrazivanjem bila je intravenska primena psihoaktivnih supstanci (35.3%), a
medu njima je najviSe bilo osoba mladih od 40 godina (85.4%). 19.1% ispitanika
inficiran je transfuzijom kontaminirane krvi. S obzirom da je 80-tih godina proslog
veka transfuzija krvi bila Cest put transmisije virusa ocekivano je da najveci broj
inficiranith ovim putem bude stariji od 40 godina (73.1%). Uprkos dobro uzetoj
anamnezi, u ¢ak 44.9% pacijenata, put infekcije nije moga biti utvrden.

U ovom istrazivanju SVR je postiglo 58.8% S§to je u saglasnosti sa rezultatom
koji su objavili Deli¢ i sar. 2012., (60.7%), ali razli¢ito u odnosu na rezultate drugih
autora — oko 40% (Manns i sar., 2001., Fried 1 sar., 2002., Hadziayannis i sar., 2004.,
McHutchison 1 sar., 2004., Marcellin 1 sar., 2012.). Ovako dobar ishod terapije bi
se mogao objasniti ¢injenicom da se radi o prethodno neleCenim pacijentima koji
su pokazali visok stepen kooperativnosti 1 motivisanosti za lecenje. Ukljucivanju
terapije prethodili su razgovori sa pacijentima i njihovim porodicama tokom
kojih su im predoceni svi rizici koje nosi neleCena hronicna C virusna infekcija,
ali 1 moguci nezeljeni efekti primenjenih lekova uz poseban osvrt na moguénost
izleGenja kao i mogu¢ neuspeh terapije. Ceste kontrole pacijenata bile su vazan
aspekt leCenja, naroCito u prvih 12 nedelja, s obzirom da je rani virusoloski odgovor,
tj. rana supresija replikacije virusa snazan prediktor odgovora na primenjenu
terapiju. Dobra adherentnost u ranoj fazi le¢enja moze biti od presudnog znacaja za
ukupnu adherentnost tokom ¢itavog perioda leCenja (Ferenci i sar., 2005.). Prema
podacima iz literature moze se videti da pojedini autori smatraju komplijansu
jednim od najvaznijih faktora povezanih sa SVR (Beinhardt i sar., 2012., Arora i
sar., 2011.). Na adherencu, odnosno komplijansu pacijenata primenjeno je pravilo
,30/80/80° — moze se rec¢i da pacijent ima dobru komplijansu ako je primo vise od
80% planirane doze PEG-RBV 1 viSe od 80% planirane doze RBV, a da je duZina
lecenja trajala barem 80% od planirane duzine trajanja terapije. Ukoliko se primeni
pravilo ,,80/80/80* SVR 1iznosi 63% vs. 52% ukoliko je aherenca manja od 80%
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(McHutchinson 1 sar., 2002.). U odnosu na biohemijske parametre, pre svega na
krvnu sliku — broj leukocita, trombocita i prisustvo anemije, doze lekova su po
potrebi korigovane, ali svi pacijenti koji su obuhvaceni istrazivanjem primili su vise
od 60% predvidene doze ribavirina, jer shodno rezultatima drugih autora SVR se
ne menja znacajno ukoliko je kumulativna doza RBV veca od 60% (Reddy i sar.,
2005).

Analizom podataka iz literaure drugih autora, moze se re¢i da je uspeSnost
kombinovane terapije statisticki znacajno razli¢ita medu etni€¢kim grupama
(Jacobson i sar., 2007., Yu i sar., 2008., Rodriguez-Torres 1 sar., 2009.). Najbolji
odgovor je u zemljama Azije gde je SVR preko 60% (Huang i sar., 2013.), a potom
medu pripadnicima bele rase, 46% 1 medu Latinoamerikancima, 41%. Najnizi SVR
se belezi medu crnom rasom, svega 19% (Thompson i sar., 2010.). Razli¢it odgovor
na primenjenu terapiju u svetu, pracen je i razliitom distribucijom i prevalencom
IL28B genotipova koji se smatraju vaznim inicijalnim prediktorima SVR kod
pacijenata sa genotipom 1 HCV (Ge i sar., 2009., Rauch i sar., 2010.).

Polimorfizam rs12979860 se nalazi 3 kbp uzvodno od /L28B gena i smatra se
nezavisnim prognostickim faktorom postizanja SVR kod pacijenata sa hroni¢nim
C hepatitisom genotip 1 (Ge 1 sar., 2009., Balagopal i sar., 2010.). U istrazivanju
koje su sproveli Ge i sar., analizirano je 1137 pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom
genotip 1. U ispitivanoj grupi obolelih SVR je postiglo 77% pripadnika bele
rase 1 53% ispitanika crne rase koji su CCrs12979860 (Ge 1 sar., 2009.). U radu
Thompsona i sar. SVR medu belom rasom koji su CCrs12979860 iznosio je 69%,
medu Latinoamerikancima 56% 1 48% medu crnom rasom.

Kombinovana terapija se pokazala manje uspeSnom kod pacijenata koji
su CTrs12979860 1 TTrs12979860 - 33% i 27% medu pripadnicima bele rase,
odnosno 15% i 13% medu pripadnicima crne rase (Thompson i sar., 2010.).
Znacajno je navesti rezultate meta - analize (Wu i sar., 2012.) kojom je analizirano
26 istrazivanja u kojima su ispitivani /L28B polimorfizmi i SVR kod pacijenata sa
hroni¢nim C hepatitisom genotip 1, razli¢ite rasne pripadnost. Prema rezultatima
ove meta — analize, pored ferkvence C alela na poziciji rs12979860 i T alela na
poziciji rs8099917 i rasna pripadnost sama po sebi utice na ishod terapije.

Ako se pogleda distribucija i prevalenca CCrs12979860 u svetu, moze se videti
da je najveca u zemljama Azije, ¢ak 97.9%, u Africi je najniza i iznosi oko 23.1%,
dok je medu belom rasom prevalenca CCrs12979860 39% (Thomas i sar., 2010.,
Montes-Cano 1 sar., 2010., Ge i sar.,, 2009.). U ovom istrazivanju prevalenca

CCrs12979860 je 23.5% 1 niza je nego §to je oCekivano za belu rasu, ali slicna
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prevalenci koju su publikovali autori iz zemalja iz regiona, Italije (Lagging i sar.
2011.) — 26% 1 Rumunije (Sporea i sar., 2011.) - 24.3%. Analizom distribucije
1 prevalence genotipova rs12979860 medu ispitanicima koji su obuhvaéeni ovim
istrazivanjem vidi se da dominira heterozigot CTrs12979860 — 59.6%, dok je
najniza prevalenca homozigota TTrs12979860 — 16.9% Sto je u saglasnosti sa ranije
objavljenim rezultatima koji se odnose na prevalencu i distrubuciju genotipova medu
pripadnicima bele rase (Ge i sar., 2009., Lagging i sar., 2011., Halfon i sar., 2011.).
Medu pacijentima ove studije prevalenca CCrs12979860 je znacajno veéa u grupi
pacijenata koja je odgovorila na primenjenu terapiju u odnosu na grupu koja nije
postigla SVR (33.7% vs. 10.7%, p=0.002) Sto je u saglasnosti sa ranije prikazanim
rezultatima o povoljnom uticaju CCrs12979860 na ishod dvojne terapije (Ge i sar.,
2009., Balagopal i sar., 2010.).

Shodnonavedenoj distribuciji genotipova, ukupna frekvenca C alelapolimorfizma
rs12979860 je 54.1% 1 T alela 39.8% Sto je vrlo sli¢no rezultatima koji su objavili
autori iz Spanije (Montes-Cano i sar., 2010.), &iji su ispitanici takode bili pripadnici
bele rase iz juzne Evrope.

S obzirom da je u istrazivanja drugih autora uoc¢ena povezanost CCrs12979860 i
spontanog klirensa hepatitis C virusa iz organizma (Thomas i sar., 2009., Par i sar.,
2013.) relativno niska prevalenca CCrs12979860 medu ispitanicima ove studije se
upravo moze i objasniti verovatnom spontanom eliminacijom virusa iz organizma.
Prevalenca CCrs12979860 bi mozda bila veéa da je ispitivanje obuhvatilo i zdravu
populaciju. Ge i sar. su utvrdili da je frekvenca C alela ve¢a u opstoj populaciji
nego u populaciji obolelih, $to C alelu daje jednu vrstu protektivne uloge u odnosu
na hroni¢nu C infekciju. I zaista ako se pogleda distribuciju C i T alela na poziciji
rs12979860 u svetu, moze se zapaziti dominacija C alela u Aziji, odnosno T alela
u Africi §to je u saglasnosti sa procentom stabilnog virusoloskog odgovora u ovim
delovima sveta (Ge i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009.).

Analizom distribucije 1 prevalence genotipova rs8099917 u ovom istrazivanju
moze se videti da je najzastupljeniji genotip TT i1 njegova prevalenca iznosi 63.2%,
dok najnizu prevalencu ima genotip GG — 8.1%. Dobijeni rezultati su sli¢ni
rezultatima iz literature drugih autora (Ge i sar., 2009., Riva i sar., 2012., Tanaka i
sar., 2009.).

Ako se pogleda frekvenca pojedinacnih alela u prethodnim istrazivanjima, moze
se videti sa je frekveca G alela na poziciji rs8099917 najniza medu pacijentima kod
kojh je zabelezen spontani klirens virusa iz organizma (24%), dok je kod pacijenata

sa hroni¢nom infekcijom koji su odgovorili na terapiju frekvenca G alela nesto
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visa 1 iznosi 32%. Najvisa je u grupi ne-respondera, 58%. (Rauch i sar., 2010.).
Medu bolesnicima ovog istrazivanja frekvenca G alela je sli¢na ranije objavljenim
rezultatima — visa je u grupi ne-respondera (54.6%) u poredenju sa grupom bolesnika
koja je odgovorila na primenjenu terapiju (42.4%). Smatra se da je prisustvo G
alela povezano sa smanjenom ekspresijom IFN-A koji ima vaznu ulogu u supresiji
virusne replikacije kroz JAK-STAT signalne puteve i hepatocitima ¢ime se moze
objasniti izostanak odgovora na terapiju kao i prelazak u hronicitet (Tanaka i sar.,
2009., Suppiah i sar., 2009.).

Dosadasnji rezultati o distribuciji genotipova rs12980275 nisu jedinstveni.
Po nekim autorima (Tanaka i sar., 2009., Fattovich i sar. 2011.) najzastupljeniji
je AArs12980275 dok su drugi pokazali najvecu zastupljenost heterozigota
AGrs12980275 (Lagging i sar., 2011., Bochud i sar. 2011.). Medu ispitanicima koji
su analizirani u ovom radu najveca je prevalenca heterozigota AGrs12980275 —
51.8%.

U ovom radu najceséi haplotip je bio C/A/T (22.49%). U istrazivanju koje su
sproveli Bochud i sar. u kojem su istovremeno analizirana ova tri polimorfizma,
navecu frekvrencu je takode imao haplotip C/A/T (36%), (Bochud i sar., 2012.).

Smatra se da istovremeno nasledivanje pojedina¢nih polimorfizama (eng. linkage
diseqilibrium — LD) zavisi od etnicke i rasne pripadnosti. Izgleda da je najjaci LD
u zemljama Azije i to izmedu rs12979860 i rs12980275 (Ge i sar., 2009.), odnosno
izmedu rs12980275 i rs8099917 (Suppiah i sar., 2009.). Medu belom rasom LD
izmedurs129798601rs12980275,rs129802751rs8099917, 15129798601 1rs8099917
je umeren (Ge i sar., 2009., Moghaddam i sar., 2011., Lagging i sar. 2011.). U ovom
istrazivanju LD izmedu svih analiziranih polimorfizama je slab.

Ako se pogledaju do sada objavljena istrazivanja, moze se videti da istovremeno
nasledivanje dva ,loSa* alela kod osoba sa jakim LD, na primer rs12979860T i
r$s8099917G, dovodi do znacajno vise ekspresija ISG §to smanjuje verovatnocu za
spontanim klirensom virusa iz organizma kao i uspeh terapijskog odgovora (Honda
isar., 2010., Urbanisar., 2010., Ahlenstiel i sar., 2010.). S druge strane, istovremeno
nasledivanje dva ,,dobra* alela rs12979860C i rs8099917T moze da objasni bolju
eliminaciju HCV iz organizma, redi prelazak u hronicitet i bolji odgovor na terapiju
(Thomas i sar., 2010., Montes-Cano sar., 2010.).

Prema podacima iz literature drugih autora, supresija replikacije HCV kod
pacijenata sa CCrs12979860 lecenih PEG-IFN/RBV je znacajno efikasnija u
poredenju sa supresijom replikacije virusa kod CT i TTrs12979860 Sto korelira
sa visim procentom SVR (Thompson i sar., 2010., Lindh i sar., 2011., Stattemayer
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i sar., 2011.). Medu pacijentima koji su ispitivani u ovom istrazivanju, bolesnici
sa CCrs12979860 su imali visok procenat SVR - 81.8% dok je kod pacijenata sa
TTrs12979860 procenat SVR iznosio 26.1%. Dobijeni rezultati su sli¢ni podacima
iz literature drugih autora — 61.7% vs. 21% (McCarthy i sar., 2010.), 69% vs. 27%
(Thomson i sar., 2010.), 80% vs. 40% (Balagopal i sar., 2010.), i 82% vs. 33% u
istrazivanju koji su objavili Ge i sar. 2009. godine. Moze se re¢i da ovako visok
procenat SVR bolesnika sa CCrs12979860 jasno izdvaja ovaj polimorfizam kao
dobar prediktor ishoda terapije. Analizom frekvence C alela se vidi da je visa medu
responderima u poredenju sa ne-responderima (63.2% vs. 39.8%).

U istrazivanju koji su objavili Bochud i sar. 2011., zastupljenost TTrs12979860
je vec¢a u grupi ne-respondera nego u grupi respondera, 48% vs. 66%, zbog Cega se
TTrs12979860 moze smatrati dobrom prognostickim faktorom izostanka odgovora
na primenjenu terapiju. Medu ispitanicima ove studije prevalenca TTrs12979860 je
takode bila visa u grupi ne-respondera u poredenju sa responderima — (30.4 % vs.
7.5%, p=0.000)

Analizom distribucije IL28B genotipova rs8099917 medu ispitanicima ovog
rada, moze se videti da je prevalenca TTrs8099917 viSa u grupi bolesnika koji su
odgovorili na terapiju nego u grupi ne-respondera, 70% vs. 53.6% (p=0.05), ali
se ta razlika nalazi na granici statisticke znacajnosti. Kod pacijenta koji su imali
TTrs8099917 procenat SVR je bio 2 puta veci u poredenju sa onima koji su imali
GGrs8099917 (65.1% vs. 27.3%). Medutim, prevalenca GGrs8099917 je bila
znacajno visa u grupi onih koji nisu odgovorili na terapiju u odnosu na one koji
su postigli SVR (14.3% vs. 3.8%, p=0.03) zbog Cega se moze smatrati dobrim
prediktorom neuspeha terapije $to je pokazano i u literaturi drugih autora (Tanaka
i sar., 2009, Rauch i sar., 2010, Riva i sar., 2012, Smith i sar., 2011.). Analizom
njihovih rezultata se vidi da je frekvenca G alela na poziciji rs8099917 znacajno
viSa u grupi ne-respondera u poredenju sa grupom respondera (75.5% vs. 9.4%)
zbog Cega se oznacava kao risk alel (Tanaka i sar., 2009.).

U dosadasnjim ispitivanjima genotip AArs12980275 se pokazao kao ,,povoljan*
genotip, tj. kao dobar prognosticki faktor odgovora na standardnu terapiju (Tanaka
isar., 2009., Bochud i sar., 2011.). Prevalenca A alela na poziciji rs12980275 medu
pacijentima koji nisu odgovorili na terapiju izosila je 12%, dok je bila znacajno
viSa u grupi koja je postigla SVR — 74.3% (Tanaka i sar., 2009.).

Rezultati ovog rada ne odstupaju od ranije objavljenih rezultata za SNP
rs12980275. Procenat AArs12980275 u grupi respondera bila je znacajno visa u
poredenju sa grupom ne-responderima (30.0% vs. 14.3%, p=0.03).
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Prema dosada$njim istrazivanjima se vidi da postoji niza ekspresija ISG kod
pacijenata sa ,,povoljnim* genotipom uz pozitivnu korelaciju sa SVR i vice versa
(Abe i sar., 2010., Sarasin-Filipowicz i sar., 2008.).

Sumirajuéi rezultate koji se odnose na prevalencu i distribuciju IL28B
genotipova ispitivanih polimorfizama i njihov odnos prema SVR moze se reci da su
medu bolesnicima sa hroni¢énim C hepatitisom genotip 1, u nasoj zemlji, najcesci
heterozigoti CTrs12979860 i AGrs12980275 kao i homozigot TTrs8099917.
Prisustvo CCrs12979860 i AArs12980275 je povezano sa dobrim odgovorom
na kombinovanu terapiju, tj. njihovo prisustvo korelira sa visokim procentom
SVR (81.8% vs. 75.0%) zbog Cega su oni okarakterisani kao povoljni genotipovi.
Povoljan genotip je i TTrs8099917, s tim Sto je njegova statitistiCka znacajnost
niza u poredenju sa CCrs12979860 1 AArs12980275. Nepovoljni genotipovi su
TTrs12979860 i GGrs8099917.

Prema rezultatima ovog istrazivanja moze se re¢i da pacijenti sa hroni¢nim C
hepatitisom genotip 1 koji se le¢e kombinovanom, dvojnom terapijom, sa povoljnim
IL28B genotipom, imaju visoku verovatnocu da postignu SVR, dok prisustvo
nepovoljnih /L28B genotipova znacajno smanjuje verovatnocu izlecenja.

Kao i ranije objavljeni rezultati drugih autora (Jacobson i sar., 2011., Poordad
i sar., 2011.) i rezultati ovog istrazivanja se slazu da pacijente sa povoljnim
genotipom treba leciti kombinovanom terapijom PEG-IFN/RBV. Medutim, ako
bi se kod pacijenata koji su CCrs12979860 primenila trojna terapija, uzimajuéi u
obzir principe odgovorom vodene terapije, kod pacijenata koji postanu HCV RNK
negativni nakon 1-2 nedelje od pocetka terapije, ukupnu duzinu lecenja bi bilo
moguce skratiti na 12 nedelja, a da se pri tome SVR ne smanji znacajno (Shiffman
isar., 2012.).

Kod pacijenata sa nepovoljnim /L28B genotipom treba razmotriti terapijsku
opciju zasnovanu na primeni inhibitora proteaze ili inhibitora polimeraze uz
PEG-IFN/RBV. (Jacobson i sar., 2011., Poordad i sar., 2011.). Trojnom terapijom
sa boceprevirom ili telaprevirom kod prethodno nelecenih bolesnika koji su
CTrs12979860 ili TTrs12979860 uspeh terapije se moze udvostruciti i procenat
SVR se povecati na 70% (Thompson i sar., 2012.). Dodavanjem boceprevira
bolesnicima bele rase koji su CCrs12979860 SVR je iznosio 80%, a kod onih
koji su CTrs12979860 i TTrs12979860 71% odnosno 59% (Poordad i sar., 2011.).
Analizom rezultata primene telaprevira u kombinaciji sa PEG-IFN/RBV moze se
videti da je terapijski odgovor bio bolji, tj. procenat SVR se povecao na 90% kod

pacijenata sa povoljnim CC genotipom, odnosno na 71% i 73% kod pacijenata
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sa CT i TT genotipovima (Jacobson i sar., 2011.). Odgovorom vodena terapija uz
primenu P11 PEG-IFN/RBV moze da poveca procenat SVR u poredenju sa dvojnom
terapijom - 68% vs. 40% u grupi prethodno nelecenih pacijenta nezavisno od /L28B
genotipa (Poordad i sar., 2011.).

Odredivanjem /L28B statusa moze se pretpostaviti verovatnoc¢aishoda primenjene
terapije, ali dosadasnja ispitivanja ne preporucuju jasno da li pacijente sa povoljnim
genotipom treba leciti standardnom terapijom ili pak u terapiju ukljuciti i neki od

inhibitora proteaze ¢ime bi se mogla skratiti duzina le¢enja (Ghanny i sar., 2011.).

5.2 Znacaj IL28B profila u predikciji SVR

S obzirom da je ukupna prevalenca povoljnih genotipova CCrs12979860 i
AA 1512980275 niska, a da se distribucija TTrs8099917 izmedu respondera i ne-
respondera nalazi na granici statisticke zna¢ajnosti tesko je reci koji je od navedenih
polimorfizama nabolji prediktor SVR. Zbog toga je napravljena kombinaciju
genotipova ispitivanih polimorfizama, tj. IL28B profili koji su korelirani sa
SVR. U univarijantnoj logistickoj analizi kao bolji prediktor SVR u poredenju
sa pojedinacnim polimorfizmima su se najpre izvojila 4 IL28B profila koja u
sebi sadrze AArs12980275 u kombinaciji sa makar jednim C alelom na poziciji
rs12979860 1 makar jednim T alelom na poziciji 18099917 odnosno potpuno
odsustvo nepovoljnih genotipova TTrs12979860 1 GGrs8099917. Analizom i
drugih kombinacija genotipova ispitivanih polimorfizama kao najbolji prediktori
SVR su se pokazali IL28B profili koji u sebi sadrZze makar jedan povoljan genotip
ispitivanih polimorfizama - rs8099917TT ili rs12979860CC ili rs129875AA.
Takvih kombinacija bilo je 16.

Shodno rezultatima drugih autora (Clak 1 sar., 2011., MacCarthy i sar., 2010.)
pacijenti koji su nosioci CCrs12979860 imaju vecu Sansu da postignu virusoloski
odgovor (oko 80%) 1 samim tim te pacijente treba ohrabriti 1 motivisati kako bi
istrajali u terapiji. S druge strane, oni su potencijalni kandidati za krace trajanje
terapije ¢ime bi se izbegla pojava eventualnih neZeljenih efekata lekova i cena
lecenja bi bila manja. Medutim, gledaju¢i rezultate ovog istraZivanja, uspeh
terapije nije ogranicen samo na pacijente koji su nosioci CCrs12979860 ve¢ se
odnosi 1 na one koji imaju bilo koji povoljan genotip na jednom od ova tri ispitivana
polimorfizma. S druge strane, kod pacijenata koji su nosioci nepovoljnih genotipova
TTrs12979860 1 GGrs8099917, treba razmotriti druge terapijske opcije, odnosno
uvodenje trojne terapije sa nekim od inhibitora proteaze, s obzirom da je verovatnoca

da ¢e standardnom, dvojnom terapijom posti¢i SVR niska i manja je od 40%.
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Sli¢no ranijim rezultatima (Halfon i sar., 2011., Riva i sar., 2012., Thomas i
sar., 2009., Ge 1 sar., 2009., Suppiah i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009.) analizom
pojedinacnih polimorfizama, najvec¢u PPV imaju CCrs12979860 i AArs12980275,
81.8 vs. 75%. Pozitivna prediktivna vrednost CCrs12979860 u ovom istrazivanju
viSa je u poredenju sa rezultatima Lagginga i sar. (81.8% vs. 66%), verovatno
zbog nize frekvence CC genotipa u ovoj grupi pacijenata, ali niza u poredenju sa
rezultatima Riva 1 sar. kod kojih je PPV CCrs12979860 cak 95%. Ovako visok
PPV (95%) u njihovom istrazivanju moze se objasniti ¢injenicom da su ispitivani i
pacijenti sa genotipm 4 HCV. Ako se uporedi sa rezultatom drugih autora pozitivna
prediktivna vrednost TTrs8099917 medu ispitivanim bolesnicima je nesto niza
(Rivaisar., 2012.), 65.1% vs. 74%.

U istrazivanju koje su sproveli Halfon i sar., 2010., PPV CCrs12979860 iznosila
je 72%, 1 63% za TTrs8099917. Kombinujuéi ova dva genotipa PPV za SVR se
nije znacajno promenila, odnosno iznosila je 70%. Do sli¢nih rezultata se doslo 1
u ovom istrazivanju - kombinovanjem dva ili viSe povoljna genotipa, PPV se nije
znacajno povecala. U rezultatima koje su objavili Fattovich i sar., 2012. godine,
kombinovanje starosne dobi i AArs129875 nije bitno uticalo na PPV. Slican rezultat
je dobijen i u ovom istrazivanju.

IL28B profili, tj. kombinacije genotipova: non-rs8099917GG i rs12980275AA i
non-rs12979860TT irs8099917TT ili rs12979860CC ili rs129875AA pokazuju
visoku PPV, 80% vs 67.3%. lako su se profili rs8099917TT ili rs12979860CC
ili rs129875AA pokazali kao najjaci prediktori stabilnog virusoloskog odgovora
u multivarijantnoj logistickoj analizi, njihova PPV je niza u poredenji sa PPV
profila non-rs8099917GG i rs12980275AA i non-rs12979860TT. To nije
iznenadujuce s obzirom da postoje samo 4 kombinacije profila non-rs8099917GG i
rs12980275AA inon-rs12979860TT, dok je broj kombinacija profilars8099917TT
ili rs12979860CC ili rs129875AA 16. Shodno tome je i broj pacijenata sa
rs8099917TT ili rs12979860CC ili rs129875AA profilima veéi, a PPV je jaca ako
je broj ispitanika manji.

U ranijim istrazivanjima SNP rs8099917 je oznacen kao najjaci prediktor
neuspeha terapije (Tanaka i sar., 2009., Rauch i sar., 2010., Riva i sar., 2012., Smith
isar., 2011.). To je potvrdeno i rezultatima ovog istrazivanja - NPV GG rs8099917
1€ 96.2% 1 TT rs12979860 92.5% Sto je slicno rezultatima drugih autora.

Prema Halfonu i sar. 2011., odredivanje pojedinacnog IL28B genotipa SNP
r$8099917 ili rs12979860 je dovoljno za predikciju neuspeha terapije hronicnog C
hepatitisa genotip 1. Zbog toga Sto SNP rs8099917 ima vecu prevalencu u odnosu
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na SNP rs12979860 medu pripadnicima bele rase, po Halfonu i sar. dovoljno je
odredti samo SNPrs12979860 s obzirom da ima bolju prediktivnu vrednost stabilnog
virusoloskog odgovora u odnosu na SNP rs8099917.

Analizom pojedinacnih polimorfizama i njihovih kombinacija, moze se zakljuciti
da su se IL28B profili rs8099917TT ili rs12979860CC ili rs129875AA pokazali
kao najjaci prediktori SVR, dok su se pojedinacni polimorfizmi GGrs8099917 i
TTrs12979860 izdvojili kao nabolji prediktori neuspeha kombinovane terapije.

5.3 Znacaj demografskih, biohemijskih,
virusoloSkih i patohistoloSkih parametara u
predikciji SVR

U ovom istrazivanju ispitivan je uticaj demografskih, biohemijskih, virusoloski
1 patohistoloskih faktora na predikciju SVR. Dobijeni rezultati pokazuju da je
efekat kombinovane terapije bolji kod pacijenata mlade zivotne dobi, tj. kod osoba
mladih od 40 godina (SVR: 66.7% vs. 51.4%), ali nije dokazano da je ta razlika
statisticki znacajna (p=0.08), dok je po rezultatima koje su objavili Deli€ i sar.,
2012. znacajnost daleko vec¢a (SVR: 84.3% vs 59.1%, p<0.0005). Odstupanje koje
postoji izmedu ovog istrazivanju i istrazivanju koje su sproveli Deli¢ i sar. posledica
je mlade starosne strukture ispitanika koji su obuhvaceni njihovim istrazivanjem.
Medutim, ono §to je nesumnjivo, u ovom radu je prisutna statisticki znacajna razlika
(p=0.004) u starosnoj strukturi respondera i ne-respondera. Prema literaturi drugih
autora starosna dob bolesnika se i smatra jednim od prediktora SVR (Ge i sar.,
2009., Suppiah i sar., 2009., Tanaka i sar., 2009.).

Od mnogih faktora koji mogu imati uticaj na ishod terapije razmatran je i uticaj
bazalne viremije (viral load). Pocetno definisanje i diferencijacija izmedu visoke
i niske viremije je dovelo do preporuke da pocetni prag za visoku viremiju bude
800.000 IU/ml (Pawlotsky i sar., 2000.). Medutim, najnovije preporuke za grani¢nu
vrednost viremije u predikciji SVR je nivo viremije od 400.000 IU/ml (European
Association for the Study of the Liver, 2011.).

Smatra se da najveci broj obolelih sa hroni¢nim C hepatitisom ima nivo viremije
izmedu 5x104 i 5x106 IU/ml (Terrault i sar., 2005.). Tokom trajanja bolesti stepen
virusne replikacije je uglavnom stabilan (Nguzen i sar., 1996.). Serumski nivo
HCV RNK najverovatnije ne uti¢e na tezinu bolesti i ne korelira sa nastankom
komplikacija bolesti. Medutim, kod pacijenata kod kojih je bolest uznapredovala,
tj. kod onih sa terminalnom fazom bolesti jetre, nivo HCV RNK je znacajno nizi u

poredenju sa pacijentima kod kojih se ciroza jetre nije razvila. Zasto je to tako jo$
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uvek nije dovoljno jasno, ali jedno od mogucih objaSnjenja je postojanje manjeg
broja hepatocita kod bolesnika sa terminalnom fazom bolesti jetre §to za posledicu
ima i smanjenu produkciju virusa (Duvoux i sar., 1999.).

Najvazniji klini¢ki znacaj bazalnog nivoa viremije je njegova prediktivna
vrednost na ishod terapije. lako su istrazivanja pokazala da je inicijani nivo HCV
RNK nezavisni prediktor SVR kod pacijenata koji se leCe kombinovanom terapijom
PEG-IFN/RBV (McHutchinson i sar., 1998., Poynard i sar., 1998., Manns i sr.,
2001., Fried i sar., 2002., Hadziyannis i sr., 2004.), njegova prediktivna vrednost
na SVR u poredenju sa genotipom virusa i /L28B genotipovima je znacajno slabija
(McHutchinson i sar., 1998., Poynard i sar., 1998., Manns i sr., 2001., Fried i sar.,
2002., Hadziyannis i st., 2004., Ge i sar., 2009., Thompson i sar., 2010.).

Kod ispitanika koji su obuhvacéeni ovim ustrazivanjem visi procenat SVR je
postignut medu bolesnicima koji su imali bazalni nivo viremije <400.000 IU/ml u
poredenju sa onima koji su inicijano imali visi stepen virusne replikacije - >400.000
[U/ml (66.7% vs. 55.7%), ali nije dokazana statisticka znacajnost.

Rezultati ovog istrazivanja nesumnjivo govore da je uspeh kombinovane
terapije bolji ako je stepen nekroinflamatorne aktivnosti nizi (65.7% vs. 22.7%,
p=0.000), a stadijum fibroze jetre manji (67.0% vs. 42.2%, p=0.005). Ovi rezultati
ukazuju daje rano otkrivanje hronicne HCV infekcije i pravovremeno postavljanje
egzaktne dijagnoze uz blagovremeno zapocinjanje terapije od neprocenljive
vaznosti za izleCenje. Svetska i nasa iskustva ukazuju da je terapijski odgovor na
dvojnu terapiju daleko bolji kod bolesnika sa po¢etnom nego odmaklom boles¢u
jetre, odnosno ako se leenje zapo¢ne u ranoj fazi bolesti, kada jo$ uvek nisu
nastupile znacajne patohistoloske promene u jetri (Tan i sar., 2002., Deli¢ i sar.,
2012.).

Dakle, analizom demografskih, biohemijskih, virusoloskih i patohistoloskih
parametara u predikciji SVR, moze se re¢i da su mlade Zivotno doba i nizi stepen
bazalne viremije, a narocCito laksi stepen oStecenja jetre (nizi METAVIR skor)
povoljni prognosticki pokazatelji odgovora na terapiju.

Ako se pogledaju rezultati drugih autora moze se videti da su kod pripadnika
bele rase najjaci i nezavisni inicijalni prediktori (pre zapo€injanja terapije) SVR
IL28B genotipovi (CCrs12979860). Nizi stepen bazalne viremije i nizi stadijum
fibroze jetre i dalje su vazni prognosticki faktori odgovora na terapiju, ali slabiji u
poredenju sa IL28B genotipovima (Ge i sar., 2009.).

Rezultati ovog istrazivanja su sli¢ni do sada objavljenim rezultatima, s tim $to

su ovim istrazivanjem analizirani i /L28B profili - kombinacija profila koja sadrzi
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makar jedan povoljan genotip ispitivanih polimorfizama ima najjacu prediktivnu
vrednost 1 oni su nezavisni prediktori odgovora na terapiju. U multivarijantnom
modelu nizi stepen nekroinflamatorne aktivnosti i mlade zivotno doba ostaju vazni
u predikciji SVR kod pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1, ali je njihova
prediktivna vrednost slabija u poredenji sa /L28B profilima.

5.4 Korelacija biohemijskih, patohistoloSkih
i virusoloSkih faktora sa ispitivanim
polimorfizmima

Do sada objavljeni rezultati o uticaju /L28B polimorfizama na tok hroni¢nog C
hepatitisa - stadijum fibroze jetre i nekroinflamatornu aktivnost su kontroverzni.

Serumska aktivnost AST bila je u negativnoj korelaciji sa prisustvom
TTrs8099917 — niza serumska aktivnost AST je bila povezana sa postojanjem
povoljnog TTrs8099917 genotipa.

Povezanost nize serumske aktivnosti AST 1 TTrs8099917 genotipa je oCekivana,
jer su oba parametra povoljni prediktori ishoda dvojne terapije. Slicno ovim
rezultatima (Agundez i sar., 2012.) i rezultati drugih autora su pokazali da postoji
niza serumske aktivnosti y-GT kod pacijenata sa CCrs12979860 u poredenju sa
onima koji su CT ili TTrs12979860, dok je u drugom istrazivanju nadena povezanost
izmedu nize serumske aktivnosti y-GT 1 TTrs8099917 (Abe i sar., 2011.).

Serumska aktivnost transaminaza predstavlja marker nekroinflamatorne
aktivnosti jetre (Agundezisar., 2012.) §to je potvrdeno rezultatima ovog istrazivanja
- visa serumska aktivnost AST prisutna je kod pacijenata sa veéim stepenom
nekroinflamatorne aktivosti jetre (p=0.26, p=0.003, p<0.05), odnosno serumska
aktivnost AST je u pozitivnoj korelaciji sa METAVIR skorom.

U ranijim istrazivanja se moze videti da postoji znacajna povezanost izmedu
TTrs8099917 i patohistoloskih parametara — histoloske aktivnosti i fibroze jetre
(Abe i sar. 2011., Thompson i sar., 2010., Ciesla i sar., 2012.). Medutim, postoje
autori Cija ispitivanja govore suprotno, tj. autori koji nisu nasli povezanost izmedu
polimorfizama i tezine patohistoloskih promena u jetri (Agundez i sar., 2012.). U
ovom radu povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama i patohistoloske aktivnosti
nije utvrdena. Odsustvo povezanosti polimorfizama i histoloske aktivnosti medu
ispitivanim pacijentima kao i u radu Agundeza i sar. moze biti posledica ¢injenice
da su u oba istrazivanja obuhvaceni samo pacijenti inficirani gentipom 1 virusa.
Naime, u ispitivanju koje su objavili Bochud i sar. 2012. — GGrs8099917 kao marker

loseg ishoda terapije je povezan sa nizim stepenom nekroze i inflamacije i blazim
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stadijumom fibroze, ali kod pacijenata inficiranih non-1 genotipom HCV.

Odnos izmedu /L28B genotipova i stadijuma fibroze u dosad objavljenim
radovima je kontroverzan. Prema rezultatima koje su objavili Abe i sar., 2011., tezi
stadijum fibroze po METAVIR skoring sistemu povezan je sa prisustvom povoljnog,
TTrs8099917 genotipa. Medutim, po drugim autorima (Di Marco i sar.,2012., Ciesla
isar., 2012.) tezi stadijum fibroze u korelaciji je sa nepovoljnim, CT i TTrs12979860
1 TG 1 GGrs8099917 genotipovima. Analizom rezultata iz literature drugih autora
(Falleti i sar. 2011.), teze oStecenje jetre je u korelaciji sa TTrs12979860. Medutim,
daljom analizom podataka iz literature moze se videti da drugi autori (Agundez i sar.,
2012., Thompson i sar., 2010.), nisu uocili znac¢ajnu povezanost izmedu stadijuma
fibroze 1 rs12979860. U rezultatima ovog istrazivanja postoji negativna povezanost
izmedu tezine fibroze jetre i prisustva nepovoljnog GGrs8099917 genotipa, premda
se ta povezanost nalazi na granici statisticke znacajanosti (p=-0.15, p=0.07). Laksi
stadijum fibroze jetre prisutan je kod pacijenata sa GGrs8099917.

Tac¢an mehanizam kojim /L28B genotipovi utici na progresiju fibroze kod obolelih
sa hroni¢nim C hepatitisom nije dovoljno jasan (Battaler i sar., 2003., Poynard i sar.,
1997., Alberti i sar., 1999., Perumalswami i sar., 2006.). Ako se uzme u obzir da se
u ovom istrazivanju, ali i istrazivanju drugih autora (Ciesla i sar., 2012.), korelacija
izmedu stadijuma fibroze i /L28B polimorfizama nalazi na granici statisticke
znacajnosti, ne moze se sa sigurnosc¢u tvrditi da su /L28B polimorfizmi isklju¢ivo
odgovorni za progresiju fibroze kod bolesnika sa hroni¢nim C hepatitisom.

Kao sto je 1 oCekivano, tezi stadijum fibroze jetre u pozitivnoj je korelaciji sa
duzinom trajanja infekcije. Naime, hroni¢na C virusna infekcija ima progresivni
tok koja uglavnom nakon 20 godina trajanja bolesti dovodi do razvija ciroze jetre
sa rizikom za razvoj HCC (Chen i sar., 2006.). U prisustvu kofaktora — kozumiranje
alkohola, HIV koinfekcija, d. mellitus, infekcija u starijem zivotnom dobru, brzina
progresije bolesti u cirozu jetre se znacajno ubrzava, a time i rizik za nastanak
njenih komplikacija (Hutchinson i sar., 2005., Benhamou i sar., 2001.).

Povezanost izmedu bazalnog nivoa viremije i polimorfizama je ispitivana u
ve¢em broju studija. U nekoliko istrazivanja nadena je povezanost izmedu C alela na
poziciji rs12979860 i viSeg nivoa bazalne viremije (Fried i sar., 2002., Hadziyannis
1 sar., 2004., Manns i sar. 2001.). Visi viral load je zabelezen kod pacijenata sa
povoljnim CC genotipom (McCarthy i sar., 2010. Lagging i sar., 2011. Ge i sar.,
2009., Rauch 1 sr., 2010.). U radu Lagginga i sar. uoCena je statisticki znacajna
razlika u nivou bazalne virusne replikacije izmedu CC1TTrs12979860, kao i izmedu
AA 1 GGrs12980275 i izmedu TT i GG rs8099917. lako zvuci paradoksalno, nizi
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viral load je prisutan kod pacijenata sa nepovoljnim genotipovima TTrs12979860,
GGrs12980275 1 GG rs8099917 (Lagging i sar. 2011.). Zasto je to tako, jo§ uvek
nije objasnjeno. Ima, naravno utora koji nisu uocili ovu korelaciju (Fattovich i sar.,
2012.).

Analizom rezultata ovog istrazivanja zabeleZen je nizi viral load kod bolesnika
sa GGrs8099917 (p=-0.23, p=0.007, p<0.05). Medutim, nije utvrdeno postojanje
povezanosti izmedu drugih ispitivanih polimorfizama i /L28B profila i bazalne
viremije. Mozda objasnjenje za ovu pojavu treba traziti u ranije objavljenim
istrazivanjima koja su pokazala da postoji korelacija izmedu bazalnog viral load-a
1 serumskog nivoa IFN-A3. Smatra se da visi stepen virusne replikacije uzrokuje
ushodnu regulaciju IFN-A3 (Rallon i sar., 2012.). Po nekim autorima (Langans
i sar., 2011.) bazalni nivo IFN-A3 je visi kod bolesnika sa CCrs12979860 nego
kod onih sa CT ili TT. Dalje, egzogena primena IFN-a takode dovodi do ushodne
regulacije IFN-A3 i verovatno je uslovljena /L28B polimorfizmima, tj. u prisustvu
povoljnih /L28B genotipova serumski nivo IFN-A3 ¢e biti visi. Dakle, kod pacijenata
sa viSom bazalnom viremijom prisutan je i visi bazalni nivo IFN-A3, a egzogena
primena IFN-a dovodi do daljeg povecanja serumskog nivoa IFN- A3. Nakon 4
nedelje primene PEG-IFN/RBYV nivo IFN- A3 se povec¢ava, posebno kod bolesnika
sa CCrs12979860. Medutim, nije ustanovljena povezanost izmedu nivoa IFN- A3
1 SVR sto se ne uklapa u model po kojem je ushodna regulacija IFN- A3 tokom
primene IFN-a veza izmedu /L28B genotipova i ishoda terapije (Rallon i sar.,
2012.).

———— O DO ——————
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Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora
pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, na osnovu dobijenih

rezultata moze se zakljuciti sledece:

7/

¢ medu analiziranim polimorfizmima najve¢u prevalencu ima homozigot
TT 63.2%, odnosno heterozigoti CT 58.8%1AG 55.0%;

rs8099917 1$12979860 rs12980275

prevalenca CC_ o o000 AA_1os007s 1 TT g00001, J€ VECA U grupi pacijenata koji

su odgovorili na primenjenu terapiju zbog ¢ega se mogu nazvati ,,povoljnim*

genotipovima, dok su prevalence GG g0, 1 TT 507055 VECE U grupi koja

nije postigla odgovor na terapiju — to su ,,nepovoljni* genotipovi;

. . .. . . )
¢ najjacu pozitivnu prediktivnu vrednost imaju CCMMQ%O 1 AArslzggom, dok

TT_ 1070860 1 GG, 5000017 IMaju Najjacu negativnu prediktivnu vrednost;

X/
L X4

najvecu statisticku znacajnost u predikciji SVR imaju:

° IL28B prOﬁli: TTrs8099917 ili AArle980275 ili CCrle979860
e uzrast pacijenta

e nekroinflamatorna aktivnost jetre
* Medusobno uporedivanje prognostic¢kih faktora pokazalo je da su:

e laksi stadijum fibroze 1 niza bazalna viremija u korelaciji sa
GG

rs8099917

e viSa serumska aktivnost AST 1 ve¢i stepen nekroinflamatorne
aktivnosti jetre povezani, dok je niza serumska aktivnost AST u

korelaciji sa TT 0,5

¢ na osnovu sprovedenog istrazivanja moze se reci da su se od analiziranih
parametara kao nezavisni prediktori stabilnog virusoloskog odgovora
pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom genotip 1 koji se lece po protokolu
PEG-IFN/RBYV tokom 48 nedelja izdvojili /L28B profili koji imaju makar
jedan ,,povoljan* genotip - TT ili AA ili CC

rs8099917 rs12980275 rs12979860°

X/
L X4

na osnovu svih dobijenih rezultata moze se re¢i da odredivanje /L28B
genotipova vise polimorfizama pojedinac¢nih nukleotida ima vaznu ulogu u
donosenju odluke o kona¢nom izboru terapije (dvojna vs. trojna terapija);
kod pacijenata sa makar jednim ,,povoljnim“ /L28B genotipom, moze se
oc¢ekivati dobar ishod standardne, dvojne terapije, dok kod bolesnika sa svim

»hepovoljnim* genotipovima, treba razmotriti uvodenje trojne terapije.

%
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SPISAK SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

AFP- alfa- feto protein

Ag — antigen

AGMA - antiglatkomiS$i¢na antitela

ALT — alanin-aminotransferaza

ALT - alanin-aminotrasferaza

AMA - antimitohondrijalna antitela

ANA - antinuklearna antitela

anti-LKM 1 - antitela na antigen jetre, bubrega i misica)
antiTPO - antimikrozomalna antitela

AST - aspartat-aminostransferaza

At - antitelo

BMI - body mass index

C protein — protein jezgra

CD4+ - povrsinski molekul sa ekspresijom na T limfocitima
CD8+ - povrSinski molekul sa ekspresijom na T limfocitima
cEVR — kompletan rani virusoloski odgovor

DRL — desni rebarni luk

EASL — Evropsko udruzenje za izu¢avanje bolesti jetre (eng. Europian
Association for the Study of the Liver, EASL)

ELISA — enzimoimuno test, enzimima posredovana reakcija za dokazivanje
antitela ili antigena (eng. Enzime linked imunosorbent assay)
EOT — kraj terapije (eng. end of treatment)

EVR - rani virusoloski odgovor

GGT — gama glutamil transferaza

GWAS — Studije ispitivanja celog genoma (eng. Genome Wide Association
Studies)

HAV — hepatitis A virus

HBsAg — hepatitisB s (povrsinski) antigen

HBYV — hepatitis B virus

HCC - hepatocelularni karcinom

HCV — hepeatitis C virus

HCV RNK - ribonukleinska kiselina hepatitis C virusa

HDYV - hepatitis D virus

HEV - hepatitis E virus

HGV - hepatitis G virus

HIV — virus humane imunodeficijencije

HLA — humani leukocitarni antigen

HWE - Hardy-Weinbeg ekvilibrijumu

IFN — interferon
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IFNoR — interferon alfa receptor

IFN-y — interferon gama

IFN-A — interferon lambda

IL — interleukin

IL28A — interleukin 28A

IL28B — interleukin 28B

IL29 — interleukin 29

IP-10 - interferon gama inducibilni protein — 10

IR - insulinska rezistencija

ISG — interferonom stimulisani geni

ISGF3- interferonom stimulisani genski faktor 3

ISRE- interferonom stimulisani element odgovora

IVDU - intravenski uzivaoci droga

JAK — janus-kinaza

LD — uzajamna povezanost nukleotida (eng. linkage disequilibrium)
MHC — glavni histokompatibilni kompleks (eng. Major Hystocompatibility
Complex, MHC)

NASH - nealkoholni steatohepatitis

NK ¢elije — prirodne Celije ubice (eng. natural killer cells)

NPV — negativna prediktivna vrednost

PEG — polietilen glikol

PEG-IFN - pegilovani interferon

pEVR — parcijalni rani virusoloski odgovor

PI — inhibitori proteaze

PPV — pozitivna prediktivna vredost

RBYV —ribavirin

Real-time PCR - lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu
RGT - odgovorom vodena terapija (eng. respons guided therapy)
RNK - ribonukleinska kiselina

RVR - brzi virusoloski odgovor

s.c. — potkozno (eng. subcutaneusly)

Sn- senzitivnost

SNP - polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (eng. single nucleotide
polymorphism)

Sp — specificnost

SSP-PCR - Sequence specific primer — PCR

STAT — provodnik signala i aktivator transkripcije

SVR - stabilan virusoloski odgovor

TE - tranzitorna elastografija

TNF-a — tumor nekrotisuéi faktor alfa
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bpoj ynuca

“Cryaujcku nporpam
T CAUMOPPUIAMA UA-286 Y NpEALKUI U

LHAYAD TEHCKUX D '
Hacnoe paga CIABUAHOT BLpYLoNowkor QATOTopA NAUUIEHAMH CA- X poKuHU M

W NENATUTUCO M
Mewtop NP DBh. AP DNETAP CBOpUAH

KOMEHDP Aol AP UBAHA AAZAPEWE
oenera topherut

[ToTnucaru

vsjasroyjeM Aa je wramnana BEpP3Uja MOr JOKTOPCKOr pafia UCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
Bep3vjn  Kojy cam npegao/na 3a objasrbvBartse Ha noprany [dururandor

peno3uTopHjymMa Yuusepauteta y beorpaay.

Oossorvasam ga ce ofjaBe Moju NuuHU nogauy BesaHu 3a fobujare akagemckor
3Bawa AoKTopa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 MPEe3nMe, FOANHA U MecTO pofjetba 1 LaTyM

onbpaHe paga.

OBy nvuHyM Mogaux Mory ce o0jasuTv Ha MPEeXHWM CcTpaHuuaMa gururande
6uBnuoTeKe, Y ENEeKTPOHCKOM KaTtanory v y nybnukauvjama Yxusepsuteta y beorpagy.

[MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, JO/OQ/QD’Q ﬁ
//@n eulc”
N




Znacaj genskih polimorfizama IL28B u predikciji stabilnog virusoloskog odgovora
pacijenata sa hroni¢nim C hepatitisom

Ipunor 3.

M3zjaBa o koprwhety

Ognatyhyjem YHUBEP3IUTETCKY oubnuoteky Csetosap Mapkosuin™ Az y JAurutanii
penoauTopujyM YHuBep3uTeTa y Georpany yHece mojy AOKTOPCKY auceprauvjy nod

HacnoBsom

AHRYAD TEHCUIUX NOAUMOPLIZAMA UA-286 Yy DPERL kALY

S CTABUAHDI BUPNCONOWkol OQAIOROPA TAWUOEMATH CA XPOHLIHUM
W XENATUTULO M

A Koja je Moje ayTopCKO Aeno.

[vcepTauujy ca cBimM Nprao3vma npefao/na cam y enekTpoHcKkom hopmaty noroaHom

3a TpajHO apxXuBupatse.

Mojy [OKTOPCKY avicepTauujy noxpatbery y Aururandu penosnTopujym YHuBepsuteta
y Beorpaay Mory Aa Kopucte Csu Koju nowTyjy oapeabe caapxate y opabpaHom tuny
nvuerue KpeatvsHe 3ajeqrunue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4wuo/na.

@Ay’TOpCTBO

2. AyTOpCTBO - HekomMepuujanHo

3. AyTopcTteo — HekomepuujanHo — 6es npepane

4. AyTopCTBO — HekoMepuujanHo — AenuT NoA UCTUM yCriosima
5. Aytopcteo — bes npepase

6. AYTOPCTBO — AEMWUTY MOf UCTVM yCrioBumMa

(Monumo Aa 3a0KpYXVTe Camo jeaHy oa wect noHyReHux nuueHuw, kpatak onue
nUUeHUM AaT je Ha nonefutu nucTa).

MoTnuc gokropaHaa

v Beorpaay. 040/ 02 / 201 >
E@') eé)ﬁ'«/l




