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1. UvOD

Hepatitis C (HCV) je 1975. godine prvi put prepoznat kao zasebna bolest i tada je
ustanovljeno da oko 90 % slu€ajeva poslijetransfuzijskog hepatitisa nije uzrokovano
tada poznatim virusima hepatitisa A ili B, te su oni svrstani u grupu "non-A, non-B"
hepatitis ",

Do velikog preokreta dolazi sredinom osamdesetih godina kada je Daniel W. Bradley
zajedno sa svojim istrazivackim timom identificirao mali ribonukleinski (RNA, engl.
ribonucleic acid) virus s ovojnicom 3. U 1989. godini objavljeni su radovi o naéinu
izolacije komplementarne deoksiribonukleinske kiseline (cDNA, engl. copy
deoxyribonucleic acid) iz "non-A, non-B" klona i o vrsti testa koji detektira protutijela
na "non-A, non-B" virus. Od tada se "non-A, non-B" virus naziva virus hepatitisa C °.
Zbog slicne grade genoma i polipeptida s drugim humanim flavivirusima, HCV je
svrstan u porodicu Flaviviridae, rod Hepacivirus **. Elektronskim mikroskopom do
sada je vizualizirana tek djelomi¢na Cestica virusa okruglog oblika, pribliznog
promjera 50 nm %.

Toll-like receptori (TLR, engl. toll-like receptors) pripadaju skupini transmembranskih
proteina uklju¢enih u prepoznavanje molekularnih slijedova mikrobnog i viralnog
podrijetla. Imaju kljuénu ulogu u obrani organizma od patogena i bitan su ¢imbenik
prirodene imunosti (engl. innate immunity), lokalizirani uglavhom na stanicama
imunoloskog sustava, ali su takoder uoéeni i na drugim stanicama °. TLR prepoznaju
razliCite ligande karakteristicne za patogene kao S$to su lipoproteini, proteini,
lipopolisaharidi, nukleinske kiseline. Vezanjem liganda putem TLR-a potiCe se
aktivacija imunoloskih stanica na proizvodnju upalotvornih citokina te kostimulirajucih
i adhezijskih molekula.

Kroni¢na infekcija HCV-om je u 80 % slu€ajeva bez simptoma i dovodi se u vezu s
povecanim rizikom nastanka ciroze i karcinoma jetre te pove¢anom smrtnosti. Za
razvoj kroni¢ne infekcije najvjerojatnije je odgovoran neadekvatan imunolo$ki odgovor
domadina. S obzirom na znaCaj TLR-a u oblikovanju imunoloskog odgovora,
pretpostavljamo da geneti¢ka raznolikost ovih receptora znacajno utjeCe na njihovu

aktivnost. Stoga rasvjetljavanje moguce veze izmedu genskih varijanti ovih receptora
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daje znacajan uvid u njihovu ulogu u patogenezi bolesti. To bi moglo pomoci u
prepoznavanju osoba s predispozicijom za razvoj kroni¢ne infekcije i u predvidanju

odgovora na lijeCenje.

1.1. Grada i umnozavanje virusa hepatitisa C

1.1.1. Grada virusa hepatitisa C

HCV je jednolancani, pozitivno usmjereni RNA virus s ovojnicom. Virusna Cestica ima
sferiCan oblik, a veli¢ine je oko 60 nm. Nukleokapsida je promjera 30 nm, ovijena

lipidnom ovojnicom na kojoj se nalaze glikoproteinski izdanci (slika 1.1) 2%,

Glikoproteini Jezgra
|

ovojnice . /

#//

Ovojnica RHA virusa

promjer 30-60 nm

- >
- L

Slika 1.1. Izgled Cestice HCV-a.

Izvor: Slika preuzeta od autora Grahama Colma, Structure of Hepatitis C Virus, 2008.
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Genom se sastoji od 5' i 3' nekodiraju¢ih regija (NTR, engl. nontranslanted region)
izmedu kojih se nalazi otvoreni okvir za ¢itanje (ORF, engl. open reading frame) *°.
Cini ga oko 9600 baza koje kodiraju poliprotein od 3008 do 3037 aminokiselina (aa,

engl. amino acid), (slika 1.2) **°°. Broj aa ovisi 0 genotipu virusa.

- Mukleopeptidni protein L
E E
@ Glikoprotein ovojnice 1 o } mE
i ———— Hipervarijahilna regia 1 2k
L
| Glikopratein avojnice 2 g E
] E— Hipervariabina regija 2 wn
| lon=ki kanal . B
" Komponenta NS2-3 proteaze
8| -
| ) [
Serinzska proteaza B
kotaktor za NS5 iq:;,
Mrefa membrana poriekla endoplazmatskong retikuluma %
E Kamponerta kompleksa replikaze ;
RMA-ovizna RNA polimeraza ;

Slika 1.2. Genom HCV-a.
Izvor: Ahmad A, Alvarez F. Role of NK and NKT cells in the immunopathogenesis of HCV-induced
hepatitis. Leukoc Biol 2004;76:743-59.

Produkt prevodenja ORF-a je poliprotein koji se posttranslacijski cijepa pomocu
virusnih i stani€nih proteaza u 10 proteina. Oni ukljuuju strukturalne i nestrukturalne

proteine °% 1%,

Strukturalni proteini:
C (core) protein — sudjeluje u tvorbi nukleokapside, interferira s intracelularnim
metabolizmom lipida i lipoproteina te utjeCe na nastanak steatoze i hepatocelularnog

karcinoma (HCC) 3**°.
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E1l i E2 - (glikoproteini ovojnice. U podruCju E2 glikoproteina nalaze se dvije
hipervarijabilne regije, HVR-1 i HVR-2 (HVR, engl. hypervariable region). One €ine
podruCje najpodloznije genetskim mutacijama, a samim time mjesto najvece
mogucénosti virusnog izbjegavanja obrambenim mehanizmima imunoloskog sustava
zarazenog pojedinca. E2 predstavlja najvarijabilniju regiju genoma i posjeduje epitope
koji izazivaju stvaranje neutraliziraju¢ih protutijela i to objasSnjava perzistirajucu
viremiju 59, 104, 238.

p7 — ionski kanal *°. Dijeli strukturalne proteine od nestrukturalnih. Ima ulogu u

sazrijevanju i u oslobadanju virusa **’.

Nestrukturalni proteini:

NS2 — komponenta NS2/NS3 proteaze. To je transmembranski protein koji je blisko
povezan sa strukturalnim proteinima “®>°,

NS3 — serinska proteaza. Ukljuena je u replikaciju virusa i kao takva predstavlja
cilino mjesto antivirusne terapije *®°°.

NS4A — kofaktor za NS3 & 1%,

NS4B — protein ukljuen u replikaciju virusa, ali je njegova to¢na funkcija do danas
malo poznata. Predstavlja integralni protein endoplazmatskog retikuluma koji s
endoplazmatskim retikulumom stanice domacina stvara mrezu i sluzi kao podrucje
interakcije virusne RNA i proteina stanice domadéina tijekom umnozavanja virusa **.
NS5A — viSefunkcionalni serinski polifosforilirani protein. Ispitivanjem njegove funkcije
u staniénim kulturama zakljueno je da njegove adaptacijske mutacije znacajno
pojaCavaju ucinak umnazanja virusa te da je u interakciji s razliitim staniCnim
proteinima **.

NS5B — je ovisna RNA polimeraza (RdRp, engl. RNA-dependent RNA polymerase)
148.

Svi nestrukturalni proteini imaju vaznu ulogu u umnazanju virusa i potencijalne su
ciline to¢ke za razvoj ucinkovitih lijekova (NS5B za inhibitore polimeraza, NS3 za
inhibitore proteaza). Od strukturalnih proteina, zbog svoje varijabilnosti, glikoproteini

ovojnice (E1 i E2) najmanje su pouzdani kao ciljno mjesto lijekova.
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1.1.2. Umnozavanje virusa hepatitisa C

Saznanja o zivotnom ciklusu HCV-a temelje se uglavnom na in vitro istrazivanjima, jer
nema dobrog Zivotinjskog modela kao niti u potpunosti ucinkovite kulture stanica za
ispitivanja in vivo. Prekretnicu u istraZivanjima predstavljaju sistemi za umnozavanje
dobiveni tehnologijom rekombinantne DNA: “replicon” sistemi ili rekombinantne
staniéne kulture hepatocita (Huh7) 3% 1% 234 gastoje se minimalno od nestrukturalnih
regija HCV RNA (od NS3 do NS5B) ili od komplethog genoma, sve dobiveno
tehnologijom rekombinantne DNA 3.

Umnozavanje HCV-a zapoc€inje vezanjem virusa za stani¢ne receptore. lako staniéni
receptori nisu toéno poznati, na povrSini stanica dokazane su razliite molekule koje
se vezu s HCV-om: CD81 ", lipoproteinski receptor niske gustoée (LDL, engl. low
density lipoprotein), humani receptor Cistac tipa B (SR-BI, engl. scavenger receptor B
type) 18 183 |ektini C-tipa: DC-SIGN (engl. dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non integrin) i L-SIGN (engl. liver/lymph nodespecific

36, 225

intercellular adhesion molecule-3-grabbing integrin) , @ U novije vrijeme otkrivena

su dva nova receptora Claudin-1 i Occludin " %°.

Neki se receptori nalaze na razli€itim stanicama, dok su drugi specificni za pojedinu
vrstu stanica. CD81 je transmembranski receptor koji pripada porodici tetraspanina, a
nalazi se na mnogim humanim stanicama, ukljuujuci hepatocite i B limfocite. CD81
se veze s HCV E2, ali je za ulazak virusa u stanicu potreban i sekundarni receptor
odnosno koreceptor ?** 3. SR-BI je lipoproteinski receptor visoke gustoée koji se
nalazi u visokoj koncentraciji na hepatocitima i veze s HCV E2 ?°. DC-SIGN se nalazi
na dendritiCkim stanicama, a L-SIGN na endotelnim stanicama jetrenih sinusoida i
limfnih &vorova. Oba receptora olak$avaju ulazak HCV-a u stanicu %

Virus ulazi u stanicu receptorom posredovanom endocitozom . Zbog niskog pH u
endosomu dolazi do konformacijskih promjena proteina ovojnice, fuzije virusa s
membranom endosoma (djelovanjem E1) te otpustanja RNA u citoplazmu ** ®°. HCV
RNA na 5’ kraju sadrzi kompleksnu strukturu tzv. IRES (engl. internal ribosomal entry
site) koja djeluje kao unutarnje mjesto ulaska u ribosom i kontrolira pocetak

prevodenja genoma 2.
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Genom djeluje kao glasni¢ka ribonukleinska kiselina (MRNA, engl. messenger
ribonucleic acid) i prevodi se u poliprotein. Strukturni se proteini cijepaju pomocu
stani¢nih proteaza (signalna peptidaza), a nestrukturalni proteini pomocu virusne
NS2-NS3 proteaze i NS3 serinske proteaze 8. Nestrukturalni proteini NS3-NS5B se
spajaju i tvore kompleks replikaze, na intracitoplazmatskim membranama, koja kodira
sintezu negativnog lanca RNA, a on sluzi kao kalup za sintezu pozitivhog lanca
genoma. Novosintetizirana genomska RNA spaja se s proteinom kapside i tvori
nukleokapsidu. Virus dobiva ovojnicu pupanjem kroz unutarstanicne vezikule, a iz

stanice se oslobada egzocitozom ili lizom (slika 1.3) *°.

=Endup|azmatski

e/
retikulum . =
(+) RNA * P '
I'\.?r: 5: ‘an:r

Slika 1.3. UmnozZavanije virusa hepatitisa C.

a) vezanje HCV-a za stani¢ni receptor i ulazak u stanicu; (b) svlatenje HCV-a i otpustanje u
citoplazmu; (c) prevodenje u poliprotein pomocéu IRES-a; (d) replikacija RNA; (e) sastavljanje HCV-a;
(f) sazrijevanje HCV-a i izlazak iz stanice

Izvor: Moradpour D, Penin F, Rice CM. Replication of hepatitis C virus. Nat Rev Microbiol 2007; 5:453-
63.
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Hepatociti su primarno mjesto umnoZavanja virusa i sadrze veliku koli€inu HCV RNA
(108 — 10** kopija/gram tkiva), $to je dokazano in situ hibridizacijom. Virus se nalazi u
citoplazmi hepatocita i ne ugraduje se u genom stanice domadina **. Medutim, novije
su studije pokazale da se virus nalazi i u bilijarnom epitelu te mononuklearnim
stanicama periferne krvi koje mogu posluziti kao rezervoar za ponovnu reaktivaciju
nakon prestanka lije¢enja. UmnoZavanje virusa je vrlo brzo (priblizno 10 virusnih

estica na dan) s vremenom poluzivota 3-5 sati *°.

1.2. Genotipovi virusa hepatitisa C

Izolati HCV-a iz razli¢itih dijelova svijeta pokazuju znaCajnu genetsku razliitost.
Razlog je najvjerojatnije u velikom virusnom obrtaju i u nemogucnosti adekvatnog
Citanja izmjena. Genetska heterozigotnost virusa prvi je put uoCena usporedbom
molekularne sekvence HCV-a iz Japana s prototipom iz Sjedinjenih Americ¢kih Drzava
(SAD). Medusobna je podudarnost iznosila 79 % %°. Sekvencioniranjem uzastopnih
uzoraka u kroni¢no zarazenih pojedinaca izmjerena je prosjecna ucestalost mutacije
od 1,44x107 izmjena baza nukleotida po jednoj lokalizaciji na genomu u godini dana
16 Posljediéno brzini mutacija, do danas je u svijetu poznato oko 90 vrsta virusa, a
medusobno se razlikuju prema rasporedu aa.

U cilju izjednaCavanja oznaka razli€itih tipova i podtipova 1994. godine prihvaéen je
model klasifikacije HCV-a. Prema glavnom filogenetskom stablu razlikuje se 6 glavnih
tipova, nazvanih genotipovi i 90 podtipova. Genotipovi se oznaCavaju arapskim
brojevima od 1 do 6, a podtipovi pojedinih genotipova malim slovima "od a do c".
Pojedini se genotipovi u nukleotidnom slijedu razlikuju 31-33 %, dok se podtipovi
razlikuju oko 20-25 % 2%’

Pomocu filogenetskih analiza i teorijom populacijske genetike procijenjena je starost i
raSirenost razli€itih genotipova. Ovim je modelom prikazano da je genotip 1 nastao
unutar zadnjih sto godina, dok su genotipovi 4 i 6 nekoliko puta stariji. Dokazano je i

da su genotipovi 3 i 6 veé dugo prisutni u populaciji Jugoistoéne Azije %*'.
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Slika 1.4. Filogenetsko stablo razvijenih zemalja.

Izvor: Simmonds P. Genetic diversity and evolution of hepatitis C virus — 15 years on. J. General
Virology 2004,;85:3173-88.
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Slika 1.5. Filogenetsko stablo nerazvijenih zemalja.

Izvor: Simmonds P. Genetic diversity and evolution of hepatitis C virus — 15 years on. J. General
Virology 2004;85:3173-88.
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Podjela na genotipove vazna je zbog epidemioloSskog pracenja, jer se razliCita
filogenetska stabla nalaze u razvijenim i nerazvijenim podrucjima svijeta (slika 1.4 i
1.5).

Pretpostavlja se da je HCV znacajno duze prisutan u afri¢koj i azijskoj populaciji sto je
glavni uzrok velike filogenetske $irine u nerazvijenim zemljama 2.

Prevalencija pojedinih genotipova razli€ita je u razli€itim dijelovima svijeta. Genotipovi
1, 2 i 3 rasprostranjeni su po cijelome svijetu >*®. Genotipovi 1a i 1b su najugestaliji i

gine 60 % infekcija uzrokovanih HCV-om 2%

. Osim karakteristicne geografske
rasprostranjenosti, pojedini su podtipovi nadeni i u specifi€énim rizicnim skupinama. U
Europi, Americi i ve¢em dijelu Azije, 40-80 % HCV-infekcija uzrokovano je genotipom
1. Genotipovi 1a i 1b najéeséi su u SAD-u i u Europi >*8. Genotip 1b je najucestaliji u
Japanu . Genotip 2 prevladava u Sjevernoj Americi, Europi i Japanu. Genotip 3

171, 187
)

rasiren je u intravenoznih korisnika droga na podru¢ju Europe i SAD-a a

zastupljen je i na Indijskom poluotoku >°. Genotip 4 najée$éi je u centralnoj i sjevernoj

Africi > ! i na Srednjem Istoku #* *° 39, 208

, genotip 5 gotovo isklju€ivo u Juznoj Africi
te genotip 6 u jugoistoénoj Aziji ¥’.

Prema rezultatima objavljenih istrazivanja provedenih u Republici Hrvatskoj (RH)
pokazalo se da su najcesSci genotipovi 1 (58,8 %) i 3 (35,6 %), a najucCestaliji je podtip
1b (37,4 %). UcCestalost genotipova 2 i 4 je niska (2,2 %, odnosno 3,4 %), dok

genotipovi 5 i 6 nisu dokazani 2.

1.3. Epidemiologijainfekcije virusom hepatitisa C
1.3.1. Seroprevalencija infekcije virusom hepatitisa C u svijetu

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World Health
Organization) infekcija HCV-om ima pandemijske razmjere, a zabiljeZzena je gotovo u
svim dijelovima svijeta (tablica 1.1). Pretpostavlja se da je kroni¢no zaraZzeno oko 2,2
% svjetske populacije (oko 170 miljuna ljudi), od kojih su 5 milijuna u

zapadnoeuropskim drzavama *¥°, 62 milijuna na zapadnom Pacifiku (Daleki Istok i
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Azija), 32 milijuna u jugoistoénoj Aziji, a 21 milijun na istoénom Mediteranu **°.

Godi$nje se registrira 3 do 4 milijuna novo zaraZenih pojedinaca *2. Za razliku od
drugih hepatotropnih virusa u koje spadaju hepatitis A (HAV), hepatitis B (HBV),
Epstein-Barr virus (EBV) i citomegalovirus (CMV), velika vecina zarazenih HCV-om
oboljet ¢e od kroni¢ne bolesti, a time imati i predispoziciju za razvoj komplikacija
bolesti. HCV je uzrok 27 % ciroza i 25 % HCC-a na svijetu . Danas je infekcija

HCV-om jedan od glavnih uzroka transplantacije jetre u SAD-u **°.

Tablica 1.1. Broj osoba zarazenih virusom hepatitisa C

Izvor: Sy T, Jamal MM (2006) Epidemiology of Hepatitis C Virus (HCV) Infection. Int. J. Med. Sci. 3(4):
41-46

i ukupna populacija | prevalencija | zarazena populacija
regua (milijuni) HCV (%) (milijuni)
Afrika 602 5,3 31,9

Amerika 785 1,7 131
Isto&ni Mediteran 466 4,6 21,3
Europa 858 1,03 8,9
JugoistoCna Azija 1500 2,15 32,3
Zapadni Pacifik 1600 3,9 62,2
UKUPNO 5811 3,1 169,7

Seroprevalencija HCV-infekcije razlikuje se po regijama. Prema podatcima iz

literature, podru€ja s najnizom prevalencijom (0,1 %) su Velika Britanija i

Skandinavija. U centralnoj Africi je najvi$a prevalenciia HCV-a i iznosi 6,3 % 2%,
slijede je Azija i Australija, a neSto niza prevalencija je u Americi, Indoneziji te
sjevernoj i zapadnoj Europi. Drzava s najviSom prevalencijom (22 %) je Egipat. U
Egiptu se prijenos HCV-infekcije povezuje s viSestrukim koriStenjem staklenih Sprica
tijekom nacionalne kampanje vezane uz borbu protiv shistosomijaze koja se provodila

od 1961. do 1986. godine "* %,

10
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Premda Europa spada u podrucje s niskom prevalencijom HCV-a, u literaturi se
spominje i tiha epidemija HCV-a u ltaliji, Grékoj i Spanjolskoj u periodu izmedu
Drugog svjetskog rata i 1975. godine ?**. U Belgiji seroprevalencija iznosi 0,87 %, u
Ujedinjenom Kraljevstvu i sjevernoj Italiji 3,2 % dok srediSnja i juzna Italija imaju viSu
prevalenciju (8,4-22,4 %). Medu ruskim vojnicima prevalencija HCV-om iznosi 1,5 %,
u Francuskoj 1,3 % dok je najniza u Madarskoj 0,73 % *2.

Uz geografske razlike, u prevalenciji HCV-infekcije postoje i dobno specifi¢ne razlike.
Npr. SAD, Australija, Italija i Spanjolska pripadaju skupini drzava s podjednakom
prevalencijom HCV-infekcije (1-1,9 %). U ltaliji i Spanjolskoj prevalencija HCV-a se
povedava s dobi te je najveéi broj zarazenih u dobi iznad 50 godina 2. U SAD-u
najvisa prevalencija HCV-a (dvije tre¢ine svih infekcija) zabiliezena je u dobnim
skupinama od 30-49 godina °. U nekim zemljama kao $to su ltalija, Japan i Kina
postoje hiperendemska podrucja u kojima je prevalencija HCV-infekcije ¢ak dvadeset
puta viSa nego u opcoj populaciji te dvostruko visa od prevalencije u istim dobnim

skupinama u ostalim dijelovima drzave *2.

1.3.2. Seroprevalencija infekcije virusom hepatitisa C u Hrvatskoj

Prijavljivanje HCV-a u RH obvezno je od 1992. godine. Prema podatcima Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) u Hrvatskoj se godiSnje prijavljuje oko 200
zarazenih HCV-om i priblizno isti broj kroni¢nih nosilaca virusa (slika 1.6). Procijenjuje
se da ima oko 1 % osoba pozitivnih na HCV u opcoj populaciji te stoga Hrvatska
spada u zemlju niske prevalencije. Broj registriranih sluajeva hepatitisa C tijekom
2006. godine u RH prema dobi i spolu prikazuje slika 1.7. Od ukupnog broja
zarazenih HCV-om, muskaraca je bilo 65,8 %, a Zena 34,2 % (omjer 1,9 : 1). NajviSe
je bilo oboljelih u dobnim skupinama od 20-29 i 30-39 godina (31,7 % odnosno 31,9
%).

11
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Slika 1.6. Prijave virusnog hepatitisa C u Hrvatskoj (1992-2008).

Izvor: Sluzba za epidemiologiju zaraznih bolesti, Hrvatski zavod za javno zdravstvo.
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Slika 1.7. Broj oboljelih od hepatitisa C u Hrvatskoj prema dobi i spolu.

Izvor: Sluzba za epidemiologiju zaraznih bolesti, Hrvatski zavod za javno zdravstvo.
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1.3.3. Putevi prijenosa i €imbenici rizika za nastanak infekcije hepatitisom C

HCV najCeSce se unosi u ljudski organizam preko krvi (transfuzija krvi ili krvnih
pripravaka) i drugim parenteralnim nacinima kao npr. pri hemodijalizi, ustrcavanju
droga i tetoviranju ™. Po&etkom 1993. godine u Hrvatskoj je uvedeno obvezno
testiranje krvi dobrovoljnih davatelja na protutijela specificna za HCV (anti-HCV) i od
tada su transfuzije kao uzro¢nik prijenosa HCV-a epidemiolo$ki gotovo isklju¢ene.
Danas je najuCestaliji prijenos infekcije intravensko uzimanje droga, koristenjem
zajednickih Sprica i igala. To je najvazniji rizicni Cimbenik za nastanak HCV-infekcije u
razvijenim zemljama. Prema pojedinim istrazivanjima prevalencija HCV-om medu
narkomanima iznosi 48-90 % 8. Opisana je i uestalija pojava HCV-infekcije u osoba
koje rabe kokain za uSmrkavanje, vjerojatno zbog =zajedniCke uporabe pribora
kontaminiranog krvlju *2. Moguéi put prijenosa je i koristenjem inficiranog pribora
prilikom tetovaza ili body piercinga.

Prijenos seksualnim putem je mogué, ali jako rijetko. HCV je <&eS¢i kod
promiskuitetnin heteroseksualaca i muskih homoseksualaca, a ove dvije grupe su
obi¢no i pokazatelj rizika od spolnog prijenosa bolesti. Rizik od seksualnog prijenosa
HCV-a je veCi ako je osoba istovremeno zaraZzena virusom humane

imunodeficijencije (HIV, engl. human immunodeficiency virus) %8

Potencijalni
mehanizam neseksualnog prijenosa virusa kod osoba koje zive u istom kucanstvu
uklju€uje kontakt sluznica sa zarazenom krvlju ili predmetima koji sadrze takvu krv ili
koristenje zajednickih higijenskih predmeta (¢etkica za zube, britvica)™**°.

Ucestalost infekcije kod zdravstvenih radnika koji dodu u kontakt sa zarazenom krvlju
ne prelazi 1 % ***. Rizik od uboda os$tricama maniji je od rizika nakon uboda Supljim
iglama, najvjerojatnije zato jer se u Supljini igle nalazi vec¢a koli€ina krvi.

Prijenos virusa tijekom porodaja (tzv. perinatalni put) dogada se kod prosje¢no 5 %
djece rodene od majke pozitivne na HCV $to ovisi o stupnju viremije majke u vrijeme
poroda.

Rizik je otprilike dvostruko veéi ako je majka istovremeno zarazena HCV-om i HIV-
om. lako je HCV izoliran iz majCinog mlijeka, nikada nije opisan prijenos infekcije

dojenjem *%°.

13
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Medu rizicne C¢imbenike za razvoj HCV-a svakako valja uvrstiti transplantaciju organa,
ali i izlozenost razli€itim intenzivnim dijagnostickim i terapijskim postupcima. Svaka
hospitalizacija, ¢ak i bez primjene transfuzije, rizik je za nastanak HCV-infekcije.
Osobito su rizi€ni pojedini odjeli, medu kojima prednjace odjeli za hemodijalizu. Na
hemodijalizi postotak anti-HCV pozitivnih bolesnika kre¢e se u rasponu od 3,4 % u
Nizozemskoj, do ¢ak 80 % u Egiptu. Jednako tako, u odjele poviSena rizika mogu se
uvrstiti i pedijatrijski hematoloSko-onkoloski odjeli. Prema jednoj poljskoj studiji,
prevalencija HCV-infekcije medu djecom koja se lije€e na takvom odjelu, iznosila je
Cak 42,2 %. Kao dodatni ¢imbenik rizika za prijenos HCV-a, opisan je i kontaminirani
stomatolo$ki pribor nakon obrade osoba pozitivnih na HCV %,

Prema podatcima iz literature, u ¢ak 30-50 % zarazenih ne moze se sa sigurnoscéu

utvrditi put prijenosa %%,

1.4. Klini¢ka slika infekcije virusom hepatitisa C

HCV se pojavljuje u obliku akutne ili kroni¢ne infekcije (slika 1.8). Vrijeme inkubacije
nakon izloZenosti virusu je prosjeéno 7 tiedana °. Do pojave genskog materijala
virusa u krvi, odnosno HCV RNA, dolazi za 2 tjedna nakon zaraze virusom HCV-a. To
je ujedno i prvi test koji postaje pozitivan %°. Prosje¢no vrijeme do pojave protutijela

specifiénih za HCV iznosi 8 do 9 tjiedana **°.

1.4.1. Akutni hepatitis C

Akutna HCV-infekcija u vecini slu¢ajeva protjeCe asimptomatski i u klini¢koj se praksi
rijetko prepoznaje, jer samo tre¢ina bolesnika ima nespecificne simptome poput
umora, mucnine i tupe boli u desnome gornjem abdominalnom kvadrantu dok se
Zutica javlja samo u 20 % oboljelih *°. Laboratorijski je karakteriziran povisenim
transferazama i to 10 do 20 puta iznad normalnih vrijednosti. U slu€aju spontanog

ozdravljenja dolazi do normalizacije laboratorijskih i klinickih parametara kao i do

14
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eliminacije genskog materijala virusa iz krvi ***. HCV-infekcija nestaje nakon akutne
faze u oko 15 % zarazenih, a ako aktivno umnazanje virusa traje duze od 6 mjeseci

razvije se kroni¢na bolest **.

1.4.2. Kroni€éni hepatitis C

Kroni¢ni hepatitis C (KHC) razvije oko 85 % zarazenih. Klinicki je tijek KHC-a
varijabilan, naj¢e8¢e progresivan. Pretpostavija se da manje od 20 % bolesnika
tijekom bolesti ima nespacificne simptome kao $to je umor, slabost, muénina,
poviSene. Oko 80 % zarazenih osoba razvije perzistentnu infekciju s dugotrajnom
viremijom koja moZe dovesti do nastanka fibroze i ciroze jetre u oko 20-30 %
zarazenih unutar 20 godina * ?°° | HCC-a u oko 2-5 % zarazenih %2, Premda KHC
pokazuje veoma polaganu i podmuklu progresiju bolesti, tezina KHC-a je veca, a
progresija prema kroni¢noj bolesti jetre ubrzanija u bolesnika koji uz KHC imaju i
druge lezije jetre kao $to je alkoholna bolest jetre, kroniéni hepatitis B (KHB) ili HIV 3%
200.

Kao rizi¢ni faktori za razvoj progresivne bolesti jetre navode se starija dob pri
stijecanju infekcije (viSe od 40 godina), muski spol, prekomjerno konzumiranje
alkohola i koinfekcija virusom HIV-a ili HBV-a ** 134, Unato& znatnoj stopi progresije
KHC-a i unato€ Cinjenici da zavrsni stadij KHC-a moze dovesti do zatajenja jetre,

dugotrajna je prognoza KHC-a u vecine bolesnika relativno benigna.
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Slika 1.8. Prirodni tijek bolesti.

1.5. Lije€enje hepatitisa C

Od otkrica HCV-a primjenjivani su razli€iti protokoli lijeCenja (slika 1.9). U samom
poCetku lijeCenje se sastojalo u monoterapiji standardnim oblicima interferona-alfa
(std. IFN-a) u razli€¢itim dozama i u razli€itim frekvencijama aplikacije (svakodnevno ili
svaki drugi dan). Ovakvim se protokolom ucinkovita eliminacija virusa postizala samo
u 20 % lijeCenih. U&inkovitost interferona (IFN) kao lijeka koriStenog u monoterapiji
udvostruéena je dodavanjem ribavirina u terapiju **°. Daljni napredak postignut je
pegilacijom molekule IFN-a (PEG-IFN-a). Tako je postignuta ujednaena serumska

koncentracija IFN-a.
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Slika 1.9. Napredak u lije€enju kroni¢nog hepatitisa C.

Od pocetnih 6 % izlije€enih, danas je moguce izlijecCiti i do 2/3 novootkrivenih
zaraZzenih pojedinaca. Danasnji zlatni standard lijeCenja KHC-a dillem svijeta
predstavlja kombinacija PEG-IFN-a i ribavirina. Prema dosadasnjim smjernicama
ljeCenje bolesnika s HCV-genotipom 1, 4, 5, 6 provodi se u trajanju od 48 tjedana, a s
genotipom 2 i 3 u trajanju od 24 tjedna. Ovakovim protokolom izlijeCenje se postize,
ovisno 0 genotipu, u 54-76 % lijeCenih. Preostala tre¢ina do polovica neizlije€enih
ima, usprkos terapiji, trajno aktivhu bolest uz moguénost progresije prema
komplikacijama bolesti odnosno razvoju ciroze jetre 2.

Osnovni cilj lije€enja virusnog hepatitisa je eradikacija infekcije odnosno prevencija
progresije bolesti. Eradikacijom infekcije postize se smanjenje broja nositelja koji su
rezervoar HCV-a u opc¢oj populaciji. Kod akutnog hepatitisa osnovni cilj lije€enja je
eradikacija virusa uz smanjenje mogucnosti progresije infekcije u kroni¢nu, dok se

kod KHC-a eradikacijom virusa nastoji reducirati upalna aktivnost i prevenirati razvoj

17



uvoD

ciroze jetre °. Cilj je postizanje trajnog virolokog odgovora (SVR, engl. sustained
virological response) koji je definiran nemjerljivos¢éu HCV RNA u serumu ili plazmi 24
tiedna nakon provedene terapije ***.

Postoji nekoliko oblika odgovora na terapiju koji su u struénoj literaturi prihvaceni kao
termini na engleskom jeziku i koji se dillem svijeta koriste radi lakSe kategorizacije
oboljelih od HCV-a. Prvi oblik odgovora razumijeva normalizaciju ALT-a (alanin
aminotransferaza) i nemjerljivost HCV RNA u serumu ili plazmi na zavrSetku terapije
(ETR, eng. end of treatment response). Drugi oblik jest cilj svake provedene terapije,
a obiljezava ga normalni nalaz ALT-a i nemijerljiv HCV RNA na zavrSetku terapije te
najmanje 6 do 12 mjeseci nakon zavrSetka terapije (SR, engl. sustained response).
Slijedeci je oblik odgovora obiliezen normalnim nalazom ALT-a i nemijerljivim HCV
RNA, ali u tom slu€aju 18 mjeseci nakon zavrSene terapije (LTR, engl. long term
response). Cetvrti je oblik odgovora na terapiju postignut ako HCV RNA nije mjerljiva
nakon Ccetiri tjedna terapije (RVR, engl. rapid virologic response), a peti oblik
odgovora obiljezava pad bazalne razine HCV RNA za 100 ili viSe puta (2 logaritma) ili
nemjerljiv HCV RNA nakon 12 tjedana terapije (EVR, engl. early viral response).
Slijededi je terapijski odgovor nepoZeljan, a podrazumijeva trajno povisene vrijednosti
ALT-a i trajno prisutnu viremiju tijekom terapije (NR, engl. non-response). Djelomi¢an
odgovor (PR, engl. partial response) obiljezen je redukcijom ALT-a ispod dvostruke
vrijednosti od normalne te smanjenjem ili privremeno nemjerljivim HCV RNA. Zadnji
oblik odgovora na terapiju jest onaj u kojem dolazi do normalizacije ALT-a |
nemjerljivosti HCV RNA s kasnijim poviSenjem ALT-a i ponovhom pojavom viremije
uz primjenu kontinuirane terapije (VB, engl. viral breaktrough) #*°.

U lije€enju HCV-a koriste se IFN, pegilirani interferon (PEG-IFN) i ribavirin. Postoje tri
klase IFN-a: alfa (a), beta (B) i gama (y), a samo je IFN-a ucinkovit u terapiji virusnog
hepatitisa *®°. Antiviralna aktivnost IFN-a prvi je put opisana 1957. godine kada je
IFN-om postignuta inaktivacija virusa influence, ali za lije€enje HCV-a pocCinje se
primjenjivati tek 34 godine kasnije 2.

PEG-IFN jest kemijski modificirani IFN dobiven kovalentnim vezanjem polietilen
glikola (PEG) na IFN. Tim je postupkom produljen njegov poluZzivot, a time i njegova

uinkovitost §to dovodi do mnogo duze cirkulacije lijeka u serumu *%°.
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Ribavirin je podudaran gvanozinu koji inhibira replikaciju niza RNA i
deoksiribonukleinske kiseline (DNA, engl. deoxyribonucleic acid) virusa. Mehanizam
djelovanja razumijeva praznjenje unutarstani¢nog trifosfata izravnim sprecavanjem
inozin monofosfat dehidrogenaze, spreavanje 5'-cap strukture viralne mRNA te
inhibiciju o virusu ovisne RNA polimeraze **°,

Zahvaljujuci preporukama Hrvatske konsenzus-konferencije o virusnom hepatitisu iz
2005. godine omogucena je dostupnost PEG-IFN-a svim oboljelima od HCV-a u RH.
Svi bolesnici s KHC-om su potencijalni kandidati za antivirusnu terapiju. Nuzno je
prisustvo HCV RNA u serumu ili plazmi i histoloSka verifikacija jetrenog ostecenja, a u
obzir se uzima i dob bolesnika, oboljenje od druge bolesti (komorbiditat),
kontraindikacija za provodenje terapije te motiviranost bolesnika. LijeCenje je
uspjeSno u polovice bolesnika s genotipom 1 i u oko 80 % bolesnika s genotipom 2 i
3 214.

Bez terapije rizik za razvoj ciroze je u 10-godiSnjem razdoblju u blagom KHC-u do 5
%, a u teSkom i preko 60 % .

Razvoj novih lijekova poput specifiCnih inhibitora i cjepiva unaprijediti ¢e lijeCenje
oboljelih od KHC-a i upotpuniti dosadasnje spoznaje o nacinu lijeCenja oboljelih od
HCV-a. Ligandi TLR-ova prou€avaju se kao moguéi pomagaci u sastavljanju jednog

takvog uginkovitog lijeka **.
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1.6. Toll-like receptori

1.6.1. Toll-like receptori i njihovi ligandi

Receptor Toll otkriven je u vinskoj musSici (Drosophila melanogaster) sredinom
osamdesetih godina proslog stolje¢a. Zanstvenici Christiane Nusslein-Volhard i Eric
Wieschaus su za to otkrice dobili Nobelovu nagradu iz fiziologije i medicine 1995.
godine. Naziv je dobio prema njemackoj rijeci "toll" sto znaci izvanredno, fantasticno
2 Nobelovu nagradu 2011. godine dobili su Bruce A. Beutler i Jules A. Hoffmann za
otkrice da TLR-i prepoznaju velik broj mikroorganizama i aktiviraju prirodeni
imunoloski odgovor, te Ralph M. Steinman koji je otkrio da dendriticke stanice
aktiviraju i reguliraju steCenu imunost (engl. acquired immunity).

Receptor Toll ima kljuénu ulogu u embrionalnom razvoju i pokretanju prirodene
imunosti u obrani od infekcija. U sisavaca je pronadena homologna obitelj receptora i
nazvani su TLR. To su evolucijski oCuvani transmembranski proteini ukljuc¢eni u
prepoznavanje molekularnih sljedova mikrobnog i viralnog podrijetla &. Cine obitelj od
10 proteina u ¢ovjeka i 13 u misa. Razli€iti ¢lanovi obitelji TLR-a imaju razli€itu ulogu

u obrani organizma od patogena °

. Obitelj TLR-a prepoznata je kao klju¢na
komponenta u prepoznavanju mehanizma upalnih reakcija kod sisavaca uzrokovanih
mikroorganizmima. Predstavljaju prvu liniju antimikrobne obrane tako Sto aktiviraju
prirodenu imunosti %, Lokalizirani su uglavnom na stanicama imunolo$kog sustava,
ali su takoder uoc€eni i na drugim stanicama.

To je skupina receptora koji domacinu omogucéuju prepoznavanje velikog broja
patogenima pridruzenih molekularnih sljedova (PAMP, engl. pathogen associated
molecular patterns) kao Sto je bakterijski flagelin, polipeptidi, glikoproteini, virusna
RNA, DNA i razni drugi (tablica 1.2) % **°, Prepoznaju i cijeli niz liganda domadina koji
nastaju razaranjem razli¢ith vrsta stanica u upalnim procesima domaédina 2.

Razlikuju se upravo po toj specifi€nosti prema ligandu.
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Tablica 1.2. TLR-i, njihovi ligandi i podrijetlo liganda

7,54,74

TLR ligandi podrijetlo liganda

TLR 1 triacil lipopeptid bakterije i mikobakterije
topivi €imbenici Neisseria meningitidis

TLR 2 lipoprotein/lipopeptidi brojni patogeni
peptidoglikan (PGN) Gram-pozitivne bakterije
lipoteihoi¢na kiselina Gram-pozitivne bakterije
lipoarabinomanan Mikobakterije
fenol-solubilni modulin Staphylococcus epidermidis
glikolipidi Troponema maltophilum
porini Neisseria
zimosan gljive
Hsp 70 (Heat shock protein) domadin
HCV-jezgra, HCV
nestrukturalni protein HCV

TLR 3 dvolanéana RNA virusi

TLR 4 lipopolisaharidi (LPS) Gram-negativne bakterije
taksol biljke
fuzijski protein respiratorni sincicijski virus (RSV)
Hsp 60 Chlamydia pneumoniae
Hsp 70 domacin
oligosaharidi hijaluronske kiseline domacin
fibrinogen domacin
proteini virusne ovojnice virusi

TLR 5 flagelin bakterije

TLR 6 diacil lipopeptidi mikoplazme
lipoteihoi¢na kiselina Gram-pozitivne bakterije
zimosan gljive

TLR 7 imidazokinolini sinteti¢ki spojevi
loksoribini sinteti¢ki spojevi
bropirimini sinteti¢ki spojevi
jednolan€ana RNA virusi

TLR 8 imidazokinolini sinteti¢ki spojevi
jednolan€ana RNA virusi

TLR 9 oligodeoksinukleotidi (CpG ODN) bakterije i virusi

TLR 10 nepoznato nepoznato
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1.6.2. Grada Toll-like receptora

TLR-i i obitelj interleukin-1 receptora (IL-1R) imaju vrlo sli¢nu citoplazmatsku domenu
koja se naziva Toll/IL-1R (TIR) domena. To je evolucijski oCuvana domena od
priblizno 200 aa " ® koja posreduje u provodenju signala vezanjem adaptorskih
proteina s homolognom regijom **°. TIR domena gradena je od 5 petlji, 5 B-nabranih
ploCa i 5 a-zavojnica koje ih medusobno povezuju u organiziranu strukturu gradenu
od tri podjedinice: Box1, Box2 i Box3 ?**. Podjedinica Box1 je ista kod svih TLR-a,
dok podjedinica Box2 sadrzi tzv. BB-petlju koja je nuZna za prijenos signala. U njoj se
nalazi konzervirani slijed aa koji sadrzi prolin. Kada nastane mutacija u genu tir4
dolazi do zamjene prolina histidinom Sto dokida prijenos signala. Podjedinica Box3
takoder je nuzna za funkciju TLR-a, sadrzi odredene aa koje su prepoznate kao
veoma vazne u prijenosu signala *.

TLR-i i IL-1R razlikuju se po gradi izvanstanitne domene. Receptor IL-1R sadrZi
imunoglobulinu sli€nu domenu (lg-like domain), dok je osnovna gradevna jedinica
izvanstani¢nog dijela TLR-a proteinski slijed graden od 19 do 25 leucinom bogatih
ponavljaju¢ih slijedova (LRR, engl. leucine-rich repeats). Svaka podjedinica LRR
gradena je od 24-29 aa i sadrZi leucinom bogat slijed i konzervirani slijed bogat
hidrofobnim aa " %°.

LRR imaju potkovi€astu strukturu koja je prisutna u velikom broju proteina eukariota i

omogucuje im prepoznavanje $irokog spektra liganda 3.

1.6.3. Toll-like receptor 2

Od svih TLR-a i vjerojatno od svih receptora za prepoznavanje uzorka (PRR, engl.
pattern recognition receptor) TLR2 prepoznaje najveci broj liganda 192 7j ligandi
ukljuéuju peptidoglikan ** 198 bakterijske lipoproteine * °, lipoteihoiénu kiselinu &,
fenol-solubilni modulin iz bakterije Staphylococcus epidermidis 4, glikolipide, porine,
zimosan iz gljiva %*°, Hsp 70 ??!i proteine HCV-a "*. Prepoznaje DNA herpes virusa i
RNA RSV-a, HCV-a i virusa ospica **. TLR2 stvara heterodimere s TLR1 ili TLRS, jer
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samostalno ne prepoznaje PAMP-ove % 27

. Ti TLR2 kompleksi su sposobni
prepoznati viruse, ukljudujuéi virus ospica, CMV i HCV *® 2, Gen tIr2 nalazi se na
duZem kraku kromosoma 4 (4q31-32) i kodira protein od 784 aa s 19 LRR '’

Molekularna teZina mu je 84 kDa %,

1.6.4. Toll-like receptor 4

Prvo zapazanje da humani TLR-i mogu funkcionirati kao PRR-i proisteklo je opisom
humanog receptora koji je istovjetan receptoru Toll u vinskoj musici, sada poznatom
kao TLR4 **. TLR4 je prvi otkriven i njegova osnovna uloga je prepoznavanje velikog
broja sastavnih dijelova gram-negativnih bakterija kao §to je LPS °%* 8. 192 T| R4
prepoznaje i taksol iz gljiva, fuzijski protein podrijetiom iz RSV-a > ', Hsp 60 i Hsp
70 %2 fibrinogen, proteine virusne ovojnice HCV-a “, DNA herpes virusa i RNA
virusa ospica °*.

Gen tlIr4 nalazi se na duzem kraku kromosoma 9 (9q32-33) i kodira protein od 839 aa
s 22 LRR. Molekularna teZina mu je 90 kDa, a najsrodniji je TLR1 i TLR6 **®. TLR4
stvara heterodimere s TLR5 koji vjerojatno povecavaju njegovu aktivnost i s TLR1 koji

mu inhibiraju aktivnost 14° 21°.

1.7. Polimorfizmi unutar gena za Toll-like receptore

Raznolikost genoma Covjeka, koja se zasniva na polimorfizmima, omogucuje
razlikovanje osoba jednu od druge, ali isto tako i pronalazenje gena odgovornih za
nastanak nasljednih bolesti °® 4>, Aleli ili genske varijante su razli¢iti oblici istog gena.
Nekoliko tisu¢a gena se moze nalaziti na jednom kromosomu, a poloZaj gena na
kromosomu zove se lokus.

Svaka promjena strukture genomske DNA koja se odnosi na pojavu viSe od jednog
alela na istom lokusu, uoCena u vise od 1 % ukupne populacije, naziva se genski

polimorfizam “* 8. Postojanje vie alela na nekom lokusu u odredenom trenutku

23



uvoD

ispitane populacije posljedica je spontanih mutacija. Mutacija je proces pri kojemu se
remeti redoslijed nukleotida. MoZe zahvatiti jedan ili viSe nukleotida Sto uzrokuje
promjene u redoslijedu aa, odnosno strukturi proteina. Genske (toCkaste) mutacije,
koje predstavljaju izmjenu jednog nukleotida, dovode do promjena unutar jednog
gena, dajuéi nove alelne oblike. Osim toCkastih mutacija, uzrok polimorfizma su i
umetanje (insercija) i ispadanje (delecija) odredenog broja nukleotida mehanizmima
pogreSnog sparivanja baza zbog iskliznu¢a dijela slijeda (engl. slipped-strand
mispairing), neujednaCen "crossing-over" te izmjena sestrinskih kromatida (SCE,
engl. unequal sister-chromatide exchange) *” **°. Polimorfizam jednog nukleotida
(SNP, engl. single nucleotide polymorphism) je polimorfizam u kojem je jedan od
nukleotida (A, T, G ili C) zamijenjen drugim uzrokuju¢i promjenu u slijedu DNA, a
najéesce se koristi u populacijskim studijama 2% 2% SNP-ovi smjesteni unutar
kodirajuce regije mogu, ali i ne moraju, utjecati na slijed aa u proteinu (engl. non-
synonymous SNP, odnosno synonymous SNP) **’. U populaciji 70 % SNP-ova ima

frekvenciju manju od 5 % te se nazivaju rijetki SNP-ovi %°.

1.7.1. Polimorfizmi gena tlr2i tir4

Razli¢iti SNP-ovi unutar gena tlr2 i tlr4 povezani su s raznim bolestima kao $to su
zarazne bolesti, autoimune bolesti i ateroskleroza, a neki su polimorfizmi povezani i
sa smanjenom funkcionalnom aktivno$¢u navedenih receptora.

Unutar gena tlr2 opisana su 24 polimorfizma od kojih njih 13 rezultira promjenom aa
dok je unutar gena tlr4 opisano 35 polimorfizama "
istrazene u izradi ovog doktorskog rada. To su rs4986790 (A896G, D299G) i

rs4986791 (C1196T, T399I) koji rezultiraju promjenom aa i povezani su S mnogim

od kojih su dvije mutacije

patoloskim stanjima razliCite etiologije i s rezistentnoS¢u virusa i bakterija kao npr.
Legionella pneumophila *°. Navedeni polimorfizmi povezani su i s pojavom malarije
za vrijeme trudnoCe, te s mnogim drugim neinfektivnim bolestima ukljuCujuci

autoimune bolesti, astmu i karcinome . TLR4 rs4986790 povezan je s
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kardiovaskularnim bolestima, posebice sa ishemijskom bolesti srca **

, ali nije
povezan s aterosklerozom %.

Polimorfizam gena tlr2 rs5743708 (G2258A, R753Q) uzrokuje smanjeni odgovor
receptora na lipopeptide bakterija, a polimorfizam gena tlr4 smanjeni odgovor na
liposaharid gram-negativnih bakterija. Homozigoti za polimorfizam gena tlr2 povezani
su s odbacivanjem transplantata i smrtnosti poslije transplantacije jetre kod oboljelih
od KHC-a, dok to nije dokazano za polimorfizme gena tlr4 rs4986790 i rs4986791 .
Polimorfizam gena tlIr2 rs5743708 povezuje se s povecanom osjetljivosti na
tuberkulozu **°, a u medusobnoj je povezanosti sa sréanom restenozom i lajmskom

bolesti koju uzrokuje bakterija Borrelia burgdorferi 1%

131

, te sa stafilokoknom infekcijom
. Lorenz i suradnici su u svom radu prikazali da se polimorfizmi gena tir4
rs4986790 i tlr4 rs4986791 nalaze u neravnotezi vezanosti gena (LD, engl. linkage

disequilibrium), odnosno da su lokusi ovisni jedan o drugome u nasljedivanju .

moze doci do toga da se aleli nekih polimorfizama uvijek nasljeduju zajedno. U praksi
to znacdi da se prisutno$¢u odredenog alela jednog polimorfizma moze predskazati
prisutnost alela drugog polimorfizma s kojim se nalazi u LD-u.

Polimorfizmi gena TLR mogli bi utjecati na njihovu funkcionalnu aktivhost u smislu

obrane od patogena, a hipotetski mozda i u odgovoru na terapiju.

1.8. Imunosni odgovor na virusnu infekciju

Virusi se, za razliku od bakterija, mogu razvijati samo u stanicama, pa to utjeCe i na
oblik imunoreakcije tijekom virusnih infekcija. Prije nego $to udu u stanicu i nasele se
u njezinu citosolu, virusi reagiraju s receptorima na stanicnoj membrani. O vrsti tih
receptora ovisi citotropnost nekih virusa, tj. njihova sklonost da ulaze u odredene
vrste stanica. Zarazene stanice najCeSCe propadaju, ali one mogu i preZivjeti,
proizvodeci neprestano nove viruse. Na oblik imunoreakcije utjeCe i rasprostranjenost
virusne infekcije. Reakcija moZze biti lokalizirana na mjestu ulaska virusa, no moze se

odigravati i u vec¢im dijelovima organizma, $to je obi¢no posljedica prodora virusa u
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krv ili u limfni sustav. Osim toga, ishod imunoreakcije moze biti razliCit. Virusna
infekcija moze posve nestati, no neki virusi nakon akutne faze bolesti ostaju pritajeni
u organizmu te poslije nekog vremena uzrokuju ponovne infekcije (npr. virus
herpesa). Ima virusa koji unato€ imunoreakciji opstaju i uzrokom su trajnih infekcija
(npr. HBV i HCV) *.

1.8.1. Prirodena imunost

Prirodena imunost predstavlja filogenetski drevni oblik reagiranja organizma na
mikroorganizme. Ona nije specificno usmjerena bas protiv tog antigena koji narusava
antigenski integritet, niti ostavlja sje¢anje na njega. Predstavlja zapravo prvu crtu
obrane i od rodenja osigurava vrlo dobru zastitu protiv veéine mikroorganizama. Tek
ako antigen prodre kroz tu zastitu, pojavljuje se ste€ena imunost. SteCena imunost ne
djeluje neovisno o nespecificnoj imunosti, ve¢ je, naprotiv, ona nadogradena na
prirodenu imunost i usko je s njom povezana. Prirodena se imunost temelji na
anatomskim, fizioloskim, fagocitnim zaprekama i na upali. Na ucinkovitost prirodene
obrane utjeCu brojni ¢imbenici, kao $to su: spol, dob, genska podloga, prehrana,
razne bolesti jedinke te primjena imunosupresijskih i imunostimulacijskih tvari 2%°.
Temelji prirodene otpornosti vedinom su ugradeni u organizam geneticki ili
epigeneti¢ki. Tu obranu mozZzemo razmatrati na lokalnoj i sistemnoj razini. Lokalna se
obrana obavlja pretezito strateSki na mjestu ulaska antigena, tj. na povrsini organizma
(kozi i sluznicama). Sustavna se prirodena imunost ponajprije odvija fagocitozom i
razli€itim molekulama u izvanstanic¢noj tekucini. Katkada se i ne radi o nekoj posebnoj
aktivnosti, ve¢ naprosto zbog grade tijela mikroorganizam ne moze prodrijeti u tkiva.
Takoder, kad im to i uspije, tkiva mogu biti nepovoljan okoli§ za opstanak i razvoj
uljeza jednostavno zbog svojih svojstava, npr. stupnja oksigenacije, temperature,
metabolickih tokova, kemijskog sastava i sl. Npr. virus Ste¢enak vrlo je patogeni€an i
uglavnom smrtonosan uzroCnik bolesti u pasa, ali uopce nije Stetan za Covjeka. To je
stoga $to ljudske stanice nemaju podoban povrsinski receptor koji bi u njih uveo virus.

Navedeni primjer najbolje oslikava genetiCku imunost, koja je svojstvena odredenom
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ustrojstvu organizma, dakle vrsti. Ponekad su prirodna protutijela, koja se stvore bez
zamije¢enoga prijasnjeg dodira s antigenom u svih pripadnika jedne vrste, temelj
prirodenoj imunosti koju onda nazivamo prirodnom (normalnom) imuno$éu 2°.

Kljuénu ulogu u pokretanju prirodene imunosti ima receptorski sustav TLR-a. Ti
receptori prepoznaju zajedniCke molekularne strukture na razliCitim klicama. Naime,
mnoge klice imaju zajednicke, vitalno znacajne strukture, odnosno PAMP-ove, koji su
filogenetski saCuvani i ne mijenjaju se u razli€itim vrstama i rodovima klica. TLR u
obliku homodimera, a kadsto u obliku heterodimera vezu pripadne PAMP-ove i
pobuduju stanice aktivacijom sustava jezgrina Cimbenika kappa B (NF-kB engl.
nuclear factor kappa B) na proizvodnju upalotvornih citokina te kostimulirajuéih i
adhezijskih molekula. To prepoznavanje je grupno-specificno (za razliku od
prepoznavanja u steCenoj imunosti gdje se prepoznaju antigenske razlike u jednoj
aa), Sto znaci da jedan od tih receptora prepoznaje neke oblike PAMP-ova, a druge
ne. Jednom prepoznatoj klici s pomocu TLR-sustava suprotstavljaju se izvrsni

mehanizmi prirodene imunosti i upale **’.

1.8.2. Ste¢ena imunost

U osnovi steCene imunosti slozena je limfocitna aktivacija, diferencijacija i
recirkulacija, a uglavhom je usmjerena protiv proteinskih antigena. Pokretanje
reakcije zahtijeva imunopreradbu i imnunopredoCavanje u sklopu molekula antigena
glavnog sustava tkivne snosljivosti u ¢ovjeka (HLA, engl. Human Leukocyte Antigen),
a specificnost receptora nastaje rekombinacijom i somatskim mutacijama izvornih
gena V, D i J. Osim receptorskog signala preduvjet pobude je interakcija putem
drugog signalnog puta (CD28:B7) izmedu limfocita i imunopredo¢nih stanica. U
prvotnom kontaktu s novim antigenom procesi prepoznavanja, stani¢nih novacenja i
utkivljenja, te stani¢nih dioba i diferencijacije dogadaju se u vremenu reda veli€ine
nekoliko dana (4-10 dana). Stoga je kinetika reagiranja i postizanja ucinaka sporija u
odnosu na prirodenu imunost i upalnu reakciju. S druge strane, steCena imunost ima

sposobnost bioloske memorije specifiCnih antigenskih determinanti, $to je osnova
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trajnije zastite i cijepljenja protiv pojedinih klica. Ste€ena imunost prepoznaje antigene
mikroba (kao i prirodena imunost), druge egzogene antigene, te antigene vlastitog
promijenjenog tkiva i tumorske antigene. Vrlo visoka specificnost ste¢ene imunosti
oCituje se kao prepoznavanje razlike u jednoj aa ili pak haptenskoj modifikaciji
postraniénog ostatka endogenog proteina **'.

Na temelju efektorskih mehanizama razlikujemo dva oblika steCene imunosti:
humoralni i stanicni. Ulazak bilo kojeg antigena potiCe stvaranje obaju oblika imunosti,
ali Cesto izrazito prevladava jedan oblik, ovisno o antigenu i nacinu imunizacije.
Humoralna imunost jest imunost posredovana protutijelima. Protutijela se stvaraju
nakon ulaska nekog antigena u organizam, bilo slobodnoga topljivog, bilo vezanog na
povrSinu neke cCestice. StaniCna imunost jest imunost posredovana stanicama,
pretezito limfocitima T i makrofagima. Ona se obi¢no razvija pri ulasku nekih
unutarstanicnih bakterija, virusa, stanica transplantata ili tumora. Osnovni izvrsni
mehanizam sastoji se u izravnom citotoksicnom izvanstani¢nom djelovanju limfocita T
ili u€inku njihovih humoralnih produkata (citokina) koji na najrazliCitije nacine
pridonose unistenju ciljnih stanica ?'°. Prvi je korak u uspostavljanju ste¢ene imunosti

na infekcije aktivacija djevi¢anskih limfocita T.

1.9. Toll-like receptori i imunosni odgovor na infekciju virusom hepatitisa C

HCV je glavni uzro¢nik bolesti jetre zbog kontinuirane upale koja aktivira domacinov
imunolo$ki sutav. Mehanizam kojim HCV izbjegava ili aktivira imunoloski sustav jo$
nije posve jasan. TLR-i su bitan Cimbenik oblikovanja imunoloSkog odgovora
domacina, jer omogucuju stanicama prepoznavanje patogena te preko adaptorskih
unutarstani¢nih proteina aktiviraju signalne kinaze koje fosforiliraju unutarstani¢ne
proteine i aktiviraju molekule vazne za transkripciju razli€itih proteina kao $to su
citokini.

TLR spada u skupinu PRR receptora u koje su uklju¢eni RIG-I (engl. retinoic-acid-
inducible protein 1) i MDAS5 (engl. melanoma-differentiation-associated gene 5) koji se
nalaze u citoplazmi i aktiviraju trenskripcijske faktore IRFs (engl. IFN regulatory
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factors) i NF-kB, $to rezultira proizvodnjom IFN-a i upalotvornih citokina Kkoji
stimuliraju imuni odgovor na infekciju 9% 2%¢ 246247 pomoéni¢ki T limfociti (Th, engl.
helper T cells) izluCuju citokine kojima stimuliraju ili aktiviraju ostale stanice. Th se
nakon prepoznavanja antigena diferenciraju iz naivnih Th limfocita (ThO) u upalne
(Th1) i u pomocnicke (Th2) limfocite. Th1 limfociti luCe IFN-y, interleukin 2 (IL-2) i
C¢imbenik tumorske nekroze alfa (TNF-a, engl. tumor necrosis factor alpha) koji
aktiviraju makrofage i citotoksi¢ne T limfocite (Tc, engl. cytotoxic T cells) te su osobito
vazni pri reakcijama na viruse ®. S druge strane, Th2 limfociti proizvode slijedece
interleukine: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13, kojima stimuliraju B limfocite na
proizvodnju antitijela **.

TLR, RIG-I i MDA5 imaju glavnu ulogu u prepoznavanju liganda podrijetlom iz
razliCitih virusa, ukljuCuju¢i DNA, ssRNA (engl. single-stranded RNA), dsRNA (engl.
double-stranded RNA) i glikoproteine . Primjer TLR liganda podrijetiom iz virusa je
dsRNA, koja Cini genom virusa i nastaje tijekom Zivotnog ciklusa vecine RNA virusa,
ali ne nastaje u eukariotskim stanicama, te ssRNA koja se razlikuje od stani¢nih
citoplazmatskih ssRNA transkripata po svojoj lokaciji unutar endosoma i visokog
sadrzaja gvanozina i uridina *. RIG-I je unutarstani¢ni receptor za dsRNA koji djeluje
kao posrednik tijekom replikacije RNA virusa ?°* 2%, TLR2 i TLR4 prepoznaju PAMP-
ove, odnosno proteine HCV-a te dolazi do aktivacijskih signala u stanici koja otpusta
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protuupalne citokine i kostimulacijske molekule kao sto su CD80 i CD28 koje

potiCu aktivnost drugih stanica imunoloskog sustava $to €ini TLR klju¢nim elementom
prirodene imunosti "3 103 153.176

Strukturalni C protein i nestrukturalni NS3 protein mogu potaknuti prirodeni
imunoloski odgovor domacina $to dovodi do otpustanja protuupalnih citokina, pa su
zbog toga receptori aktivirani HCV-proteinima moguéi terapeutski cilj **.

TLR2 i TLR4 nalaze se na stanicama imunoloSkog sustava i preko njih stanica
prepoznaje HCV i lu€i IFN koji stimulira stvaranje antivirusnih enzima i dovodi stanicu
u protuvirusno stanje. No, ako dode do promjena na receptoru kao $to je SNP, to
moze rezultirati oslabljenim stvaranjem i izluCivanjem IFN-a i nemogucnoSc¢u

inhibiranja replikacije virusa.
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Unato€ Cinjenici da je HCV RNA okida¢ za RIG-I i prirodeni imunoloski odgovor,
priblizno 70-80 % oboljelih od HCV-a razvije kroni¢nu bolest. HCV mozZe uspjesno
izbjeci prirodeni imunoloski odgovor koji je pobuden infekcijom, $to rezultira virusnom
replikacijom i kroni¢nom infekcijom **°. TLR-i imaju sredi$nju ulogu u aktivaciji
prirodene imunosti, a posredno, kroz izrazaj kostimulacijskih molekula, i proizvodnju

99,140 4i isto

odgovarajucih citokina u usmjeravanju Th limfocita prema Th1 odgovoru
tako mogu potaknuti i Th2 odgovor °°. Staniéni specifi¢ni odgovor, odnosno Th1

odgovor, klju€an je u eliminaciji vecine patogena.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA | HIPOTEZA

U Hrvatskoj se godiSnje prijavljuje oko 200 osoba zarazenih HCV-om i priblizno isti

broj kroniCnih nosilaca virusa. Prema tome, Hrvatska spada u zemlju niske

prevalencije, $to ne umanjuje problematiku vezanu uz infekciju i terapiju KHC-a.

Trenutna problematika vezana uz HCV i kroni¢no oboljenje svodi se na nekoliko

¢injenica:

vizualizirana je tek djelomicna Cestica virusa, a ne kompletna virusna Cestica,
nema modela za in vivo istraZivanja,

funkcija proteina genoma HCV-a nije u potpunosti poznata,

zivotni ciklus HCV-a nije potpuno poznat, jer se saznanja o zivotnom ciklusu
virusa temelje na in vitro istrazivanjima,

stanicni receptori virusa nisu potpuno poznati,

virus je izrazito mutagen,

mehanizam kojim HCV izbjegava ili aktivira imunoloski sustav jo$ nije posve
jasan, i

svega pola oboljelih postiZe trajni viroloSki odgovor nakon provedene terapije.

Ne postoji apsolutno u€inkovito lijeCenje niti cjepivo protiv HCV-a, pa je Cinjenica da

priblizno 85 % zarazenih razvije KHC. To je vjerojatno posljedica neodgovarajuéeg

imunosnog odgovora na HCV. Poznato je da polimorfizmi gena tIr2 i tir4 utjeCu na

odgovor domacina u razliCitim infekcijama. Stoga je vazno odrediti navedene

polimorfizme, $to bi moglo pomoéi u prepoznavanju osoba s predispozicijom za

razvoj kroni¢ne infekcije i u predvidanju odgovora na terapiju.
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Ciljevi istrazivanja:

odrediti prisutnost protutijela specifi€nih za HCV svim ispitanicima,

dokazati aktivnu replikaciju HCV-a svim ispitanicima,

odrediti genotip HCV-a svim oboljelima od KHC-a,

utvrditi uspjeSnost terapije oboljelima od KHC-a,

odrediti prisutnost polimorfizama u TLR2 rs5743708, TLR4 rs4986790 i TLR4

ok~ 0N RE

rs4986791 svim ispitanicima, i
6. napraviti korelaciju izmedu polimorfizama i broja virusnih kopija, genotipa,
dobi, spola i nekih zZivotnih navika kao $to su ovisnost, koristenje kontracepcije,

tetovaza, body piercing, hemodijaliza i odredenih simptoma bolesti (bolovi u

.....

Hipoteza: polimorfizmi gena tlr2 rs5743708, tlr4 rs4986790 i tlr4 rs4986791 javljaju
se CeS¢e u skupini oboljelih od KHC-a nego u kontrolnoj skupini i dovode do

smanjenog ucinka terapije.
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3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje dobrovoljno je uklju¢eno 100 ispitanika: 40 zdravih i 60 ispitanika s
vec¢ dijagnosticiranim KHC-om. Svi su ispitanici punoljetni i upoznati s protokolom i
cilievima istrazivanja, a prije uklju€ivanja potpisali su informirani pristanak. Ispitivanje
se provodilo sukladno etiCkim nacelima i Deklaraciji iz Helsinkija iz 1975. godine te
njezinim izmjenama iz 1983. godine. Provodenje istrazivanja odobrilo je Eticko
povjerenstvo Zavoda za javno zdravstvo (ZZJZ) OsjeCko-baranjske Zupanije.
Informirani pristanak je u prilogu.

Pored dobi i spola, za sve ispitanike prikupljeni su i podatci o nekim Zivotnim
navikama kao Sto su ovisnost, koriStenje kontracepcije, tetovaza, body piercing i
(promjena tjelesne tezine). Prikupljeni su podatci i o tome jesu li ispitanici imali
operativni zahvat prije 1993. godine, jesu li primili trensfuziju krvi ili pripravak od Kkrvi
prije 1993. godine, te jesu li hemodijalizirani.

Uzorci pune Krvi i plazme prikupljeni su u ambulanti Sluzbe za mikrobiologiju, ZZJZ
Osjecko-baranjske zupanije. Puna je krv uzeta venepunkcijom u EDTA epruvete od
3,0 mL (uz etilendiaminotetraoctenu kiselinu, EDTA kao antikoagulans), a za
dobivanje plazme krv je uzeta u PPT (Plasma Preparation Tube) epruvete s gelom od
8,5 mL. Krv s EDTA skladiStena je na 4°C u hladnjaku Laboratorija za molekularnu
dijagnostiku mikroorganizama ZZJZ Osjecko-baranjske zupanije. PPT epruvete s
uzorcima centrifugirane su u roku do 2 sata od vadenja krvi brzinom od 2500 okretaja
u minuti u trajanju od 10 minuta u centrifugi Rotanta 460 (Hettich, Njemacka) s
vise¢im rotorom. Nakon centrifugiranja uzorka, gel u PPT epruveti napravi barijeru
izmedu eritrocita i plazme te se na taj naCin onemoguéava zagadenje plazme
slobodnim hemoglobinom. Takav uzorak skladisten je na — 20 °C u ledenici
Laboratorija za molekularnu dijagnostiku mikroorganizama ZZJZ OsjecCko-baranjske

Zupanije do ispitivanja.
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Svim ispitanicima odredena je prisutnost protutijela specificnih za HCV, prisutnost
virusa kvantitativnim testom i odredeni su polimorfizmi TLR2 rs5743708, TLR4
rs4986790 i TLR4 rs4986791. Ispitanicima s KHC-om odreden je genotip HCV-a. Oni
su podijeljeni u skupinu koja ne prima terapiju i skupinu koja prima terapiju prema

postojecim terapijskim protokolima ovisno o genotipu.

Podjela oboljelih od KHC-a:

- skupina 1, nelije€eni ispitanici — 27 ispitanika. U ovoj skupini kvantitativho je
utvrdena visina viremije.

- skupina 2, lije€eni ispitanici — 33 ispitanika. U ovoj skupini ispitanici su lijeCeni
kombinacijom PEG-IFN-a i ribavirina ovisno o genotipu virusa. Ispitanicima je
odreden broj virusnih kopija tri puta definirano odgovaraju¢im terapijskim
algoritmom lije€enja. Kvantitativno je utvrdena visina viremije kroz vrijeme i

uspjesnost primjenjenog terapijskog protokola.

Kontrolnu skupinu (40 ispitanika) Cinili su ispitanici koji nemaju aktivnu replikaciju

virusa odnosno nemaju prisutan genski materijal virusa u krvi (HCV RNA).

3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje protutijela imunoenzimnim postupkom

Specificna protutijela mogu se odredivati razliCitim metodama kao S§to su
imunoenzimski test EIA (engl. enzyme immunoassay) i ELISA (engl. enzyme-linked
immunosorbentassay) ** %, neizravna imunofluorescencija (IFA, engl. indirect
immunofluorescence assay), imunoblot testovi (WB, engl. western blot),

radioimunotest (RIA, engl. radioimmunoassay) 2+

, reakcija vezanja komplementa
(RVK), aglutunacija te precipitacija. Novije metode (EIA, IFA, WB) omogucuju

detekciju specificnih protutijela IgM, 1gG, IgA i imaju bolju osjetljivost i specifiCnost.
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Danas se koriste enzimimunoloSke metode koje odlikuje visoka specifiCnost,
osjetljivost, ponovljivost te brzo i jednostavno izvodenje.

Svaki rezultat seroloSke pretrage treba smatrati reaktivnim odgovorom specifi¢nih
protutijela na antigen, jer je sigurno da se protutijela stvaraju kao odgovor na antigeni

poticaj.

3.2.1.1. Odredivanje protutijela koriStenjem komercijalno dostupnog test paketa
Monolisa™ Anti-HCV PLUS

Nacelo metode:

Prisutnost protutijela odredena je testom Monolisa™ Anti-HCV PLUS version 2, Bio-
Rad, Francuska. To je test u kojemu se indirekthom imunoenzimskom metodom
omogucuje odredivanje protutijela specificnih za HCV u serumu ili plazmi ispitanika.
Princip metode je sljedeéi: na &vrstu fazu (jazica mikrotitarske ploce) vezani su
proc€iSceni rekombinirani proteini nestrukturalnin (NS3 i NS4) i strukturalnih regija
hepatitis C genoma. Doda se uzorak s protutijelom te se inkubira da se protutijelo
(ukoliko je prisutno) veze za navedene antigene uz nastanak kompleksa antigen-
protutijelo. Protutijela vezana za antigen dokazuju se pomocéu kozjih protutijela
obiljezenih peroksidazom. Nevezani konjugat se ispere puferom i doda supstrat za
enzim. Nakon inkubacije doda se otopina koja zaustavlja enzimsku reakciju.
Vrijednost apsorbancije odreduje se spektrofotometrijski. SpecifiCnost testa iznosi
99,8 % *°°,

Postupak:

Svi reagensi iz test-paketa temperirani su 30 minuta na sobnoj temperaturi prije
koriStenja. Reagensi R6 i R7 homogenizirani su okretanjem nekoliko puta. Reagens
R2 razrijeden je 20 puta (1:20) u destiliranoj vodi. Radni supstrat napravljen je tako
$to je reagens R9 razrijeden u reagensu R8 u omjeru 1:11. Cuvan je u mraku na
sobnoj temperaturi i upotrijebljen unutar 6 sati. Jazice mikrotitarske ploCe presvucene

su trima prociséenim rekombiniranim antigenima specificnim za HCV. U njih je

35



ISPITANICI | METODE RADA

dodano 80 pl reagensa R6, pipetom volumena od 10 do 100 uL (Research,
Eppendorf) i 20 ul plazme. Plazma i reagens se homogeniziraju te se mikrotitarska
plo€a inkubira 60 minuta na 40 °C u inkubatoru Binder (Njemacka). Nakon inkubiranja
mikrotitarska plo€a je isprana pomocu automatskog ispirata Biochrom Asys Atlantis
2, Engleska, a preostala tekucina u jazicama je odstranjena okretanjem mikrotitarske
ploCe na lako upijajuci papir. U svaku jazicu dodano je 100 ul konjugata (reagens R7)
nakon ¢ega je mikrotitarska plo€a inkubirana 30 minuta na 40°C u inkubatoru. Serijom
ispiranja ispran je nevezani konjugat. U reakciju je dodana otopina vodikovog
peroksida i kromogenog supstrata tetrametil benzidina (pripremljeni radni substrat R8
+ R9), koji oksidacijom vodenog peroksida daje ruzi¢asto obojenje. Slijedi inkubacija
od 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku kako bi se razvila reakcija. Dodatkom
stop-otopine (R10) ruzi¢asto obojenje nestaje kod negativnih uzoraka ili mijenja boju
u zutu kod pozitivnih uzoraka. Apsorbancija se mjeri najmanje 4 minute nakon
dodatka stop otopine, a unutar 30 minuta od prekida reakcije na 450/620-700 nm na
spektrofotometrijskom c&itacu mikrotitarskih plo€a Biochrom Asys Expert Plus,
Engleska. Prisutnost ili odsutnost protutijela specificnin za HCV odredena je
usporedbom vrijednosti apsorbancije svakog uzorka i izraCunate CO (cut-off)

vrijednosti.

3.2.2. 1zolacija DNA

Ukupna DNA izolirana je iz pune krvi koja je uzorkovana venepunkcijom uz
antikoagulans EDTA koriStenjem komercijalno dostupnog test-paketa za izolaciju

ukupne genomske DNA High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).
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3.2.2.1. lzolacija DNA koristenjem komercijalno dostupnog test paketa High

Pure PCR Template Preparation Kit

Nacelo metode:

High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mainnheim,
Njemacka, je jedan od najpouzdanijih, ali i najjednostavnijih izolacijskih test-paketa za
izolaciju nukleinskih kiselina iz razliCitih uzoraka kao sto su puna krv, kultura stanica i
tkivo. Nacelo rada zasniva se na uporabi kemikalija u samom paketu i svodi se na
osnovne postupke digestije ukupne krvi s EDTA uz prisutnost proteinaze K te
transferiranje uzoraka na posebnu, silikagelnu membranu. Serijom uzastopnog
nano$enja pufera za ispiranje na membranu, za koju je vezana DNA i uzastopnog
centrifuguranja, DNA se ispere od zaostalih proteina. U konacnici, na ispranu DNA
nanosi se pufer za otapanje DNA te otopliena DNA centrifugiranjem prolazi
silikagelnu membranu u sterilnu polipropilensku epruvetu. Koriste¢i navedeni test-
paket, proizvodac je odredio prinos od 3-6 ug genomske DNA, ukoliko je 200 pl

poc&etni volumen ukupne krvi s EDTA za izolaciju *°*.

Postupak:

Proteinaza K otopljena je u 4,5 ml dvostruko destilirane vode (ddH,O). Pufer Inhibitor
Removal Buffer pripravljen je dodatkom 20 ml apsolutnog etilnog alkohola. Pufer za
ispiranje Wash Buffer pripremljen je dodatkom 80 ml apsolutnog etilnog alkohola.
Vodena kupelj Dubnoft Bath-BSD/D (International PBI SpA) je uklju¢ena i
temperatura je podeSena na 70°C. U zagrijanu vodenu kupelj na inkubiranje je
stavljen Elution Buffer. U pravilno oznacene sterilne mikrocentrifugalne tube od 2 mi
(Eppendorf, Njemacka) dodano je 200 ul ukupne EDTA krvi, pipetom volumena od
100 do 1000 ul (Research, Eppendorf), 200 pl pufera Binding Buffer i 40 ul proteinaze
K, pipetom volumena od 10 do 100 uL (Research, Eppendorf). Smjesa je dobro
izmijeSana na vibracijskoj mjesalici EV-102 (Tehnica). Epruvete su inkubirane 10
minuta na 70°C u termobloku (Thermomixer comfort, Eppendorf). Zatim se u iste tube
odmijeri 100 pl izopropanola i snazno se izmijeSa na vibracijskoj mjesalici. Kolone sa

silikagelnim membranama se pravilno oznace. Pipetom se odmijeri 540 ul dobivene

37



ISPITANICI | METODE RADA

mjeSavine svakog uzorka na silika-membranu u koloni s epruvetom za sakupljanje, te
se navedene kolone centrifugiraju 1 minutu na 8000 x g u mikrocentrifugi (Centrifuge
5417R, Eppendorf). Odbace se epruvete za sakupljanje te se kolone premjestaju u
nove epruvete za sakupljanje. Na membranu u koloni se pipetom odmjeri 500 uL
pufera Inhibitor Removal Buffer te se kolone centrifugiraju 1 minutu na 8000 x g.
Odbace se epruvete za sakupljanje te se kolone premjeStaju u nove epruvete za
sakupljanje. Na silikagelnu membranu u koloni se pitetom odmijeri 500 pL pufera za
ispiranje Wash Buffer te se kolone centrifugiraju 1 minutu na 8000 x g. Odbace se
epruvete za sakupljanje te se kolone premjestaju u nove epruvete za sakupljanje. Jo$
jednom se na silikagelnu membranu u koloni pipetom odmijeri 500 yL pufera za
ispiranje Wash Buffer te se kolone centrifugiraju 1 minutu na 8000 x g. Odbace se
epruvete za sakupljanje te se kolone premjestaju u nove epruvete za sakupljanje i
centrifugiraju 10 sekundi na 17000 x g. Odbace se epruvete za sakupljanje, te se
kolone premjesStaju u sterilne, praviino oznacene mikrocentrifugalne tube. Na
silikagelnu membranu u koloni se pipetom odmijeri 200 pl ugrijanog pufera za
otapanje DNA (Elution Buffer) te se kolone centrifugiraju 1 minutu na 8000 x g.
Sadrzaj dobiven u mikrocentrifugalnoj tubi je 200 ul otopljene DNA koja je pohranjena
na — 20 °C.

Izolirana DNA je dalje koristena za odredivanje SNP-ova.

3.2.3. lzolacija RNA
HCV RNA izolirana je iz plazme ispitanika uzete venepunkcijom u PPT epruvete

koristenjem dva komercijalno dostupna test paketa, High Pure System Viral Nucleic

Acid Kit (Roche) i Amplicor HCV Specimen Preparation Kit (Roche).
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3.2.3.1. lzolacija RNA koristenjem komercijalno dostupnog test paketa High

Pure System Viral Nucleic Acid Kit

Nacelo metode:

High Pure System Viral Nucleic Acid Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mainnheim,
Njemacka, je izolacijski test-paket za izolaciju nukleinskih kiselina iz seruma ili
plazme. Nacelo rada zasniva se na uporabi kemikalija u samom paketu, a svodi se na
postupak izolacije nukleinskih kiselina uz prisutnost proteinaze K te transferiranje
nukleinskih kiselina na silikagelnu membranu. HCV RNA se izolira iz plazme
ispitanika pomocu lize virusnih Cestica s liziraju¢im reagensom iz kita, nakon Cega
slijedi precipitacija RNA izopropilnim alkoholom i otapanje u diluentu. Serijom
uzastopnog nanosenja pufera za ispiranje na membranu i uzastopnog centrifugiranja,
RNA se ispere od zaostalih nevezanih supstanci kao $to su soli i proteini. Na ispranu
RNA nanosi se pufer za eluiranje te otopljena RNA centrifugiranjem prolazi

silikagelnu membranu u nosa¢ za eluciju **.

Postupak:

Vodena kupelj Dubnoft Bath-BSD/D (International PBI SpA) je ukljuCena i
temperatura je podeSena na 50°C. Termoblok (Thermomixer comfort, Eppendorf) je
uklju€en, temperatura je podesSena na 70°C i u njega je stavljen na inkubiranje pufer
za eluciju (ELB). Radni pufer za uklanjanje inhibitora (IRB) pripremljen je dodatkom
20 ml 96-100 %tnog etanola. Radni pufer za ispiranje (WASH) pripremljen je
dodatkom od 50 ml 96-100 %tnog etanola i 30 ml deionizirane vode. Liofilizirana RNA
(CAR) otopljena je dodatkom od 500 ul pufera za eluciju. Proteinaza K (PK) otopljena
je dodatkom od 5 ml pufera za eluciju. HCV-kvantitativni standard (HCV QS, engl.
HCV quantitation standard) izmijeSan je prije uporabe na vibracijskoj mjeSalici EV-102
(Tehnica). HCV QS neinfektivni je RNA transkript redoslijedom baza nalik ciljnoj
sekvenci koji je dodan svakom uzorku kao dio liziraju¢eg reagensa. Standard se
dodaje u poznatoj koncentraciji, izrazenoj u internacionalnim jedinicama po mililitru

(IU/ml), a sluzi utvrdivanju virusnog titra.

39



ISPITANICI | METODE RADA

Radni lizirajuci reagens za 12 uzoraka pripremljen je na sljedeci nacin:

LYS pufer 7.0 ml
CAR 140 pl
C-TAQ QS 56 pl
PK 1,4 mi

PromijeSan je okretanjem 10-15 puta.

U pravilno oznaceni transparentni nosa¢ dodano je 625 pl pripremljenog radnog
lizirajuéeg reagensa, pipetom volumena od 100 do 1000 ul (Research, Eppendorf) i
500 pl uzorka plazme i kontrola. NosaC je vorteksiran 10 sekundi na vibracijskoj
mjeSalici te inkubiran 10 minuta na 50°C u vodenoj kupelji. Nakon dodatka
izopropanola i serije centrifugiranja u centrifugi Rotanta 460 (Hettich, Njemacka) s
vise¢im rotorom dobiven je lizat. 750 pl lizata je pazljivo pipetom preneseno na nosac
s filtermembranama. Nakon centrifugiranja nosaca pipetom je prenesen i ostatak
lizata iz transparentnog nosaa na nosacC s filtermembranama te je ponovljeno
centrifugiranje. NanoSenjem pufera za uklanjanje inhibitora na nosaC s
fitermembranama, serijom uzastopnog nano$enja pufera za ispiranje i uzastopnog
centrifugiranja RNA se ispere i ostane vezana za filtermembranu. Nosa¢ s
fitermembranama se prenese na nosac za eluciju i pri€vrsti kukicama. U konacCnici se
na sredinu filtermembrane nanosi pufer za eluciju. Nosa¢ se inkubira na sobnoj
temperaturi te centrifugira. Centrifugiranjem RNA prolazi filtermembranu i ostaje u
nosacu za eluciju.

Izolirana RNA je dalje koristena za kvantitativnho odredivanje HCV-a.

3.2.3.2. lzolacija RNA koristenjem komercijalno dostupnog test paketa Amplicor

HCV Specimen Preparation Kit

Nacelo metode:
Amplicor HCV Specimen Preparation Kit, verzija 2.0, Roche Diagnostics GmbH,

Mainnheim, Njemacka, je izolacijski test-paket za izolaciju RNA iz seruma ili plazme.
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NacCelo rada zasniva se na uporabi kemikalija u samom paketu, a svodi se na
postupak izolacije HCV RNA pomocu lize virusnih Cestica s liziraju¢im reagensom uz
prisutnost interne kontrole (IC). IC je neinfektivni RNA transkript veliCinom i
redoslijedom baza nalik ciljnoj sekvenci, a sluzi kao kontrola izolacije i umnozavanja.
Nakon lize virusnih Cestica slijedi precipitacia RNA s izopropilnim alkoholom i

otapanje u diluentu *°°.

Postupak:

Pripremljen je 70 %tni alkohol (za 12 uzoraka: 11 ml 95 % etanola i 4 ml destilirane
vode). Radni liziraju¢i reagens (Working Lysis Reagent) pripremljen je tako $to je u
bocicu pufera (HCV LYS) dodana interna kontrola (HCV IC) koja je prije uporabe
dobro izmijeSana na vibracijskoj mjesalici EV-102 (Tehnica). U pravilno oznacene
sterilne mikrocentrifugalne tube od 2 ml (Eppendorf, Njemacka) dodano je 200 pl vec
pripremljenog radnog liziraju¢eg reagensa, pipetom volumena od 100 do 1000 ul
(Research, Eppendorf) i 200 pl plazme. Smjesa u tubama je dobro izmijeSana na
vibracijskoj mjesalici i inkubirana 10 minuta na 60°C u termobloku (Thermomixer
comfort, Eppendorf). Dodavanjem izopropanola i 70 %tnog alkohola te serijom
uzastopnog centrifugiranja u mikrocentrifugi (Centrifuge 5417R, Eppendorf) dobiven
je talog u kojem se nalazi HCV RNA. Talog je otopljen dodatkom 200 ul pufera za
otapanje (HCV DIL), razbijanjem taloga sterilnim filter-nastavkom od 200 ul i snaznim
mijeSanjem na vibracijskoj mjesalici.

Izolirana RNA je dalje koriStena za odredivanje genotipa HCV-a.

3.2.4. Polimerazna lan¢ana reakcija

Polimerazna lanana reakcija (PCR, engl. polymerase chain reaction) je in vitro
metoda umnozavanja ciljnih kratkih slijedova DNA pomoc¢u specifi¢nih jednolan&anih
oligonukleotidnih sondi, tzv. pocCetnica (klica), uz katalitiCcko djelovanje termostabilne
DNA polimeraze (Taq polimeraza). Metoda je toliko osjetljiva da mozZe zapoceti od

jedne molekule DNA. Krajevi slijeda DNA koji se Zeli umnoziti su komplementarni
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poCetnicama. Za odvijanje PCR reakcije, osim kalupa DNA, para pocetnica i Taq
polimeraze, potrebni su i nukleotidi poput deoksiadenozin-5'-trifosfata (dATP),
deoksigvanozin-5'-trifosfata (dGTP), deoksicitidin-5'-trifosfata (dCTP) i deoksitimidin-
5'-trifosfata (dTTP), u istom omjeru. Osim navedenog, PCR reakcija odvija se uz
dodatak magnezijevih soli i pufera za PCR. PCR reakcija odvija se u 3 koraka:
razdvajanje dvolancanog kalupa DNA, sparivanje (hibridizacija) poCetnica s DNA
jednolan€anim kalupom i sinteza (produljenje) lanca DNA. Sinteza DNA ili produljenje
poCetnica uvijek se dogada u smjeru cilinog slijeda. Visekratnim, uzastopnim
ponavljanjem tri navedena koraka, nakon "n" broja ponavljanja ciljni slijed umnozit ¢e

se 2" puta 1% 162,

3.2.4.1. PCR u stvarnom vremenu

PCR u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR) je izrazito pouzdana i precizna
metoda za identifikaciju i kvantifikaciju patogena virusnog, bakterijskog ili
parazitarnog podrijetla. Za reakciju su potrebne vrlo male koli€ine izolirane DNA ili
RNA $to omogucuje uporabu ove metode u slu¢ajevima kada na raspolaganju imamo
male i drugim metodama nedovoljne koli€ine uzorka. U reakciji real-time PCR
produkti reakcije obiljezeni su fluorescentnom bojom i analiziraju se istovremeno i dok
nastaju (u stvarnom vremenu). Mjerenjem fluorescencije mjerimo nastalu DNA, jer
koligina fluorescencije srazmjerna je koligini PCR proizvoda *’. Real-time PCR
odreduje i toCku taljenja (engl. melting point) novonastalog proizvoda, kada se dva
lanca DNA odvoje i fluorescencija naglo prestaje. Ovim provjeravamo specifi¢nost
produkta, jer svi produkti za specifi¢an par poCetnica moraju imati istu krivulju taljenja
(engl. melting curve) u kojoj se mjeri fluorescecija u odnosu na temperaturu. Danas
se u praksi sve viSe koristi real-time PCR metoda koja se zasniva na koriStenju
neobiljezenih specifiCnih po€etnih oligonukleotida i specifi¢no obiljezene probe. Real-
time PCR koristi se za apsolutnu ili relativnu kvantifikaciju DNA ili RNA. Apsoluthom
kvantifikacijom mozemo precizno odrediti broj kopija DNA ili RNA u nekom uzorku

usporedujuéi fluorescenciju sa standardnom krivuljom. Relativnom pak kvantifikacijom
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mozemo analizirati relativne promjene u koli€ini transkripta. Real-time PCR sve vecu
primjenu nalazi u SNP analizi u kojoj se koriste dvije specificne i razliito obiljezene
probe. SNP analiza koristi se u molekularnoj genetici u testiranju rizika za
obolijevanje od odredene bolesti te u testiranju moguceg odgovora na terapiju kod

pojedinca.

3.2.4.2. Multipleks PCR

Multipleks PCR (engl. multiplex polymerase chain reaction) je istovremena analiza
viSe segmenata DNA u istom uzorku. Istovremeno se koristi viSe parova pocetnica
koje moraju imati slicne optimalne temperature za vezanje (podjednaka duzina i GC
sastav). Nedostatak je Sto je optimiziranje metode vrlo slozeno. Multipleks PCR se
upotrebljava u mnogim podrucjima dijagnostike nukleinskih kiselina ukljuCujuci

analizu delecije gena te analize mutacija i polimorfizama gena 2> %6 °*,

3.2.5. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija (RT, engl. reverse transcription) je metoda kojom se molekula
RNA prevodi u cDNA djelovanjem enzima reverzne transkriptaze. Nakon nje obi¢no
slijedi umnazanje odsjeCka cDNA postupkom PCR-a pa se taj cijeli postupak naziva
reverzna transkripcija s polimeraznom lan¢anom reakcijom (RT-PCR, engl. reverse

transcription-polimerase chain reaction).

3.25.1. RT-PCR za HCV

Postupak:
Pripremljen je radni Master Mix prema uputama proizvoda€a komercijalno dostupnog

test-paketa Amplicor® HCV Amplification Kit, verzija 2.0, Roche Diagnostics GmbH,
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Mainnheim, Njemacka. U 700 pyl HCV Master Mix-a (HCV MMX) dodano je 100 pl
otopine mangana (HCV Mn?"). Za PCR reakciju ukupnog volumena od 100 l
koriSteno je 50 ul pripremljenog Master Mix-a i 50 ul izolirane RNA KkoriStenjem
komercijalno dostupnog test-paketa Amplicor HCV Specimen Preparation Kit.
Izolirana RNA je prvo prevedena u cDNA reverznom transkripcijom, a onda je
pomocu PCR-a umnazana visoko konzervirana 5 UTR regija duzine sekvence od
244 nukleotida. Umnazanje specificnog dijela genoma HCV-a radilo se na PCR
uredaju GeneAmp PCR System 9700 sa zlatnim blokom, proizvodaca Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD. Istovremeno je umnaZana i interna kontrola koja je
dodana svakom uzorku kao dio liziraju¢eg reagensa u izolaciji HCV RNA, a sluzi kao

kontrola izolacije i umnozavanja.

Na navedenom uredaju snimljeni su slijedeci optimizirani uvjeti RT-PCR reakcije:

HOLD program: 5 minuta (min) 50 °C

HOLD program: 30 min 62 °C

36 ciklusa ponavljanja: 0 sekundi (s) 90 °C, 25s 58 °C
HOLD program: 91 °C (ne duze od 3 sata)

Dobiveni PCR produkti su kemijski denaturirani dodavanjem 100 ul DN pufera u cilju
dobivanja jednolan€anih PCR produkata i dalje su koriSteni za odredivanje genotipa
HCV-a *®.

3.2.6. Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu zasniva se na osobini da se tiekom PCR
reakcije koli¢ina DNA udvostruci u svakom ciklusu. Svakim ciklusom eksponencijalno
se povecava kolicCina DNA u uzorku, Sto se prati fluorescentnom bojom koja se
umece u novostvorene lance cDNA. Flourescencija se povecava svakim ciklusom, a
mjeri se u kojem ciklusu ima dovoljno cDNA da bi flourescencija porasla iznad praga

detekcije (Ct vrijednost). Sto neke cDNA u uzorku ima vide, ranije ¢e se umnoziti
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dovoljno da prijede prag detekcije, odnosno Ct vrijednost bit ¢e niza, dok ¢e uzorak s
manje cDNA kasnije precCi prag detekcije i stoga ¢e imati visu Ct vrijednost.
Kvantitativno odredivanje broja kopija DNA ili RNA u nekom uzorku dobiva se
usporedbom fluorescencije sa standardnom krivuljom.

Kvantitativho odredivanje HCV RNA vrlo je vazno u pracenju antiviralnog odgovora

na primjenjenu terapiju *°.

3.2.6.1. Kvantitativho odredivanje HCV-a koriStenjem komercijalno dostupnog
test-paketa COBAS® TagMan®HCV Test

Nacelo metode:

Za dokaz prisutnosti HCV-a i za odredivanje broja virusnih kopija koristen je
kvantitativni test COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0, Roche Diagnostics GmbH,
Mainnheim, Njemacka. Nacelo rada zasniva se na uporabi Master Mix-a i mangana
koji se nalaze u samom paketu. Master Mix sadrzi termostabilnu Z05 DNA polimerazu
koja ima DNA polimeraznu aktivnost i aktivnost reverzne transkriptaze. Osjetljivost

testa iznosi 25 IU/mL 7" 163,

Postupak:

Pripremljen je radni Master Mix prema uputama proizvodaca. Za PCR reakciju
ukupnog volumena od 100 pl koristeno je 50 ul pripremljenog Master Mix-a i 50 pl
izolirane RNA. Na automatskom analizatoru Cobas® TaqMan® 48 prvo je RNA,
izolirana koriStenjem komercijalno dostupnog test-paketa High Pure System Viral
Nucleic Acid Kit, prevedena u cDNA reverznom transkripcijom. Nakon toga je pomocu
PCR-a umnazana visoko konzervirana 5’ UTR regija uz HCV-specificne pocetnice i
HCV-kvantitativni standard. Uz kontrole i HCV-kvantitativni standard, AMPLILINK
softver navedenog analizatora prema kalibracijskoj krivulji odredi visinu virusnog titra.
Broj kopija HCV RNA izrazen je u IU/ml sukladno medunarodnom standardu (NIBSC
Code 96/798).
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3.2.7. Odredivanje genotipa HCV-a

Genotip HCV-a odreden je koristenjem komercijalno dostupnog test-paketa Linear
Array Hepatitis C Virus Genotyping Test. Navedenim testom odreduje se 6 glavnih

genotipova HCV-a koji se oznaCavaju arapskim brojevima od 1 do 6.

3.2.7.1. Odredivanje genotipa HCV-a koriStenjem komercijalno dostupnog test-

paketa Linear Array Hepatitis C Virus Genotyping Test

Nacelo metode:

Linear Array Hepatitis C Virus Genotyping Test, proizvoda¢a Roche Diagnostics,
Mainnheim, Njemacka, je komercijalno dostupan test-paket za odredivanje
genotipova HCV-a. NacCelo rada zasniva se na uporabi nitroceluloznih trakica
(stripova) i reagensa koji se nalaze u test paketu. Jednolan&ani biotinizirani produkti
vezu se za specificne oligonuleotidne probe vezane za nitroceluloznu traku na kojoj

su probe za svih 6 genotipova HCV-a *®°.

Postupak:

Vodena kupelj Dubnoft Bath-BSD/D (International PBI SpA) je uklju¢ena i
temperatura je podeSena na 50°C. Pufer Working Hybridization Buffer (WHB)
pripremljen je tako Sto je u 432,5 ml destilirane vode dodano 25 ml reagensa SSPE i
10 ml reagensa SDS. Pufer Working Stringent Wash Buffer (WSWB) pripremljen je
tako Sto je u 965 ml destilirane vode dodano 25 ml reagensa SSPE i 10 ml SDS
reagensa. Pufer za ispiranje Working Ambient Wash Buffer (WAWB) pripremljen je
tako Sto je u 1447,5 ml destilirane vode dodano 37,5 ml reagensa SSPE i 15 ml
reagensa SDS. Pufer Working Citrate Buffer (WCB) pripremljen je tako Sto je u 450
ml destilirane vode dodano 50 ml CIT reagensa. Prije uporabe puferi WHB i WSWB
ugrijani su u vodenoj kupelji 15 minuta na 50°C. Nakon toga je temperatura vodene
kupelji podeSena na 55°C. Konjugat je pripremljen tako sto je u 5 ml ugrijanog WSWB

dodano 10 ul reagensa SA-HRP za jedan strip, a radni supstrat za jedan strip
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pripremljen je dodatkom 1 ml reagensa SUB B u 4 ml reagensa SUB A. U 24-well
kadicu sterilnom pincetom su stavljene nitrocelulozne trake. Svakoj je trakici dodano
4 ml ugrijanog WHB pufera i 100 ul denaturiranog amplikona. Kadica je pokrivena
poklopcem i stavljena u vodenu kupelj na inkubiranje 20 minuta na 55°C uz brzinu
mijeSanja od 60 RPM. Jednolanc€ani biotinizirani produkti tijekom inkubacije vezu se
za specificne oligonukleotidne probe vezane za nitroceluloznu traku. Nakon vezanja,
nitrocelulozne trake isperu se puferima za ispiranje te se doda pripremljeni supstrat u
kojem se nalaze vodikov peroksid i kromogen tetrametil benzidin (TMB). Peroksidaza
katalizira oksidaciju vodikovog peroksida te posljedi¢no oksidaciji kromogena TMB
nastane plava boja na onom mjestu na nitroceluloznoj traci gdje se dogodila
specifiCna hibridizacija. Vidljivi plavi bandovi usporedeni su s bandovima referalne

tablice te je ocitan prisutni HCV-genotip u uzorku.

3.2.8. Odredivanje polimorfizama gena tir2 i tir4 na uredaju LightCycler

Polimorfizmi gena tIr2 rs5743708, tlr4 rs4986790 i tir4 rs4986791 odredeni su real-
time PCR-om na uredaju LightCycler (verzija 1.5) prema uvjetima i preporukama
proizvodaca pocetnica i proba, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin,
Njemacka. LightCycler je vrlo brzi PCR uredaj u kombinaciji s mikrovolumnim
fluorimetrom. Temperatura se u termalnoj komori kontrolira pomoc¢u grijanog zraka i
zraka same prostorije. RasprSiva¢ zraka ravnomjerno rasporeduje zrak Koji
kruzenjem stvara jednaku temperaturu unutar komore. Zahvaljuju¢i maloj masi zraka
koji sluzi kao medij za prijenos topline, moguce je posti¢i vrlo brze promjene
temperature unutar komore %,

Za PCR koriste se posebno dizajnirane staklene kapilare, LightCycler® Capollaries
(20 ul), proizvodaCa Roche Diagnostics, Mainnheim, Njemacka, koje omogucuju
koriStenje vrlo malog volumena reakcijske smjese. Zbog velikog omjera povrsine
prema volumenu kapilare, one omogucuju vrlo brze promjene temperature, a time i
brze cikluse umnazZanja. Kapilare istodobno sluze i kao kivete za mijerenje

fluorescencije nastalih PCR produkata.
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3.2.8.1. Odredivanje SNP-a tlr2 gena metodom real-time PCR

Detekcija polimorfizma gena tlr2 rs5743708 (G2258A, R753Q) postignuta je metodom
real-time PCR-a, analizom krivulje temperature taljenja (Tm) na uredaju LightCycler.
Za polimorfizam gena tIr2 €ija je oznaka rs5743708 naru€ene su pocetnice i probe od
proizvodaca TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, Njemacka. Pocetnice su
liofilizirane u mnozini od 5 nmol, a probe u mnozini od 1 nmol, takoder liofilizirane.
Otapanjem pocetnica u 100 ul ddH,O dobije se mati¢na otopina koncentracije 50 yM
koja se pohranjuje na —20°C. |1z mati¢ne otopine priprema se radna otopina pocetnica
TLR2 S i TLR2 R, koncentracije 0,5 yM. Probe su otopljene u 100 pl ddH,0. Tako je
dobivena mati¢na otopina koja se pohranjuje na —-20°C. Iz matiCne se otopine
priprema radna otopina proba Sensor [A] i Anchor 753, koncentracije 0,225 uM.
Slikom 3.1 prikazan je slijed uzvodne i slijed nizvodne pocetnice.

Za PCR reakciju ukupnog volumena od 20 pl koristeno je: 5 pl kalupa DNA, pocetnice
TLR2 S i TLR2 R koncentracije 0,5 uM, probe Sensor [A] i Anchor 753, koncentracije
0,225 pM, 4 mM MgCl,, ddH,O i FastStart proizvodata Roche Diagnostics,
Mainnheim, Njemacka.

Na navedenom uredaju snimljeni su optimizirani uvjeti PCR reakcije: poc€etna
denaturacija 95°C u trajanju od 10 min, 40 ciklusa ponavljanja denaturacije (95°C/0 s,
20°C/s), spajanje pocetnica 55°C u trajanju od 10 s i produljenje pocetnica 72°C u
trajanju od 18 s. Odredivanje krivulje taljenja: 1 ciklus 95°C/0 s, 53°C/30 s, slijedi
povecanje temperature na 80°C pa snizavanje od 0,1°C/s. Umnozeni PCR produkti
otkriju se mjerenjem fluorescencije koja nastaje uporabom specifi¢nih hibridizacijskih

proba.
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TLRZ §
C2179T (R677W)
»

AGCAGGAACATCTGCTATGATGCATTTGTTTCTTACAGTGAGCGGGATGCCTACTGGGTGGAGAACCTTATGGTCCAGGAGCTGGAGAACTTCAATCCCCCCTTCAAGTTGTGTCTTCATAAGCGGGACTTCATTCCTGGCAAGTGGATCATTGACAATATCATTGACTCC 20695
TCGTCCTTGTAGACGATACTACGTAAMCAAAGAATGTCACTCGCCCTACGGATGACCCACCTCTTGGARTACCAGGTCCTCGACCTCTTGAAGTT AGTTCAACACAGAAGTATTCGCCCTGAAGTAAGGACCGTTCACCTAGTAACTGTTATAGTAACTGAGG

A A [Y715K) (Y715%)
">

ATTGAAMAGAGCCACAAMACTGTCTTTGTGCTTTC TGAAAACTTTGTGAAGAGTGAGTGGTGCAAGTATGAACTGGACTTCTCCCATTTCCGTCTTTTTGATGAGAACAATGATGCTGCCATTCTCATTCTTC TGGAGCCCATTGAGAAAAAAGCCATTCCCCAGCGCTTC 20866
TAACTTTTCTCGGTGTTTTGACAGAAACACGAAAGACTTTTGAAACACTTCTCACTCACCACGTTCATACTTGACCTGAAGAGGGTAAAGGCAGAAMAACTACTCTTGTTACTACGACGGTAAGAGTAAGAAGACCTCGGGTAACTCTTTTTTCGGTAAGGGGTCGCGAAG

Sensor (A) Anchaz?52

G2408A [R753Q)
-

TAG
TGCAAGCTGCGGAAGATAATGAACACCAAGACCTACCTGGAGTGGCCCATGGACGAGGCTCAGCGGGAAGGATTTTGGGTAAATCTGAGAGCTGCGATAAAGTCCTAGGTTCCCATATTTAAGACCAGTCTTTGTCTAGTTGGGATCTTTATGTCACTAGTTATAGTTAAG 21037
ACGTTCGACGCCTTCTATTACTTGTGGTTCTGOATGGACCTCACCGGGTACCTGCTCCGAGTCGCCCTTCCTAAAACCCATTTAGACTCTCGACGCTATTTCAGGATCCAAGGGTATAAATTCTGGTCAGAAACAGATCAACCCTAGAAATACAGTGATCAATATCAATTC

TLR2 R
————————

Slika 3.1. Slijed nukleotida uzvodne i nizvodne pocetnice za polimorfizam gena tIr2
rs5743708.

Hibridizacijske su probe dva razliCita oligonukleotida koji se veZu na unutradnji
odsjeCak umnoZenih PCR produkata. Na 3' kraju sensor [A] probe vezan je fluorofor-
donor (fluorescein), dok je na 5' kraju druge probe vezan fluorofor-akceptor
(LightCycler — Red 640) & ® (tablica 3.1).

Tablica 3.1. Slijed nukleotida i temperature taljenja poCetnica i proba za polimorfizam
gena tlr2 rs5743708

TLR2 G2258A [R753Q] rs5743708 Tm
TLR2 S AgTgAgCgggATgCCTACT 56,9 °C
TLR2 R gACTTTATCgCAgCTCTCAgATTTAC 56,9 °C

Sensor [A] | CAAgCTgCHlgAAgATAATGAACACCAAg — FL | 62,9 °C
Anchor 753 | 640 — CCTACCTggAgTggCCCATggACg p 70,0 °C

Vezanjem hibridizacijskih proba na jednolancanu DNA nastaje heterodupleks Cija Tm
ovisi o0 duljini molekule te sastavu nukleotida i stupnju homologije. Svaka

hibridizacijska proba ima svoju ulogu. Jedna se veZe na podru¢je DNA u kojem se
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nalazi moguc¢a mutacija, a druga se veze na susjedno podrucje. Hibrid izmedu DNA i
hibridizacijske probe u kojem nema potpune homologije ima viSu Tm od hibrida s
potpunom homologijom. Prema tome, na temelju Tm razlikuje se genotip divljeg tipa
od genotipa mutanta i heterozigota. Dobivene vrijednosti Tm prikazane su graficki u
obliku krivulje taljenja kao prva negativha devijacija promjene fluorescencije s

temperaturom (-dF/dT). Grafi¢ki je to ogitano kao vréna vrijednost .

3.2.8.2. Odredivanje SNP-a tIr4 gena metodom multipleks real-time PCR

Detekcija polimorfizama gena tlr4 rs4986790 (A896G, D299G) i tlr4 rs4986791
(C1196T, T399I) postignuta je metodom multipleks real-time PCR, analizom krivulje
Tm na razliitim fluorescencijskim kanalima. Detekcija polimorfizama radena je na
uredaju LightCycler. Za dva polimorfizma gena tlr4 Cije su oznake rs4986790 i
rs4986791 naruCene su pocetnice i probe od proizvodacéa TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH, Berlin, Njemacka. Pocetnice su liofilizirane u mnozini od 5
nmol dok su probe liofilizirane u mnozini od 1 nmol. Otapanjem pocetnica u 100 pl
ddH,O dobije se mati¢na otopina koncentracije 50 uM koja se pohranjuje na —20°C.
Iz mati€ne otopine priprema se radna otopina pocetnica, koncentracije 0,5 uM. Probe
su otopljene u 100 ul ddH,0. Tako je dobivena mati¢na otopina koja se pohranjuje na
—20°C. Iz maticne se otopine priprema radna otopina proba za oba polimorfizma,
koncentracije 0,225 pM. Slikom 3.2 prikazan je slijed uzvodne i slijed nizvodne
pocetnice za oba navedena polimorfizma.

Za PCR reakciju ukupnog volumena od 20 pl koristeno je: 5 pl kalupa DNA, pocCetnice
za rs4986790 i rs4986791, koncentracije 0,5 uM, probe za rs4986790 i rs4986791,
koncentracije 0,225 uyM, 4 mM MgCl,, ddH,O i FastStart proizvoda¢a Roche

Diagnostics, Mainnheim, Njemacka.
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TLR4 S

TTAAAGAAATTAGGCTTCATAAGCTGACTTTAAGAAATAATTTTGATAGTTTAAATGTAATGAAAACTTGTATTCAAGGTCTGGCTGGTTTAGAAGTCCATCGTTTGGTTCTGGGAGAATTTAGAAATGAAGGAAACTTGGAAAAGTTT 12794
AATTTCTTTAATCCGAAGTATTCGACTGAAATTCTTTATTAAAACTATCAAATTTACATTACTTTTGAACATAAGTTCCAGACCGACCAAATCTTCAGGTAGCAAACCAAGACCCTCTTAAATCTTTACTTCCTTTGAACCTTTTCAAA

SENSOR [A] ANCHOR
AB96G [D2996G)
3

GACAAATCTGCTCTAGAGGGCCTGTGCAATTTGACCATTGAAGAATTCCGATTAGCATACTTAGACTACTACCTCGATGATATTATTGACTTATTTAATTGTTTGACAAATGTTTCTICATTTTECCTGGTGAGTGTGACTATTGAAAG 12943
CTGTTTAGACGAGATCTCCCGGACACGTTAAACTGGTAACTTCTTAAGGCTAATCGTATGAATCTGATGATGGAGCTACTATAATAACTGAATAAATTAACAAACTGTTTACAAAGAAGTAAAAGGGACCACTCACACTGATAACTTTC

GGTAAAAGACTTTTCTTATAATTTCGGATGGCAACATTTAGAATTAGTTAACTGTAAATTTGGACAGTTTCCCACATTGAAACTCAAATCTCTCAAAAGGCTTACTTTCACTTCCAACAAAGGTGGGAATGCTTTTTCAGAAGTTGATC 13092
CCATTTTCTGAAAAGAATATTAAAGCCTACCGTTGTAAATCTTAATCAATTGACATTTAAACCTGTCAAAGGGTGTAACTTTGAGTTTAGAGAGTTTTCCGAATGAAAGTGAAGGTTGTTTCCACCCTTACGAAAAAGTCTTCAACTAG

Anchor 399 Sensoxr [C)

C1196T [T3991)

»

TACCMGCCTI‘GAGTITL‘I’AGATFTCAGTAGAMTGGCTmAmAMGmGCTGﬂCTCAMFFGAmGGACxC CAGCCTAAAGTATTTAGATCTGAGCTTCAATGGTGTTATTACCATGAGTTCAAACTTCTTGGGCTTA 13241

ATGGTTCGGAACTCAAAGATCTAGAGTCATCTTTACCGAACTCAAAGTTTCCAACGACAAGAGTTTCACTAAAACCCTGTTGGTCGGATTTCATAAATCTAGACTCGAAGTTACCACAATAATGGTACTCAAGTTTGAAGAACCCGAAT
TLR4 R

Slika 3.2. Slijed nukleotida uzvodne i nizvodne pocetnice za polimorfizam gena tir4
rs4986790 i tlr4 rs4986791.

Na navedenom uredaju snimljeni su optimirani uvjeti PCR reakcije: pocetna
denaturacija 95°C u trajanju od 10 min, 45 ciklusa ponavljanja denaturacije (95°C/5 s,
20°C/s), spajanje pocetnica (54°C/10 s, 20°C/s) i produljenje pocetnica (72°C/25 s,
20°C/s). Odredivanje krivulje taljenja: 1 ciklus 95°C/20 s, 40°C/20 s, slijedi povecanje
temperature na 85°C pa snizavanje od 0,2°C/s. UmnoZeni PCR produkti otkriju se
mjerenjem fluorescencije koja nastaje uporabom specifi¢nih hibridizacijskih proba. Za
polimorfizam gena tlr4 rs4986790 na 3' kraju Sensor [A] probe vezan je fluorofor-
donor (fluorescein), dok je na 5' kraju Anchor probe vezan fluorofor-akceptor
(LightCycler — Red 640) °° (tablica 3.2).

Tablica 3.2. Slijed nukleotida i temperature taljenja pocCetnica i proba za polimorfizam
gena tird4 rs4986790

TLR4 A896G [D299G] rs4986790 Tm

TLR4S | ATTTAAAgAAATTAQYCTTCATAAQCT 55,1 °C
TLR4AR | CCAAgAAGTTTGAACTCATQQTAA 55,7 °C
Sensor [A] | ACTACCTCgATgATATTATTgACTTATT — FL 52,8 °C
Anchor 640 — AATTGTTTgACAAATGTTTCTTCATTTTCC p | 60,3 °C
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Za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 na 3' kraju Anchor 399 probe vezan je fluorofor-

donor (fluorescein), dok je na 5' kraju Sensor [C]**°

(LightCycler — Red 705) (tablica 3.3).

probe vezan fluorofor-akceptor

Tablica 3.3. Slijed nukleotida i temperature taljenja poCetnica i proba za polimorfizam
gena tird4 rs4986791

TLR4 C1196T [T3991] rs4986791 ™™
TLR4 S AAgAAATTAggCTTCATAAGCT 50,8 °C
TLR4 R CCAAgAAGTTTgAACTCATgGgTAA 55,7 °C

Anchor 399 CTTgAgTTTCAAAQQTTgCTgTTCTCAAAQT - FL | 65,2 °C

Sensor [C]** | 705 — ATTTTgggACAACCAgCCTAAAQTAT p 59,5 °C

U istoj reakcijskoj PCR smjesi nalaze se pocetnice i probe za oba polimorfizma.
Hibridizacijske probe vezu se na jednolanCanu DNA, pa ako nastane hibrid izmedu
DNA i hibridizacijske probe u kojem nema potpune homologije, vrijednost Tm je niza.
Kod hibrida s potpunom homologijom Tm-vrijednost je viSa. Na temelju toga se
razlikuje genotip mutanta od genotipa heterozigota i divljeg tipa. O itavanjem
vrijednosti Tm na razli€itim fluorescencijskim kanalima odredili smo oba polimorfizma
gen tlr4 (rs4986790 i rs4986791).

3.3. Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka korisSteni su statistiCki programski paketi Statistica 8.0
(StatSoft), MedCalc 10.2. (MedCalc Software) i Microsoft Office Excel 2007/2010
(Microsoft).

IzraCunata je dostatna veliCina uzorka od 100 ispitanika prema Lehrovoj jednadzbi za
izraCunavanje veli€ine uzorka u ispitivanju razlike medu proporcijama, uz snagu testa

90 % i a pogresku 0,05 (znagajnost <0,05).
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Statisticki su obradeni podatci kontrolne skupine i skupine oboljelih od KHC-a.
Elementarnom statistikom obradeni su opc¢i podatci o ispitanicima dobiveni na temelju
apetita, hemodijaliza, tetovaza ili body piercing, intravensko Kkoristenje droge,
seksualni odnos bez zastite, operativni zahvat ili primljena transfuzija krvi prije 1993.
godine). IzraCunata je mjera srediSnjice i rasprSenja, odnosno medijan i raspon
neparametrijskim testovima koji nisu ograni€eni nenormalnom raspodjelom i malim
brojem uzoraka. Za testiranje razlike u distribucijama dvije varijable upotrebljen je
neparametrijski Mann-Whitneyev U test. Za testiranje razlika u distribucijama 3 ili vise
varijabli upotrebljen je ANOVA test. Napravljena je korelacija izmedu navedenih
polimorfizama, prisutnosti protutijela, broja virusnih kopija i genotipa. Razlike u
uCestalostima polimorfizama utvrdene su standardnim hi-kvadrat (x°) testom.
Znacajnost promjene rizika za ispitivani ishod uz prisutnost polimorfizama gena tIr2 i
tir4 ispitana je omjerom izgleda (Odds ratio). Pri tome ispitivani ishod ima dihotomnu
mogucu vrijednost. Kod procjene statistiCcke znacajnosti rizika koristeni su 95 %-tni
intervali pouzdanosti, odnosno ukoliko se izmedu vrijednosti granica intervala
pouzdanosti ne nalazi broj 1, tada je isklju¢ena mogucnost. Testiranje Hardy-
Weinberg ekvilibrija genotipskih frekvencija ucinjeno je egzaktnim testom (HWsim
program, 50000 Monte Carlo simulacija), a neravnoteze alelne povezanosti izabranih

polimorfizama TLR4 gena Lewontin D' i r?

koeficijentima (Haploview program
http://www.broadinstitute.org). Za srednjoeuropske populacije su ucestalosti pojedinih
alela dostupne preko baze podataka HapMap (www.hapmap.org). Usporedene su i
izraCunate ucestalosti riedeg alela istrazivanih polimorfizama. StatistiCka znacajnost

prihvacena je uz p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Obiljezja ispitanika po skupinama

U istrazivanje je bilo ukljueno 100 ispitanika: 40 zdravih, kontrolnih ispitanika i 60
ispitanika s vec dijagnosticiranim KHC-om. Od toga je 59 musSkaraca i 41 Zena

(tablica 4.1).

Tablica 4.1. Osnovna obiljezja (dob i spol) ispitanika po skupinama

skupina
karakteristika o
o oboljeli od KHC-a kontrole statistika
ispitanika
(n=60) (n=40)
dob (godine) 44112 41+12
Z*=1,1785
(23-67) (22-68)
N N p=0,2384
medijan = 48 medijan = 38
spol
muski (n=59) 35 24 x°=0,030
zenski (n=41) 25 16 p=0,9669

*Mann-Whittneyev U test

Prosje€na zivotna dob kontrolnih ispitanika iznosila je 41+12 (22-68) godine. Medijan
dobi kontrolnih ispitanika iznosio je 38 godina. ProsjeCna zivotna dob ispitanika
oboljelih od KHC-a iznosila je 44112 (23-67). Medijan dobi oboljelih od KHC-a iznosio
je 48 godina. Nema znacajne razlike u dobi (p=0,2384) i spolu (p=0,9669) izmedu
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a.

Slikom 4.1 prikazana je podjela ispitanika oboljelih od KHC-a prema spolu i dobnim

skupinama.
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20
18
16
14
12
10 -

mZene

® muskarci

% ispitanika

O N B O
1

21-30 31-40 41-50 51-60 >61

dobne skupine

Slika 4.1. Raspodiela ispitanika oboljelih od KHC-a prema spolu i dobnim skupinama.

Nema znacajne razlike u dobi izmedu muskih i Zenskih ispitanika oboljelih od KHC-a
(p>0,05). Najvise oboljelih muskaraca od KHC-a je u dobnoj skupini od 31-40 godina,
a najvise oboljelih Zena je u dobnoj skupini od 51-60 godina. Zene imaju vedi
postotak oboljelih od muskaraca u dobnoj skupini od 21-30 godina i u dobnoj skupini
vise od 61 godine. Najveca razlika po spolu kod oboljelih od KHC-a je u dobnoj

skupini od 41-50 godina.

Osnovne znacajke 40 kontrolnih ispitanika i 60 ispitanika oboljelih od KHC-a prema

podatcima dobivenim iz informiranog pristanka prikazane su slikama 4.2 i 4.3.
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simptomi bolesti
gubitak apetita
m kontrolni ispitanici
H ispitanici oboljeli od KHC
X2= 4,60
p=0,032*
0 10 20 30 40 50 60

% ispitanika

Slika 4.2. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema

simptomima bolesti.

¢imbenici rizika

transfuzija krvi prije 1993. g.

x>= 3,85

operativni zahvat prije 1993. g. p=0/0496*

hemodializa m ispitanici oboljeli od KHC
B Kontrolni ispitanici

body piercing ili tetovaza

intravensko koristenje droge

¥=0,08
) ) p=0,8523
seksualni odnos bez zastite

0 10 20 30 40 50 80 70 80
% ispitanika
Slika 4.3. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema
Cimbenicima rizika.
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StatistiCkom usporednom analizom izmedu oboljelih od KHC-a i kontrolnih ispitanika
utvrdeno je da su oboljeli od KHC-a imali izrazenije simptome bolesti kao Sto su
Statistickom usporednom analizom utvrdena je statisticka znacajnost za primljenu
transfuziju krvi prije 1993. godine (p=0,0158) izmedu skupine oboljelih od KHC-a i
kontrolne skupine ispitanika.

U odnosu na kontrolnu skupinu vide je oboljelih od KHC-a imalo operativni zahvat
prije 1993. godine (p=0,0496).

Nitko od ispitanika uklju€enih u ovo istraZivanje nije bio na hemodijalizi.

U odnosu na kontrolnu skupinu, u skupini oboljelih od KHC-a viSe ispitanika ima body
piercing ili tetovazu, ali bez statisticke zanacajnosti (p=0,1648).

Statistickom usporednom analizom nije utvrdena statistiCka znacajnost (p=0,1573)
kod intravenskog koriStenja droge izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od
KHC-a.

Nema znacajne razlike u konzumiranju seksualnog odnosa bez zastite izmedu
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a (p=0,8523).
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4.2. Seroprevalencija HCV-infekcije i aktivna replikacija HCV-infekcije

Slika 4.4 prikazuje usporedbu kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu kojim se
odreduje aktivna replikacija virusa HCV-a i imunoenzimske metode kojom se

dokazuje prisutnost specificnih protutijela za HCV.

100

8 &

B pozitivni

S0

B negativni

broj Bpitanika

30
20
10

RT-PCR IMUMOENZIMSEA METODA

Slika 4.4. Usporedba kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu i imunoenzimske
metode kod svih ispitanika ukljuenih u istrazivanje.

Od ukupno 100 ispitanika uklju¢enih u istrazivanje 60 ispitanika ima aktivnu
replikaciju virusa HCV-a $to je potvrdeno kvantitativnim PCR-om u stvarnom
vremenu. Kod polovice kontrolnih ispitanika, odnosno onih koji nemaju aktivnu
replikaciju virusa dokazana je prisutnost specificnih protutijela za HCV
imunoenzimskom metodom. StatistiCki je znafajno viSe pozitivnih rezultata

imunoenzimskom metodom (p=0,002) u odnosu na RT-PCR metodu.
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4.3. Prevalencija genotipova HCV-a

Raspodijela genotipova HCV-a prema spolu i dobnim skupinama prikazana je

tablicom 4.2.

Tablica 4.2. Raspodjela ispitanika oboljelih od KHC-a prema genotipu virusa i dobnim

skupinama
dobne genotip
) spol

skupine 1 2 3 4
M 1 0 2 0

21-30 _
z 5 0 1 0
M 7 0 2 2

31-40 _
z 2 0 2 2
M 8 0 1 0

41-50 _
z 2 0 1 0
M 10 0 0 0

51-60 _
z 7 0 0 0
M 2 0 0 0
z 2 1 0 0

n=46 n=1 n=9 n=4
47112 (23-67) | medijan=61 | 34+8 (23-48) | 34+2 (33-37)

M — muskarci, Z — Zene

Genotip 1 najzastupljeniji je genotip virusa HCV-a kod oboljelih od KHC-a. Dokazan

je u svim dobnim skupinama, a najces¢i je u dobnoj skupini od 51-60 godina i kod

muskaraca i kod Zzena. Genotip 2 dokazan je jedino u dobnoj skupini Zena starijih od

61 godine. Genotip 3 dokazan je i kod muskaraca i kod Zena mlade zivotne dobi, a

najzastupljeniji je u dobnoj skupini od 31-40 godina bez razlike u spolu. Genotip 4

dokazan je samo u skupini oboljelih od 31-40 godina bez razlike u spolu.
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Osnovne znacajke ispitanika oboljelih od KHC-a prema genotipu virusa HCV-a i
podatcima dobivenim iz informiranog pristanka prikazane su slikama 4.5 4.6.

simptomi bolesti m genotip 4

m genotip
H genotip 2

gubitak apetita B genotip

bol u misi¢ima

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
% ispitanika

Slika 4.5. Raspodjela ispitanika oboljelih od KHC-a prema genotipu i simptomima

bolesti.
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¢imbenici rizika

transfuzija krvi prije 1993. g.

operativni zahvat prije 1993. g.

body piercing ili tetovaza

intravensko koritenje droge

seksualni odnos bez zastite

v

o =

2= 16,86
p < 0,000

2= 43419
<0,0001*

iy

Egenotip 4
mgenotip 3
Egenotip 2
m genotip 1

0,567

0001*

30
% ispitanika

50 60

Slika 4.6. Raspodjela ispitanika oboljelih od KHC-a prema genotipu i ¢imbenicima
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4.4. Polimorfizmi gena tlr2 rs5743708, tlr4 rs4986790 i tir4 rs4986791

Dobivene genske varijante za polimorfizme gena tlr2 rs5743708, tlr4 rs4986790 i tir4
rs4986791, odnosno homozigoti divljeg tipa, heterozigoti i mutirani homozigoti

prikazani su slikom 4.7.

= mutjrani tip

B heterozigot
rs4986791

m divlj| tip

rs4986790

rs5743708

0 20 40 60 80 100

% ispitanika

Slika 4.7. Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema genskim varijantama za
polimorfizme gena tIr2 rs5743708, tir4 rs4986790 i tir4 rs4986791.

Dobivene genske varijante za polimorfizme gena tIr2 rs5743708, tIr4 rs4986790 i tir4
rs4986791, odnosno homozigoti divljeg tipa, heterozigoti i mutirani homozigoti
prikazani su tablicom 4.3.
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Tablica 4.3. Raspodjela ispitanika prema genskim varijantama za polimorfizme gena
tir2 rs5743708, tIr4 rs4986790 i tIr4 rs4986791

vrsta mutacije | vrsta ispitanika rs5743708 | % | rs4986790 | % | rs4986791 | %

S oboljeli od KHC-a 59 98 53 88 53 88
divlji tip
kontrolni ispitanici 38 95 32 80 32 80
_ oboljeli od KHC-a 1 2 3 5 3 5
heterozigot
kontrolni ispitanici 2 5 2 5 2 5
oboljeli od KHC-a 0 0 4 7 4 7
mutirani tip
kontrolni ispitanici 0 0 6 15 6 15

4.4.1. Polimorfizam gena tlr2 rs5743708 za kontrolne ispitanike i ispitanike
oboljele od KHC-a

Polimorfizam gena tlr2 rs5743708 rezultira promjenom aa arginin u glutamin
(Arg753GIn). Oznaka SNP-a rs5743708 na duzem kraku kromosoma 4 (4932) prema
Nacionalnom centru biotehnoloskih informacija (NCBI, engl. National Center for
Biotechnology Information), tranzicije gvanina u adenin za kontrolne ispitanike i
ispitanike oboljele od KHC-a odredene su uporabom uredaja LightCycler (verzija 1.5).
Dobiveni rezultati o€itani su analizom krivulie Tm, Sto je prikazano slikom 4.8.
Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema polimorfizmu gena tlr2 rs5743708 dana je
u tablici 4.4, dok je frekvencija alela dana u tablici 4.5. Raspodjela kontrolnih
ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema genskim varijantama za navedeni
polimorfizam prikazana je slikom 4.9. Genske varijante kontrolnih ispitanika i
ispitanika oboljelih od KHC-a podijelijenih po spolu prikazani su tablicom 4.6.
UcCestalost genskih varijanti za polimorfizam gena tlr2 rs5743708 kod kontrolnih
ispitanika 1 ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je tablicom 4.7. UcCestalost
simptoma bolesti prema genskim varijantama za polimorfizam gena tlr2 rs5743708
kod ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je tablicom 4.8, a kod kontrolnih

ispitanika tablicom 4.9.
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UcCestalost Cimbenika rizika prema genskim varijantama za polimorfizam gena tlr2
rs5743708 kod ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je tablicom 4.10, a kod

kontrolnih ispitanika tablicom 4.11.
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Slika 4.8. Tm krivulja za tIr2 gen na PCR uredaju LightCycler.
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Tablica 4.4. Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema polimorfizmu gena tlr2

rs5743708
rs5743708 N
GG 97
GA 3
AA 0
Ukupno 100

GG — divlji tip, GA — heterozigot, AA — mutirani tip, N — ukupni broj ispitanika

Tablica 4.5. Frekvencija alela za polimorfizam gena tlr2 rs5743708

rs5743708 | frekvencija alela

G

0,98

A

0,02

" Hardy-Weinbergov ekvilibrij [p(KHC)=1; p(kontrola)=1]

genske varijante

GG

rs5743708

B kontrolni ispitanici

M ispitanici oboljeli od KHC

60

% ispitanika

80 100 120

Slika 4.9. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema

genskim varijantama za polimorfizam gena tlr2 rs5743708.
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Tablica 4.6. Genske varijante kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

podijeljeni po spolu za polimorfizam gena tlr2 rs5743708

ispitanici oboljeli od Fisher-Freeman- kontrolni ispitanici Fisher-Freeman-
KHC-a Halton test Halton test
M Z p M VA p
GG 56,6 % 41,7 % 60 % 35%
GA 1,7% 0% 1,0000 0% 5% 0,1539
AA 0% 0% 0% 0%

GG - divlji tip, GA — heterozigot, AA — mutirani tip, M — muskarci, Z — Zene

Tablica 4.7. U€estalost genskih varijanti za polimorfizam gena tlr2 rs5743708 kod

kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

rs5743708
skupina genske statistika med calc
o . OR 95 % Cl
ispitanika varijante X p X p
GGvs GA | 59,00 | 7,9158-439,7516 | 41,71 | <0,0001
oboljeli od KHC-a
60 GG vs AA | 119,00 | 7,1917-1969,084 | 44,37 | <0,0001 | 76,099 | <0,0001
n=
GAvs AA 3,00 0,1198-75,1177 0,99 | 0,3193
GG vs GA | 19,00 4,2909-84,1316 | 23,74 | <0,0001
kontrolni ispitanici
20 GGvs AA | 77,00 | 4,5732-1296,4703 | 28,74 | <0,0001 | 45,910 | <0,0001
n=
GAvs AA 5,00 0,2327-107,4404 | 1,95 | 0,1623
oboljeliod KHCvs | GAvs GG | 0,32 0,0282-3,6758 0,92 | 0,3384
kontrolni ispitanici | AA vs GG - - - -
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Tablica 4.8. UCestalost simptoma bolesti prema genskim varijantama za polimorfizam
gena tIr2 rs5743708 kod ispitanika oboljelih od KHC-a

rs5743708 oboljeli od KHC-a
statistika
simptomi bolesti total | GG % GA| %
da| 31 | 31 |5166| O 0 |x*=1,09
bolovi u misi¢ima
ne | 29 28 | 46,67 | 1 |1,67 | p=0,2971
da| 29 | 28 | 46,67 | 1 |1,67|y’=1,09
gubitak apetita
ne | 31 31 | 5166 | O 0 p=0,2971

Tablica 4.9. U€estalost simptoma bolesti prema genskim varijantama za polimorfizam
gena tlr2 rs5743708 kod kontrolnih ispitanika

rs5743708 kontrolni ispitanici
statistika
simptomi bolesti total | GG | % |GA | %
da| 12 | 11 [275| 1 |25 |x*=04
bolovi u misi¢ima
ne| 28 | 27 |675| 1 |25 |p=0,5266
da| 6 | 6 | 15 | 0 | 0 |¥*=0,37
gubitak apetita
ne| 34 | 32 | 80 2 5 | p=0,5422
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Tablica 4.10. Ucestalost Cimbenika rizika prema genskim varijantama za polimorfizam

gena tIr2 rs5743708 kod ispitanika oboljelih od KHC-a

rs5743708 oboljeli od KHC-a
€¢imbenici rizika total | GG % GA | % | statistika
transfuzijakrvi |da | 26 | 26 |4333| 0 | 0 |x*=0,78
prije 1993.g. |ne| 34 |33 | 55 | 1 |1,67|p=0,3779
operativni zahvat | da | 33 | 32 [ 53,33 | 1 | 1,67 |x°=0,83
prije 1993. g. ne| 27 | 27 | 45 0 0 |p=0,3617
da 0 0 0 0 0 -
hemodijaliza
ne| 60 | 59 {9833 | 1 |1,67 -
body piercing |da| 23 | 23 |3833| 0 0 |x*=0,64
ili tetovaza ne| 37 | 36 60 1 |1,67 | p=0,4266
intravensko da| 18 | 18 | 30 | 0 | 0 |x*=0,44
koriStenje droge | ne | 42 | 41 | 68,33 | 1 | 1,67 | p=0,5091
seksualni odnos | da | 44 | 43 | 71,66 | 1 |1,67 | x°=0,37
bez zastite ne| 16 | 16 | 26,67 | O 0 | p=0,5431
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Tablica 4.11. UCestalost Cimbenika rizika prema genskim varijantama za polimorfizam
gena tIr2 rs5743708 kod kontrolnih ispitanika

rs5743708 kontrolni ispitanici
¢imbenici rizika total | GG | % | GA | % | statistika
transfuzija krvi da| g 8 20 0 0 X2:0-53
prije 1993. g. ne| 32 | 30| 75 2 | 5 | p=0,4682
operativni zahvat | da | 14 | 14 | 35 o1|o =113
prije 1993. g. ne| 26 | 24 | 60 2 | 5 | pP=0,2870
da -
hemodijaliza 0 0 0 0|0
nNé | 40 | 38 | 95 2 |5 -
body piercing |da| 10 | 10 | 25 | 0 |0 2=0.7
ili tetovaza ne 30 28 70 2 5 P= 0,4022
intravensko da| 7 7 175 0 |0 2=0.45
koristenje droge |ne | 33 | 31 |775| 2 | 5 | P=0,504
seksualniodnos |da| 30 [ 28 | 70 | 2 | 5 ¥=0,7
bez zastite ne 10 10 25 0 0 P= 0,4022

4.4.2. Polimorfizam gena tlr4 rs4986790 za kontrolne ispitanike i ispitanike
oboljele od KHC-a

Polimorfizam gena rezultira promjenom aa aspartat u glicin (Asp299Gly). Oznaka
SNP-a rs4986790 na duzem kraku kromosoma 9 (9q33.1) prema NCBI, tranzicije
adenina u gvanin za kontrolne ispitanike i ispitanike oboljele od KHC-a odredene su
uporabom uredaja LightCycler (verzija 1.5). Dobiveni rezultati o€itani su analizom
krivulje Tm, Sto je prikazano slikom 4.10. Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema
polimorfizmu gena tlr4 rs4986790 dana je u tablici 4.12, dok je frekvencija alela dana
u tablici 4.13. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema
genskim varijantama za navedeni polimorfizam prikazana je slikom 4.11. Genske
varijante kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a podijeljenih po spolu
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prikazani su tablicom 4.14. Uclestalost genskih varijanti za polimorfizam gena tir4
rs4986790 kod kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je
tablicom 4.15. UCcCestalost simptoma bolesti prema genskim varijantama za
polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je
tablicom 4.16, a kod kontrolnih ispitanika tablicom 4.17. UCestalost Cimbenika rizika
prema genskim varijantama za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod ispitanika
oboljelih od KHC-a prikazana je tablicom 4.18, a kod kontrolnih ispitanika tablicom
4.19. Raspodjela mutiranin homozigota za polimorfizam gena tlr4 rs4986790
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema simptomima bolesti
prikazana je tablicom 4.20, dok je raspodjela prema Cimbenicima rizika prikazana
tablicom 4.21.
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Slika 4.10. Tm krivulja za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 na PCR uredaju
LightCycler.
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Tablica 4.12. Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema polimorfizmu gena tir4
rs4986790

rs4986790 N
AA 85
AG 5
GG 10
Ukupno 100

Hardy-Weinbergov ekuvilibrij (p<107)
AA — divlji tip, AG — heterozigot, GG — mutirani tip, N — ukupni broj ispitanika

Tablica 4.13. Frekvencija alela za polimorfizam gena tlr4 rs4986790

rs4986790 | frekvencija alela

A 0,88

G 0,12*

* Chi® test [pP(KHC)=0,011; p(kontrole)=0,0006]

rs4986790 | = kontrolni ispitanici

M jspitanici oboljeli od KHC

GG

AG

genske varijante

0 20 40 60 80 100

% ispitanika

Slika 4.11. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema
genskim varijantama za polimorfizam gena tlr4 rs4986790.
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Tablica 4.14. Genske varijante kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

podijeljenih po spolu za polimorfizam gena tlr4 rs4986790

ispitanici oboljeli od Fisher-Freeman- kontrolni ispitanici Fisher-Freeman-
KHC-a Halton test Halton test
M z p M Z p
AA 50 % 38% 42,5 % 37,5%
AG 2% 3% 0,1810 5% 0% 0,3159
GG 7% 0% 12,5 % 2,5 %

AA — divlji tip, AG — heterozigot, GG — mutirani tip, M — muskarci, Z — Zene

" Genska varijanta TT za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 dokazana je jedino kod

muskih ispitanika oboljelih od KHC-a.

Tablica 4.15. UcCestalost genskih varijanti za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

rs4986790
skupina genske statistika med calc
o B OR 95 % ClI , ,
ispitanika varijante X p X p
oboljeli od KHC-a AAvs GA | 17,66 | 5,2314-59,6606 | 33,11 | <0,0001
=60 AAVs GG | 13,25 | 4,5111-38,9183 | 30,93 | <0,0001 | 54,673 | <0,0001
GAvs GG | 0,75 0,1609-3,4955 0,13 0,7133
C AAvs GA | 16,00 | 3,5905-71,2994 | 19,96 | <0,0001
kontrolni ispitanici
=40 AAVs GG | 533 | 2,0099-14,1524 | 12,68 | 0,0004 | 27,200 | <0,0001
GAvs GG | 0,33 0,0634-1,7518 1,82 0,771
GAvs AA | 0,91 0,1435-5,7153 0,01 0,9160
oboljeli od KHC vs
L GGvsAA | 0,40 | 0,1055-1,5358 | 1,86 | 0,1723 | 1,863 | 0,3940
kontrolni ispitanici
GAvs GG | 2,25 | 0,2515-20,1313 | 0,54 | 0,4642
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Tablica 4.16. UCcCestalost simptoma bolesti

prema genskim varijantama za

polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod ispitanika oboljelih od KHC-a

oboljeli od KHC-a
statistika
simptomi bolesti total | AA % AG % GG %
da | 31 27 45 2 3,33 2 3,33 | °=0,286
bolovi u misi¢ima
ne 29 26 | 43,34 1 1,67 2 3,33 | p=0,8668
da | 29 23 | 38,33 2 3,33 4 6,67 | x°=5,197
gubitak apetita
ne 31 30 50 1 1,67 0 0 p=0,0744

Tablica 4.17. Ucestalost simptoma bolesti

polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod kontrolnih ispitanika

prema genskim varijantama za

kontrolni ispitanici
statistika
simptomi bolesti total | AA % AG | % | GG %
da | 12 11 | 275 | 0 | O 1 25 | x°=1,657
bolovi u misi¢éima

ne 28 21 | 52,5 2 5 5 12,5 | p=0,4368

_ . da | 6 5 | 125 | 0 |0 | 1 25 | x*=0,376
gubitak apetita
ne 34 27 | 67,5 2 5 5 12,5 | p=0,8287
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Tablica 4.18. UCestalost Cimbenika rizika prema genskim varijantama za polimorfizam
gena tlr4 rs4986790 kod ispitanika oboljelih od KHC-a

oboljeli od KHC-a

statistika
¢imbenici rizika total AA % AG % GG %
transfuzija krvi da | 26 22 |3667| 2 3,33 2 3,33 | x*=0,809
prije 1993. ¢ ne | 34 31 | 51,67 1 1,67 2 3,33 | p=0,6672
operativni zahvat | da | 33 29 | 4834 | 2 3,33 2 3,33 | ¥°=0,207
prije 1993. ¢ ne 27 24 40 1 1,67 2 3,33 | p=0,9016
da 0 0 0 0 0 0 0 -
hemodijaliza
ne | 60 53 |8833| 3 5 4 6,67 -
body piercing da | 23 19 | 31,67 1 1,67 3 5 | y’=2,445
ili tetovaza ne | 37 34 |5666 | 2 3,33 1 1,67 | p=0,2945
intravensko da | 18 14 | 23,33 1 1,67 3 5 | x*=4,197
koristenje droge | ne | 42 39 65 2 3,33 1 1,67 | p=0,1226
seksualni odnos da 44 38 | 63,33 3 5 3 5 x’=1,169
bez zastite ne | 16 15 25 0 0 1 1,67 | p=0,138
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Tablica 4.19. UCestalost Cimbenika rizika prema genskim varijantama za polimorfizam
gena tlr4 rs4986790 kod kontrolnih ispitanika

kontrolni ispitanici
statistika
¢imbenici rizika total AA % AG % GG %
transfuzija krvi da 8 6 15 1 25 1 25 x°=1,198
operativni zahvat | da | 14 12 30 1 25 1 25 |x=1,172
prije 1993. g. ne 26 20 50 1 2,5 5 12,5 | P= 0,5565
. da | o 0 0 0 0 0 0 -
hemodijaliza
ne 40 32 80 2 5 6 15 )
body piercing | da | 1q 8 20 1 2,5 1 25 |x*=0,889
ili tetovaza ne 30 24 60 1 2,5 5 1275 pP= 0,6412
intravensko da 7 6 15 1 25 0 0 X’=2,711
koriStenje droge ne 33 26 65 1 2.5 6 15 p= 0,2503
seksualni odnos da 30 25 62,5 1 25 4 10 | x*=1,056
bez zastite ne 10 7 17,5 1 2,5 2 5 pP= 0,5899

Tablica 4.20. Raspodjela mutiranih homozigota za polimorfizam gena tlr4 rs4986790

kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema simptomima bolesti

Ispitanici oboljeli od KHC-a

kontrolni ispitanici

v

7.

3,3

2,5

gubitak apetita (%)

6,7

2,5
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Tablica 4.21. Raspodjela mutiranih homozigota za polimorfizam gena tlr4 rs4986790

kod kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema ¢imbenicima rizika

ispitanici oboljeli od KHC-a | kontrolni ispitanici
transfuzija krvi prije 1993.9. (%) 3,3 2,5
operativni zahvat prije 1993.9. (%) 3,3 2,5
hemodijaliza (%) 0 0
body piercing ili tetovaza (%) 5 2,5
intravensko koridtenje droge (%) 5 0
seksualni odnos bez zastite (%) 6,7 15

4.4.3. Polimorfizam gena tlr4 rs4986791 za kontrolne ispitanike i ispitanike
oboljele od KHC-a

Polimorfizam gena tlr4 rs4986791 rezultira promjenom aa treonin u izoleucin
(Thr399lle). Oznaka SNP-a rs4986791 na duZzem kraku kromosoma 9 (9933.1) prema
NCBI, tranzicije citozina u timin za kontrolne ispitanike i ispitanike oboljele od KHC-a
odredene su uporabom uredaja LightCycler (verzija 1.5) metodom multipleks real-
time PCR. Dobiveni rezultati oCitani su analizom krivulje Tm kao i za polimorfizam
gena tlrd4 rs4986790, ali na razliCitom fluorescencijskom kanalu (slika 4.10).
Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema polimorfizmu gena tir4 rs4986791 dana je
u tablici 4.22, dok je frekvencija alela dana u tablici 4.23. Raspodjela kontrolnih
ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema genskim varijantama za navedeni
polimorfizam prikazana je slikom 4.12. Genske varijante kontrolnih ispitanika i
ispitanika oboljelih od KHC-a podijeljenih po spolu prikazani su tablicom 4.24.
UcCestalost genskih varijanti za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 kod kontrolnih

ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prikazana je tablicom 4.25.
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Ucestalost simptoma bolesti i Cimbenika rizika prema genskim varijantama za
polimorfizam gena tlr4 rs4986791 kod ispitanika oboljelih od KHC-a i kod kontrolnih
ispitanika ista je kao i za polimorfizam gena tlr4 rs4986790, jer se ta dva polimorfizma

tlr4 gena nalaze u neravnotezi alelne povezanosti (|D'|=1, r’=1).

Tablica 4.22. Raspodjela ukupnog broja ispitanika prema polimorfizmu gena tir4
rs4986791

rs4986791 N

CcC 85

CT 5

TT 10
Ukupno 100

Hardy-Weinbergov ekvilibrij (p<10'8)
CC —divlji tip, CT — heterozigot, TT — mutirani tip, N — ukupni broj ispitanika

Tablica 4.23. Frekvencija alela za polimorfizam gena tlr4 rs4986791

rs4986791 | frekvencija alela

C 0,88
T 0,12°

* Chi test [pP(KHC)=0,011; p(kontrole)=0,0006]
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CcT

genske varijante

cc

rsg

986791

® kontrolni ispitanici

B jspitanici oboljeli od KHC

40

% ispitanika

60 80

100

Slika 4.12. Raspodjela kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a prema

genskim varijantama za polimorfizam gena tlr4 rs4986791.

Tablica 4.24. Genotipovi kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

podijeljenih po spolu za polimorfizam gena tlr4 rs4986791

ispitanici oboljeli od Fisher-Freeman- kontrolni Fisher-Freeman-
KHC-a Halton test ispitanici Halton test
M z p M z p
ccC 50 % 38 % 425% | 37.5%
CT 2% 3% 0,1810 5% 0% 0,3159
TT 7% 0% 125% | 25%

CC — divlji tip, CT — heterozigot, TT — mutirani tip, M — muskarci, Z — Zene

" Genska varijanta TT za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 dokazana je jedino kod

muskih ispitanika oboljelih od KHC-a.
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Tablica 4.25. Uclestalost genskih varijanti za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 kod

kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a

rs4986791

skupina genske statistika med calc
OR 95 % ClI 5 >

ispitanika varijante X p X p

CCvs CT | 17,66 | 5,2314-59,6606 | 33,11 | <0,0001
CCvsTT | 13,25 | 4,5111-38,9183 | 30,93 | <0,0001 | 54,673 | <0,0001

oboljeli od KHC-a
n=60

CTvsTT | 0,75 | 0,1609-3,4955 | 0,13 | 0,7133

CCvs CT | 16,00 | 3,5905-71,2994 | 19,96 | <0,0001
CCvsTT | 5,33 | 2,0099-14,1524 | 12,68 | 0,0004 | 27,200 | <0,0001

kontrolni ispitanici
n=40

CTvsTT | 0,33 | 0,0634-1,7518 | 1,82 | 0,1771

CTvsCC | 091 | 0,1435-5,7153 | 0,01 | 0,9160

oboljeli od KHC vs
TTvsCC | 0,40 | 0,1055-1,5358 | 1,86 | 0,1723 | 1,863 | 0,3940

kontrolni ispitanici

CTvsTT | 2,25 | 0,2515-20,1313 | 0,54 | 0,4642

4.5. Antivirusna terapije kod oboljelih od KHC-a

Ispitanici oboljeli od KHC-a podijeljeni su u dvije skupine. U skupini koja ne prima
terapiju je 27 ispitanika (45 %), a u skupini koja prima terapiju prema postojeéim
terapijskim protokolima ovisno o genotipu su 33 ispitanika (55 %). Nema statistiCki
znacCajne razlike u primjeni antivirusne terapije izmedu muskih i Zenskih ispitanika
oboljelih od KHC-a (p>0,05).

Od 33 ispitanika koja su lijeCena prema terapijskom protokolu nakon 28 tjedana
napravljena je kontrola terapije. Kod 34 % lije€enih postignut je viroloski odgovor,
odnosno HCV RNA nije bila mjerljiva u plazmi, a kod 27 % lije€enih broj virusnih
kopija smanjen je za viSe od 2 logaritma. Kod istog broja ispitanika (27 %) nije doSlo
do promjene u broju virusnih kopija, dok je kod 12 % lijeCenih doSlo do porasta broja

kopija u plazmi. Kontrola terapije nakon 53 tjedna od pocCetka primjene terapije
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pokazuje da je kod 58 % lijeCenih postignut viroloski odgovor, odnosno HCV RNA nije
bila mjerljiva u plazmi. Kod 12 % lijeCenih broj virusnih kopija smanjen je za viSe od 2
logaritma, dok je 18 % lijeCenih ispitanika i dalje imalo isti broj virusnih kopija. Kod 12
% ispitanika koji su primali terapiju nije bilo nikakvog terapijskog ucinka, nego je doslo
do porasta broja kopija u plazmi isto kao i nakon kontrole provedene terapije u 28
tiednu (slika 4.13).
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Slika 4.13. Raspodijela lijeCenih ispitanika prema odgovoru na antivirusnu terapiju

nakon kontrole terapije u 28. i 53. tjednu.
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4.5.1. Usporedba genotipova HCV-a prema terapijskom odgovoru

Na temelju saznanja da se trajanje lijeCenja oboljelih od HCV-a odreduje prema
genotipu HCV-a usporedili smo genotipove HCV-a i odgovor na antivirusnu terapiju.
Raspodiela ispitanika iz skupine 2 prema genotipu i broju virusnih kopija prije poCetka
terapije prikazana je slikom 4.14. Slikom 4.15 prikazan je odgovor na antivirusnu
terapiju u usporedbi s genotipom HCV-a u 28. i 53. tjednu kontrole terapije, te stanje

prije poCetka primjene terapije.
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Slika 4.14. Podjela lijeCenih ispitanika prema genotipu HCV-a i broju virusnih kopija

prije pocCetka lijecenja.
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Slika 4.15. Raspodijela lijeCenih ispitanika prema genotipu HCV-a i viroloSkom

odgovoru prije poc€etka lijeCenja, u 28. i 53. tjednu kontrole terapije.
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Prije pocCetka lije€enja kod 75,7 % ispitanika s genotipom 1 detektirano je vise od 2
logaritma virusnih kopija u plazmi, dok je samo jedan ispitanik s genotipom 1 imao
manje od 2 logaritma. Kod svih ispitanika s genotipom 3 i 4 detektirano je viSe od 2
logaritma virusnih kopija u plazmi. U 28. tjednu kontrole provedene terapije HCV RNA
nije bila mjerljiva u plazmi kod 24 % ispitanika s genotipom 1, kod 6 % ispitanika s
genotipom 3 i kod polovice ispitanika s genotipom 4. U 53. tjednu kontrole provedene
terapije HCV RNA nije bila mjerljiva u plazmi kod 45 % ispitanika s genotipom 1, kod
9 % ispitanika s genotipom 3 i kod polovice ispitanika s genotipom 4. U 53. tjednu
kontrole provedene terapije detektirano je manje od 2 logaritma virusnih kopija kod 3
% lijeCenih ispitanika s genotipom 1, kod 3 % ispitanika s genotipom 3 i kod 3 %
ispitanika s genotipom 4. Kod 30 % ispitanika s genotipom 1 i kod 9 % ispitanika s
genotipom 3 nakon primjenjene trapije u 53. tjednu kontrole provedene terapije nije

postignuto smanjenje broja kopija ispod 2 logaritma (slika 4.15).
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4.5.2. Usporedba genskih varijanti za polimorfizme gena tlr2 rs5743708, tir4
rs4986790 i tlr4 rs4986791 prema terapijskom odgovoru

S obzirom na to da jo$ uvijek ne postoji apsolutno ucinkovito lijeCenje za sve
bolesnike s KHC-om pokusSali smo utvrditi koje genske varijante za polimorfizme gena
tir2 rs5743708, tIr4 rs4986790 i tir4 rs4986791 utjeCu na ETR, a posebno na SVR.

Od svih ispitanika koji su lije€eni prema terapijskom protokolu samo je jedan ispitanik
imao gensku varijantu GA za polimorfizam gena tlr2 rs5743708. Navedenom je
ispitaniku prije poCetka lijeCenja detektirano viSe od 2 logaritma virusnih kopija u
plazmi. U 28. tjednu kontrole terapije HCV RNA mu nije bila mjerljiva u plazmi kao ni
u 53. tjednu kontrole terapije, Sto znaci da je postignut ETR.

Slikom 4.16 prikazana je podjela ispitanika oboljelih od KHC-a koji ne primaju terapiju
i onih koji primaju terapiju prema genskim varijantama za polimorfizam gena tir4
rs4986790.

AG
. ne prima th

- ® prima th

genske varijante za rs4986790

0 10 20 30 40 50 60

% ispitanika

Slika 4.16. Podjela ispitanika oboljelih od KHC-a prema primjeni antivirusne terapije i

genskim varijantama za polimorfizam gena tlr4 rs4986790.
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Slika 4.17. Podjela ispitanika koji primaju terapiju prema genskim varijantama za
polimorfizam gena tlr4 rs4986790 i broju virusnih kopija prije poCetka lijeCenja, u 28. i
53. tjednu kontrole terapije.
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Prije pocCetka lijeCenja ispitanicima za sve tri genske varijante polimorfizma rs4986790
detektirano je viSe od 2 logaritma virusnih kopija u plazmi, osim kod jednog ispitanika
koji je homozigot divljeg tipa (AA) za polimorfizam gena tlr4 rs4986790. Kod njega je
detektirano manje od 2 logaritma virusnih kopija u plazmi. U 28. tjednu kontrole
terapije kod 33 % ispitanika koji su homozigoti divljeg tipa za polimorfizam gena tir4
rs4986790 HCV RNA nije bila mjerljiva u plazmi, dok je kod 3 % ispitanika broj
virusnih kopija primjenom terapije smanjen na manje od 2 logaritma. Kod ispitanika s
genskom varijantom AG (heterozigoti) i GG (mutirani homozigoti) nije doslo do
smanjenja broja virusnih kopija ispod 2 logaritma u 28. tjednu kontrole terapije.
Kontrolom terapije u 53. tjednu od pocetka primjene terapije kod 48 % ispitanika koji
su homozigoti divljeg tipa za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 HCV RNA nije bila
mjerljiva u plazmi, dok je kod 9 % ispitanika broj virusnih kopija smanjen na manje od
2 logaritma. Kod pola ispitanika s genskom varijantom AG, HCV RNA nije bila
mjerljiva u 53. tjednu kontrole terapije, dok kod druge polovice ispitanika s tom
genskom varijantom nije postignuto smanjenje broja virusnih kopija ispod 2 logaritma.
Svim ispitanicima koji su mutirani homozigoti za polimorfizam gena tlr4 rs4986790
HCV RNA nije bila mjerljiva u 53. tjednu kontrole terapije (slika 4.17).

Sve navedeno za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 vrijedi i za polimorfizam gena tlr4
rs4986791, jer se ta dva polimorfizma nalaze u neravnotezi vezanosti gena, odnosno

lokusi su ovisni jedan o drugome u nasljedivanju.
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5. RASPRAVA

Infekcija HCV-om vodedi je javnozdravstveni problem diljem svijeta. Najveci problem
infekcije HCV-om je razvoj kroni¢nih oblika bolesti koji traje desetlje¢ima i pojavljuje
se u oko 85 % inficiranih osoba. U visokom postotku oboljelih osoba, KHC dovodi do
razvoja ozbiljnih komplikacija kao Sto su ciroza jetre i HCC. Procjenjuje se da je
priblizno 3 % svjetskog stanovnistva inficirano HCV-om. Velina podataka o
prevalenciji dobivena je istrazivanjima koja su provedena seroloSkim testiranjima
uzoraka krvi dobrovoljnin davatelja u kojih je dokazivano prisustvo anti-HCV-
protutijela. S obzirom na €injenicu da su davatelji krvi strogo odabrana skupina, vrlo je
vjerojatno da je stvarna prevalencija HCV-infekcije visa ** %, Prevalencija HCV-a
razliCita je u pojedinim podrucjima svijeta. U Hrvatskoj ima oko 1 % osoba pozitivnih
na HCV u opcéoj populaciji te stoga Hrvatska spada u zemlju niske prevalencije kao
SAD i sjeverna i zapadna Europa % ' 1% U zemlje niske prevalencije HCV-a
spadaju i Njemacka (0,6 %) '®, Madarska (0,73 %) **?, Kanada (0,8 %) **, Belgija
(0,87 %), Indija (0,9 %) *', Francuska (1,3 %) >* 2'? te Australija (1,1 %) *?2. Hrvatska
ima nizu prevalenciju HCV-a od Madarske i Makedonije, ali viSu od Austrije i
Slovenije ®. Uz geografske razlike postoje i dobno specifiéne razlike u prevalenciji
HCV-a. U ltaliji i Spanjolskoj prevalencija se HCV-a poveéava s dobi, pa je najveéi

12.38,56, 191 "isto kao i u Turskoj, Japanu *? i Kini

broj zarazenih u dobi iznad 50 godina
9.250 "y SAD-u najvisa prevalencija HCV-a zabiljeZena je u dobnim skupinama od 30-
49 godina ** **. U dobnoj skupini od 20-40 godina najvi$a je prevalencija HCV-a u
sjevernoj i zapadnoj Europi i u Australiji ®” “®. Prevalencija HCV-a razlikuje se i po
spolu. U navedenim istrazivanjima nadena je viSa prevalencija u muskaraca u odnosu
na Zene, osim u Egiptu, delti Nila i pokrajini Linxian u Kini 8 %% 2*°_ Busek i suradnici
te Bezerra i suradnici su u svojim istraZivanjima provedenim u Brazilu dokazali da je
prevalencija HCV-a visa u muskaraca starijim od 39 godina, dok Albuquerque i
suradnici nisu pronasli znagajnu poveznicu izmedu spola i oboljenja od HCV-a % 2”37,
U naSem istrazivanju bilo je viSe muSkaraca nego Zena, no razlika nije bila statistiCki
znacajna (p=0,9669). Najvisa prevalencija oboljelih muskaraca od KHC-a bila je u

dobnoj skupini od 31-40 godina, a Zena u dobnoj skupini od 51-60 godina. Prema
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podatcima iz literature zakljuCujemo da OsjeCko-baranjska Zupanija ima istu
prevalenciju HCV-a po dobnim skupinama kao i grad Zagreb i Zagrebacka Zupanija
232 Razlikujemo se od Istarske, Primorsko-goranske i Splitsko-dalmatinske Zupanije
gdje je najveéa prevalencija u dobnoj skupini od 21-30 godina ¢ 184 224,

Analiziranjem podataka dobivenih iz informiranog pristanka uoCene su bitne razlike
izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika. Premda je poznato da je infekcija
HCV-om najCeS¢e asimptomatska ili su prisutni tek blagi simptomi bolesti, mi smo
utvrdili da su oboljeli od KHC-a imali izraZenije simptome bolesti kao $to su bolovi u
Virus HCV-a najceS¢e se prenosi krvlju inficiranih osoba (transfuzija krvi ili krvnih
pripravaka) i drugim parenteralnim nacinima (hemodijaliza, intravensko koristenje
droge i tetoviranje) *°®. Danas je rizik prijenosa infekcije transfuzijom krvi i krvnim
pripravcima gotovo zanemariv, ali osobe koje su primile transfuziju krvi prije 1993.
godine predstavljaju moguci rezervoar zaraze. Usporedbom skupine oboljelih od
KHC-a i kontrolne skupine ispitanika utvrdena je statisticka znacajnost za primljenu
transfuziju krvi prije 1993. godine (p=0,0158) i obavljeni operativni zahvat prije 1993.
godine (p=0,0496). Bezerra i suradnici u svom istraZzivanju nisu pronasli razliku
izmedu oboljelih od HCV-a koji su primili transfuziju krvi prije 1993. godine i poslije
1993. godine ’. Nasuprot tome Bdour i Carneiro su u svojim istraZivanjima pronasli
znacajnu razliku kod oboljelih od HCV-a koji su primili transfuziju krvi prije 1993.
godine i poslije 1993. godine % *°. Najugestaliji prijenos infekcije danas je intravensko
uzimanje droga. U literaturi se navodi da je viSe od 57 % novoregistriranih bolesnika s

239 U ovom istrazivanju drogu je intravenski

KHC-om intravenski uzimalo drogu
uzimalo 30 % oboljelih od KHC-a. Dore i Shepard su sa svojim suradnicima u
odvojenim istrazivanjima dokazali da je intravensko uzimanje droge trenutno
najucestaliji prijenos infekcije HCV-a, osobito medu oboljelima mlade Zivotne dobi °®
23 HCV se moze u ljudski organizam unijeti i pri hemodijalizi. Premda nitko od
ispitanika uklju€enih u ovo istrazivanje nije bio na hemodijalizi, u riziChu skupinu
spadaju i ti bolesnici, Sto su i dokazali Moreira, Tokars, Pujol i Allander u svojim
istraZivanjima 't 149:17> 226 procjenjuje se da je velik broj osoba zaraZen i koristenjem

121, 136, 188

inficiranog pribora prilikom tetovaza ili body piercinga . U odnosu na
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kontrolnu skupinu, u skupini oboljelih od KHC-a viSe ispitanika ima body piercing ili
tetovazu, ali bez statistiCke znacajnosti (p=0,1648). Infekciji HCV-om izloZzene su i
osobe koje konzumiranju seksualni odnos bez zaStite, iako izmedu kontrolnih
ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a u ovom istraZivanju rezultati nisu pokazali
statistiCki znaCajnu razliku (p=0,8523). Neki su autori dokazali u svojim studijama da
je prevalencija HCV-a vi$a u partnera osoba pozitivnih na HCV %" 19 227 dok drugi
autori nisu nasli visu prevalenciju HCV-a u osoba koje su u vezi s osobom pozitivhom
na HCV %% 231 Ugestalost HCV-infekcije visa je kod osoba riziénog spolnog
ponasanja 189 24,

Prisutnost protutijela u krvi ukazuje na izlozenost HCV-infekciji. Ako je ispitanik anti-
HCV-pozitivan to znacCi da je tijekom svog zivota bio u kontaktu s ovim virusom.
Inficirana osoba moze zauvijek eliminirati virus iz svog organizma, no protutijela mogu
dozivotno ostati prisutna. Na osnovi se imunoenzimskog testa ne moze procijeniti radi
li se o preboljenoj infekciji HCV-a ili o KHC-u, jer je to test probira za dokazivanje
HCV-infekcije. Za potvrdu HCV-aktivhe infekcije koristi se molekularna metoda
dokazivanja HCV RNA. Kod 60 ispitanika dokazana je aktivna replikacija virusa, dok
je kod polovice kontrolnih ispitanika dokazana prisutnost specificnih protutijela za
HCV. To upucuje na to da su i ispitanici u kontrolnoj skupini bili u kontaktu s HCV-om
tijlekom svog zivota, ali nisu razvili bolest (p=0,0020).

Prema genotipu virusa u skupini oboljelih ispitanika prevladavaju genotipovi 1 i 3 Sto
odgovara razdiobi genotipova u Hrvatskoj i u Europi. Genotip 1 naj¢eséi je u dobnoj
skupini od 51-60 godina, $to se razlikuje od dosadasnjih istraZivanja u Hrvatskoj gdje
95, 232

je medijan dobi za oboljele od KHC-a s genotipom 1 iznosio 42 godine

Simptomi bolesti bili su izrazito prisutni kod oboljelih od KHC-a kojima je dokazan

.....

.....

je dokazan genotip 3 i kod 1,6 % ispitanika s genotipom 2. Ispitanici oboljeli od KHC-a
kojima je dokazan genotip 4 nisu imali izrazene simptome bolesti.

NajCeSc¢i put prijenosa HCV-a kod oboljelih kojima je dokazan genotip 1 je
intravensko koridtenje droge i transfuzija krvi ?*°. U skupini ispitanika oboljelih od

KHC-a kojima je dokazan genotip 1 njih 41,6 % je primilo transfuziju krvi prije 1993.
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godine, 45 % je imalo operativni zahvat prije 1993. godine, 26,6 % ispitanika ima
body piercing ili tetovazu na tijelu, a njih 16,6 % je intravenski koristilo drogu. Drugi po
uCestalosti je genotip 3 koji je najviSe zastupljen u ispitanika starosne dobi od 31-40
godina. Intravenski je koristilo drogu 10 % ispitanika s genotipom 3. Naj¢eséi je u
skupini narkomana mlade Zivotne dobi koji intravenski konzumiraju drogu ** % 2% To
objaSnjava visoku prevalenciju genotipa 3 u mnogim drZzavama Sjeverne i Juzne
Amerike i u Europi. U Hrvatskoj je najve¢a prevalencija genotipa 3 u Splitsko-

dalmatinskoj Zupaniji 2%

, Sto je povezano s velikim brojem narkomana i visokim
brojem stranih posjetitelja u toj zupaniji. Prevalencija genotipa 2 je niska, a dokazan
je samo kod Zena starijih od 61 godine (medijan=61). Roman i suradnici su takoder u
svom istrazivanju dokazali da je genotip 2 zastupljeniji u Zena starijih od 40 godina
187 Prema drugim istrazivanjima provedenim u Hrvatskoj medijan dobi za oboljele od
KHC-a s genotipom 2 iznosio je 33 godine %> %*2. Genotip 4 je najzastupljeniji u
drzavama centralne Afrike, a u Europu je prenesen migracijom stanovnistva. U
Francuskoj je prema njihovim istrazivanjima naj¢eSci kod intravenskih korisnika droge
154U ovom je istrazivanju njih 3,3 % s genotipom 4 intravenski koristilo drogu.
Dokazan je jedino u dobnoj skupini od 31-40 godina bez razlike u spolu ispitanika.

Mnoge su studije istraZivale utjecaj HCV-genotipa na progresiju KHC-a. U nekima od
njih nije dokazana povezanost genotipa HCV-a s napredovanjem KHC-a, dok se u
nekima navodi moguéa povezanost genotipa 1 s ubrzanim razvojem HCC %. zekry i
suradnici navode da pacijenti s genotipom 4 nakon transplantacije jetre imaju loSiju
prognozu i veéu smrtnost nego pacijenti zarazeni nekim drugim genotipom HCV-a 2*°.
TLR imaju bitnu ulogu u aktivaciji prirodene imunost prepoznavanjem TLR liganda
podrijetlom iz razli€itih mikroorganizama i u pokretanju specificnog imunoloskog
odgovora. Postoje pojedinci koji ne mogu adekvatno odgovoriti imunoloSkom
reakcijom zbog SNP-ova unutar tlr gena koji uzrokuju poremecaje u prijenosu signala

u stanici te u promijenjenoj osjetljivosti na infektivne bolesti *’

. IstraZivanjem
polimorfizma gena tlr2 rs5743708 dobivene su frekvencije G-alela od 0,98 (98 %) i A-
alela 0,02 (2 %). Dobivene frekvencije alela su u skladu s frekvencijama navedenih
alela u europskoj populaciji prema NCBI. Usporedbom podskupina 40 kontrolnih

ispitanika i 60 ispitanika oboljelih od KHC-a nije utvrdena znacajna razlika izmedu
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genskih varijanti. AA genska varijanta nije dokazana niti u kontrolnoj skupini niti u
skupini oboljelih od KHC-a. GA genska varijanta dokazana je kod 5 % kontrolnih
ispitanika Zenskog spola dok je u skupini oboljelih od KHC-a dokazana kod 1,7 %
musSkaraca. Kontrolni ispitanici imaju 5 puta vecu Sansu da budu heterozigoti za
polimorfizam gena tlr2 rs5743708 nego mutirani homozigoti (OR=5,00; CI=0,2327-
107,4404), u odnosu na skupinu ispitanika oboljelih od KHC-a (OR=3,00; CI=0,1198-
75,1177). StatisticCkom usporedbom podskupina utvrdeno je da kontrolni ispitanici
imaju manji omjer izgleda obolijevanja za heterozigote u odnosu na homozigote
divlieg tipa navedenog polimorfizma (OR=0,32; CI=0,0282-3,6758). Navedeni
rezultati ukazuju na mogucu zastitnu ulogu ispitivanoga polimorfizma za nastanak
KHC-a kod Zenskog spola, poglavito zato Sto je u istrazivanje uklju¢eno manje zena u
odnosu na muskarce. Za potvrdu navedenih rezultata, slijedeci korak u daljnjim
istrazivanjima bio bi povecanje broja uzoraka i sekvencioniranje tlr2 gena kako bi se
rasvijetlila uloga ispitivanog SNP-a u nastanku KHC-a. Iz toga razloga, svi navedeni
omijeri izglednosti su tek priblizenja.

Analizirajuéi prisutnost simptoma bolesti prema genskim varijantama za polimorfizma
gena tIr2 rs5743708 kod kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a nije
utvrdena statisticka znacajnost. Analiza povezanosti Cimbenika rizika za nastanak
HCV-infekcije i genskih varijanti za polimorfizam gena tlr2 rs5743708 kod kontrolnih
ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a nije pokazala statisti¢ki znacajnu povezanost
navedenih ¢imbenika rizika s prisutnoS¢u navedenog polimorfizma. StatistiCka analiza
polimorfizma gena tlr2 rs5743708 kod 40 kontrolnih ispitanika i 60 ispitanika oboljelih
od KHC-a nije utvrdila povezanost navedenog polimorfizma i oboljenja od KHC-a, sto

nije u skladu s rezultatima drugih istrazivanja °°

. Razlog tomu bi mogao biti i
nedovoljan broj ispitanih uzoraka za navedeni polimorfizam.

TLR2 je bitan ¢imbenik oblikovanja imunoloSkog odgovora domacina, jer sudjeluje u
prepoznavanju i aktivaciji prirodene i ste¢ene imunosti > %3, Tomu u prilog ide i
ginjenica da u timusu sazrijevaju CD4" Th limfociti i Tc limfociti koji su CD8". Potpuna
aktivacija steCene imunosti posredovane limfocitima T zahtjeva prisutnost tzv. signala
opasnosti nastalog stimulacijom TLR. TLR2 su isto kao i TLR4 smjeSteni na

membrani stanice $to dokazuje da su povezani s izvanstanicnim medijem. Preko
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PAMP-ova prepoznaju proteine HCV-a pa dolazi do aktivacijskih signala u stanici koja
otpusta protuupalne citokine i luci IFN koji stimulira stvaranje antivirusnih enzima i
dovodi stanicu u protuvirusno stanje. Wetzler je u svom istrazivanju pokazao da bilo
koja promjena u funkciji TLR2 dovodi do smanjenja imunoloSke zastite od onog
patogena koji sadrzi ligande za TLR2 **%. Isto se poku$alo objasniti u istraZivanju
zarazenih miSeva s Neospora caninum u kojem je pokazano da mutirani homozigoti
za TLR2 imaju tezi oblik kroni¢ne infekcije od divljeg tipa TLR2, da sudjeluje u
oblikovanju imunoloSskog odgovora te da mogu biti cilino zastitno sredstvo od

ponovnog oboljenja *3

. Analiziranjem SNP-ova unutar gena tlr2 kod djece s
ponavljanim bakterijskim infekcijama ustanovljeno je znatno viSe heterozigota i
mutiranih homozigota za polimorfizam gena tlr2 rs5743708 u odnosu na kontrolnu
skupinu 8. Lorenz i suradnici su kod dva pacijenta od njih 91 sa septi¢kim Sokom
pronasli polimorfizam gena tlr2 rs5743708 i kod oba se pacijenta radilo o stafilokoknoj
infekciji ***. Nasuprot tomu, u jednoj velikoj studiji nije pronadena poveznica izmedu
navedenog polimorfizma i bolesti uzrokovanih bakterijom Staphylococcus aures **7.
Visoka pojavnost polimorfizma gena tlr2 rs5743708 dokazana je i medu osobama
oboljelim od tuberkuloze **°. Utvrdena je i povezanost navedenog polimorfizma s
oboljenjem od CMV-a nakon transplantacije jetre kod pacijenata koji su bolovali od
KHC-a. Od ukupno 92 transplantirana pacijenta 7 pacijenata (8 %) bili su heterozigoti,
a 5 pacijenata (5 %) mutirani homozigoti za polimorfizam gena tIr2 rs5743708. Medu
njima CMV se pojavio kod jednog heterozigota i kod 5 pacijenata koji su mutirani
homozigoti za navedeni polimorfizam !, Nedostatak znagajne povezanosti izmedu
oboljenja od KHC-a i heterozigota za polimorfizam gena tlr2 rs5743708 dovodi nas do
zaklju¢ka da jedan funkcionalni alel nije dostatan za izrazaj fenotipskog svojstva
navedenog polimorfizma u punom intenzitetu. U skladu s tim na stanicama
podrijetlom od pacijenata koji su heterozigoti za polimorfizam gena tlr2 rs5743708
dokazano je da mogu znacajno smanijiti otpustanje citokina u imunoloskom odgovoru
koji je simuliran lipoteihoicnom kiselinom ili bilo kojim drugim ligandom za TLR2 u
usporedbi s divljim tipom za navedeni polimorfizam *°® 2%, Eid i suradnici su u svojoj
studiji pokazali da su mutirani homozigoti za polimorfizam gena tlr2 rs5743708

povezani s odbacivanjem transplantata i ve¢om smrtnosti poslije transplantacije jetre
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kod oboljelih od KHC-a. Dokazali su da se navedeni SNP unutar tlr2 gena moze
koristiti kao novi imunoloski marker u prognozi uspjesnosti transplantacije jetre kod
oboljelih od KHC-a. Taj zaklju¢ak jasno pokazuje da TLR2 ima bitnu ulogu u

% sSve te

patogenezi opetovane infekcije HCV-om nakon transplantacije jetre
dosadas$nje spoznaje navode da se polimorfizam gena tlr2 rs5743708 treba istrazivati
kao mogudi terapeutski cilj kod oboljelih od KHC-a, isto kao $to se ve¢ TLR7 poceo
klini¢ki ispitivati u lijeéenju HCV-a %,

SNP-ovi rs4986790 i rs4986791 unutar tlr4 gena istrazeni su kao moguca poveznica
s raznim bolestima uzrokovanim bakterijama i virusima, kao Sto je septiCki Sok
uzrokovan gram-negativnim bakterijama, sepsa nakon operativnog zahvata i
bronhiolitis u dojenéadi uzrokovan RSV-om & 130218 |strazivanje provedeno u ltaliji
pokazalo je mogucu ulogu ova dva polimorfizma u podloznosti za respiratorne
infekcije koje dovode do upale plu¢a kod djece koja u povijesti bolesti imaju
ponavljane respiratorne infekcije *®. Studijama provedenim u Engleskoj, Spanjolskoj i
Italiji nije dokazana povezanost izmedu TLR2 i TLR4 i oboljelih od reumatoidnog

artritisa 0% 112, 193

. Nasuprot tome, u jednoj studiji provedenoj u Nizozemskoj
dokazano je statistiCki znacajno povecanje G alela za polimorfizam gena tir4
rs4986790 kod pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa . Frekvencija A alela
za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 iznosi 70-80 % kod bijelaca *°.

Polimorfizmi gena tlr4 rs4986790 i tlr4 rs4986791 imaju razliitu rasprostranjenost
medu stanovnistvom Afrike, Azije i Europe. Medu azijskim stanovniStvom gotovo da
nema navedenih polimorfizama, 1-2 % su prisutni kod africkog stanovnistva, 5 % kod
Indoeuropljana te €ak 9 % kod naroda Baska. lIstraZivanjem navedena dva
polimorfizma zabiljeZzena je njihova znacajna frekvencija posebno kod stanovnistva
bijele rase. Nasuprot tome, jedna studija provedena u Zapadnoj Africi prikazuje
prisutnost samo polimorfizma gena tlr4 rs4986790, dok prisutnost polimorfizma gena
tird rs4986791 nisu dokazali medu ispitanicima. Ovakova razliCita istrazivanja
dokazuju da ljudska populacija Sirom svijeta ima razliCitu prevalenciju TLR4 koji je
ukljuCen u odraz specificnih lokalnih infekcija medu stanovniStvom i kasnijom
podloznoséu tim infekcijama. Africka populacija pokazuje visoku prevalenciju

polimorfizma gena tlr4 rs4986790 i to izmedu 10 % i 18 %, dok je kod istih ispitanika
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samo 2 % onih koji imaju i polimorfizam gena tlr4 rs4986791. Naime, kod ispitanika
koji imaju polimorfizam gena tlr4 rs4986791 uvijek je prisutan i polimorfizam gena tir4
rs4986790. U populacijama Azije i Amerike gotovo da nema polimorfizma gena tlr4,
ali su zabiljezeni pojedinacni slucajevi polimorfizma rs4986790 ili rs4986791 u
Indoneziji. Nasuprot tome, kod 6-14 % Indoeuropljana pronadeno je da su
heterozigoti za oba polimorfizma gena tlr4 (frekvencija alela 3-7 %) te kod 18 %
naroda Baska (frekvencija alela 9 %). Prisutnost navedenih polimorfizama u afri¢koj
populaciji, kao i u populaciji Indoeuropljana i Baska, navodi na €injenicu da su te
mutacije nastale u Africi prije viSe od Sezdeset tisuCa godina i migracijom
stanovni$tva dospjele u Europu preko Srednjeg Istoka ©’. IstraZivanjem polimorfizma
gena tlr4 rs4986790 u ispitanika nase regije dobivene su frekvencije A-alela od 0,88
(88 %) i G-alela od 0,12 (12 %). Frekvencija C-alela za polimorfizam gena tir4
rs4986791 iznosi 0,88 (88 %), a frekvencija T-alela iznosi 0,12 (12 %). Dobivene
frekvencije alela za oba navedena polimorfizma u skladu su s frekvencijama
navedenih alela u europskoj populaciji prema NCBI. Usporedbom podskupina
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a nije utvrdena znacajna razlika
izmedu genskih varijanti. Podjelom dobivenih genskih varijanti za polimorfizam gena
tird rs4986790 kod oboljelih od KHC-a prema spolu uoavamo da je GG genska
varijanta ¢e$¢a u muskaraca nego u Zena (7 % vs 0 %). Ispitanici oboljeli od KHC-a
imaju 17,66 puta vecu Sansu biti homozigoti divljeg tipa za polimorfizam gena tlr4
rs4986790 nego heterozigoti (OR=17,66; CI=5,2314-59,6606) i 13,25 puta vedu
Sansu nego mutirani homozigoti (OR=13,25; CI=4,5111-38,9183). Kod kontrolnih
ispitanika je 16 puta ve¢a Sansa da budu homozigoti divljeg tipa u odnosu na
heterozigote navedenog polimorfizma (OR=16,00; CI=3,5905-71,2994) i 5,33 puta
veta Sansa u odnosu na mutirane homozigote (OR=5,33; Cl=2,0099-14,1524).
Statistickom usporedbom podskupina utvrdeno je da ispitanici oboljeli od KHC imaju
veéi omjer izgleda obolijevanja za heterozigote (OR=0,91; CI=0,1435-5,7153) |
mutirane homozigote (OR=0,40; CI=0,1055-1,5358) u odnosu na homozigote divljeg
tipa navedenog polimorfizma. Oboljeli od KHC imaju 2,25 puta vecu Sansu biti
heterozigoti za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 nego mutirani homozigoti (OR=2,25;

Cl1=0,2515-20,1313), u odnosu na kontrolne ispitanike. Isti su rezultati dobiveni i za
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polimorfizam gena tlr4 rs4986791, jer smo, isto kao i Lorenz i suradnici, dokazali da
se ta dva gena nalaze u neravnoteZi vezanosti gena **°. Yonghong i suradnici su
dokazali da su SNP-ovi u TLR4 povezani s povecanim rizikom razvoja fibroze i ciroze
jetre, a u rizicne faktore ubrajaju muski spol, dob od oko 49 godina te konzumiranje
alkohola. Statisticko analiziranje nije pokazalo povezanost prisutnosti simptoma
bolesti i genskih varijanti za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 kod ispitanika oboljelih
od KHC-a. Tu je bitno istaknuti statistiCku vrijednost p=0,0744 koja je dobivena
testiranjem genskih varijanti AA, AG i GG kod oboljelih od KHC-a i gubitka apetita. Na
temelju statistickog rezultata i dalje ostaje pitanje bi li dobili statistiCki znacajan
rezultat da je u ovo istraZivanje ukljuCen veci broj ispitanika. Analiza povezanosti
¢imbenika rizika za nastanak HCV-infekcije i genskih varijanti za polimorfizam gena
tir4 rs4986790 kod kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a nije pokazala
statistiCki znacajnu povezanost navedenih ¢imbenika rizika s prisutnoS¢u navedenog
polimorfizma. Podjelom mutiranih homozigota za polimorfizam gena tlr4 rs4986791
prema podatcima dobivenim iz informiranog pristanka uocili smo bitne razlike izmedu
kontrolnih ispitanika i ispitanika oboljelih od KHC-a. Znacajno veci gubitak apetita
imali su mutirani homozigoti oboljeli od KHC-a u usporedbi s mutiranim homozigotima
kontrolne skupine (6,7 % vs 2,5 %). NeSto viSe ispitanika oboljelih od KHC-a primilo
je transfuziju krvi prije 1993. godine i imalo operativni zahvat prije 1993. godine u
odnosu na kontrolne ispitanike s TT genskom varijantom (3,3 % vs 2,5 %). Shalhub i
suradnici u svom istrazivanju nisu dokazali povezanost polimorfizma gena tir4
rs4986790 s razvojem sepse u pacijenata koji su primili transfuziju krvi 2°?. Dokazali
smo da duplo viSe oboljelih od KHC-a s TT genskom varijantom ima body piercing ili
tetovazu u odnosu na kontrolne ispitanike, te da su oboljeli od KHC-a s TT genskom
varijantom intravenski koristili drogu, dok je kontrolni ispitanici s TT genskom
varijantom nisu Kkoristili. Dobiveni rezultati vrijede i za mutirane homozigote
polimorfizma gena tlr4 rs4986790, jer su oni ovisni jedan o drugome u nasljedivanju.
Usporedbom podskupina 40 kontrolnih ispitanika i 60 ispitanika oboljelih od KHC-a
nije utvrdena povezanost navedenih polimorfizma i oboljenja od KHC-a.

U obrani od HCV-a sudjeluju mehanizmi humoralne i stanine imunosti. Od

humoralnih ¢imbenika najvazniji su IFN-a, IFN-B i protutijela. IFN-a i IFN-B Stite
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zdrave stanice od HCV-a, a protutijela neutraliziraju viruse koji se joS nalaze izvan
stanica, time $to onemogucuju spajanje virusa sa stani¢nim receptorima ili spreCavaju
replikaciju virusa **. Medudjelovanje sastavnica prirodene imunosti i virusa pojagava
izrazaj kostimulacijskih, adhezijskih i drugih molekula na tim stanicama, Sto
posljedicno aktivira limfocite T kao glavne posrednike steCene imunosti. U tom
procesu oblikovanja specificne imunoreakcije sudjeluju brojni topljivi Cimbenici
(citokini i kemokini). Nakon inficiranja HCV-om, replikacija virusa pocinje u jetri i u toj
se fazi pokrece prirodeni imunoloski odgovor koji ukljuuje IFN-a i prirodnoubilacke
stanice (NK, engl. natural Killer). Kako virusni antigeni poti€u i stani¢nu i humoralnu
imunost, nastaju Tc limfociti, a stvorena protutijela se veZu za makrofage i NK stanice
te uz pomoc¢ citokina pokrecu lizu virusom zarazene stanice. Razli€iti tkivni makrofagi
i monociti takoder mogu postati zarazeni HCV-om, $to za posljedicu ima smanjeno
luCenje citokina (IL-1, IL-6, TNF-a). Zbog HCV-infekcije Th limfocite, koji pokrecu
imunoloSku reakciju, uniStavaju NK stanice, Tc limfociti i makrofagi zbog Cega je

imunolodka obrana neudinkovita i dolazi do razvoja KHC-a ' 2%°.

Iz svega
navedenog zakljuCujemo da sam virus ne uzrokuje izravna oStecenja, veC su ta
oStecCenje posljedica suodnosa virusa s imunoloSkim sustavom organizma, $to u
prvom redu uklju€uje aktivnost Tc limfocita i proupalnih medijatora, odnosno citokina
224.

Broj virusa nije povezan s tezinom oboljenja od HCV-a, no moze utjecati na odgovor
ljeCenja. Osnovni cilj lijeCenja virusnog hepatitisa je eradikacija infekcije odnosno
prevencija progresije bolesti. Kod KHC-a eradikacijom virusa nastoji se reducirati
upalna aktivnost i prevenirati razvoj ciroze jetre. Danas dostupno lijeCenje ucinkovito
je tek u nesto vise od polovice lijeCenih, a trajanje terapije primarno ovisi o genotipu
HCV-a. Tako su genotip HCV-a i broj virusnih kopija izdvojeni kao dva vazna
C¢imbenika za odredivanje terapije kod oboljelih od KHC-a. Do sada su u raznim
studijama ispitani mnogi prediktori viroloS8kog odgovora s ciliem izdvajanja grupe
pojedinaca koja hoce ili neée zadovoljavajuée odgovoriti na dostupnu terapiju. U
ovom istrazivanju prikazana je poveznica izmedu genotipa virusa, broja virusnih
kopija i TLR-a. Od ukupno 60 ispitanika oboljelih od KHC-a njih 33 (55 %) je primalo

terapiju ovisno o genotipu virusa HCV-a. Prema podjeli po spolu nema statisticki
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znacCajne razlike u primjeni antivirusne terapije. Prva kontrola terapije provedena je
nakon 28 tjedana od pocetka terapije. U tom je periodu primjene terapije RVR
postignut kod 34 % ispitanika, a kod 27 % ispitanika broj virusnih kopija smanjen je za
viSe od 2 logaritma. Broj virusnih kopija je kod 27 % ispitanika ostao isti, dok je kod
12 % ispitanika dosSlo do porasta broja kopija u plazmi premda su bili na terapiji.
Druga kontrola terapije provedena je 53 tjedna od pocetka terapije. HCV RNA u
plazmi nije bila mjerljiva kod 58 % ispitanika, kod 12 % ispitanika broj virusnih kopija
smanjen je za viSe od 2 logaritma, dok je kod 18 % ispitanika broj kopija i nakon
provedene terapije ostao isti. Nikakvog terapijskog ucinka nije bilo kod 12 %
ispitanika, nego je doSlo do porasta broja kopija u plazmi isto kao i nakon prve
kontrole terapije. Usporedbom genotipova HCV-a i broja kopija virusa u plazmi prije
pocetka lije€enja dosli smo do zaklju€ka da su oboljeli od KHC-a, kojima je odreden
genotip 1, imali veci broj kopija virusa u usporedbi s genotipom 3 i 4. Isto su dokazali i
Chakravati i suradnici u svom istrazivanju. Oni navode i da je genotip 1 povezan s
tezim oboljenjima jetre u usporedbi s genotipom 2 i 3, Sto je utvrdeno brojem virusnih
kopija, te da pacijenti s ve¢im brojem kopija virusa u serumu imaju slabiji odgovor na
terapiju od onih pacijenata koji u serumu imaju niZi broj kopija virusa *'. Povezanost
HCV-genotipa i broja virusnih kopija istrazivana je u brojnim studijama. Jedni su
dokazali da je visoki broj kopija virusa povezan s tezim o$teéenjima jetre 3, dok drugi
to u svojim studijama nisu dokazali " #. Nakon prve kontrole terapije HCV RNA nije
bila mjerljiva u plazmi kod 24 % ispitanika s genotipom 1, kod 6 % ispitanika s
genotipom 3 i kod polovice ispitanika s genotipom 4. Nakon druge kontrole terapije
broj ispitanika s genotipom 1, kod kojih nije bila mjerljiva HCV RNA, povecéao se na
45 %, s genotipom 3 na 9 %, dok je kod ispitanika s genotipom 4 RVR postignut kod
polovice ispitanika isto kao i nakon prve kontrole, ali je znacajno to da je kod druge
polovice ispitanika s genotipom 4 postignuto smanjenje broja kopija ispod 2 logaritma.
Svi ispitanici koji su heterozigoti ili mutirani homozigoti za polimorfizme gena tir4
rs4986790 i rs4986791, prije poCetka lijeCenja, imali su vise od 2 logaritma virusnih
kopija u plazmi. Homozigoti divljeg tipa za navedene polimorfizme takoder su prije
poCetka lijeCenja imali vise od 2 logaritma virusnih kopija u plazmi, osim jednog

ispitanika. Nakon prve kontrole terapije kod 33 % ispitanika koji su homozigoti divljeg
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tipa za iste polimorfizme HCV RNA nije bila mjerljiva u plazmi, a kod 3 % ispitanika
broj je virusnih kopija smanjen na manje od 2 logartima. Kod heterozigota i mutiranih
homozigota prilikom prve kontrole terapije nije dosSlo do smanjenja broja virusnih
kopija ispod 2 logaritma. Nakon druge kontrole terapije kod 48 % ispitanika koji su
homozigoti divljeg tipa za polimorfizme gena tlr4 rs4986790 i rs4986791, HCV RNA
nije bila mjerljiva u plazmi, a kod 9 % ispitanika broj kopija smanjen je na manje od 2
logaritma. Svim mutiranim homozigotima i kod polovice ispitanika koji su heterozigoti
za navedene polimorfizme, HCV RNA nije bila mjerljiva u plazmi prilikom druge
kontrole terapije. Kod druge polovice heterozigota za navedene polimorfizme nije

doslo do smanjenja broja virusnih kopija ispod 2 logaritma.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata opisanog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Statistickom usporednom analizom podskupina koje obuhvacaju osobe
oboljele od KHC-a i kontrolne ispitanike nije utvrdena statistiCki znacajna
razlika za polimorfizme gena tlr2 rs5743708, tlr4 rs4986790 i tlr4 rs4986791
(p>0,05).

2. S obzirom na spol, KHC se ¢eS¢e pojavljuje kod muskaraca nego u Zena, ali

razlika nije statistiCki znaCajna.

3. S obzirom na dob, najvise oboljelih od KHC-a dokazano je u dobnoj skupini od
31-40 godina. U istoj dobnoj skupini vise je muskaraca, dok je najviSe Zena
oboljelih od KHC-a u dobnoj skupini od 51-60 godina.

4. Ovisno o simptomima bolesti, oboljeli od KHC-a imali su izraZenije bolove u

.....

skupinu.

5. Ovisno o rizicnim faktorima prijenosa HCV-a, dokazana je statistiCka
znaCajnost za primljenu transfuziju krvi prije 1993. godine (p=0,0158) i
obavljeni operativni zahvat prije 1993. godine (p=0,0496) kod oboljelih od

KHC-a u odnosu na kontrolnu skupinu.
6. U odnosu na kontrolnu skupinu, u skupini oboljelih od KHC-a viSe ispitanika

ima body piercing ili tetovazu i njih 30 % je intravenski uzimalo drogu, ali bez

statistiCke znaCajnosti.
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7. Imunoenzimskom metodom je dokazano da je polovica kontrolnih ispitanika
tijekom svog Zivota bila u kontaktu s virusom HCV-a, ali nisu razvili bolest
(p=0,0020).

8. U odnosu na genotipove 2, 3 i 4, najviSe ispitanika bilo je zarazeno genotipom
1.

9. StatistiCki znacajno visSe zarazenih genotipom 1 primili su transfuziju krvi prije
1993. godine (p<0,0001), imali su operativni zahvat prije 1993. godine
(p<0,0001), na tijelu imaju body piercing ili tetovazu (p=0,0014) i konzumirali
su seksualni odnos bez zastite (p<0,0001) u odnosu na zarazene drugim

genotipovima HCV-a.

10.Manja zastupljenost GA genske varijante kod oboljelih od KHC-a u odnosu na
kontrolnu skupinu upucuje na mogucu zastithu ulogu gena tlr2 rs5743708 za
nastanak KHC-a, posebice kod zenskog spola, koju treba potvrditi ili

opovrgnuti namjenskom studijom.

11.Polimorfizmi gena tlr4 rs4986790 i tlr4 rs4986791 nalaze se u neravnoteZi

vezanosti gena, odnosno lokusi su informacijski redundantni.

12.GG genska varijanta za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 i TT genska
varijjanta za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 dokazane su samo kod

muskaraca oboljelih od KHC-a.

13.Znacajno veci gubitak apetita imali su oboljeli od KHC-a s GG genskom
varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 i TT genskom varijantom za
polimorfizam gena tlr4 rs4986791 u odnosu na kontrolne ispitanike s istim

genskim varijantama.
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ZAKLJUCAK

14.Duplo viSe oboljelih od KHC-a s GG genskom varijantom za polimorfizam gena
tird rs4986790 i TT genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986791
ima body piercing ili tetovazu u odnosu na kontrolne ispitanike s istim genskim

varijantama.

15.0boljeli od KHC-a s GG genskom varijantom za polimorfizam gena tir4
rs4986790 i TT genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986791
ceSce su intravenski koristili drogu, dok je kontrolni ispitanici s istim genskim

varijantama nisu koristili, no bez statistiCcke znac¢ajnosti.

16.Ispitanici zarazeni genotipom 1 imali su veci broj kopija virusa u plazmi u

usporedbi s drugim genotipovima virusa HCV-a.

17.Kod ispitanika s genskim varijantama AG i GG za polimorfizam gena tir4
rs4986790 te CT i TT za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 nije doslo do
smanjenja broja virusnih kopija ispod 2 logaritma nakon kontrole terapije u 28

tiednu od pocetka terapije.

18.Ispitanicima s GG genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986790 i
TT genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986791, HCV RNA nije

bila mjerljiva u plazmi nakon kontrole terapije u 53. tjednu od pocetka terapije.

19.Kod polovice ispitanika s AG genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4
rs4986790 i CT genskom varijantom za polimorfizam gena tlr4 rs4986791 nije
postignuto smanjenje broja virusnih kopija ispod 2 logaritma nakon kontrole

terapije u 53. tjednu od pocetka terapije.
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Osijeku

2006. diplomirala na Fakultetu zdravstvenih studija u Sarajevu,
Univerzitet u Sarajevu

1999. zavr$ila Opéu gimnaziju u Srednjoj $koli "August Senoa" u
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1995. zavrsila osnovno obrazovanje u Osnovnoj $koli "Branko Horvat" u
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Struéne izobrazbe:

Urogenitalne infekcije. TeCaj trajne edukacije, Zagreb, 2007.
Respiratorne infekcije u dje€joj dobi: epidemioloska i kliniCka slika,
dijagnostika, terapija i prevencija. Poslijediplomski te€aj trajnog usavrSavanja |.

kategorije. Zagreb, 2007.

Posebna znanja i vjestine:

poznavanje engleskog i njemackog jezika
poznavanje rada na racunalu

vozacCka dozvola B kategorije

Znanstvene suradnje:

zaCetnica sam KliniCko-znanstvenog projekta "Otkrivanje 1 genotipizacija
hepatitis C virusa (engl.,HCV - Hepatitis C Virus) iz klinickih uzoraka Osjecko-
baranjske zupanije" nakon izdavanja rjeSenja o0 suglasnosti etickog
povjerenstva Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije dana
2009. godine, pod urudzbenim brojem Ur. broj: 1346/09

od 17. prosinca 2008. godine aktivno sudjelujem na poslovima izolacije DNA i
RNA iz Aspergillus flavus i reverznoj transkripciji te ekspresiji aflS i aflR gena u
sklopu projekta Prehrambeno tehnoloSkog fakulteta u Osijeku, SveuciliSte
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, pod nazivom "SinergisticCke smjese u
antifungalnoj i antimiksotoksikogenoj zastiti hrane™ (113-1130473-0334)

od 18. studenog 2008. godine aktivho sudjelujem u istrazivanju Sluzbe za
Skolsku medicinu Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije pod
nazivom ‘“Istrazivanje prevalencije klamidijske urogenitalne infekcije,
genotipova Chlamydia trachomatis i uspjesnost lijeCenja u populaciji studenata
Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku" od izdavanja rijeSenja o suglasnosti
etickog povjerenstva istog Zavoda pod urudzbenim brojem ur. broj: 5172

od 20. svibnja 2008. godine aktivho sudjelujem u istraZivanju Sluzbe za
mikrobiologiju istog Zavoda pod nazivom "Otkrivanje i genotipizacija genitalnih

visoko riziénih ljudskih papiloma virusa (engl. HPV, Human papillomavirus) iz
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klinickih uzoraka OsjeCko-baranjske Zupanije", od izdavanja rjeSenja o
suglasnosti etiCkog povjerenstva istog Zavoda pod urudzbenim brojem ur. broj:
2384/08

- od 21. ozujka 2007. godine aktivnho sudjelujem u istraZivanju Sluzbe za
mikrobiologiju istog Zavoda pod nazivom "Usporedba dijagnostickih metoda
otkrivanja klamidijskih infekcija, uspjeSnost lije€enja i genotipizacija Chlamydia
trachomatis iz klinickinh uzoraka u OsjecCko-baranjskoj zupaniji" od izdavanja
rjeSenja o suglasnosti etickog povjerenstva istog Zavoda pod urudzbenim
brojem ur. broj: 1311/07

- od oZujka 2007. godine aktivno sudjelujem pri znanstveno istrazivackom radu
na poslovima sekvenciranja ompl gena bakterije C. trachomatis u svrhu
odredivanja serotipa, u Laboratoriju za analizu DNA pri Katedri za medicinsku
kemiju, biokemiju i klinicku kemiju Medicinskog fakulteta u Osijeku, Sveucilista

u Osijeku

Znanstveni radovi zastupljeni u Current Contents-u:

Bosnjak Z, Dzijan S, Pavlini¢ D, Peri¢ M, RuZzman N, Roksandi¢ Krizan |, Lauc G,
Antolovi¢ Pozgain A, Burazin J, Vukovi¢ D (2012) Distribution of Chlamydia
trachomatis serotypes in clinical urogenital samples from north-eastern Croatia. Curr
Microbiol DOI 10.1007/s00284-012-0106-7

Kongresno priopéenje u zborniku — usmena prezentacija na medunarodnom

skupu:

Peri¢ M., Vukovi¢ D., Bogdani¢ LJ. Antibiotska osjetljivost Klebsiella pneumoniae
ESBL soja izolirane iz urina. 2. Hrvatski kongres laboratorijske dijagnostike (s
medunarodnim sudjelovanjem). Uloga laboratorijske dijagnostike u prevenciji,

otkrivanju i lijiedenju bolesti, Sibenik, Hrvatska, 8-11. svibnja 2008, Knjiga saZetaka 7.
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Peri¢ M., Kraljik N., Antolovi¢-Pozgain A., Vukovi¢ D. EpidemioloSke karakteristike
obolijevanja od hepatitisa B u OsjeCko-baranjskoj zupaniji u 2006. godini. Simpozij s
medunarodnim sudjelovanjem. HIV/AIDS i hepatitis, prevencija, otkrivanje i lijecenje,

Osijek, Hrvatska, 1-3. prosinca 2007, Knjiga saZetaka 12.

Peri¢ M., Berbi¢-Fazlagi¢ J., Juri¢ N. Uloga citodijagnostike u ranoj detekciji
karcinoma dojke. Simpozij s medunarodnim sudjelovanjem. Uloga laboratorijske
dijagnostike u prevenciji, otkrivanju i lijeCenju malignih bolesti, Osijek, Hrvatska, 4-6.

svibnja 2007, Knjiga saZetaka 16.

Kongresni sazetak u zborniku radova:

Bosnjak Z., Perié M., Pavlini¢ D., Dzijan S., Roksandi¢-Krizan I., Vukovi¢ D., Ruzman
N., Burazin J., Lauc G., Antolovi¢-Pozgain A. Genotyping of Chlamydia trachomatis
and Human Papillomavirus in Clinical Specimens from North-Eastern Croatia.
European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Wiena, Austria,
2010. Abstract book 749.

Bosnjak Z., Perié¢ M., Pavlini¢ D., Dzijan S., Roksandi¢-Krizan I., Vukovi¢ D., Ruzman
N., Burazin J., Lauc G., Antolovi¢-PozZgain A. Genotyping of Chlamydia trachomatis
and Human Papillomavirus in Clinical Specimens from North-Eastern Croatia. 14th
International Congress on Infectious Diseases (ICID) Miami, Florida, USA, March 9-
12, 2010.

Peri¢ M., BoSnjak Z., Roksandi¢-Krizan I., Vukovi¢ D., Ruzman N., Antolovi¢-Pozgain
A. Genotyping of Human Papillomavirus in abnormal cervical samples from the North-
Eastern Croatia. Il International Conference on Environmental, Industrial and Applied
Microbiology. Lisabon, Portugal, December 2-4, 2009. Abstract book P425.

Bosnjak Z., Dzijan S., Pavlini¢ D., Vukovi¢ D., Perié M., Ruzman N., Roksandi¢-

Krizan |., Burazin J., Lauc G. Serotype Distribution of Chlamydia trachomatis Isolated
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from clinical urogenital samples in North-Eastern Croatia. Il International Conference
on Environmental, Industrial and Applied Microbiology. Lisabon, Portugal, December
2-4, 2009. Abstract book P419.

BoSnjak Z., Vukovi¢ D., Ruzman N., Roksandi¢-Krizan I., Peri¢ M., Dzijan S.
Detection and genotyping of Chlamydia trachomatis in clinical urogenital samples
from north-eastern Croatia. 19th European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases. Helsinki, Finland, May 16 -19, 2009. Abstract book P1365,

session info: Molecular typing — part 2.

Bosnjak Z., Dzijan S., Pavlini¢ D., Vukovi¢ D., Lauc G., Peri¢ M., Roksandi¢-Krizan I.
Detection and genotyping of Chlamydia trachomatis in clinical urogenital samples
from North-Eastern Croatia. 50 Years of Molcular Biology in Croatia, Zagreb, Croatia,
November 20-21, 2008. Abstract book P-86.

BoSnjak Z., Dzijan S., Pavlini¢ D., BoSnjak N., Vukovi¢ D., Lauc G., Kovacevi¢ J.,
Peri¢ M., Roksandi¢-Krizan |. Detection and Genotyping of Chlamydia trachomatis in
Clinical Urogenital Samples from North-Eastern Croatia. 13th International Congress
on Infectious Disease, Kuala Lumpur, Malaysia, June 19-22, 2008, Abstract book
22.024, session 22, Obstetrical-Gynecological, Surgical and Sexually Transmitted

Infections.
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Sluzba za mikrobiologiju

Laboratorij za molekularnu dijagnostiku mikroorganizama
Zavod za javno zdravstvo OsjeCko-baranjske Zupanije

F. Krezme 1

U Osijeku, 3. oZujka 2009.

INFORMACIJE | PRISTANAK ZA SUDJELOVANJE U KLINICKO -
ZNANSTVENOM ISTRZIVANJU

NAZIV KLINICKOG ISTRAZIVANJA:
“Otkrivanje i genotipizacija hepatitis C virusa (engl., HCV — Hepatitis C Virus) iz
kliniCkih uzoraka OsjeCko-baranjske Zupanije®.

U Zavodu za javno zdravstvo OsjeCko-baranjske Zupanije (ZZJZ Osijek) pri Sluzbi za
mikrobiologiju ispitat ¢e se prisustvo hepatitis C virusa u plazmi. Ukoliko se
ispitivanjem potvrdi pozitivan nalaz na infekciju HCV-om, iz pozitivnih uzoraka izolirat
Ce se RNA i odrediti to¢an genotip HCV-a u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku
mikroorganizama Zavoda za javno zdravstvo OsjeCko-baranjske zupanije.

SVRHA KLINICKOG ISTRAZIVANJA

Svrha navedenog istraZivanja je odredivanje HCV-genotipa, moguc¢a dominacija
odredenog genotipa u OsjeCko-baranjskoj zupaniji, uspjeSnost lijeCenja, a u
buduénosti vaznost je u epidemioloSkom razvoju cjepiva

Vase ime kao ni osobni podatci nece biti objavljeni niti u jednoj publikaciji ili izvjeStaju
vezanom za navedeno istraZivanje.

PRISTANAK

Imao/la sam dovoljno vremena procitati i razumjeti sve informacije za navedeno
istrazivanje.

Na sva moja pitanja jasno mi je odgovoreno.

Pristajem na anonimnost pohrane i obrade mojih podataka.

Jasno mi je da se iz navedenog istrazivanja mogu povuc¢i u svakom trenutku bez
bojazni o nezadovoljstvu ili na ustrb buduée zdravstvene skrbi.

Svojim potpisom i u svojoj slobodnoj volji dajem pristanak na sudjelovanje u
istraZivanju.
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UPITNIK KOJI ISPUNJAVA SUDIONIK U KLINICKOM ISTRAZIVANJU

Da li ste hemodijalizirani?

DA NE

aye

zglobovima?

DA NE

Imate li tetovazu ili body piercing?

DA NE

Da li gubite apetit (promjena tjelesne
tezine)?

DA NE

Da li ste intravensko koristili drogu
(putem igle), Cak i jednokratno?

DA NE

Da li ste u proSlosti preboljeli Zuticu?

DA NE

Da li ste imali seksualni odnos bez
zastite?

DA NE

Da li ste primili transfuziju krvi ili pripravak
od krvi prije 1993.9.?

DA NE

Da li ste imali operativni zahvat prije
1993.9.7

DA NE

XVI






