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1. UVOD

1.1. Virus hepatitisa C

Virus hepatitisa C (engl. Hepatitis C virus, HCV) je RNA virus koji pripada porodici Flaviviridae i
rodu Hepacivirus (HCV classification, 2021). Virus je otkriven u istrazivanjima prethodno
nepoznatog uzrocnika bolesti jetre (tzv. non-A non-B hepatitisa) kada su Choo i suradnici klonirali 1
sekvencirali genom HCV-a genotipa 1 iz seruma ¢impanzi zarazenih u eksperimentalnim uvjetima
(Choo i sur., 1989). Konsenzus sekvenca genoma HCV-a klonirana je u plazmid, a direktnom
inokulacijom transkripata RNA u jetru ¢cimpanzi dobiven je direktan in vivo dokaz da novootkriveni
virus uzrokuje hepatitis. Znanstvenici Harvey Alter, Michael Houghton i Charles Rice su za otkrice i
karakterizaciju HCV-a 2020. godine dobili Nobelovu nagradu za medicinu ili fiziologiju (Ghany 1
sur., 2021).

Virus hepatitisa C se prenosi krvlju i krvnim pripravcima, najéesée intravenskim koristenjem opojnih
droga 1 izradom tetovaZa odnosno piercinga u nesterilnim uvjetima, dok je rizik od infekcije spolnim
kontaktom s visokorizicnom osobom manji (procjenjuje se na 5-10%).

Infekcija HCV-om uzrokuje akutni i kronicni hepatitis C. Za vrijeme akutne faze infekcije, efektorski
mehanizmi urodene i specifi¢éne imunosti (posebno citotoksicni CD8+ T-limfociti) iskorjenjuju virus
u 20-50% zaraZenih osoba, dok kod 50-85% osoba dolazi do kroni¢ne infekcije. Klini¢ki simptomi
tijekom akutne infekcije javljaju se u samo 20-30% zaraZenih osoba tj. bolest je najceSce
asimptomatska, a infekcija HCV-om u ovoj fazi najces$¢e ostaje neprepoznata. Procjenjuje se da se u
50-85% osoba zarazenih HCV-om razvije kroni¢na infekcija koja u oko 10-20% bolesnika dovodi do
razvoja fibroze 1/ili ciroze jetre tijekom 10 do 20 godina, pri cemu se u 1-4% oboljelih mozZe razviti
hepatocelularni karcinom (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) (Vince A, 2019).

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) procjenjuje da je 2019.
godine oko 58 milijuna osoba u svijetu bilo kroni¢no zarazeno HCV-om te da je ukupno 1,1 osoba
umrlo od posljedica kroni¢nog hepatitisa C (engl. chronic hepatitis C, CHC) 1 kroni¢nog hepatitisa B
(WHO, 2021). U europskoj regiji WHO-a oko 14 milijuna ljudi zarazeno je HCV-om, dok godisnje
od posljedica kroni¢nog hepatitisa umire oko 112 500 ljudi (WHO, 2019). Procjenjuje se da je u
Hrvatskoj 35 000-45 000 osoba kroni¢no zarazeno HCV-om (Papi¢ 1 sur., 2018). Prevalencija
infekcije HCV-om u Hrvatskoj visoka je u osoba koje injektiraju droge (engl. people who inject drugs,
PWID) (29-65%), osoba iz zatvorskog sustava (8,3-44%), kao i u osoba koje stupaju u visokorizi¢ne
seksualne odnose (4,6%), dok je u opc¢oj populaciji (0,9%) odnosno u djece i adolescenata (0,3%)
niska (Vilibié-Cavlek i sur., 2015). Papi¢ i suradnici su u istraZivanju koje je obuhvatilo 856 bolesnika

s CHC-om u razdoblju od 2008. do 2018. godine pokazali da je kasno ukljuc¢ivanje u klini¢ku skrb,



posebice kod bolesnika starijih od 50 godina te zapocinjanje lijeCenja u uznapredovalom stupnju
fibroze iznimno znacajni izazovi u skrbi za ovu skupinu bolesnika u Hrvatskoj (Papi¢ i sur., 2020).

Lijecenje infekcije HCV-om temelji se na primjeni direktno djelujucih antivirusnih lijekova (engl.
direct acting antivirals, DAA) koji inhibiraju razli¢ite faze replikacijskog ciklusa HCV-a te
omogucuju izljecenje u vise od 95% zarazenih osoba (EASL recommendations on treatment of
hepatitis C, 2020). Usprkos brojnim istrazivanjima u podru¢ju molekularne virologije HCV-a i
imunopatogeneze kroni¢nog hepatitisa C, profilakticka odnosno terapijska cjepiva za infekciju HCV-

om nisu dostupna (Duncan i sur., 2020).

1.2. Struktura viriona i genom HCV-a

Virioni HCV-a sastoje se od ikozaedri¢ne nukleokapside koja sadrZi viralnu genomsku RNA te lipidne
ovojnice s usidrenim glikoproteinima E1 i E2 (Slika 1). Virioni su promjera 50-80 nm te uz viralne
proteine, glikoproteine i molekule RNA sadrze i neutralne lipide poput triglicerida i estera kolesterola
koji se nalazi izmedu dva fosfolipidna sloja viralne ovojnice, kao i razli¢ite apolipoproteine (apoCIII,
apoCl, apoE i apoB) koji su usidreni na vanjskom dijelu viralne ovojnice. Lipidne komponente
posebno su strukturalno obiljezje viriona HCV-a koje je povezano s njihovom niskom gusto¢om koja
je usporediva s lipoproteinima niske (engl. low-density lipoprotein, LDL) i vrlo niske (engl. very-low-
density lipoprotein, VLDL) gustoCe koji cirkuliraju u krvi 1 omogucuju transport lipida u organizmu.
Pretpostavlja se da se u zaraZenih osoba ugradivanjem virusne Cestice u lipoproteine formiraju
lipovirocCestice (tzv. model jedinstvene viralne Cestice), no predloZen je 1 tzv. model dvije virusne
Cestice prema kojem dolazi do povezivanja viriona 1 lipoproteina nekovalentnim vezama izmedu
glikoproteina E1 1 E2 i apolipoproteina (posebice s molekulom apoE). Apolipoproteini imaju i vaznu
ulogu u izbjegavanju mehanizama humoralnog odgovora domacina. U zarazenih osoba dokazani su
1 virioni vezani za imunoglobuline, kao i1 nukleokapside bez molekula RNA koje iskazuju razlicita
kemijsko-fizikalna 1 antigenska svojstva te mogu biti vezani uz imunoglobuline §to takoder oteZava

antigensko prepoznavanje i imunosni odgovor domacina (Cosset i sur., 2020).
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Slika 1. Struktura virusa hepatitisa C (HCV). Virioni HCV-a sastoje se od nukleokapside koja sadrzi
virusnu RNA okruZenu lipidnom ovojnicom u koju su ugradeni glikoproteini ovojnice E1 i E2. Virioni
sadrze 1 razliCite apolipoproteine koji su usidreni na vanjskom dijelu viralne ovojnice. (preuzeto i

prilagodeno prema: Feneant i sur., 2014)

Genom HCV-a sastoji se od jednolan¢ane pozitivne molekule RNA koja sadrzi 5”1 3° netranslatirajuce
regije (engl. untranslated region, UTR) znacajne za replikaciju virusnog genoma te kodira sintezu
ne-strukturnih (engl. non- structural proteins, NS) 1 strukturnih viralnih proteina uz dva okvira Citanja
tj. ORF (engl. open reading frame) i ARF (engl. alternative reading frame) (Slika 2). Translacijom
nastaje poliprotein kojeg enzimi stanice domacina 1 viralni enzimi cijepaju na 10 manjih
funkcionalnih proteina. U strukturne proteine virusa ubrajamo kapsidni protein (engl. core protein,
C), glikoproteine ovojnice (E1 1 E2) te protein p7, dok su NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A 1 NS5B
nestrukturni viralni proteini (Chigbu 1 sur., 2019).

Konzervirana regija 5° UTR sastoji se od 341 nukleotida i sadrzi Cetiri domene (I-IV). Domena I
mjesto je vezanja mikroRNA molekule miRNA-122 koja je izrazena u hepatocitima te ima vaznu
ulogu u metabolizmu lipida, homeostazi Zeljeza, ali 1 u patogenezi fibroze jetre (Luna i sur., 2015).
Domene II, IIT 1 IV ¢ine interno vezno mjesto ribosoma (engl. internal ribosome entry site, IRES).
Zbog nedostatka 5’ kape, translacija proteina HCV-a zapocinje vezanjem ribosomske podjedinice 40S
putem P-proteina za domenu III na kojoj se nalazi mjesto pocetka translacije (Adams i sur., 2017).
Regija 3’ UTR koja je vazna u replikaciji virusnog genoma sastoji se od 225 nukleotida i podijeljena
je u 3 regije: varijabilnu regiju, dugi poli(U)-polipirimidinski lanac te konzerviranu 3’ terminalnu
regiju (3’ X regija) (Mayr i sur., 2019).

Nukleokapsidni protein p21 sastoji se od dvije domene: N-terminalne hidrofilne domene D1 na N’

kraju i D2-terminalne hidrofobne domene na C’ kraju te od ~20 aminokiselina koje imaju ulogu



signalnog peptida za glikoprotein ovojnice E1. Domena D1 mjesto je vezanja viralne RNA 1 sudjeluje
u nuklearnoj lokalizaciji, dok je domena D2 znaCajna za stabilnost viralnih proteina i njihovog
povezivanja s membranama lipidnih kapljica (engl. lipid droplets, LD) i endoplazmatskog retikuluma
(ER) (Gawlik 1 sur., 2014).

Glikoproteini E1 1 E2 nalaze se u ovojnici virusa i klju¢ne su komponente za prepoznavanje stani¢nih
receptora HCV-a, fuziju viralne ovojnice i stanicne membrane ulazak virusa u stanicu domacina. Ovi
glikoproteini ubrajaju se u membranske proteine tipa I. Glikoprotein E1 sadrzi 6 mjesta vezanja, dok
u E2 ima 11. Glikoprotein E2 sadrzi varijabilne regije Sto omogucéuje virusu izbjegavanje
imunoloskog odgovora (Steinmann 1 sur., 2013).

Protein p7 je viroporin koji formira ionski kanal i znac¢ajan je za infektivnost virusa. Protein se nalazi
na ER-u i sudjeluje u regulaciji unutarstani¢ne pH vrijednosti te potice replikacijski ciklus virusa.
Protein NS2 je ne-strukturni protein koji se sastoji od dvije transmembranske domene 1 C’ kraja u
citoplazmi za koju se veze N’ kraj proteina NS3 te na taj nain formira cisteinsku proteazu NS2-3.
Ovaj enzim cijepa virusni poliprotein izmedu podjedinica proteina NS2 i NS3 i stvara funkcionalne
proteine neophodne za sastavljanje zrelih viriona. Sposobnost cijepanja pojacava se dodatkom cinka
Sto ukazuje da bi cisteinska proteaza NS2-3 mogla biti metaloproteinaza (Wu i sur., 2019).

Protein NS3 ima dvojaku funkciju te djeluje kao RNA helikaza 1 serinska proteaza ¢iju aktivnost
modulira protein NS4A. Oba proteina nalaze se na ER-u te cijepaju poliprotein HCV-a. Helikazna
domena sudjeluje u vezanju RNA, a njezinu aktivnost regulira proteazna domena NS3 u kombinaciji
s RNA-ovisnom RNA polimerazom NS5B (McGivern i sur., 2015). Protein NS4A sastoji se od 54
aminokiseline 1 nalazi se na membrani ER-a 1 mitohondrija (Dabral 1 sur., 2014). Sam protein ima
vaznu ulogu u modulaciji proteazne aktivnosti enzima NS3 te u kombinaciji s NS4A ima RNA-
helikaznu aktivnost i sudjeluje u fosforilaciji proteina NS5A (McGivern i sur., 2015).

Protein NS4B je hidrofobni protein koji ima ulogu u modulaciji aktivnosti RNA-ovisne RNA
polimeraze NS5B, kao i u formiranju ,,membranske mreze” (engl. membranous web) na kojima se
odvija replikacija virusa (Choi i sur., 2013).

Protein NS5A je fosforilirana metaloproteinaza ovisna o cinku koja ima vaznu ulogu u replikaciji
virusa (Manns 1 sur., 2017). Protein NS5B je RNA-ovisna polimeraza RNA koja koristi lanac RNA
kao kalup 1 sinetetizira komplementarnu RNA. Nalazi se na ER-u i ima klju¢nu ulogu u formiranju

replikacijskog kompleksa HCV-a.
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Slika 2. Genom virusa hepatitisa C. Genom HCV-a se sastoji od otvorenog okvira citanja (ORF)
okruzenog 5’ 1 3’ ne-translatiranim regijama (UTR). Prevodenje ORF-a posredovano IRES-om
dovodi do stvaranja poliproteina koji se procesira u 10 virusnih proteina. Cijepanje proteina jezgre iz
E1 ukljucuje stani¢ne signalne peptidaze, koje takoder cijepaju E1, E2 i p7 od poliproteina. Proteaza
NS2-NS3 se automatski cijepa. Proteaza NS3 smjestena u prvoj tre¢ini NS3, uz pomoc¢ svog kofaktora
vezanog na membranu, NS4A, cijepa preostale proteine NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B. (engl.
internal ribosome entry site, IRES, interno vezno mjesto ribosoma, engl. untranslated region, UTR,

netranslatirajuca regija) (preuzeto i prilagodeno prema: Abdel-Hakeem i sur., 2014)

1.3. Replikacijski ciklus HCV-a

Prvi korak u ciklusu replikacije HCV-a je ulazak viriona u stanicu vezanjem za receptore na stani¢noj
membrani hepatocita putem interakcije glikoproteina E1 1 E2 s glikozaminoglikanima. Takav put im
omogucava interakciju s ¢cimbenicima prihvacanja i receptorima na povrSini hepatocita (Dubuisson 1
sur., 2014). Inicijalno prihvacanje HCV-a za stanice temelji se na niskoafinitetnoj interakciji s
lipoproteinskim receptorima niske gustoce (engl. low density lipoprotein receptor, LDL-R) 1
glikozaminoglikanima prisutnim na heparan-sulfat proteoglikanima koji mogu reagirati s
apolipoproteinom E (apoE) udruzenim s virionom. Osim ovih receptora, jos su cetiri molekule na
stani¢noj membrani vazne za ulazak viriona HCV-a: CD81 (engl. cluster of differentiation 81, protein
iz porodice tetraspanina, TSPAN2S), Cistacki receptor klase B tipa 1 (engl. scavenger-receptor class
B type 1, SRBI), klaudin 1 (CLDNI) i okludin (OCLN) (Lindenbach i sur., 2014). Otkrivene su i
druge molekule koje su vazne za ulazak viriona HCV-a, ukljucujucéi receptor epidermalnog ¢imbenika
rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR), Ephrin receptor A2 1 receptor kolesterola
sliécnog Neimmann-Pick C1(NPCI1L1 (engl. Niemann-Pick Cl-like I) (Fénéant i sur., 2014). In vivo,

ulazak u stanicu odvija se u nekoliko koraka: glikoprotein E2 se veze s molekulama SR-B1 i CD81



(Pol i sur., 2019). Interakcija izmedu CD81 1 glikoproteina E2 klju¢na je za prvu fazu vezanja viriona
za stani¢nu membranu, nakon ¢ega se receptorski sklop s pri¢vr§¢enim virionom pomice i dolazi do
interakcije s proteinima CLDN1 i OCLN (Dubuisson i sur., 2014).

Virus hepatitisa C ulazi u stanicu endocitozom posredovanom u obliku klaritinskih vezikula povezan
s CD81/CLDNI1 te dolazi do fuzije s Rab5-pozitivnim endosomima (Pol 1 sur., 2019). Unutar
endosoma, dolazi do fuzije i otpuStanja viralne RNA u citosol prilikom ¢ega dolazi do procesa
translacije poliproteina i replikacije.

Translacija RNA u poliprotein se odvija u ER-u i zapocCinje vezanjem 5'UTR IRES na ribosom.
Primarni produkt translacije, prekursorski poliprotein, sastoji se od ~3000 aminokiselina 1 sadrzi
strukturne i NS proteine HCV-a. Poliprotein se cijepa na tri strukturna proteina (protein jezgre,
proteini ovojnice E1 i E2), kao i sedam NS proteina (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
vaznih za replikaciju virusa uz dodatak proteina F ili proteina alternativnog okvira ¢itanja (engl.
alternative reading frame protein, ARFP). Proteini NS3/4A, NS4B, NS5A i NS5B formiraju
replikacijski sklop koji omogucuje umnazanje genomske RNA pri ¢emu klju¢nu ulogu ima enzim
NS5B (RNA-ovisna RNA polimeraza) (Lohmann, 2013). Signalne peptidaze stanice cijepaju
poliprotein izmedu prekursora nuklekapside 1 E1. Dodatnim cijepanjem prekursora signalnom peptid
peptidazom nastaju kapsidni proteini, EI, E2 te p7. Proteini NS2/3 i NS3/4 cijepaju ostatak
poliproteina. Dobiveni kapsidni proteini tvore homodimere i spremaju se u citosolne LD za §to su
potrebne MAPK citosolne fosfolipaze A2, PLA2G4A i diacilglicerol acetiltransferaza. Glikoproteini
E11E2 sintetiziraju se u nekovalentno vezane heterodimere. Proteini NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
1 N5B tvore sklop na membrani ER-a koji dovodi do replikacije RNA (Slika 3) (Lindenbach 1 sur.,
2013).

Protein NS4B dovodi do stvaranja specifi¢ne strukture pod nazivom membranska mreZza.
Membranska mreZza smjeStena je uz ER te ima ulogu u replikaciji i1 sklapanju virusnih Cestica
(Neufeldt i sur., 2016).

Proces sklapanja virusnih Cestica pocinje interakcijom nukleokapsidnih proteina i proteina NSSA,
dok protein NS2 1 p7 sudjeluju u samoj organizaciji kompleksa za sastavljanje viriona i oslobadanju
lipovirusnih Cestica iz stanice. Kapsidni proteini transportiraju se do novonastalih Cestica
medudjelovanjem p7, NS2 1 NS3/4A te formiraju nukleokapsidu. Formiranje virusnih ¢estica HCV-a
sastoji se od rane 1 kasne faze. U ranoj fazi dolazi do tvorbe LD 1 povezivanja s nukleokapsidnim
proteinom. Unutarstani¢ni rezervoari kolesterola i triglicerida su LD te su okruzene fosfolipidnom
membranom. Nakon toga dolazi do povezivanja virusnih proteina u 3 osnovna sklopa: nukleokapsidni,
sklop NS2 1 replikacijski sklop. Istovremeno dolazi do njihove relokacije u blizinu LD, mjesta

formiranja nukleokapsidom okruzene RNA te reorganizacije membrana u povezanosti sa stani¢nim



¢imbenicima. U kasnoj fazi, virusna Cestica prolazi kroz membrane ER i GA te eksekrecijom izlazi

iz stanice, koriste¢i VLDL sekrecijski put (Popescu i sur., 2014).
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Slika 3. Replikacijski ciklus virusa hepatitisa C. Virus se preko svojih glikoproteina ovojnice veZe na
stani¢ne receptore domacina kao Sto su klaudin-1, receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR),
Cistacki receptor klase B tipa 1 (SRB1), klaster diferencijacije (CD81) i receptor lipoproteina niske
gusto¢e (LDLR) za pricvrs¢ivanje 1 ulazak u stanice domacina. Nakon vezivanja, ulazak HCV-a se
dogada putem endocitoze posredovane klatrinom. Oslobada se u citoplazmu RNA-HCV-a.
Translacija RNA-HCV-a putem unutarnjeg mjesta vezanja ribosoma (IRES) na endoplazmatskom
retikulumu (ER) dovodi do poliproteina koji se podvrgava procesuiranju u ne-strukturne i strukturne
proteine. Nestrukturni protein NS4B inducira stvaranje membranske replikacijske mreze, gdje se
replikacija virusne RNA dogada djelovanjem RNA-ovisne polimeraze RNA. Pozitivni RNA genom
u nastajanju koristi se za sintezu virusnih proteina, daljnju replikaciju RNA ili stvaranje novih viriona.
KoriStenje puteva masnih kiselina zajedno sa strukturnim proteinima dovodi do sastavljanja i

oslobadanja virusa. (prilagodeno prema: Chigbu i sur., 2019)



1.4. Genotipovi HCV-a i molekularna epidemiologija infekcije u svijetu i Hrvatskoj

Izolati HCV-a iz raznih dijelova svijeta pokazuju visoku genetsku raznolikost. Virus HCV se dijeli u
8 genotipova koji se razlikuju u slijedu nukleotida za 31-33%. Genotipovi se dijele u 90 podtipova
koji pokazuju manju raznolikost u slijedu nukleotida (20-25%). Kriteriji za sistematizaciju novog
genotipa ili podtipa su dostupnost potpune sekvence kodirajuée regije genoma koja stvara zasebnu
filogenetsku skupinu, opisana je u najmanje tri izolata koji nisu epidemioloski povezani i nije nastala
rekombinacijom prethodno poznatih genotipova ili podtipova (HCV classification, 2021). Genotipovi
1 podtipovi HCV-a odreduju se sekvenciranjem gena NS5B ili standardiziranim testovima koji se
temelje na kombinaciji metode lanc¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR)
i reverzne hibridizacije. Rezultati analize istrazivanja o molekularnoj epidemiologiji infekcije HCV-
om u razli¢itim dijelovima svijesta pokazuju da je na globalnoj razini najc¢es¢i genotip 1 s udjelom
oko 44%, a zatim slijede genotipovi 3 (udio 25%) 1 4 (udio 15%) (Slika 4, Polaris Observatory HCV
Collaborators, 2017). Postoji devet rekombinanti virusa hepatitisa C od kojih je najucestalija RF2k/1b
(HCV classification, 2021).

Analiza molekularne epidemiologije infekcije HCV-om u Hrvatskoj koja je obuhvatila ukupno 3,655
bolesnika s CHC-om ukljucenih u skrb klini¢kih centara u Zagrebu i Splitu u razdoblju od 2008. do
2015. godine pokazala je da je 56,6% ispitanika zarazeno genotipom 1, a zatim slijede genotip 3
(37,3%), genotip 4 (4,2%) 1 genotip 2 (1,8%). Analiza raspodjele podtipova genotipa 1 u skupini od
1,488 bolesnika pokazala je vecu ucestalost podtipa 1b (54%) u odnosu na podtip la (46%).
Raspodjela genotipova i podtipova HCV-a u Hrvatskoj pokazala je i odredene regionalne razlike pri
¢emu je genotip 1 najcesc¢i u srednjoj/sjeverozapadnoj i isto€noj Hrvatskoj dok je genotip 3 najcesci
u ispitanika iz podrucja srednjeg 1 juZznog dijela Jadrana (49,1%) (Vince A i sur., 2018). Zastupljenost
genotipova HCV-a u Hrvatskoj razlikuje se i obzirom na rizi¢ne skupine za infekciju (Slika 5), pri

gemu se isti¢e visoka zastupljenost genotipa 3 u PWID (Vilibié-Cavlek i sur., 2015).
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Slika 4. Raspodjela genotipova virusa hepatitisa C u svijetu po regiji GBD (A) i genotipu HCV-a i
ukupnom broju zarazenih po regiji GBD(B). (engl. Global Burden of Disease, globalno opterecenje
boles¢u, GBD) (preuzeto i prilagodeno prema: Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017)
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Slika 5. Raspodjela genotipova virusa hepatitisa C u rizi¢nim skupinama u Hrvatskoj. (preuzeto i

prilagodeno prema: Vilibié-Cavlek i sur., 2015)

1.5. Akutna i kroni¢na infekcija HCV-om

Akutna infekcija HCV-om najcesce je asimptomatska, u 20-30% bolesnika moZe uzrokovati slabost,
mucninu 1 bol, pra¢enu tamnom mokracom 1 zuticom, pri ¢emu su klinicki simptomi sli€ni onima u
infekciji drugim virusima hepatitisa. Replikacija HCV-a u zarazenih osoba dokazuje se odredivanjem
broja kopija RNA HCV-a u serumu zaraZene osobe metodom lancane reakcije polimerazom (engl.
polymerase chain reaction, PCR) u stvarnom vremenu s reverznom transkripcijom s granicom
detekcije >15 internacionalnih jedinica po ml (EASL recommendations on treatment of hepatitis C,
2020). Vremensko razdoblje akutne infekcije definirano je kao prvih 6 mjeseci od infekcije HCV-om.
Tijekom akutne infekcije, RNA HCV-a moZe se otkriti naj¢eS¢e nakon 10 dana od infekcije uz
povecane koncentracije enzima alanin aminotransferaze (ALT), aspartat aminotransferaze (AST) i
kod nekih bolesnika bilirubina (Slika 6) (Kasper i sur., 2017).

U razdoblju od 6 mjeseci nakon infekcije, efektorski mehanizmi urodene i specificne imunosti
uklanjaju infekciju u 20-50% bolesnika koji se najcesce u potpunosti oporave. Iskorjenjivanje virusa
takoder se dokazuje primjenom metoda molekularne dijagnostike. Kroni¢na infekcija HCV-om
nastaje u oko 50% do 85% zarazenih osoba. Replikacija HCV-a u hepatocitima te upalna reakcija
imunosnog sustava na infekciju tijekom kroni¢ne infekcije aktiviraju brojne mehanizme koji dovode

do nastanka fibroze, ciroze te u kona¢nici moguénosti nastanka HCC-a, kao komplikacija kroni¢nog
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hepatitisa C. U dijagnostickim se postupcima kroni¢na infekcija dokazuje mjerljivom viremijom u
serumu 6 mjeseci od zaraze ili nakon prvog dokaza virusne replikacije (Sung i sur., 2014). Viremija
u serumu ne korelira s opsegom oSteCenja jetre. Kroni¢na infekcija HCV-om povezana je i s
metabolickim poremecajima poput inzulinske otpornosti, nastanka Secerne bolesti tipa 2 1 steatoze
jetre. Potrebno je istaknuti da postoje dokazi o povezanosti genotipa virusa (genotip 3) 1 pojave
steatoze jetre. Povecana ucestalost steatoze kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C uzrokovanim
genotipom 3 ukazuje na odredene posebnosti imunopatogeneze ove bolesti obzirom na genotip HCV-
a (Kasper 1 sur., 2017). Viroloski ¢imbenici koji su povezani s povecanim rizikom od nastanka
kroni¢ne infekcije su povecana genetska raznolikost virusa u kvazispecijesu oboljele osobe koja je
uvjetovana greSkama RNA polimeraze (10-3 stopa mutacije), strukturna obiljeZja viriona poput
vezanja na lipoproteine koja onemogucuju ucinkovitu humoralnu imunosnu reakciju na virus te

replikacija virusa unutar zatvorene mreze ER-a koji takoder onemogucuje prepoznavanje infekcije i

eliminaciju virusa.
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Slika 6. Tijek infekcije virusom hepatitisa C. U roku od nekoliko dana nakon infekcije, virusno
opterecenje brzo raste (crvena linija). U ovoj ranoj fazi akutne infekcije (prvih 4-8 tjedana), urodeni
imunosni odgovor potaknut IFN-om tipa I i III (zelena linija) moZe ograniciti replikaciju virusa. Uz
nakupljanje HCV specifi¢nih T-limfocita u kasnoj fazi akutnog kroni¢nog hepatitisa dolazi do
ekspresije gena IFN-y u jetri (zuta linija). Istodobno, dolazi do povecanja razina alanin
aminotrasferaza (plava linija). U kasnom akutnom kroni¢nom hepatitisu, virusna replikacija je
inhibirana, a u oko 30% bolesnika HCV se potpuno iskorjenjuje (isprekidana crvena linija) i razine
alanin transaminaze se vracaju na normalu (isprekidana plava crta). U 70% bolesnika HCV opstaje

(puna crvena linijja), a alanin transaminaza ostaje poviSena (puna plava linija). U kroni¢noj fazi
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infekcije HCV-om, stanicni infiltrati opstaju na nizZoj razini, ali ekspresija potaknuta IFN-y nestaje.

(preuzeto i prilagodeno prema: Heim i sur., 2014)

Genetski ¢imbenici domacina su vazni, posebice raznolikost citokinskih gena koji kodiraju sintezu
receptora NK-stanica, kao i humanih leukocitnih antigena (eng. human leucocyte antigen, HLA)
razreda I 1 II. Navedeni geni imaju znacajnu ulogu u tijeku infekcije HCV-om i utjecu na vjerojatnost
nastanka kroni¢ne infekcije. Raznolikost KIR2DS4/KIR2DS1/KIR2DL]1 1s35440472-A (engl. killer
cell immunoglobulin-like receptors, KIR) 1 HLA-C rs1130838-A povezani su s povecanom
osjetljivos¢u na infekciju HCV-om (Shen i sur., 2021). Takoder, raznolikost rs12979860 i rs8099917
u genu IFN-A4 koji kodira sintezu interferona (IFN) lambda 4, citokina koji iskazuje snaZzan
antivirusni uc¢inak, povezani su s ucestalosti iskorjenjivanja infekcije HCV-om tijekom akutne
infekcije (Fang i sur., 2020; Attallah i sur., 2021). Uz to, odredeni HLA aleli razreda I i II povezani
su sa spontanom eliminacijom infekcije HCV-om. Multivarijatna logisticka regresijska analiza
pokazala je da je HLA alel DQB1*03:01 povezan s ve¢om ucestalosti spontane eliminacije HCV-a
tijekom akutne infekcije u osoba azijskog porijekla, neovisno o dobi, spolu i genotipu virusa (Huang
i sur., 2019). U osoba evropskog porijekla, Ursu i suradnici su dokazali pove¢anu ucestalost alela
HLA-A*23:01, HLA-B*44:02, HLA-C*04:02 i gena KIR2DL3, KIR2DLS5, KIR2DS4, KIR3DL3 u
osoba kod kojih se razvila kroni¢na infekcije u usporedbi s osobama koje su eliminirale infekciju
(Ursu 1 sur., 2020).

Klini¢ki napredak 1 razvoj bolesti jetre povezan je s raznim predisponiraju¢im ¢imbenicima od kojih
su najznacajniji visoka Zivotna dob, koinfekcija virusom HIV-1 (engl. human immunodeficiency virus
type 1) 1/ili virusom HBV (engl. hepatitis B virus), prekomjerno konzumiranje alkohola, steatoza jetre,

hemokromatoza, menopauza, genotip virusa i viremija (Vince, 2019).

1.6. Mehanizmi nespecifi¢ne i specificne imunosti u infekciji HCV-om

1.6.1. Receptori za prepoznavanje patogena

Nespecifi¢na (urodena) imunosna reakcija zapocinje prepoznavanjem nukleinskih kiselina, proteina
i glikoproteina patogena putem receptora za prepoznavanje molekularnih struktura (eng. pattern
recognition receptors, PRR). Receptori nespecificnog imunosnog sustava sistematiziraju se u
nekoliko skupina: receptore sli¢ne proteinu Toll (engl. Toll-like receptors, TLR), receptore sli¢ne
proteinu RIG-I (engl. Retinoic acid-inducible gene I like receptors, RLR), receptore slicne proteinu
NOD (engl. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors, NLR), lektinske receptore
tipa C (engl. C-type lectin receptors, CLR) 1 receptore za molekule DNA u citosolu (engl. cytosolic
DNA sensors, CD) (Gao 1 sur., 2020). U infekciji HCV-om najvazniju ulogu imaju receptori TLR.
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1.6.2. Receptori TLR u infekciji HCV-om

U covjeka je otkriveno 11 receptora TLR, pri ¢emu su receptori TLR1-2, TLR4-5, TLR6 i TLR10
izraZzeni na stani¢noj membrani dok su unutarstani¢ni TLR3, TLR7 1 TLRS8-9 izraZzeni na
membranama endosoma. Receptori TLR sastoje se od ektodomene s ponavljaju¢im regijama bogatim
leucinom koje posreduju u prepoznavanju molekularnih obrazaca patogena (eng. pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) ili molekularnih obrazac povezanih s oSte¢enjem stani¢nih
molekula (eng. damage-associated molecules patterns, DAMP) transmembranske domene i
citoplazmatske Toll/IL-1 receptorske domene (TIR) koja aktivira prijenos signala s receptora u jezgru
stanice. Receptori TLR vezu molekule PAMP ili DAMP u obliku homo- ili heterodimera te aktiviraju
adapterske proteine poput ¢imbenika diferencijacije mijeloidnih stanica (MyD88) i molekule TRIF
(engl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f), koji pokrecu prijenos signala u jezgru
1 aktiviraju molekule iz skupine aktivatora transkripcije stani¢nih gena poput NF-«kB (engl. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), IRF (engl. interferon regulatory factors 3 i
7, IRF-3, IRF-7) ili/i kinaze MAP (engl. mitogen-activated protein kinase). Na taj nacin, TLR
reguliraju ekspresiju gena koji kodiraju sintezu IFN klase I, II i III, proupalnih, imunoregulacijskih
te protuupalnih citokina koji omogucéuju zapocinjanje nespecifiéne imunosne reakcije na odredeni
patogen (Slika 7).

Aktivacija receptora TLR1/2/6 potice sintezu proupalnih citokina poput ¢imbenika nekroze tumora
alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a), interleukina-6 (IL-6), IL-8 1 protuupalnog citokina
IL-10. Nakon aktivacije receptora TLR3 sintetizira se IFN-B, dok nakon aktivacije receptora TLR4
dolazi do sinteze imunoregulacijskog citokina IL-12, proupalnih citokina IL-18, IL-6, IL-18, TNF-a,
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-B), kao 1 IFN-y.
Nakon aktivacije receptora TLR7/8 sintetiziraju se interferoni, dok aktivacija receptora TLR9
uzrokuje sintezu TNF-a, IFN 1 IL-12 (Gao 1 sur., 2020).

Receptori sli¢ni proteinu Toll su izrazeni u hepatocitima i u razli¢itim stanicama imunosnog sustava
jetre. Bioloska uloga receptora TLR u imunoreakciji na infekciju HCV-om je kompleksna i1 dvojaka:
poticanje prepoznavanja viralne RNA 1 proteina te glikoproteina HCV-a koja aktivira mehanizme
nespecifine 1 specifi€ne imunosti s ciljem eliminacije patogena, ali i aktivaciju upalne reakcije u jetri
koja ima vaznu ulogu u patogenezi fibroze.

Receptori TLR prepoznaju viralne proteine, kao 1 viralnu nukleinsku kiselinu: TLR1/2/4/6 prepoznaju
kapsidni protein 1 protein NS3, TLR4 prepoznaje protein NS5A dok TLR3 prepoznaje intermedijerne
produkte replikacije HCV-a (Slika 8) (Gao 1 sur., 2020). Posebno znacajnu ulogu u nespecifi¢noj
imunoreakciji na HCV ima TLR7 koji prepoznaje genomsku virusnu RNA. Receptor TLR-7 je
izraZen na membranama endosoma plazmacitoidnih dendriti¢nih stanica (pDC) koje su najznacajni

stani¢ni izvor IFN, dok je ekspresija ovog receptora na mijeloidnim DC inducibilna. Aktivacija DC
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putem TLR7 indirektni je mehanizam kojim ovaj receptor aktivira efektorske mehanizme specifi¢ne

imunosti te TLR u konaénici predstavljaju poveznicu izmedu mehanizama nespecifi¢ne i specifi¢ne

imunosti ¢ovjeka (Du i sur., 2018).
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Slika 7. Receptori sli¢ni proteinu Toll (engl. Toll-like receptors, TLR) 1 srodni signalni putovi. Osim

TLR3, nizvodni signalni putovi TLR-a mogu biti stimulirani putem MyD88, koji inducira sintezu

citokina TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 i IFN-a. Neovisni signalni put MyD88 induciran je

samo s TLR3 1 TLR4 i prenosi ga TRIF, koji potice sintezu IFN-f u stanicama. Osim toga, putevi

prijenosa signala ovisni o MyD88 i neovisni o MyD88 su u interakciji. Prijenosnik TRIF u neovisnom

putu MyD88 aktivira NF-kB kroz RIP1, TRAF6 ili aktivira AP-1 kroz MAPK, §to na kraju dovodi

do sinteze IFN-a i upalnih ¢imbenika te potice napredovanje infekcije HCV-a. (preuzeto 1 prilagodeno

prema: Gao i sur., 2020)
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Slika 8. Prikaz strukturalnih i ne-strukturalnih proteina virusa hepatitisa C i njihov uc¢inak na receptore
sli¢ne proteinu Toll (engl. Toll-like receptors, TLR) i srodne molekule. Proteini jezgre i protein NS3
HCV-a aktiviraju urodeni imunitet putem TLR2 i TLR4. Protein NS5A veze se na TLR4 i sudjeluje
u upalnom odgovoru. Intermedijarni proizvodi replikacije RNA HCV-a mogu se vezati na TLR3.
Protein NS5A takoder inhibira put ovisan o MyD88, utjecu¢i na signalizaciju srodnih TLR-a, §to
moze smanjiti sintezu IFN-a 1 upalnih citokina. Proteini NS4A, NS4B i NS5A mogu poremetiti
antivirusni odgovor u kojem protein NS5B sintetizira ligand TLR3 za promicanje sinteze IFN-p.

(preuzeto i prilagodeno prema: Gao i sur., 2020)

1.6.3. Citokini u ranoj fazi nespecifi¢ne imunosti na infekciju HCV-om

Citokini su glikoproteini male molekularne mase koji posreduju u medustani¢nim interakcijama te
poticu proliferaciju, diferencijaciju, rast ili apoptozu ciljnih stanica, reguliraju imunosni odgovor
domacina te imaju vaznu ulogu u patogenezi brojnih bolesti (Boldeanu i sur., 2020). Vezanje citokina
na specifi¢ne stani¢ne receptore potice prijenos signala putem tirozinskih kinaza (naj¢esce iz porodice
Janus kinaza, Jakl, Jak2, Jak3 i Tyk2) i1 aktivatora transkripcije iz porodice STAT (engl. Signal
Transducers and Activators of Transcription) u konacnici aktivira transkripciju gena ¢iji proteinski
produkti mijenjaju bioloska obiljezja ciljne stanice (Bohmwald 1 sur., 2019; Morris 1 sur., 2018).
Citokini su pleiotropne molekule koje mogu imati sinergisticki, aditivni ili antagonisti¢ki ucinak, a
njihova uloga u imunoreakciji na infekciju HCV-om intenzivno se istrazuje.

Obzirom na heterogenost ove skupine modulatora bioloskog odgovora, razlikujemo nekoliko nacina
njihove sistematizacije. U ovom radu primjenjuje se sistematizacija citokina prema strukturi njihovih
receptora, sukladno metodoloskom pristupu stru¢nog drustva International Society for Interferon and
Cytokine Research. Tablica 1 prikazuje sistematizaciju citokina, njihovih receptora, kao i najvaznija

bioloska obiljezja pojedinih citokina.
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Tablica 1. Sistematizacija i odabrana bioloska obiljezja citokina i citokinskih receptora.

Citokini i podjedinice Glavni stanicni izvor JAK/STAT signalni put  Citokinski receptori  Glavne ciljne stanice i bioloski u¢inci

Clanovi porodice citokina tipa I

Interleukin-2 (IL-2) T-limfociti Jakl, Jak2, Jak3 CD25 T-limfociti: proliferacija i diferencijacija
STATI1, STAT3,STAT4, CDI122 u izvrSne i memorijske stanice, poticanje
STATS, STAT6 CD132 razvoja, prezivljavanje; proliferacija i

aktivacija NK-stanica, B-limfociti:
proliferacija, sinteza protutijela

Interleukin-3 (IL-3) T-limfociti Jak1, Jak2 CD123 poticanje sazrijevanja svih krvotvornih
STAT1, STAT3, STATS CDI131 loza

Interleukin-4 (IL-4) Th2 stanice, mastociti Jak1, Jak2, Jak3,Tyk2 CD124 B-limfociti: promjene izotipa u IgE
STAT1, STAT3,STAT4, CD132 T-limfociti: proliferacija, diferencijacija
STATS, STAT6 u Th2

makrofagi: aktivacija alternativnim
putem komplemenata i inhibicija
klasi¢ne aktivacije

mastociti: proliferacija

Interleukin-5 (IL-5) Th2 stanice, urodene limfoidne Jakl,Jak2 CD125 eozinofili: aktivacija, pojac¢ano stvaranje
stanice skupine 2 STAT3, STATS B-limfociti: proliferacija, sinteza IgA
CD131
Interleukin-6 (IL-6) makrofagi, endotelne stanice, T Jakl1, Jak2,Tyk2 CD126 stanice jetre: sinteza proteina akutne
stanice STAT1, STAT3 CD130 faze

B-limfociti: proliferacija stanica koja
sintetiziraju protutijela

Interleukin-7 (IL-7) fibroblasti, stromalne stanice  Jakl, Jak3 CD127 nezrele limfoidne progenitorske stanice:
koStane srzi STAT1,STAT2, STAT3, CD132 proliferacija ranih B i T progenitorskih
STATS, STAT6 stanica

T-limfociti: prezivljavanje naivnih i
memorijskih stanica
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Interleukin-9 (IL-9) CD4+ T- limfociti Jakl1, Jak3,Tyk2 CD129 mastociti, B-limfociti,

STAT1, STAT3, STATS CD132 T-limfociti: prezivljavanje i aktivacija
Interleukin-11 (IL-11) stromalne stanice koStane srzi Jakl, Jak2,Tyk2 IL-11Ra stvaranje trombocita
STAT1, STAT3 CD130
Interleukin-12 (IL-12) makrofagi, dendriti¢ne stanice Jak2,Tyk2 CD212 T-limfociti: diferencijacija u Thl
STAT1, STAT3,STAT4, IL-12R32 NK- stanice: sinteza [FN-y, pojaavanje
STATS, STAT6 citotoksi¢nosti
Interleukin-13 (IL-13) Th2 stanice, NKT stanice, Jak1, Jak2, Jak3,Tyk2 CD213al B-limfociti: promjene izotipa u IgE
mastociti STAT1, STAT3, STAT5, CD213a2 epitelne stanice: povecana sinteza sluzi
STAT6 CD132 fibroblasti: povecana sinteza kolagena

makrofagi: aktivacija alternativnim
putem komplemenata

Interleukin-15 (IL-15) makrofagi, druge vrste stanica Jakl, Jak2, Jak3,Tyk2 IL-15Ra NK-stanice: proliferacija
STAT1,STAT2, CD122 T-limfociti: preZivljavanje i proliferacija
STAT3,STAT4, STATS5, CD132 memorijskih CD8+ T-limfocita
STAT6
Interleukin-16 (IL-16) T-limfociti, mastociti, SAPK CD4 CD4+ T-limfociti,
eozinofili, epitelne stanice monociti, eozinofili
Interleukin-17A (IL-17A) Th17 stanice, STAT3 CD217 endotelne stanice: povecana sinteza
Interleukin-17F (IL-17F)  urodene limfoidne stanice IL-17RC kemokina
skupine 3 makrofagi: povecana sinteza kemokina i
citokina
epitelne stanice: sinteza GM-CSF i G-
CSF
Interleukin-21 (IL-21) Th2 stanice, Th17 stanice, Tth Jakl, Jak3 CD360 B-limfociti: aktivacija, proliferacija,
stanice STAT1, STAT3, STAT4, CD132 diferencijacija
STATS Tth stanice: razvoj

Th17 stanice: pojac¢ano stvaranje
NK-stanice: funkcionalno sazrijevanje
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Interleukin-23 (IL-23)

Interleukin-25 (IL-25)

Interleukin-27 (IL-27)

Interleukin-31 (IL-31)

makrofagi, dendriti¢ne stanice Jak2,Tyk2
STAT1, STAT3, STAT4,
STATS

makrofagi, mastociti, eozinofili,STATS
mukozne epitelne stanice

makrofagi, dendriti¢ne stanice Jakl,Jak2,Tyk2
STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STATS, STAT6

Jak1,Jak2
STAT1, STAT3, STATS

Th2 stanice

Cimbenik mati¢nih stanica stromalne stanice koStane srzi  Jak2

(c-Kit ligand)

STAT1, STAT3, STATS

Clanovi porodice citokina tipa IT

Interferon-a

Interferon-f3

Interferon-y

Interleukin-10 (IL-10)

plazmacitoidne dendriti¢ne
stanice,makrofagi

Jak1,Jak2, Tyk2
STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STATS, STAT6

Jak1,Jak2, Tyk2
STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STATS, STAT6

Jak1,Jak2, Tyk2
STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STATS, STAT6

fibroblasti, plazmacitoidne
dendriti¢ne stanice

Th1 stanice, NK-stanice

makrofagi, T-limfociti Jak1,Jak2, Tyk2

STAT1, STAT2, STAT3

IL-23R
CD212

IL-17RB

IL-27Ra
CD130

IL-31RA
OSMR
CD130

CD117

IFNAR1
CD118

IFNAR1
CD118

CD119
IFNGF2

CD210
IL-10RB

T-limfociti: diferencijacija i povecanje
broja Th17 citokina

T- limfociti 1 druge vrste stanice:
ekspresija IL-4, IL-5, IL-13

T-limfociti: inhibicija ekspresije Thl
stanica

aktivacija stanicnog imuniteta protiv
patogena

pluripotentne krvotvorne mati¢ne
stanice: poticanje sazrijevanja svih
hepatopoetskih loza

sve stanice: antivirusni odgovor
NK-stanice: aktivacija

sve stanice: antivirusni odgovor
NK-stanice: aktivacija

makrofagi: klasi¢na aktivacija
B-limfociti: prekapcanje izotipa
T-limfociti: diferencijacija Thl

razne stanice: predoCanje antigena T-
stanicama

makrofagi, dendriti¢ke stanice:
inhibicija ekspresije IL-12,
kostimulacijskih molekula i MHC
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Interleukin-19 (IL-19)
Interleukin-22 (IL-22)
Interleukin-26 (IL-26)
Interferon tipa II1
Cimbenik inhibicije

leukemije (LIF)
Onkostatin M

makrofagi

Th17 stanice

T-limfociti, monociti

dendriti¢ne stanice

stromalne stanice koStane srzi

stromalne stanice koStane srzi

Nadporodica citokina TNF

¢imbenik tumorske nekroze Makrofagi, NK- stanice, T-

(TNF)

limfotoksin-o

limfotoksin-of3

BAFF

limfociti

T-limfociti, B-limfociti

T-limfociti, folikularni B-
limfociti, NK-stanice

Jak1,Jak2, Tyk2
STAT1, STAT3, STATS

Jak1, Tyk2
STAT1, STAT3, STAT5

STAT1, STAT3

Jak1,Tyk2
STAT1,STAT2

Jakl,Jak2
STAT1, STAT3, STATS

Jak1,Jak2
STAT1, STAT3, STATS,
STAT6

NFkB

PI3K

PI3K

dendriti¢ne stanice,monociti, B-PI3K

limfociti

IL-20Ra
IL-10R8

IL22R1a
IL-10R03

IL-20R1
IL-10R2

IFNLRNI
CD210B

CD118
CD130

OSMR
CD130

CD120a

CD120a

HVEM

BAFF-R

makrofagi: potice sintezu IL-1 1 TNF

epitelne stanice: sinteza defenzina
hepatociti: prezivljavanje

poticanje sinteze proupalnih citokina 1
stvaranje Th17 stanica

epitelne stanice: antivirusni odgovor

matic¢ne stanice: sprjeavanje
diferencijacije

endotelne stanice: regulacija sinteze
hematopoetskih citokina

tumorske stanice: sprjecavanje
proliferacije

endotelne stanice: aktivacija
neutrofili: aktivacija
hipotalamus:vrucica

miSici, masno tkivo: katabolizam

endotelne stanice: aktivacija
neutrofili: aktivacija
hipotalamus: vrucica

misi¢i, masno tkivo: katabolizam

stromalne stanice limfoidnog tkiva 1
folikulske dendriti¢ne stanice

B-limfociti: prezivljavanje, proliferacija
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APRIL

Osteoprotegrin (OPG,
TNFSF11B)

Porodica citokina IL-1

Interleukin-1o (IL-10a.)

Interleukin-16 (IL-18)

Antagonist receptora za
interleukin-1 (IL-1Ra)

Interleukin-18 (IL-18)

Interleukin-33 (IL-33)

dendriti¢ne stanice,monociti, B-PI3K
limfociti

osteoblasti PI3K

makrofagi, dendriti¢ne stanice, NF-kB JNK,p38
fibroblasti, endotelne stanice,
keratinociti, hepatociti

makrofagi, dendriti¢ne stanice, NF-kB JNK,p38
fibroblasti, endotelne stanice,
keratinociti, hepatociti

makrofagi NF-kB JNK,p38

monociti, makrofagi, NF-kB
dendriti¢ne stanice, keratinociti,
Kupfterove stanice, hondrociti

endotelne stanice, stanice
glatkog miSica, keratinociti,
fibroblasti

NF-«B, MAPK, PI3K

TACI

RANKL

CDI121a

IL-1RAP

CDI121a
IL-1RAP

CDI121a
IL-1RAP

CD218a
CD218b

ST2

B-limfociti: prezivljavanje, proliferacija

pretece osteoklasta: sprjecavanje
diferencijacije osteoklasta

endotelne stanice: aktivacija
hipotalamus:vrucica
jetra:sinteza proteina akutne faze

endotelne stanice: aktivacija
hipotalamus:vrucica
jetra: sinteza proteina akutne faze

razliCite stanice: kompetitivni antagonist
IL-1

NK stanice i T-limfociti: sinteza IFN-y
monociti: ekspresija GM-CSF, TNF, IL-
1B

T-limfociti: razvoj Th2

Limfoidne stanice urodene imunosti:
aktivacija limfoidnih stanica urodene
imunosti skupine 2

*prilagodeno prema (Abbas i sur. 2018)

Kazalo: IL-11Ra- citokinski receptor interleukin 11 alfa, IL-12RpB2- citokinski receptor interleukin 12 beta dva, IL-17RC- citokinski receptor interleukina 17 C, IL-23R- citokinski receptor interleukina 23, IL-17R- citokinski

receptor interleukina 17 beta, IL-27Ra- citokinski receptor interleukina 27 alfa, IL-31Ra- citokinski receptor interleukina 31 alfa, Nk-stanice- prirodne ubilacke stanice, IFNARI- alfa lanac interferona alfa/beta receptora, IFNGF2-

citokinski receptor interferona o, IL-10p- citokinski receptor interleukina 10 beta, IL-20Ra-citokinski receptor interleukina 20 alfa, IL-22Ra- citokinski receptor interleukina 22 alfa, IL-22R - citokinski receptor interleukina 22

beta, IL-20R - citokinski receptor interleukina 20 alfa, IL-20R2- citokinski receptor interleukina 20 beta, IFNLRN1 — citokinski receptor interferona tipa III, OSMR- citokinski receptor onkostatina M, HVEM- citokinski receptor

limfotoksina-of3, BAFF-citokinski B-stani¢ni aktivacijski receptorski ¢imbenik, APRIL-proliferiraju¢i inducirajuéi ligand, TACI- tumorski receptorski faktor nekroze superfobiteljski ¢lan 13B, RANKL- aktivator receptora

nuklearnog ¢imbenika kapa beta liganda, ST2- citokinski receptor obitelji IL-1, IL-1RAP-interleukin 1 receptorski protein, PI3K- fosfoinozitid 3-kinaza, MAPK- mitogenom aktivirana protein kinaza, NF- kB - nuklearni faktor

kapa aktiviranih B stanica, JNK-c-Jun N-terminalna kinaza, Tyk2-tirozin kinaza 2, Jak1,Jak2,Jak3-janus kinaza 1,2,3, STAT1,STAT2, STAT3,STAT4,STATS,STAT6- transduktor signala i aktivator transkripcije 1,2,3,4,5,6
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Prepoznavanje PAMP HCV-a putem receptora nespecificne imunosti poti¢e sintezu antivirusnih
citokina (IFN klase I, I i III), proupalnih citokina (IL-6, IL-1B, IL-18 i TNF-a), kemokina IL-8,
protuupalnog citokina IL-10, imunoregulacijskog citokina IL-12 koji imaju vaznu ulogu u
nespecifi¢noj imunoreakciji na HCV i razvoju upale, kao i aktivaciju mehanizama stani¢ne imunosti

(Gao i sur., 2020).

1.6.4. Inteferoni

Interferoni su citokini koji iskazuju antivirusni, antiproliferacijski i imunomodulacijski ucinak.
Interferoni razreda I dijele se na IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-®, IFN-«, IFN-9, IFN-t i IFN-{. Citokin
IFN-a ima 12 podtipova koji se nalaze na kromosomu 9 (Li i sur., 2018). Interferon razreda II je [FN-
v, dok se u IFN razreda III ili IFN-A ubrajaju IFN-A1, -A2, -A3 i -A4. Receptori IFN razreda I su IFN-
o/B R1 i IFN-o/B R2, dok su receptori razreda II IFN- y R1/CD119 i IFN- y R2. Interferoni ovise o
JAK/STAT signalnom putu, tj. o transkripcijskim ¢imbenicima Jak1, Jak2, STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STATS 1 STAT6.

Interferoni razreda I i1 razreda II iskazuju antivirusni uc¢inak putem aktivacije brojnih interferonom-
potaknutih gena (eng. interferon-stimulated genes, ISG) ¢iji proteinski produkti inhibiraju virusnu
replikaciju na razini translacije i transkripcije te na taj nacin ograni¢avaju ili eliminiraju infekciju
(Wieland 1 sur., 2014). Kao rezultat infekcije HCV-om dolazi do sinteze IFN-a 1 IFN-8 u inficiranim
hepatocitima. Interferon inducira apoptozu inficiranih hepatocita te inhibira replikaciju virusa putem
dva ISG-a, protein kinaze R (PKR) i oligoadenilat sintetaze (OAS). Interferon pojacava ekspresiju
antigena HCV-a na povrSini hepatocita Sto €ini inficirane stranice lakSe vidljivima imunosnom
sustavu. Viralna proteaza NS3/4A sprjecava fosforilaciju transkripcijskog ¢imbenika IRF3, dok
kapsidni protein HCV-a inhibira ekspresiju ISGF3 (engl. IFN-stimulated gene factor 3). Virusna
polimeraza NS5A inhibira aktivaciju PKR 1 2'5' oligoadenilat sintetaze. Najznacajniji stani¢ni izvor
IFN razreda I 1 II su pDC koje aktivira prepoznavanje viralne RNA putem TLR7 pri ¢emu nisu
prijemljive za infekciju HCV-om (Chigbu i sur. 2019).

Imunoregulacijski citokin IFN-y u nespecificnoj imunosti ima zna¢ajnu ulogu u biologiji NK-stanica
1 regulaciji aktivnosti fagocitne funkcije mononuklearnih stanica, dok u specificnoj imunosti ima
vaznu ulogu u diferencijaciji Thl stanica specificne imunosti. Sintetiziraju ga aktivirane NK-stanice
(engl. natural killer cells, NK-cells) i T-limfociti, a ostvaruje svoj bioloski uc¢inak vezanjem na dva

receptora IFNGRI1 (engl. Interferon gamma receptor 1)1 IFNGR2.
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1.7. Proupalni i protupalni citokini

Glavni nacin na koji se sustav urodene imunosti nosi sa zarazom i tkivnim ostec¢enjem je pokretanje
akutne upale, sto ukljucuje nakupljanje leukocita, plazmatskih bjelancevina i tekucine, koji se iz krvi
premjestaju u izvanzilno tkivno mjesto zaraze ili ozljede. Najces¢i leukociti koji dolaze iz krvi na
mjesto akutne upale jesu neutrofili, no s vremenom sve prisutniji postaju monociti koji se u tkivu
pretvaraju u makrofage. Medu plazmatskim bjelanevinama koja ulaze na mjesto upale su
bjelanc¢evine komplemenata, protutijela i bjelancevine akutne faze. Njihova doprema iz krvi na mjesto
upale ovisi o reverzibilnim promjenama u tkivu zahva¢enom upalom koju poticu citokini i mali
molekularni posrednici koje na podrazaj s obrascima PAMP ili DAMP stvaraju one stanice koje su
vec prisutne u tkivu, poput mastocita, makrofaga i endotelnih stanica. Akutna upala moze se razviti
za nekoliko minuta i trajati danima, dok se kroni¢na upala nastavlja na akutnu ukoliko se zaraza ne
ukloni. Jedan od najranijih odgovora sustava urodene imunosti za zarazu i tkivno ostecenje je
izlu¢ivanje citokina iz tkivnih stanica. Tri najvaZnija proupalna citokina urodene imunosti su TNF-a,
IL-1 i IL-6. Posrednik akutnog upalnog odgovora na bakterije i druge zarazne mikroorganizme je
TNF-a. Receptori za TNF ¢lanovi su velike porodice bjelancevina od kojih su mnogi ukljuceni u
imunosne 1 upalne odgovore. Interleukin-1 (IL-1) takoder je posrednik akutnog upalnog odgovora
koji ima mnoge sli¢nosti s TNF-a. Glavni stani¢ni izvor za IL-1 su aktivirani mononuklearni fagociti,
kao i za TNF-a. Za razliku od TNF-a, IL-1 osim makrofaga stvara velik broj neutrofila, epitelnih i
endotelnih stanica. Dva su oblika molekule IL-1, IL-1a 1 IL-18 te se vezu za isti receptor koji se zove
receptor interleukina-1 (IL-1R). Glavni bioloski aktivni oblik koji se izlu€uje je IL-18. Za stvaranje
IL-1 potrebna su dva signala: jedan koji aktivira transkripciju gena i stvaranje prethodicnog
polipeptida pro-IL-18 1 drugi koji aktivira inflamasome 1 poti€e na proteoliti€¢ko cjepanje prethodnika
te tako stvara zreli protein IL-18. Interleukin-6 (IL-6) je jo§ jedan znacajan citokin za akutni upalni
odgovor koji se veZze na receptor za IL-6 (IL-6R) te uzrokuje sintezu razlicitih posrednika upale u
jetri, potice stvaranje neutrofila u koStanoj srzi 1 pospjesuje diferencijaciju pomocni¢kih T stanica
koje luce IL-17. Citokin IL-6 stvaraju mononuklearni fagociti, endotelne stanice krvnih Zila 1
fibroblasti nakon podrazavanja pomoc¢u PAMP te u odgovoru na IL-1 1 TNF. TNF 1 IL-1 poticu
endotelne stanice na izrazavanje E-selektina 1 povecavaju izraZaj liganada za leukocitne integrine
TNF 1 IL-1. Takoder, poticu razliCite stanice na lu€enje kemokina, kao $to su CXCL-1 i CCL-2, koji
se veZu na receptore neutrofila i monocita te povecavaju sklonost leukocitnih integrina za njihove

ligande te poticu usmjereno kretanje leukocita (Abbas 1 sur., 2018).
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1.7.1. Protuupalni citokin IL-10- mehanizam imunosupresivnog ucinka u upali

Citokin IL-10 ima imunosupresivni ili imunostimulativni u¢inak na razli¢ite vrste stanica te je kodiran
antifibrotiénim modulatorom IL-10. Limfociti Th2, B-limfociti, monociti i makrofazi luce IL-10.
Nekoliko istrazivanja je pokazalo povisene serumske koncentracije IL-10 i IL-12 kod bolesnika s
kroni¢nim infekcijom HCV-a, §to je pokazivalo povezanost sa stupnjem upale ili je imalo pozitivhu
statisticku korelaciju s napretkom bolesti HCV-a (Sghaier 1 sur., 2022). Citokin IL-10 smanjuje
ekspresiju Thl citokina, antigena MHC razreda II (engl. major histocompatibility complex) i
kostimulacijskih molekula na makrofazima te moZze blokirati aktivnhost NF-kB 1 ukljuCen je u

regulaciju JAK-STAT signalnog puta (Feng 1 sur., 2020).

1.8. NK-stanice

Urodeno ubilacke ili NK-stanice imaju iznimno znacajnu ulogu u nespecifi¢noj imunoreakciji na
viruse direktnim (citotoksi¢ni u€inak na zaraZene stanice) i indirektnim mehanizmima tj. putem
sinteze citokina (poglavito IFN-y koji aktivira i mehanizme specifi¢ne stani¢ne imunosti) (Abbas i
sur., 2018). Najznacajniji fenotipski biljezi NK-stanica su molekule CD16 i CD56. NK-stanice koje
eksprimiraju manji broj molekula CD56 (tzv. CD56dim stanice) iskazuju snaZnu citotoksi¢nu
aktivnost, izrazavaju vece koncentracije perforina i imaju veci repertoar receptora u usporedbi s
CD56bright stanicama koje ne iskazuju snazan citotoksi¢ni uc¢inak, no iznimno su znacajne kao
stani¢ni izvor proupalnog citokina TNF-a 1 IFN-y. Aktivnost NK-stanica u zdravih osoba suprimirana
je interakcijom inhibicijskih receptora KIR, receptora 7NKG2A/CD94, leukocitnih inhibicijskih
receptora 1 molekule Siglec 7 s molekulama MHC-a izraZenim na zdravim stanicama. U virusnim
infekcijama, NK-stanice se aktiviraju putem receptora citotoksi¢nosti (NKp30, NKp44 1 NKp46) i
DNAMII, receptora sliénih lektinu tipa C (npr. NKG2D 1 NKp80) 1 koaktiviraju¢ih receptora
(Bjorkstrom 1 sur., 2022).

Infekcija HCV-om povezana je s fenotipskim i funkcionalnim promjenama NK-stanica koje dovode
do promjena u frekvenciji CD56dim 1 CD56bright NK-stanica, promjena u stanicnom fenotipu (porast
ekspresije receptora NKG2A 1 KIR3DS1), aktivacijskom statusu, citotoksi¢cnom potencijalu 1 sintezi

citokina (smanjenje sinteze IFN-y i porast sinteze IL-10) (Tomer i sur., 2020).
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1.9. Specifi¢na imunost u infekciji HCV-om

Najvazniju ulogu u specificnoj imunoreakciji na HCV imaju citotoksi¢no-supresorski CD8+ T-
limfociti, razli¢ite funkcionalne subpopuacije CD4+ T-limfocita, kao i citokini koji reguliraju njihove
bioloske funkcije. U osoba kod kojih je tijekom akutne infekcije postignuto iskorjenjivanje virusa,
dokazan je opsezan poliklonski odgovor CD4+ 1 CD5+ T-limfocita specificnih za HCV, kao 1
povecana koncentracija IL-2, IFN-y, TNF-a i IL-17A u usporedbi s osobama oboljelih od kroni¢nog
hepatitisa C (Park i sur., 2013). Najvazniju ulogu u poticanju rasta i proliferacije T-limofocita imaju

IL-2 1 IL-15 koji iskazuju redundantna bioloska obiljezja.

1.9.1. CD8+ limfociti

Subpopulacija CD8+ T-limfocita putem specifiénih T-stanicnih receptora prepoznaje antigeni¢ne
epitope prezentirane u sklopu molekula MHC-a razreda I na antigen-prezentirajuéim stanicama, a
putem dodatnih interakcija s kostimulacijskim i1 adhezijskim molekulama se diferenciraju u
citotoksi¢ne stanice koje poti¢u apoptozu virusom-zarazenih stanica.

U ranoj fazi infekcije, CD8+ T-limfociti specifi¢ni za HCV iskazuju nizak proliferativni potencijal,
smanjenu sposobnost sinteze IFN-y, smanjenu ekspresiju receptora za IL-7 (CD127), te pojacanu
ekspresiju receptora PD-1 (engl. programmed cell death protein) $to dovodi do njihove apoptoze.
Dva su glavna mehanizma povezana s neuspjehom CD8+ T-limfocita specifi¢nih za HCV u kontroli
virusne infekcije. Mutacije u genima koji kodiraju sintezu strukturnih, ali 1 ne-strukturnih proteina
uzrokovane pogreSkama viralne polimeraze dovode do promjena strukture imunogeni¢nih epitopa
HCV-a koje postojec¢i klonovi CD8+ T-limfocita ne mogu prepoznati. Ovaj mehanizam virusnog
izbjegavanja imunosnog sustava naziva se virusnim bijegom (engl. viral escape). Promjena
metabolickih, epigenetskih 1 funkcionalnih obiljezja CD8+ T-limfocita specificnih za HCV, smanjenje
sposobnosti sinteze IFN-y 1 TNF-a, kao i1 povecana ekspresija molekula PD-1 i TIM-3 dovodi do
gubitka njihovih efektorskih antivirusnih funkcija (Hofmann 1 sur., 2021). Funkcionalni kapacitet
CD8+ T-limfocita specificnih za HCV moze se djelomi¢no oporaviti primjenom protutijela koja
blokiraju receptor PD-1 ili ligacijom receptora CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte associated
protein) ili TIM-3 (engl. T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3) in vitro

(Fernandez-Ponce 1 sur., 2017).

1.9.2. Pomo¢nic¢ki CD4+ limfociti

Aktivacija pomoc¢nickih CD4+ T-limfocita temelji se na prepoznavanju antigeni¢nih peptida
prezentiranih u sklopu molekula MHC razreda II na antigen-prezentiraju¢im stanicama putem

specificnih T-stani¢nih receptora uz dodatne kostimulacijske signale. Aktivacija CD4+ T-limfocita
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preduvijet je njihove diferencijacije kod funkcionalne populacije koje se klasificiraju prema bioloskim
obiljeZjima i citokinima koje sintetziraju Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg i Tth stanice (Slika 9).
Citokini IL-12 1 IFN-y potic¢u diferencijaciju naivnih CD4+ T-limfocita u Thl stanice aktivacijom
transkripcijskih ¢imbenika T-bet, STAT1 i STAT4. Glavna bioloska uloga Thl stanica koje
sintetiziraju IFN-y, IL-2 i TNF-a je aktivacija stanicne imunosti koja ima zastitnu ulogu u virusnim
infekcijama poput infekcije HCV-om. Interleukin-4 potice diferencijaciju Th2 stanica koje poticu
humoralni imunosni odgovor aktivacijom transkripcijskog ¢imbenika STAT6 1 transkripcijskog
¢imbenika GATA-3 (engl. GATA Binding Protein 3). Stanice Th2 sintetiziraju IL-4, IL-5, IL-13 1 IL-
10 koji poticu rast i diferencijaciju B-limfocita u plazma stanice. Infekcija HCV-om najcesce je
povezana s diferencijacijom u Th2 citokinski profil koji ne omogucuje zastitu od virusnih infekcija.
Pretpostavlja se da vezanje kapsidnog proteina HCV-a i receptora za komplement CI1 (engl.
complement component) koji je izrazen na membrani monocita/makrofaga dovodi do smanjenja
sinteze imunoregulacijskog citokina IL-12 koji poticanjem sinteze IFN-y omogucuje diferencijaciju
Thl stanica.

Diferencijaciju Th9 stanica poti¢u TGF-f 1IL-4, a njihova glavna bioloska uloga je da poti¢u nastanak
upale u razli¢itim tkivima. Efektorski citokin im je IL-9. Citokin IL-4 ovisi o JAK-STAT signalnom
putu, tj. o transkripcijskim ¢imbenicima Jak1, Jak2, Jak3 te STAT1, STAT3, STAT4, STATS i STAT®6,
dok se transkripcijski ¢imbenici TGF-f povezuju s receptorskim kinazama koje posreduju
signalizaciju ovisno o fosforilaciji, uglavnom sa SMAD proteinima (Tzavlaki i sur., 2020).

Stanice Th17 sintetiziraju IL-17, IL-17F, IL-22 1 IL-21 te imaju vaznu ulogu u patogenezi infektivnih
bolesti poticanjem lokalne stani¢ne imunoreakcije, a ukljuceni su i u patogenezu autoimunih bolesti.
Diferencijacija stanica Th17 ovisi o transkripcijskim ¢imbenicima RORyt i STAT3 uz iznimno vaznu
ulogu ¢imbenika rasta TGF-f te citokina IL-6 1 [L-21. U kroni¢nom hepatitisu C dolazi do sinteze
proupalnih citokina IL-18, IL-6, IL-23 1 TNF-a koji poticu diferencijaciju stanica Th17 1 intenzivnu
sintezu Th17 citokina koji imaju zna€ajnu ulogu u razvoju upalne reakcije u jetri te, indirektno,
patogenezi fibroze.

Stanice Th22 nastaju diferencijacijom naivnih CD4+T- limfocita u prisustvu TNF-a 1 IL-6 te
sintetiziraju IL-22 koji ima vaZznu ulogu u odrZzavanju homeostaze epitela u probavnom sustavu, jetri
1 plu¢ima (Slika 10) (Stadhouders 1 sur., 2018).

Regulacijski CD4+CD25+ T-limfociti (T-reg) imaju vaznu ulogu u utiSavanju T-stani¢nog imunosnog
odgovora direktnim medustani¢nim interakcijama, ali i indirektno sintezom protuupalnog citokina
IL-10 (G6schl 1 sur., 2019). Kljuéni citokin koji regulira diferencijaciju i funkciju Treg je 1L-2.
Citokin IL-2 ovisi o JAK-STAT signalnom putu tj. o transkripcijskim ¢imbenicima Jak1, Jak2, Jak3
te STAT1, STAT3, STAT4, STATS i STAT6. U infekciji HCV-om povecana aktivnost populacije Treg

pridonosi smanjenju opsega funkcije CD8+ T-limfocita (Zhai i sur., 2015).
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Vainu ulogu u specifi¢noj humoralnoj imunosti na HCV ima subpopulacija Tth stanica koja se
najcesce nalazi unutar B-stani¢nih folikula (engl. follicular B-helper cells) sekundardnih limfoidnih
organa te ima vaznu ulogu u sintezi neutralizirajucih protutijela u virusnim infekcijama (Fahey i sur.,
2011). Stanice Tth sintetiziraju IL-21, IL-6, IL-27 i IL-12, dok su vazni transkripcijski ¢imbenici
BCL6 (engl. B cell lymphoma 6) i STAT3.
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Slika 9. Diferencijacija CD4+ T-limfocita. Prikaz razvoja razli¢itih pomo¢nih (Th) podskupova,

ukljucujuéi regulatorne T stanice (Treg) od nezrelih. Diferencijacija CD4+ T-limfocita u timusu.

Naivne peroferne Th (ThO) stanice se diferenciraju u Thl, Th2, Th17, Th9, Th22 i folikularne Th

(Tth) stanice kao posljedica infekcije s indiciranim patogenima ili izlozenoS$¢u alergenima. (preuzeto

1 prilagodeno prema: Stadhouders i sur., 2018)
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1.10. Humoralna imunost u infekciji HCV-om

Humoralni imunosni odgovor odreden je protutijelima specificnim za odredene antigenicne epitope.
Nakon prepoznavanja antigena putem B-stani¢nog receptora, uz pomo¢ kostimulacijskih signala
posredovanih pomoc¢nickim CD4+ T-limfocitima te djelovanjem Th2 citokina dolazi do proliferacije
i klonalne ekspanzije B-limfocita te njihove diferencijacije u plazma stanice koje sintetiziraju
protutijela (Abbas i sur., 2011).

Protutijela specificna za HCV pojavljuju se u serumu nekoliko tjedana od infekcije HCV-om u vecine
zarazenih osoba. Detekcija protutijela specifi¢nih za HCV prvi je dijagnosticki test koji se primjenuje
u postupku otkrivanja infekcije HCV-om. Bioloska funkcija protutijela specificnih za HCV je
ogranicena. U virusnim infekcijama, protutijela imaju vaznu ulogu u obrani od vanstani¢nih viriona.
Medutim, obzirom na specificnosti grade viriona HCV-a i povezanost viriona s lipoproteinima i
apolipoproteinima, protutijela nisu ucinkovit mehanizam zaStite od infekcije zbog otezanog
prepoznavanja ciljnih antigeni¢nih epitopa. U dijela zaraZzenih osoba ne sintetiziraju se protutijela
specifina za strukturni glikoprotein E2 zbog hiperavrijabilnosti ciljne regije neutralizacijskih
protutijela HVRI (Irshad i sur., 2019). Protutijela specifi¢na za odredeni genotip HCV-a ne zasti¢uju
domacdina od ponovne infekcije istim genotipom odnosno drugim genotipovima virusa.

Kapsidni protein HCV-a moZe direktno aktivirati B-limfocite §to dovodi do pojacane ekspresije
aktivacijskog biljega CD69, intenzivne proliferacije B-limfocita, sinteze protutijela razreda IgM 1 IgG
te povecane ekspresije povrSinskih kostimulacijskih biljega CD86 (B7-2), CD154 (CD40L) 1 CD195
(CCRYS). Prekomjerna aktivacija B-limfocita povezana je s razvojem krioglobulinemije koja je Cesta

kod bolesnika s CHC-om (Lauletta i sur., 2012).

1.11. Molekularni i stani¢ni mehanizmi u imunopatogenezi fibroze jetre

Jetra je sredis$nji organ ljudskog organizma odgovoran za homeostazu te jedini unutarnji organ koji
iskazuje sposobnost regeneracije (Acharya 1 sur., 2021). Stanice jetre dijele se na dvije skupine,
parenhimske i ne-parenhimske stanice. Parenhimske stanice jetre tj. hepatociti cine oko 60%
ukupnog broja jetrenih stanica, te oko 80% ukupnog stani¢nog volumena jetre. Najznacajnije bioloske
funkcije hepatocita su biotransformacija 1 detoksifikacija ksenobiotika, sinteza proteina plazme,
metaboli¢ki ciklusi lipida i ugljikohidrata 1 sinteza Zuc¢i (Tanaka i sur., 2016; Zhou 1 sur., 2016).
Jetrene sinusoide okruzene su fenestriranim endotelnim stanicama koje sadrze stanice imunosnog
sustava koje se nazivaju ne-parenhimskim jetrenim stanicama. Ne-parenhimske jetrene stanice ¢ine
oko 35% ukupnog broja stanica te oko 17% ukupnog stani¢nog volumena jetre. U ovu skupinu stanica

ubrajaju se jetrene sinusoidne endotelne stanice (engl. liver sinusoidal liver cells, LSEC, zastupljenost
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oko 44%), rezidentni makrofagi jetre ili Kupfferove stanice (zastupljenost oko 33%), zvjezdaste
stanice jetre (engl. hepatic stellate cells, HSC, 10-25%) i jetrene NK-stanice (5%) (Acharya i sur.,
2021). Stanice LSEC imaju posebno znacajnu ulogu u fizioloSkim procesima u jetri, kao i u urodenoj
te specificnoj lokalnoj imunosti pri ¢emu djeluju kao antigen-prezentirajuce stanice, poticu
dijapedezu leukocita putem adhezijskih molekula 1 kemokina te imaju vaznu ulogu u procesima
fibrinogeneze i onkogeneze u jetri (Shetty i sur., 2018).

Fibrinogeneza je slozen fizioloski proces zacjeljivanja oSte¢enog tkiva jetre tijekom kojeg se
komponente vanstanicnog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) izluCuju u perisinusoidne
prostore (prostori Disse) kako bi izolirali osteceni dio tkiva stvaranjem kapsule uz infiltraciju stanica
imunosnog sustava te zapoCinju procese oporavka tkiva. Molekularni mehanizmi procesa
fibrinogeneze detaljno su istrazeni te uklju¢uju medustani¢ne interakcije izmedu hepatocita, ne-
parenhimskih stanica jetre i stanica imunosnog sustava, kao i aktivaciju i modulaciju signalnih puteva
modulatora bioloskog odgovora.

U zdravoj jetri, ECM sadrzi glikoproteine tj. fibronektin, laminin, ne-fibrogeni¢ni kolagen tipa IV i
proteoglikane poput heparan sulfata. Komponente ECM-a organizirane su u matriks sli¢an laticama
koji omogucuju odrzavanje strukture parenhima jetre i medustanicnu komunikaciju. Aktivacija
fibrinogeneze nakon oSte¢enja hepatocita uzrokuje znacajne promjene u kinetici sinteze komponenti
ECM-a iz posebne stani¢ne populacije miofibroblasta za Sest do osam puta. Dugotrajna aktivacija
puteva fibrinogeneze u jetri tijekom kroni¢nog hepatitisa C uzrokuje znacajne promjene u sastavu
ECM-a tj. do zamjene ne-fibrogeni¢nog kolagena tipa IV s fibrogeni¢nim kolagenom tipa I 1 Il uz
pojacanu sekreciju fibronektina, hijaluronske kiseline 1 a-aktina glatkih miSi¢nih stanica (Acharya i
sur., 2021). Povecana sinteza 1 ugradivanje kolagena tipa I u ECM u kona¢nici uzrokuje fizioloske
promjene jetre karakteristicne za fibrozu. Enzimi iz porodice matriks metaloproteinaza (engl. matrix
metalloproteinases, MMP) 1 kolagenaza omogucuju enzimsku razgradnju komponenata ECM-a u
zdravoj jetri. U fibroticnoj jetri miofibroblasti sintetiziraju enzime iz skupine tkivnih inhibitora
metaloproteinaza (engl. tissue inhibitor of metalloproteinase I, TIMP1) koji inhibiraju aktivnost
enzima MMP 1 sprjeCavaju enzimsku razgradnju ECM-a. Tijekom kroni¢nog hepatitisa C 1
dugotrajne aktivacije fibrinogeneze postupno dolazi do vezanja kolagenskih i elastinskih vlakana u
kompleksne molekularne strukture nedostupne enzimima koji razgraduju komponente ECM-a.
Tijekom fibrinogeneze dolazi 1 do morfoloskih promjena stanica jetre od kojih su posebno znacajne
defenestracija endotelnih stanica 1 gubitak mikrovila na bazalnoj membrani hepatocita Sto uzrokuje
otezanu izmjenu nutrijenata, metabolita 1 signalnih molekula izmedu hepatocita 1 krvi.

Talozenje kolagena tipa I oko jetrenih reZnjeva i unutar sinusoidalnih prostora u jetri mijenja
strukturnu organizaciju hepatocita u jetri, sprjeCava izmjenu nutrijenata i signalnih molekula iz krvi

kroz sinusoidalne prostore do hepatocita te onemogucuje njihovu biolosku funkciju. Uz to,
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nakupljanje kolagena pove¢ava mehanicku tvrdo¢u ECM-a koji uzrokuje vazokonstrikciju jetrenih
krvnih zila (posebice jetrene portalne vene) te dovodi do portalne hipertenzije koja je povezana s
klini¢ki znac¢ajnim komplikacijama jetrene bolesti uklju¢uju¢i dekompenziranu cirozu (Acharya i sur.,
2021). U zdravoj jetri HSC su mirujuceg fenotipa, a njihova najznacajnija bioloska funkcija je
pohrana vitamina A. Klju¢ni korak u patogenezi fibroze jetre je aktivacija HSC putem solubilnih
medijatora upale te njihova diferencijacija u miofibroblaste koji su najznacajniji stani¢ni izvor
komponenata ECM-a (Slika 10, Kisseleva i sur. 2021; Schuppan i sur., 2018; Zhang i sur., 2016).
Rezultati eksperimentalnih modela in vivo pokazuju da su HSC najznacajnije profibrogeni¢ne stanice
u jetri iz kojih se diferencira cak 82-96% miofibroblasta (Mederacke 1 sur., 2013). Ekspresija
molekule a-SMA primjenjuje se kao molekularni biljeg aktivacije HSC-a, no novija istrazivanja
primjenom metode sekvenciranja RNA pojedinacnih stanica (engl. single cell RNA-sequencing,
scRNA-seq) pokazala su postojanje fenotipski i funkcionalno razli¢itih subpopulacija miruju¢ih HSC
1 aktiviranih miofibroblasta ¢iji doprinos profibrotickim promjenama u jetri za sada nije poznat
(Krenke i sur., 2019). Uz aktivirane HSC, i druge populacije stanica jetre mogu se diferencirati u
miofibroblaste, poput endogenih portalnih fibroblasta, fibrocita, vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica,
fibrocita koji su se diferencirali iz stanica koStane srzi, bilijarnih epitelnih stanica, rezidentnih
progenitorskih stanica jetre, sinusoidalnih endotelnih stanica, mezotelijalnih stanica i perivaskularnih
mezenhimalnih stanica (Iwaisako i sur., 2014). Rezultati novijih istrazivanja pokazuju da tijekom
fibrinogeneze dolazi do diferencijacije miofibroblasta iz hepatocita u procesu tranzicije iz
epitelijalnog u mezehnimalni fenotip pri ¢emu hepatociti postaju i stani¢ni izvor komponenata ECM-
a (He 1 sur., 2020). Histoloski, stupnjevi fibroze odreduju se prema sistematizaciji METAVIR u 5
stupnjeva, od FO do F4 (Tablica 2). Zdrava jetra sadrzava kolagensko vezivo u portalnim prostorima,
oko krvnih Zila 1 Zu¢nih vodova te ispod Glissonove ¢ahure. U kroni¢nim jetrenim bolestima dolazi
do odlaganja vezivnog tkiva oStecenja i nekroze jetrenih stanica pri ¢emu dolazi do napretka bolesti

u vise stupnjeve fibroze i ciroze. Hepatocelularni karcinom najéeScée nastaje kao komplikacija ciroze.

Tablica 2. Stupanj fibroze prema sistematizaciji METAVIR

Stupanj fibroze Opis

FO Nema fibroze

F1 Blaga fibroza-portalna fibroza bez stvaranja septa
F2 Umjerena fibroza-portalna fibroza s nekoliko septa
F3 Teska fibroza- mnogo septa bez ciroze

F4 Ciroza

- prema Damjanov 1 sur. (2017)

Kazalo: METAVIR sustav bodovanja je sustav koji se koristi za procjenu opsega fibroze evaluacijom jetre u pacijenata s

hepatitisom C. Stupanj predstavlja koli¢inu fibroze ili oziljaka.
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Funkcionalni 1 morfoloski oporavak fibroti¢ne jetre koji je opisan nakon izljeCenja kroni¢nog
hepatitisa C, na stani¢noj se razini moze povezati s apoptozom miofibroblasta u jetri ili njthovom
diferencijacijom u mirujuéi fenotip (dokazana u oko 50% populacije tih stanica). Uz smanjenje
populacije miofibroblasta, znac¢ajnu ulogu u oporavku ima i povecana sinteza enzima porodice MMP-
a u makrofagima koja omogucuju ucinkovitu enzimsku razgradnju komponenata ECM-a.
Regeneracija jetrenog tkiva posredovana je progenitorskim stanicama koje nastaju
transdiferencijacijom stanica bilijjarnog epitela. Glavna bioloska funkcija rezidentnih jetrenih
progenitorskih stanica je diferencijacija u hepatocite i kolangiocite koji ¢e omoguciti obnavljanje
tkiva osStecene jetre. Istrazivanja in vitro pokazala su 1 da se hepatociti mogu diferencirati u stanice
sli¢éne progenitorskim jetrenim stanicama iz ¢ega proizlazi hipoteza da su hepatociti fakultativne
progenitorske jetrene stanice (Li W i sur., 2020). Molekularni mehanizmi poticanja proliferacije
hepatocita tijekom procesa regeneracije jetre nisu u potpunosti istrazeni, no pretpostavlja se da ih
omogucuju signalni putevi koji se aktiviraju putem receptora EGFR 1 MET (Michalopoulos 1 sur.,

2021).
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Slika 10. Prikaz fenotipskih promjena u jetrenim zvjezdastim stanicama (engl. hepatic stellate cells,
HSC) za vrijeme razvoja i regresije jetrene fibroze. U fizioloSkim uvjetima jetrene zvjezdaste stanice
(HSC) pokazuju fenotip u mirovanju, ali kao odgovor na fibrogene podrazaje kao sto je TGFB1, HSC
se preobrazavaju u aktivirane HSC (aktivirani miofibroblasti). Nakon prestanka fibrogenih podrazaja
oko polovica aktiviranih HSC-a prolazi kroz apoptozu. Citokini IFNB1 i IL-22 poti¢u starenje
aktiviranih HSC-a. Oni aktivirani HSC koji izbjegnu apoptozu prolaze inaktivacije i dobivaju fenotip
nalik mirnom. Povecana razina vitamina D i ponovna ekspresija PPARy u aktiviranim HSC olaksava
inaktivaciju HSC. Kroni¢na ozljeda aktivira HSC u kolagen tipa I koji producira sintezu HSC ili
aktiviranih miofibroblasta. Fenotipske promjene u HSC-u regulirane su na epigenetskoj razini.

(preuzeto i prilagodeno prema: Kisseleva i sur. 2021)
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Slika 11. Mehanizmi nastanka jetrene fibroze. Kroni¢na ozljeda hepatocita uzrokuje oslobadanje
uzoraka povezanih s oSte¢enjem (DAMP) i apoptotickih tijela koja aktiviraju jetrene zvjezdaste
stanice (HSC) i nakupljaju imunosne stanice. SloZene viSesmjerne interakcije izmedu aktiviranih
HSC 1 Kupfferovih stanica, kao i urodenih imunosnih stanica, poti¢u trans-diferencijaciju u
proliferativni 1 izvanstani¢ni matriks (ECM) sintetiziraju¢i miofibroblaste. (preuzeto i prilagodeno

prema: Roehlen i sur., 2020)

Interakcija razlicitih parenhimskih 1 ne-parenhimskih stanica jetre te stanica imunosnog sustava koje
migriraju u jetru tijekom kroni¢nog hepatitisa C posredovana je modulatorima bioloSkog odgovora
pri ¢emu su najbolje prouceni citokini, kemokini i ¢imbenici rasta koji se istrazuju i kao moguce ciljne

inovativnih antifibrotskih lijekova (Slika 11, Kisseleva i sur., 2021).

31



1.12. Uloga citokina i kemokina u imunopatogenezi fibroze jetre

Povecana sinteza proupalnih citokina i kemokina u Kupfferovim stanicama i neutrofilima bolesnika
s kroni¢nim hepatitisom C potice migraciju razlicitih stanica imunosnog sustava (makrofaga, NK-
stanica i dendriti¢nih stanica) u jetru. Lokalna upalna reakcija moze potaknuti aktivaciju i prolifera-
ciju HSC, povecanu sintezu komponenata ECM-a te razvoj fibroze odnosno ciroze. Pri tome, HSC
takoder sintetiziraju modulatore bioloskog odgovora te utjeCu na migraciju stanica imunosnog sus-
tava (Weiskirchen i sur., 2016.).

Citokin IL-4 u svojstvu Th2 citokina u kronicnom hepatitisu C poti¢e humoralnu imunost koja ne
iskazuje zastitni u¢inak u kroni¢noj infekciji HCV-om. Ovaj citokin iskazuje profibroti¢ni u¢inak jer
zajedno s enzimom MMP-2 te molekulama ROS, poveéava kinetiku sinteze komponenata ECM-a u
HSC. Znacajnu ulogu u patogenezi fibroze ima i TNF-a koji sprjecava apoptozu HSC i na taj nacin
iskazuje profibroticki uc¢inak. Rezultati istrazivanja in vitro pokazuju da kokultivacija Kupferovih
stanica s hepatocitoma zarazenim HCV-om potice sintezu proupalnih citokina IL-1 1 IL-18 koji ta-
koder poti¢u migraciju stanica imunosnog sustava u jetru te u konacanici mogu dovesti do aktivacije
HSC i nastanka fibroze (Shrivastava i sur., 2013)

Citokini IL-10, IFN-a, IFN-y iskazuju antifibroti¢ki uc¢inak tj. smanjuju opseg aktivacije HSC. Pret-
postavlja se da bioloska ravnoteza citokina koji iskazuju profibroticki i anti-fibroticki u¢inak u kona-
¢nici znacajno odreduje opseg nastanka fibroze jetre te kinetiku fibrinogeneze.

U imunopatogenezi fibroze znacajnu ulogu imaju 1 kemokini koji svojim koncentracijskim
gradijentom izmedu tkiva 1 tjelesnih tekuéina te putem interakcije s kemokinskim receptorima
omogucuju migraciju upalnih stanica u jetru. Stanice HSC sintetiziraju kemokine CCL2, CCL3,
CCL5, CXCL1, CXCLS8, CXCL9 1 CXCL10, kao 1 kemokinske receptore CXCR3, CCRS 1 CCR7
(Marra 1 sur., 2014). Kemokine izlu€uju i portalni fibroblasti koji takoder imaju znacajnu ulogu u
patogenezi fibroze povezane s kolestazom (Dranoff i sur., 2010). Prema dosadasnjim istraZivanjima
kemokini CCR5, CCR1 i CXCL4 imaju profibroti¢ki u€inak, dok CXCL9 i CXCR3 iskazuju
antifibroti¢ko djelovanje (Dhar 1 sur., 2020). Ekspresiju kemokina u HSC reguliraju 1 proupalni
citokini poput TNF-o (Maher 1 sur., 2001).

1.13. Cimbenici rasta zna¢ajni u patogenezi fibroze jetre

Cimbenici rasta imaju vaznu ulogu u imunopatogenezi fibroze jetre kod bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C te iskazuju profibroticke, ali i antifibroti¢ke u¢inke. Cimbenici rasta s profibrotickim

ucincima su: Ang-2, EGF, EPO, FGF, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF, TGF-a, TGF-B, VEGF, dok je
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¢imbenik rasta s antifibrotickim ucinkom SCF, a ¢imbenik rasta PDGF ima profibroticka i

antifibroti¢ka svojstva (Tablica 3).
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Tablica 3. Odabrani ¢imbenici rasta i njihove funkcije.

CIMBENIK RASTA

RECEPTOR

SIGNALNI PUT

CILINO TKIVO/STANICE

UCINAK

Angiopoetin 2 (Ang-2)

Receptor tirozin kinaze
(Tie-2)

STAT3, STATS

stanice krvnih Zila

angiogeneza, proliferacija, stanicna
migracija

Epidermni ¢imbenik rasta (EGF)

Receptor tirozinske kinaze
koji kodira c-erbB1
(EGFR)

Jak1, Jak2
STAT1, STAT3,STAT5

tjelesne tekucine, trombociti

mitogeni za sva epitelna tkiva,
fibroblaste, eritrocite

Eritropoietin (EPO)

Eritropoetinski receptor
(EpoR)

Jak?2
STATS

eritroblasti

poticanje diferencijacije eritrocita u
kostanoj srzi

Cimbenik rasta fibroblasta (FGF)

Receptor tirozinskih kinaza

za ¢imbenik rasta
fibroblasta (FGFR)

Jakl, Jak2, Jak3,Tyk2
STAT1, STAT3,STATS

fibroblasti, astrociti, endotelne
stanice, stanice kostiju i glatkih
miSic¢a

mitogen za tkivo mezenhimalnog
porijekla te ziv€ana tkiva

Cimbenik rasta kolonija
granulocita (G-CSF)

Receptor za ¢imbenik
rasta kolonija granulocita
(G-CSF-R)

Jakl, Jak2,Tyk2,
STAT1, STAT3,STATS

koStana srz

potice diferencijaciju granulocita

Cimbenik rasta
kolonija granulocita i makrofaga
(GM-CSF)

Receptor za ¢imbenik
rasta

kolonija granulocita i
makrofaga (GM-CSF-R)

Jak1, Jak2,
STAT1, STAT3,STATS,
STAT6

neutrofili, eozinofili, makrofagi

potice diferencijaciju bijelih krvnih
stanica

Cimbenik rasta hepatocita (HGF) | Tirozin-protein kinaza Met |Jak1, Jak2 stromalne stanice regulira embrionalni razvoj jetre i
(c-Met) STATL, STAT3,STATS posteljice
Cimbenik rasta kolonija Receptor za ¢imbenik Jak1,Tyk2, koStana srz potice diferencijaciju hematopoetskih

makrofaga (M-CSF)

rasta kolonija makrofaga
(M-CSF- R)

STATL, STAT3,STAT5

mati¢nih stanice

Cimbenici rasta dobiven iz
trombocita (PDGF)

Receptor ¢imbenika rasta
za trombocite (PDGFR)

Jakl, Jak2,Tyk2
STAT], STAT3,STATS,
STAT6

endotelne stanice, trombociti,
makrofagi, fibroblasti

rast stanica, kemotaksija, angiogeneza,

osteogeneza

Transformirajuéi ¢cimbenik rasta
(TGF-a)

Receptor tirozinske kinaze
koji kodira c-erbB1
(EGFR)

MAPK, ERK1, ERK2,
p38, INK, NF-KappaB

makrofagi, eozinofili, keratinociti

bioloska svojstva slicna EGF-u,
snazniji angiogeni ¢imbenik
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Cimbenik mati¢nih stanica (SCF)

Tirozin-protein kinaza KIT
(CD117)

Jak2
STAT1, STAT3,STATS
P1-3, PLC-gamma, MAPK

fibroblasti, stromalne stanice
kosStane srzi

hematopoeza, spermatogeneza,
melanogeneza

Cimbenik rasta vaskularnog
endotela (VEGF)

Receptor ¢imbenika rasta
vaskularnog endotela
(VEGFR)

Jak2,Tyk2
STAT1,
STAT3,STAT5,STAT6

stanice krvnih Zila

rast stanica, migracija, angiogeneza,
antiapoptoticki ucinak

Kazalo: MAPK- mitogen aktivirana protein kinaza, NF- kB - nuklearni faktor kapa aktiviranih B stanica, JNK-c-Jun N-terminalna kinaza, Tyk2-tirozin kinaza 2, Jak1,Jak2,Jak3-
janus kinaza 1,2,3, STAT1,STAT2, STAT3,STAT4,STATS5,STAT6- transduktor signala i aktivator transkripcije 1,2,3,4,5,6, p38- mitogen aktivirana protein kinaza, ERK1/2-
izvanstanicna signal regulirajuca kinaza
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1.13.1. Cimbenici rasta s profibroti¢kim u¢inkom

Transformirajuéi ¢imbenik rasta B (engl. transforming growth factor [, TGF-B) dio je slozene
superporodice 30 modulatora bioloskog odgovora koji imaju vaznu ulogu u regulaciji diferencijacije
1 rasta razlicitih vrsta stanica te iskazuju profibroticki bioloski u¢inak (Tzavlaki i sur., 2020). U ljudi
su opisane tri izoforme ovog ¢imbenika rasta, TGF-f1, TGF-B2 i TGF-B3 koje su kodirane genima
na dugom kraku kromosoma 19 (19q13.1, TGF-B1), dugom kraku kromosoma 1 (1q41, TGF-B2) i
dugom kraku kromosoma 14 (14924, TGF-B3) i koje se vezu u heterotetramerne receptorske sklopove
koji sadrze dvije podjedinice tipa 1 (TPRI, TGFBR1) i tipa II (TPRII, TGFBR2). Prijenosnici
unutarstani¢nog signala ove porodice ¢imbenika rasta pripadaju transkripcijskim faktorima Smad
koja se dijeli na tri klase: faktori regulirani receptorima ili tzv. R-Smad u koje se ubrajaju Smadl,
Smad2, Smad3, Smad5 i Smad8; medijatori Smad (Co-Smad) koji uklju¢uju Smad4 te inhibicijski
Smad (I- Smad) u koje se ubrajaju proteini Smad6 1 Smad7. U jezgri se sklop R-Smad/Co-Smad
povezuje s drugim nuklearnim aktivatorima transkripcije gena, najéesce iz porodice proteina STAT.
Proteini I-Smad prenose negativni signal i u konacnici poti¢u proteoliticku razgradnju drugih
¢imbenika ovog signalnog puta. Receptorski sklop TGF-BR moze prenositi signale neovisno o
proteinima Smad pri ¢emu su najznacajnije kinaze iz porodice MPAK (engl. mitogen-activated
protein kinase), proteini koji vezu GTP (Ras, RhoA, Racl, CDC42 i mTOR), tirozinske kinaze (PTK2,
Src 1 Abl), kao 1 aktivator transkripcije NF-kB. Modulatori iz porodice TGF-f stimuliraju stani¢nu
proliferaciju i diferencijaciju stanica, iskazuju antiapoptoticki ucinak, potiCu ekspresiju proteina
ECM-a, pokretljivost 1 invaziju stanica u jetri te moduliraju metabolizam stanica (Derynck 1 sur.,
2019). U kroni¢nom hepatitisu C, TGF-B se sintetizira u hepatocitima zaraZzenim HCV-om.
Najvaznije bioloSke funkcije ovog profibrotickog ¢imbenika rasta (prvenstveno izoforme TGF-B1)
znaCajne za patogenezu fibroze su poticanje proliferacije HSC-a, sprjeCavanje apoptoze HSC-a,
poticanje diferencijacije HSC mirujuceg fenotipa u miofibroblaste koje lu¢e komponente ECM-a, kao
1 poticanje morfoloSkih promjena ECM-a koje su karakteristicne za razvoj fibroze (Xu i sur., 2022).
Proteini koji sudjeluju u prijenosu signala TGF- B1 imaju vaznu ulogu 1 u mehanizmima poticanja
fibroze putem mikroRNA (miRNA). MikroRNA su molekule koje se sastoje od 20-22 nekodirajuca
nukleotida te mogu potaknuti razgradnju glasnicke RNA ili supresiju translacije vezanjem s
komplementarnim sekvencama u ne-translatirajuéim genomskim regijama ili u glasnickoj RNA.
Infekcija HCV-om mijenja molekularne obrasce ekspresije miRNA u stanicama jetre te ima znacajnu
ulogu u patogenezi fibroze te nastanku HCC-a. Kapsidni protein HCV-a potice sintezu miR-19a koja
se iz zaraZenih hepatocita putem egozsoma transportira do HSC-a te potie aktivaciju vaznih
komponenti puta prijenosa signala posredovanog ¢imbenikom TGF- B (najces¢e STAT-3) te iskazuju

profibroticki ucinak (Zhao 1 sur, 2019). Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl.vascular
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endothelial growth factor, VEGF) dio je porodice ¢imbenika rasta koja se sastoji od pet molekula tj.
VEGF-A, ¢imbenika rasta stanica placente (engl. placental growth factor, PIGF), VEGF-B, VEGF-C
i VEGF-D. Cimbenik rasta VEGF-A kodiran je genom VEGF-A koji svoje bioloske funkcije ostvaruje
vezanjem na receptore VEGFRI1, -2 i 3 (Stuttfeld 1 sur., 2009). Najbolje proucene bioloske uloge
VEGF-a su poticanje angiogeneze 1 vaskulogeneze tijekom embrionalnog razvoja, kao 1 tijekom
ostecenja organa poticanjem mitogeneze stanica vaskularnog endotela, uloga u cijeljenju rana, kao i
poticanju migracije monocita i makrofaga (Yamakawa i sur., 2019; Seidkhani-Nahal i sur., 2020).
VEGF-A iskazuje i vazodilatacijski u¢inak te pove¢ava mikrovaskularnu permeabilnost. Cimbenik
rasta VEGF ima vaznu ulogu u imunopatogenezi fibroze jetre, a sintetiziraju ga HSC, endotelne
stanice jetre, kao 1 stanice hepatoma in vitro (Roehlen i sur., 2020). Profibroti¢ki u¢inak VEGF-a u
kroni¢cnom hepatitisu C povezan je s njegovim angiogenim ucinkom pri ¢emu je poviSena
koncentracija ovog ¢imbenika rasta u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C 1 HCC-om (Talaat
1 sur., 2014). Tijekom kroni¢ne ozljede jetre, funkcionalne promjene u vaskularnoj arhitekturi jetre
odvijaju se u dvije faze. Upalni procesi u jetri i nastanak fibroze uzrokuju hipoksiju koja potice
angiogenezu. Nakon toga, proces zacjeljivanja rana koji je uobicajen u kroni¢nim bolestima jetre
poti¢e oslobadanje proangiogenih citokina 1 C¢imbenika rasta. Aktivirane HSC pospjesuju
angiogenezu sintezom VEGF-a 1 Ang-1 te povecavanjem ekspresije receptora VEGFR-2 1 Tie-2, a
VEGF izravno stimulira proliferaciju, migraciju i kemotaksiju HSC-a. Cimbenik rasta hepatocita
(engl. hepatocyte growth factor, HGF) iskazuje svoj bioloski u¢inak vezanjem na heparan sulfat te na
c-Met receptor ili receptor za HGF (HGFR). Sintetiziraju ga mezenhimske stanice, a djeluje na
epitelne stanice, endotelne stanice, T-limfocite 1 hematopoetske progenitorske stanice. Najznacajnije
bioloske funkcije HGF-a su poticanje diobe 1 migracije razlicitih vrsta stanica, razvoj organa tijekom
embriogeneze, regeneracija tkiva 1 organa i1 zacjeljivanje rana (Lin 1 sur., 2018). Ovaj ¢imbenik rasta
sintetiziraju 1 HSC te ima vaznu ulogu u regeneraciji jetre i patogenezi fibroze. Koncentracija HGF-
a u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C neovisan je ¢imbenik povezan sa stupnjem fibroze
(Marin-Serrano i sur., 2010). Cimbenik rasta fibroblasta (FGF-2) ili osnovni ¢imbenik rasta
fibroblasta (engl. fibroblast growth factor-basic, bFGF) pripada porodici FGF koja sadrzi ¢ak 23
¢imbenika rasta koji vezu molekule heparina i heparin sulfata. Cimbenik FGF-b ostvaruje svoju
bioloSku funkciju vezanjem na cetiri receptora: FGFR1, FGFR2, FGFR3 i FGFR4. Najvaznije
bioloske funkcije FGF-b su poticanje proliferacije i diferencijacije stanica porijeklom iz mezoderma
1 neuroektoderma (posebice epitelnih i mezenhimskih stanica) pri ¢emu ima i vaznu ulogu u cijeljenju
rana (Yamakawa i sur., 2019). Ovaj pleiotropni ¢imbenik rasta poti¢e angiogenezu te ima vaznu ulogu
umalignoj promjeni stanica i rastu tumora. Iskorjenjivanje virusa antivirusnim i imunomodulacijskim
lijekovima kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C povezano je sa znafajnim povecanjem

koncentracije FGF-2 u serumu (Janczewska-Kazek i sur., 2006). Cimbenici koji stimuliraju stvaranje
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kolonija makrofaga (engl. macrophage colony stimulating factor, M-CSF), granulocita (engl.
granulocyte colony stimulating factor, G-CSF) te obje stani¢ne populacije (GM-CSF) ubrajaju se u
skupinu ¢imbenika rasta koji, zajedno s IL-3, imaju vaznu ulogu u diferencijaciji progenitorskih
stanica koStane srzi, no iskazuju i imunomodulacijske ucinke poticanjem diferencijacije 1 aktivacije
monocita/makrofaga, neutrofila i eozinofila. Cimbenici rasta G-CSF i M-CSF znadajni su za
mijelopoezu, dok je GM-CSF znacajan kao medijator upale i aktivacije imunosnog sustava (Tan-
Garcia i sur., 2019). Tan-Garcia i suradnici su dokazali porast koncentracije GM-CSF-a u serumu
bolesnika s CHC-om, posebice u onih s visim stupnjem fibroze, kao i povecanu ekspresiju GM-CSF
u hepatocitima bolesnika (Tan-Gracia i sur., 2019). Epidermni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth
factor, EGF) potice rast epidermalnih stanica (keratinociti), kao i epitelnih stanica vezanjem za
specifi¢ni receptor EGFR (Wu i sur. 2020; Yamakawa i sur., 2019). Cimbenik rasta EGF potice rast
HSC 1 na taj nacin oblikuje razvoj fibroze jetre (Aydin i sur., 2018). Shehata i1 suradnici su dokazali
povisene koncentracije EGF-a u serumu kod bolesnika s HCC-om i CHC-om u usporedbi s
bolesnicima s CHC-om bez karcinoma te zdravim osobama ukazuju¢i na mogucu ulogu ovog
¢imbenika rasta u onkogenezi povezanoj s kroni¢nim virusnim hepatitisom (Shehata i sur., 2013).
Transformirajuci ¢imbenik rasta (engl. transforming growth factor o, TGF-0) kodiran je genom 7GFA
na kromosomu 2pl3 i pripada porodici ¢imbenika rasta slicnih EGF-u. Obzirom na strukturnu
homologiju s faktorom rasta EGFR (33%), veze se za identi¢ni receptor EGFR te potice endogenu
aktivnost tirozinske kinaze ovog receptora i aktivatora transkripcije NF-kappap. Cimbenik rasta TGF-
o sintetiziraju razliCite vrste transformiranih stanica, embrionske stanice, ali 1 stanice poput
makrofaga i keratinocita. BioloSki ucinci ovog cCimbenika rasta ukljucuju poticanje stani¢ne
proliferacije, migracije, embriogeneze, angiogenezu, cijeljenje rana i malignu transformaciju stanica
(Tzavlaki 1 sur., 2020). Pretpostavlja se da TGF-a regulira ekspresiju urokinaznog aktivatora
plazminogena i enzima iz porodice MMP-a pri ¢emu utjece na migraciju stanica i strukturu ECM-a.
Uz to, TGF-a ima vaZznu ulogu u onkogenezi. Eksperimenti na modelu transgeni¢nih miSeva pokazali
su da trajna povecana ekspresija TGF-a uzrokuje hipertrofiju hepatocita nakon 3 mjeseca,
hiperplaziju 1 displaziju jetre nakon 6-9 mjeseci te inducira nastanak HCC-a u ¢ak 50% Zivotinja
tijekom perioda od 40-70 tjedana. U slicnom animalnom modelu, povecana ekspresija TGF-a i gena
c-myc uzrokuje razvoj HCC-a u 100% eksperimentalnih Zivotinja u razdoblju od 40 tjedana (Caviglia
1 sur., 2015). Angiopoetini 1-4 (Ang 1-4) pripadaju porodici ¢imbenika rasta koji svoje bioloske
ucinke ostvaruju putem receptora s aktivnosti tirozinske kinaze Tie-1 1 Tie-2. Najbolje su istrazeni
bioloski uginci angiopoetina-1 (Ang-1) i angiopoetina-2 (Ang-2). Cimbenik Ang-1 iskazuje snazan
angiogenicni u¢inak vezanjem na receptor Tie-2, dok Ang-2 vezanjem na identian receptor iskazuje
antagonisticki u¢inak u¢incima Ang-1 (Akwii 1 sur., 2019). Sintezu Ang-2 poti¢u medijatori upale, a

znacajan je za fiziologiju endotelnih stanica pri cemu regulira propusnost endotela (Wang i sur., 2017).
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Hernandez-Bartolomé i suradnici su pokazali da je omjer koncentracija Ang-2 i Ang-1 povezan sa
stupnjem fibroze kod bolesnika s CHC-om $to indirektno pokazuje da su ove molekule znacajne u
patogenezi ove bolesti (Hernandez-Bartolomé i sur., 2016).

Adipokini su takoder znacajni ¢imbenici jetrene fibrogeneze koje sintetiziraju adipociti u masnom
tkivu. Adipokin leptin je adipogeni¢ni hormon koji potice fibrogenezu dok regulacijski adiponektin,
kao hormon regulacije i ima antifibrogeno djelovanje, §to je djelomi¢no potvrdeno istrazivanjem koje

je pokazalo da se ekspresija adiponektina smanjuje tijekom jetrene fibrogeneze (Di Maira i sur., 2018).

1.13.2 Cimbenik rasta s antifibroti¢kim u¢inkom

Cimbenik matiénih stanica (engl. stem cell factor, SCF) ostvaruje svoj bioloski u¢inak vezanjem na
receptor c-Kit te regulira diferencijaciju CD34+ mati¢nih stanica. Vazne bioloske aktivnosti SCF-a
su poticanje sinteze proupalnih citokina, kemokina i histamina u mastocitima koji se nalaze u kozi i
na epitelu sluznica. BioloSka aktivnost SCF-a povezana je s Th2 citokinom IL-4 koji sprjecava
diferencijaciju kultiviranih fetalnih jetrenih mastocita stimuliranih ovim ¢imbenikom rasta putem
smanjenja ekspresije receptora c-Kit (Xia i sur., 1997). Cimbenik SCF ima znacajnu ulogu u
regeneraciji jetre. U kombinaciji s GM-CSF, SCF sinergisticki poti¢e proliferaciju i diferencijaciju
kolangiocita, imaju vaznu ulogu u poticanju proliferacije i migracije mezenhimskih stanica te
reguliraju aktivnost enzima koji imaju vaznu ulogu u moduliranju matriksa poput TIMP-3, MMP-2 i

MMP-9 te u konacnici imaju vaznu ulogu u regeneraciji i remoduliranju jetre (Meng i sur., 2012).

1.13.3. Cimbenik rasta s profibroti¢kim i antifibroti¢kim u¢inkom

Cimbenik rasta trombocita (engl. platelet derived growth factor, PDGF) ostvaruje svoju biolosku
funkciju u obliku homodimera (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC i PDGF-DD) ili heterodimera
PDGF-AB dimera pri ¢emu su podjedinice povezane disulfidnim vezama (Borkham-Kamphorst i sur.,
2015). Cimbenik rasta PDGF se veZe za specifiéne receptore (PDGFR) na membranama ciljnih
stanica te se tada formiraju dimeri o 1 B lanaca (Kazlauskas, 2017). Podjedinice ovog ¢imbenika rasta
kodirane su genima PDGFA (kromosom 4), PDGFB (kromosom 17), PDGFC (kromosom 4),
PDGFD (kromosom 11), PDGFAB (kromosom 3). Najvaznija bioloska svojstva ovog ¢imbenika rasta
su regulacija proliferacije 1 rasta stanica, angiogeneza, 1 kemotaksija. Povecana ekspresija PDGF-a
vazna je u imunopatogenezi malignih bolesti, aterosklerozi 1 nastanku fibroze (Chen i sur., 2013).
Cimbenik rasta PDGF je mitogen za HSC u jetri te ima znac¢ajnu ulogu u cijeljenju vezivnog tkiva

jetre tijekom kroni¢nih virusnih infekcija (Ying i sur., 2017; Borkham-Kamphorst i sur., 2015). Ovaj
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¢imbenik rasta ima vaznu ulogu u poticanju angiogeneze i1 procesu regeneracije oStecene jetre u
kroni¢nom hepatitisu C. Medutim, pojacana angiogeneza fizioloSki je znaajna i u patogenezi
malignih bolesti, a dosadasnja istrazivanja pokazala su da je povecana ekspresija PDGF-a u tkivu
jetre bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C povezana sa stupnjem maligne transformacije i nastankom
HCC-a (El-Bassiouni 1 sur., 2012). Novija istrazivanja pokazuju da primjena DAA 1 izljeCenje
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C ne uzrokuje znacajne promjene u koncentraciji PDGF-BB u

serumu (Wang i sur. , 2021).

1.14. Lijecenje kroni¢nog hepatitisa C

Znanstvene spoznaje o replikacijskom ciklusu HCV-a omogudile su razvoj DAA koji inhibiraju
aktivnost viralne proteaze NS3, proteina NS5A i polimeraze NS5B (Parlati i sur. 2020). U Europi su
prema smjernicama stru¢nog drustva European Association for the Study of the Liver (EASL) za
lijeCenje  kroni¢nog hepatitisa C odobreni lijekovi: sofosbuvir, sofosbuvir/velpatasvir,
sofosbuvir/velpatasvir/voksilaprevir, glekaprevir/pibrentasvir te grazoprevir/elbasvir (EASL
recommendations on treatment of hepatitis C, 2020). Sofosbuvir je nukleotidni analog inhibitor
polimeraze NS5B koji omoguéuje replikaciju HCV-a koji se koristi u kombinaciji s inhibitorom
replikacijskog kompleksa proteina NS5A koji je dio replikacijskog kompleksa HCV-a te u
kombinaciji s voksilaprevirom, inhibitorom viralne proteaze NS3/4A. Inhibitor viralne proteaze
NS3/4A glekaprevir koristi se u kombinacijom s pibrentasvirom, inhibitorom proteina NS5A. U
lijecenju kroni¢nog hepatitisa C primjenjuje se 1 kombinacija inhibitora proteina NSSA elbasvira 1
grazoprevira, inhibitora viralne proteaze NS3/4A. Primjena DAA omogucuje izljecenje tj.
iskorjenjivanje virusa u vise od 95% bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C. Viroloski kriterij izljecenja
je postizanje trajnog viroloSkog odgovora tj. SVR-a (engl. sustained virological response) koji je
definiran kao viremija u serumu manja od 15 internacionalnih jedinica RNA HCV-a nakon 12 ili 24
tjedna od zavrSetka lijeCenja. IzljeCenje je povezano sa smanjenjem rizika od komplikacija bolesti
jetre poput fibroze, ciroze 1 hepatocelularnog karcinoma, poboljSanjem kvalitete Zivota,
sprjeCavanjem stigmatizacije u druStvu kojoj su izloZeni oboljeli od virusnih hepatitisa, kao 1 s
prestankom Sirenja infekcije u populaciji (EASL recommendations on treatment of hepatitis C, 2020).
Rezultati klini¢kih istraZzivanja nedvojbeno pokazuju da nakon izljecenja dolazi do smanjenja stupnja
fibroze u odredenom postotku bolesnika (Lambrecht i sur., 2020; Rockey 1 sur. 2021). U istraZzivanju
provedenom u Hrvatskoj, analiziran je u¢inak primjene DAA u 205 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom
C te je u 90 bolesnika dokazano smanjenje stupnja fibroze nakon izljecenja, odnosno kod 44%
bolesnika nakon antivirusnog lije¢enja (Radmanic¢ i sur., 2019). Medutim, molekularni mehanizmi

povezani s patogenezom fibroze te ucinkom eliminacije virusa primjenom DAA u kroni¢nom
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hepatitisu C nedostatno su istrazeni, posebice u podrucju analize znacajnosti modulatora bioloskog

odgovora.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Usporediti transkriptomski profil 84 gena koji su znacajni u patogenezi fibroze te koji kodiraju
sintezu profibroti¢nih i antifibroticnih medijatora bioloskog odgovora, komponenti vanstani¢nog
matriksa i adhezijskih molekula, remodeliraju¢ih enzima, upalnih citokina i kemokina, ¢imbenika
rasta koji pripadaju superporodici TGF-B, transkripcijskih ¢imbenika, kao i1 proteina znacajnih za
epitelno-mezenhimalnu tranziciju u osoba s kroni¢nim hepatitisom C i zdravih osoba.

2. Usporediti koncentracije citokina (IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-
17F, IL-4 1 IL-22) i ¢cimbenika rasta (Angiopoietin-2, EGF, EPO, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF,
M-CSF, PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF- a, VEGF) u serumu bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C
1 zdravih osoba.

3. Analizirati u¢inak antivirusnog lijeCenja na koncentraciju citokina i ¢imbenika rasta u osoba s
kroni¢nim hepatitisom C koje su postigle trajni viroloski odgovor (engl. sustained virological

response, SVR).

2.2. Hipoteze istraZivanja

1. Ekspresija 84 gena koji su vazni u patogenezi fibroze jetre te koji kodiraju sintezu profibroti¢nih i
antifibrotiénih medijatora bioloskog odgovora, komponenti vanstani¢nog matriksa 1 adhezijskih
molekula, remodelirajucih enzima, upalnih citokina 1 kemokina, ¢imbenika rasta superporodice TGF-
B3, transkripcijskih ¢imbenika i1 proteina znaajnih za epitelno-mezenhimalnu tranziciju znacajno je
razli¢ita kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u odnosu na zdrave osobe, a razina ekspresije
pojedinih gena povezana je sa stupnjem fibroze.

2. Koncentracije citokina (IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4
1 [L-22) i ¢imbenika rasta (Angiopoietin-2, EGF, EPO, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF,
PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF- a, VEGF) kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C zna¢ajno su
vece u usporedbi sa zdravim kontrolama, a koncentracija pojedinih modulatora bioloskog odgovora
korelira sa stupnjem fibroze jetre.

3. Koncentracija citokina (IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4
i1 IL-22) i ¢imbenika rasta (Angiopoietin-2, EGF, EPO, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF,
PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF- a, VEGF) kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C nakon SVR-

a znacajno su sniZzene u odnosu na koncentracije prije i tijekom antivirusnog lijecenja.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Vrsta istraZivanja

Ovo istrazivanje provedeno je u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® (KZIB) u Zagrebu
kao dio projekta Znanstvenog centra izvrsnosti za virusnu imunologiju i cjepiva ,,Jacanje kapaciteta
CerVirVac-a za istrazivanja u virusnoj imunologiji i1 vakcinologiji”, KK.01.1.1.01.0006,
sufinanciranog sredstvima Europskog fonda za regionalni razvoj u sklopu Elementa projekta 6:
,Karakterizacija steCene imunosti na virus hepatitisa C”, Eticko povjerenstvo KZIB odobrilo je
navedeni projekt 2021. godine.

Istrazivanje je podijeljeno u dva dijela: presjecno istrazivanje u kojem ¢e biti usporedeni odabrani
parametri u ispitanika i zdravih kontrola te longitudinalno istrazivanje pri kojem ¢e odabrani
parametri biti odredeni prije, tijekom 1 nakon lije¢enja CHC-a.

U dijelu istraZivanja koje se bavi transkriptomikom, odredit ¢u ekspresiju 84 gena €iji su proteinski
produkti znacajni za biolosSke procese nastanka fibroze jetre, usporedit ¢u rezultate ekspresije gena u
zdravih osoba i kod bolesnika s CHC-om te utvrditi moguce razlike u ekspresiji odabranih gena
obzirom na stupanj fibroze. Nakon toga, usporedit ¢u koncentraciju odabranih citokina i ¢cimbenika
rasta kod bolesnika s CHC-om s dokazanom virusnom replikacijom (tj. prije lijeenja) i zdravih osoba.
U longitudinalnom dijelu istrazivanja odredivat ¢u koncentraciju odabranih citokina i ¢imbenika rasta
prije lijeenja, nakon 4 i 8§ tjedana primjene antivirusnih lijekova te nakon postizanja SVR-a (tj. 12

tjedana po zavrSetku uspjesnog lijecenja).

3.2. Ispitanici

U istrazivanje ¢e biti ukljuceni ispitanici u dobi >18 godina oboljeli od kroni¢nog hepatitisa C kod
kojih je, primjenom antivirusnih lijjekova, postignuta eliminacija virusa 12 tjedana po zavrSetku
lijecenja tj. SVR. Dodatni uklju¢ni kriteriji bit ¢e: dostupnost demografskih podataka, rezultata
laboratorijske 1 molekularne dijagnostike, podataka o stupnju fibroze odredenih metodom
fibroelastografije prije lijecenja 1 nakon postizanja SVR-a te dostupnost bioloSkih uzoraka za analize
predvidene ovim istrazivanjem. Iskljucni kriteriji bit ¢e trudnoca, kao i druge kroni¢ne infektivne i

ne-infektivne bolesti ukljucujuéi hepatocelularni karcinom.

U prvom djelu istrazivanja, odredit ¢e se transkriptomski profil 84 odabrana gena u 9 bolesnika s
CHC-om (s razli¢itim stupnjem fibroze) te u 3 zdrave osobe tj. kod osoba koje nisu zarazene HCV-
om. U drugom djelu istrazivanja, koncentracija citokina i ¢imbenika rasta bit ¢e analizirana kod 56
nesrodna bolesnika s CHC-om kod kojih je primjenom antivirusnih lijekova postignuto izljecenje, t;.

SVR. Kriterij za postizanje SVR-a je nemjerljiva viremija u serumu 12 tjedana nakon zavrSetka
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lije¢enja. U istrazivanje koncentracija citokina i ¢imbenika rasta bit ¢e ukljuceno i 15 zdravih osoba

(kontrolni uzorci).

3.3. Bioloski uzorci

U istrazivanju ¢e biti koriSten ostatni dio uzorka seruma i pune krvi ispitanika koji je prethodno
obraden u sklopu rutinske klinicke dijagnostike i koji se, u skladu sa standardnim operativnim
postupcima u laboratoriju, odbacuje nakon zavrSetka analitickih postupaka. Uzorci seruma koji su
koristeni za kvantifikaciju citokina i ¢imbenika rasta metodom proto¢ne citometrije pomocu kuglica
(engl. bead-based flow cytometry), prikupljeni su prije lijeCenja, nakon 4 i 8 tjedna od pocetka
lijeCenja te 12 tjedana nakon zavrSetka lijeCenja tj. u trenutku procjene postizanja SVR-a. U analizi
ekspresije gena koji su znacajni za patogenezu fibroze koriStena je puna krv koja je pohranjena u
epruvetama PAXgene blood RNA tubes (BD Bioscience,San Diego, SAD) koje omogucuju
stabilizaciju unutarstanicne RNA te osiguravaju reproducibilnu analizu genske ekspresije. Epruvete

su pohranjene na sobnoj temperaturi dva sata, a zatim na -80°C do analize.

3.4. METODE

3.4.1. Odredivanje koncentracija citokina i ¢imbenika rasta u serumu primjenom citometrije
pomocu kuglica

Za odredivanje koncentracije citokina u serumu metodom citometrije pomoc¢u kuglica koristen je
reagens Human Th Cytokine Panel (12-plex) with Filter Plate (Biolegend, San Diego, CA, SAD),
dok je za odredivanje koncentracije ¢imbenika rasta u serumu koriSten Human Growth Factor Panel
(13-plex) with Filter Plate (Biolegend, San Diego, CA, SAD). Metoda se zasniva na detekciji
citokina tj. ¢cimbenika rasta pomocu kuglica Human Th Panel Premixed Beads na koje su vezana
protutijela koja su specificna za pojedini citokin. Protutijela koja su vezana na kuglice vezu se za
specifiCan antigen, tj. citokin ili ¢imbenik rasta (Slika 12, Slika 13, Slika 14, Slika 15). Potom se u
reakcijsku smjesu dodaju specificna detekcijska protutijela obiljezena s biotinom. U testu se koristi
12 razlicitih protutijela specifi¢nih za ljudske citokine (IL-5, IL-13, II-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-
v, INF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4 1 IL-22) te 13 razli¢itih protutijela za ¢imbenike rasta (Angiopoetin-
2, EGF, EPO, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF, PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF-a,
VEGF). Za postupak detekcije koristi se LEGENDplex™ SA-PE, streptavidin sa vezanim
fikoeritrinom koji omogucuje analizu analita prisutnih u uzorku vezanjem za biotin. Takav obiljeZeni
streptavidin se veZe na biotin, te zajedno €ini cijeli sklop citokin/¢imbenik rasta-primarno protutijelo-
sekundarno protutijelo-streptavidin. Cijeli proces reakcija vezanja protutijela na citokine tj.
¢imbenike rasta odvija u jazicama mikrotitarske plocice, dok se za detekciju koristi proto¢ni citometar.

Prije pocetka izvodenja testa pripremljeni su svi potrebni reagensi iz Human Th Cytokine Panel (12-
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plex) with Filter Plate (Biolegend, San Diego, CA, SAD) te iz Human Growth Factor Panel (13-
plex) with Filter Plate (Biolegend, San Diego, CA, SAD) prema uputama proizvodaca.
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Slika 12. Dvije populacije fluorescentnih kuglica razli¢itih veli¢ina s vezanim specificnim
protutijelima za pojedini citokin. Na x-osi je prikazano usmjereno (FSC), a na y-osi bo¢no rasprSenje
svjetlosti (SSC). Usmjereno rasprienje svjetlosti proporcionalno je veli€ini promatrane populacije,
populacija A je veca od populacije B. Populaciju A ¢ine fluorescentne kuglice kojima sam u serumu
ispitanika detektirala prisutnost 6 citokina: IL-5, 1L-13, IL-2, IL-6, IL-9, 1 IL-10. Populacija B su
fluorescentne kuglice za detekciju 6 citokina: IFN-y , TNF-a, IL-17A,IL-17F, IL-4 1 IL-22.
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Slika 13. Prikaz raspodjele 12 citokina s obzirom na pozicije u ve¢oj A (A4,A5,A6,A7,A8,A10) 1

manjoj B (B2,B3,B4,B5, B6, B9) kuglici.

(preuzeto:https://www.biolegend.com/Files/Images/media_assets/pro_detail/datasheets/75475 Hu Th_Cytokine Panel

Replacement VV04.pdf)
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Slika 14. Dvije populacije fluorescentnih kuglica razli¢itih veli¢ina s vezanim specificnim
protutijelima za pojedini ¢imbenik rasta. Na x-osi je prikazano usmjereno (FSC), a na y-osi bo¢no
rasprsenje svjetlosti (SSC). Usmjereno rasprSenje svjetlosti proporcionalno je veli¢ini promatrane
populacije, populacija A je ve¢a od populacije B. Populaciju A ¢ine fluorescentne kuglice kojima sam
u serumu ispitanika detektirala prisutnost 6 ¢imbenika rasta: Angiopoetin-2, EGF, EPO, FGF-basic,
G-CSF 1 GM-CSF. Populacija B su fluorescentne kuglice za detekciju 7 ¢imbenika rasta: HGF, M-
CSF, PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF- a i VEGF.
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Slika 15. Prikaz raspodjele 13 ¢imbenika rasta s obzirom na broj pozicije u ve¢oj A

(A4,A5,A6,A7,A8,A10) 1 manjoj B (B2,B3,B4,B5, B6, B7, B9) kuglici.

(preuzeto:https://www.biolegend.com/Files/Images/media_assets/pro_detail/datasheets/76319_Human_Growth_Factor_
Panel-R5-2.pdf)

3.4.1.2. Priprema uzoraka seruma za protocnu citometriju pomocu kuglica

Uzorci seruma izdvojeni su iz pune krvi prikupljene bez antikoagulansa centrifugiranjem 20 minuta

na 1000 x g, a ostatni dio seruma volumena 1 ml pohranjen na -20 ° C. Prije same upotrebe uzorci
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su odmrznuti i ponovno centrifugirani (20 minuta na 1000 x g) kako bi se uklonile Cestice prije

upotrebe.

3.4.1.3. Priprema reagensa
3.4.1.3.1. Priprema pufera za ispiranje

Razrijedeno je 25ml koncentriranog pufera za ispiranje s 475 ml deionizirane vode.

3.4.1.3.2. Priprema otopine Matrix B za uzorke seruma

Dodano je 5,0 mL pufera LEGENDplex™ Assay u bocu koja sadrzi liofilizirani reagens Matrix B,

potom se pricekalo 15 minuta za kompletnu rekonstituciju i dobro vorteksiralo i promijesalo.

3.4.1.3.3. Priprema standarda

Prije same upotrebe, rekonstituiran je liofilizirani Human Th Panel Standard Coctail s 250uL pufera
za ispiranje. Nakon 10 minuta na sobnoj temperaturi prenesen je sam standard u odgovarajuce
oznacene polipropilenske tubice za mikrocentrifugu. Ovaj standard najviSe koncentracije obiljeZen je
kao standard C7. Zatim su oznacene polipropilenske epruvete za mikrocentrifugu kao C6, C5, C4,
C3, C21Cl (Tablica 4). Dodano je 75uL pufera za ispiranje u svaku od 6 tubica. Pripremljeno je 1:4
razrjedenje prenoSenjem 25uL standarda C7 u C6 i dobro promijesano. Potom je dobiven standard
C6. Na isti nac¢in pripremljena su 1 serijska razrjedenja 1:4 da bi bili dobiveni standardi C5,C4, C3,

C2 i C1. Pufer za ispiranje (LEGENDplex™ Assay Buffer) koristen je kao standard CO (pg/mL).

Tablica 4. Prikaz razrjedenja standarda

Tube/ Standard ID | Serijska Pufer (uL) Standard Konacna koncentracija
razrjedenja (pg/mL)

C7 - - — 10000

C6 1:4 |75 25 uL od C7 2500

C5 1:16 |75 25 uL od C6 625

C4 1:64 |75 25 uL od C5 156,3

C3 11:256 |75 25 uL od C4 39,1

C2 11:1024 75 25 uL od C3 9,8

C1 1:4096 75 25 uL od C2 2,4

Co E |75 - 0

3.4.1.3.4. Razrjedivanje uzoraka seruma

Uzorci seruma razrijedeni su dva puta s puferom za ispiranje (LEGENDplex™ Assay Buffer) prije

testiranja.
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3.4.1.4. Postupak testiranja

Test LEGENDplex™ se izvodi na filterskoj plogici. Uzorci i standardi poredani su u vertikalnoj

konfiguraciji prikladnoj za prikupljanje i analizu podataka, dok su standardi postavljeni u prva dva

stupca kao §to je prikazano u Tablici 5.

Tablica 5. Raspored standarda i uzoraka na mikrotitracijskoj plocici

1 2
A CO |CO
B Cl1 C1
C C2 C2
D C3 C3
E C4 C4
F C5 C5
G C6 C6
H Cr C7

3 4 5

Uz Uz9|Uz
1 17
Uz Uz Uz
2 10 18
Uz Uz Uz
3 11 19
Uz Uz Uz
4 12 20
Uz Uz Uz
5 13 21
Uz Uz Uz
6 14 22
Uz Uz Uz
7 15 23
Uz Uz Uz
8 16 24

6

Uz
25
Uz
26
Uz
27
Uz
28
Uz
29
Uz
30
Uz
31
Uz
32

7

Uz
33
Uz
34
Uz
35
Uz
36
Uz
37
Uz
38
Uz
39
Uz
40

8 9

Uz Uz
41 49
Uz Uz
42 50
Uz Uz
43 51
Uz Uz
44 52
Uz Uz
45 53
Uz Uz
46 54
Uz Uz
47 55
Uz Uz
48 56

10
Uz
57
Uz
58
Uz
59
Uz
60
Uz
61
Uz
62
Uz
63
Uz
64

11 12
Uz Uz 73
65

Uz Uz 74
66

Uz Uz 75
67

Uz Uz 76
68

Uz Uz 77
69

Uz Uz 78
70

Uz Uz 79
71

Uz Uz 80
72

Filterska plo¢ica je navlazena dodavanjem 100 uL 1X pufera za ispiranje LEGENDplex™ u svaku

jazicu te inkubirana 1 minutu na sobnoj temperaturi. Kod uklanjanja viska volumena, koriStena je

vakuum pumpa c¢ija jacina nije bila veca od 10” Hg vakuuma. Vakuumiralo se 5-10 sekundi dok se

jazice nisu isusile.

Tablica 6. Priprema uzoraka seruma za mjerenje koncentracija citokina i ¢imbenika rasta

I rufer za ispiranje | Matrix B Standard Uzorak
Jazice za standard | --- 25 uL 25 uL ---
Jazice zauzorak |25 L --- - 25 uL

Vorteksira se bo€ica s mijeSanim kuglicama 30 sekundi. Svakoj jazici dodano je 25 pL mijeSanih

kuglica (Tablica 6.). Volumen je u svakoj jazici bio 75 pL nakon dodavanja kuglica. Filterska ploCica

je pokrivena adhezivnim filmom. Cijela ploc¢ica se omota aluminijskom folijom 1 stavi na tresilicu s
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brzinom pomaka od 500 rpm na sobnoj temperaturi 2 sata. Nakon toga se stavi filter ploCicu na
vakuum pumpu. U svaku jazicu se doda 200 pL 1X pufera za ispiranje i potom ukloni taj pufer
vakuum filtracijom. Nakon toga se okrene plo¢icu prema papirnatim ru¢nicima da se sav pufer ukloni
i cijeli taj postupak se ponovi jo§ jednom. Zatim se doda 25 pL detekcijskih protutijela u svaku jazicu.
Potom se zatvori plo¢icu adhezivnim filmom, cijelu ploCicu se omota aluminijskom folijom i stavi na
tresilicu s brzinom pomaka od 500 rpm na sobnoj temperaturi 1 sat. Nakon sat vremena, u svaku
jazicu se doda 25 pL SA-PE tj. streptavidin- fikoeritrina koji omogucuje analizu analita prisutnih u
uzorku vezanjem za biotin. Zatim se plocicu pokrije adhezivnim filmom, sve omota aluminijskom
folijom i stavi na tresilicu s brzinom pomaka od 500 rpm na 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon
toga filter ploCicu se stavi na vakuum pumpu. U svaku jazicu se doda 200 puL 1X pufera za ispiranje
i potom ukloni pufer vakuum filtracijom. Nakon toga se okrene plo¢icu prema papirnatim ruc¢nicima
da se sav pufer ukloni. U svaku jaZicu se doda 150 pL pufera za ispiranje i resuspendira kuglice na
tresilici 1 minutu. Na kraju se sadrZaj iz jazica prebaci u epruvete za protocni citometar te ih zastiti
od svjetlosti do analize na proto¢nom citometru.

Prilagodile su se postavke protocnog citometra BD FACSCanto II prema uputama proizvodaca
reagensa Human Th Cytokine Panel (12-plex) with Filter Plate i Human Growth Factor Panel (13-
plex) with Filter Plate (Biolegend, San Diego, CA, SAD). Pokrenut je prethodno kreiran protokol u
ra¢unalnom programu BD FACSDiva™ na proto¢nom citometru. Dobiveni rezultati unijeti su u
racunalni program LEGENDplex v8.0 koji na temelju poznatih koncentracija standarda odreduje

koncentraciju citokina i ¢imbenika rasta u uzorcima.

3.4.2. Izolacija RNA iz pune Kkrvi

Ukupna RNA iz uzoraka pune krvi koji su pohranjeni u epruvetama PAXgene RNA Tube 1zolirana je
pomodu reagensa PAXgene RNA Kit (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Svicarska). Epruvete PAXgene
Blood RNA Tube su bile pohranjene najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi kako bi se postigla potpuna
vjedrima, zatim se uklonio supernatant, na talog dodalo 4 mL vode bez prisustva RNaza 1 promijesao
sadrzaj vorteks mijeSalicom dok se talog nije vidljivo razgradio. Ponovio se sam postupak
centrifugiranja, uklonio supernatant i na talog dodalo 350 pL pufera za resuspendiranje (BRI).
Promijesao se sam sadrzaj vorteks mijeSalicom dok se talog nije razgradio, prebacilo u epruvetu od
1,5 mL 1 dodalo 300 puL pufera za vezanje (BR2) 1 40 uL proteinaze K, te inkubiralo 10 minuta na
55°C koriste¢i tresilicu-inkubator pri 800 g. Prebacio se dobiveni lizat u kolonu P4AXgene Shredder
Spin koja se stavila u epruvetu volumena 2 mL i centrifugiralo 3 minuta na 15 000 g. Frakciju koja
je prosla kroz kolonu prebacilo se u novu epruvetu volumena 1,5 mL, dodalo 350 pL etanola,

vorteksirao sadrzaj 1 kratko centrifugiralo 2 sekunde na 1000 g kako bi se uklonile kapljice sa stijenke
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tubice. Potom se u kolonu P4 Xgene RNA Spin u koju se stavilo epruvetu od 2 mL prebacilo 700 uL
uzorka, centrifugiralo 1 minutu na 15 000 g i premjestilo kolonu u novu epruvetu od 2 mL. Preostali
uzorak se dodao u kolonu i ponovilo centrifugiranje (1 minuta, 15 000 g) zatim ponovno premjestilo
kolonu u novu epruvetu volumena 2 mL. Potom se dodalo 350 uL pufera za ispiranje 1 (BR3),
centrifugiralo 1 minutu na 15 000 g i stavilo kolonu u novu epruvetu od 2 mL. U epruvetu volumena
1,5 mL dodalo se 10 uL. DNase I i 70 pL pufera za digestiju (RDD), te lagano sve promijesalo.
Ostavilo se na sobnoj temperaturi 15 minuta dobivenu otopinu koju se dodalo direktno u kolonu.
Nakon 15 minuta u kolonu se dodalo 350 uL pufera za ispiranje 1 (BR3), zatim centrifugiralo 1
minutu na 15 000 g, te premjestilo kolonu u novu epruvetu od 2 mL. Nakon $to se dodalo 500 uL
pufera za ispiranje 2 (BR4), ponovljen je postupak centrifugiranja (1 minuta na 15 000 g) i
premjestena kolonu u novu epruvetu volumena 2 mL. Zatim se u kolonu prebacilo 500 puL pufera za
ispiranje 2 (BR4), centrifugiralo 3 minute na 15 000 g, te se premjestilo u novu epruvetu od 2 mL.
Epruvetu s kolonom se centrifugiralo 1 minutu na 15 000 g kako bi se u potpunosti uklonilo pufer za
ispiranje 2 (BR4) 1 kolonu premjestilo u novu epruvetu volumena 1,5 mL. Na kraju je dodano 40 pL
elucijskog pufera (BRS) i centrifugirano 1 minutu na 15 000 g. Ponovljen je taj korak jos jednom, te

se potom inkubirao eluat 5 minuta na 65°C. Nakon inkubacije uzorci su se odmah ohladili na ledu.

Odredena je koncentracija i Cistoca izolirane RNA pomocu spektrofotometra BioPhotometer plus
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka) mjerenjem apsorbancije na valnim duljinama od 230 nm, 260 nm
1 280 nm prije nego $to su pohranjeni izolati na -20°C. Uzorak je zadovoljavao kriterije Cistoce
ukoliko je omjer Azeo280 1zmedu 1.8 - 2.1 1 omjer Azso230 veci od 1.7, stoga su izolati koji su

zadovoljili navedene kriterije Cistoce 1 kvalitete pohranjeni na -20 °C.

3.4.3. Sinteza prvog lanca cDNA

U sintezi prvog lanca cDNA prvi korak je uklanjanje zaostale genomske DNA iz izolirane ukupne
RNA. U reakcijsku smjesu stavljeno je 1 pg ukupne RNA, 2 pL reakcijskog pufera GE te dodano
RNazu ciste vode do ukupnog volumena od 10 pL. Reakcijska smjesa se inkubiralo na 42°C tijekom
5 minuta. Nakon 5 minuta, reakcijska smjesa se odmah ohladila na ledu. Potom je pripremljena
reakcijska smjesa za reakciju reverzne transkripcije koja se sastojala od 4 uL pufera BC3, 1 uL
otopine pocetnica, 2 puL otopine enzima za reverznu transkripciju i 3 pL vode bez RNaza. Zatim se
dobivena otopina pomijesala s 10 pL ukupne RNA koja je proc¢is¢ena od ostataka genomske DNA te
inkubirala 15 minuta na 42°C. Potom je zaustavljena reakcija poviSenjem temperature na 95°C
tijekom 5 minuta. Za kraj je u reakcijsku smjesu dodano 91 pLL RNaza Ciste vode 1 pohranjeno na -

20°C.
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3.4.4. Analiza ekspresije gena jetrene fibroze metodom odredivanja broja kopija lanéanom
reakcijom polimeraze

Za analizu ekspresije gena jetrene fibroze koristen je reagens RT” Profiler PCR Array Human Fibrosis
(QIAGEN, Hilden, Njemacka) koji omogucuje istovremenu detekciju ekspresije 84 gena koji
ukljucuje: (1) profibroticne medijatore bioloskog odgovora (4CTA-2 (a-SMA)), AGT, CCL-11
(Eotaxin), CCL-2 (MCP-1), CCL-3 (MIP-1A), CCN-2 (CTGF), GREM-1, IL-13, IL-13RA-2, IL-4,
IL-5, SNAI-1 (SNAIL), (2) antifibroti¢ne medijatore bioloskog odgovora (BMP-7, HGF, IFNG, IL-
10, IL-13RA-2), (3) komponente ekstracelularnog matriksa i adhezijskih molekula (COL-142, COL-
341), (4) remodeliraju¢ih enzima (LOX, MMP-1,MMP-13, MMP-14, MMP-2, MMP-3, MMP-8,
MMP-9, PLAT (TPA), PLAU (UPA), PLG, SERPINA-1, SERPINE-1 (PAI-1), SERPINH-1 (HSP47),
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4), (5) adhezijskih molekula (ITGA-1, ITGA-2, ITGA-3, ITGAV,
ITGB-1, ITGB-3, ITGB-5, ITGB-6, ITGB-8), (6) upalnih citokina i kemokina (CCL-1/ (Eotaxin),
CCL-2 (MCP-1), CCL-3 (MIP-1A), CCR-2, CXCR-4, IFNG, IL-10, IL-13, IL13-RA-2, IL-14, IL-1B,
IL-4, IL-5, ILK, TNF), (7) ¢imbenike rasta (4GT, CCN-2, EDN-1, EGF, HGF, PDGFA, PDGFB,
VEGFA), (8) ¢imbenike rasta superporodice TGF-B (BMP-7, CAV-1, DCN,ENG (EVI-1), GREM-1,
INHBE, LTBP-1, SMAD-2 (MADH2), SMAD-3 (MADH3), SMAD-4 (MADH4), SMAD-6, SMAD-7,
TGFB-1, TGFB-2, TGFB-3, TGFBR-1 (ALKS), TGFBR-2, TGIF-1, THBS-1 (TSP-1), THBS-2), (9)
transkripcijskih faktora (CEBPB, JUN, MYC, NFKB-1, SP-1, STAT-1, STAT-6); (10) proteina
znacajnih za epitelno-mezenhimalnu tranziciju: (4K7-1, BMP-7, COL-142, COL-3A41, ILK, ITGAV,
ITGB-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, SERPINE-1 (PAI-2), SMAD-2 (MADH2), SNAI (SNAIL), TGFB-
1, TGFB-2, TGFB-3, TIMP-1), (11) ostalih proteina znacajnih u patogenezi fibroze (BCL-2, FASLG
(TNFSF6).

U svakoj jazici mikrotitarske plocice (ukupno 96 jaZica) nalaze se pocetnice za umnazanje odabrane
regije gena za modulatore biolo§kog odgovora odnosno za kontrolne gene. Reagens RT” Profiler PCR
Array Human Fibrosis ukljuCuje 12 kontrola: 5 odrzavateljskih gena za normalizaciju dobivenih
rezultata, kontrolu za detekciju moguce kontaminacije genomskom DNA, 3 kontrole reverzne
transkripcije za provjeru ucinkovitosti reverzne transkripcije prilikom sinteze cDNA 1 3 pozitivne
kontrole za provjeru ucinkovitosti PCR reakcije. Kao predlozak koriStena je cDNA sintetizirana
reverznom transkripcijom ukupne RNA. PomijeSalo se 102 pL cDNA s 1350 pL 2x reakcijske smjese
RT? SYBR Green, zatim dodalo 1248 pL vode bez RNaza te pipetiralo po 25 pL dobivene otopine u
svaku jazicu mikrotitarske plocice.

Reakcija PCR-a odvijala se u termociklickom amplifikatoru ABI 7500 Fast (Applied Biosystems,
Foster City, California, SAD) u zadanim uvjetima: 10 minuta na 95°C 1 40 ciklusa 15 sekundi na
95°C 1 1 minuta na 60°C. Nakon zavrSetka svih ciklusa PCR reakcije, analizirane su krivulje

disocijacije za svaku PCR reakciju kako bi se provjerila njihova specifi¢nost i iskljucilo postojanje
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medusobno sparenih pocetnica. Na kraju su pomocu programa 7500 System SDS Software, ver. 1.4.0
(Applied Biosystems, Foster City, California, SAD) termocikli¢kog amplifikatora analizirane C;
vrijednosti i disocijacijske krivulje svih PCR reakcija. Rezultati analize genske ekspresije metodom
kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu analizirani su pomocu racunalnog programa R72 Profiler

PCR Array Data Analysis (QIAGEN, GeneGlobe, MD, SAD).

3.4.5. Demografski, laboratorijski i klinicki podatci o bolesnicima

Demografski podatci, rezultati odredivanja stupnja fibroze metodom fibroelastografije prije
zapocinjanja terapije 1 nakon izlijeCenja, rezultati molekularne dijagnostike (kvantifikacija RNA
HCV-a), genotipizacije virusa te klini¢ki podatci o primjeni antivirusnih lijekova dobiveni su
analizom rezultata baze podataka Referentnog centra za virusni hepatitis KZIB. Za procjenu stupnja
fibroze, u ovom je istrazivanju koriStena neinvazivna metoda tranzijentne elastografije (TE)
primjenom uredaja FibroScan (Echosens, Francuska), a rezultat je izrazen u mjernoj jedinici kPa.
Stupanj fibroze je klasificiran kao: FO/F1<7,0 kPa, F2 7,0-9,5 kPa, F3>9,5 kPa i F4>12,5 kPa.
(Preporuke za lijecenje hepatitisa C, 2021).

3.4.6. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja genske ekspresije obradeni su statisticki primjenom programa R72 Profiler
PCR Array Data Analysis (QIAGEN, GeneGlobe, MD, SAD). KoriStene su uobic¢ajene metode
deskriptivne statistike. Studentov t- test koristio se za odredivanje znacajnih promjena u ekspresiji
izmedu uzoraka HCV-a 1 kontrola. Analiza kvantifikacije citokina i ¢imbenika rasta obradena je
statisticki primjenom programa R (verzija 4.1.0, Vienna, Austria). Za usporedbu koncentracija
citokina i ¢imbenika rasta u Cetiri tocke infekcije koriSten je Friedman-ov test. Uz to, za usporedbu
prije pocetka lijecenja i nakon postizanja SVR-a koristen je Wilcoxonov test. Pomo¢u Mann-Whitney
testa analizirana je razlika izmedu koncentracija citokina i ¢imbenika rasta prije pocetka lijecenja i
kontrolnim uzorcima te nakon SVR-a 1 kontrolnim uzorcima. Uz to, analizirane su razlike u
koncentracijama citokina 1 ¢imbenika rasta kod bolesnika s obzirom na genotip, odnosno podtip
virusa hepatitisa C. Pomocu Kruskal-Wallisova testa usporedene su koncentracije citokina i
¢imbenika rasta prije pocetka lijeCenja s obzirom na pocetni stupanj fibroze u HCV ispitanika.Vaznost
varijabli u razdvajanju pacijenata prije pocetka lijeCenja 1 nakon SVR-a 1 u kontrolnim uzorcima
prikazana je modelom slucajnih Suma (engl. Random forest). Logistickom regresijom koja je
potpomognuta krivuljom osjetljivosti dijagnostickog testa (engl. Reciever Operating Characteristic,
ROC) ispitana je moguc¢nost predvidanja stupnja fibroze s obzirom na ¢imbenike rasta, citokine,

genotip virusa, spol 1 dob. Uz to, prikazano je hijerarhijsko grupiranje i toplinska mapa s prikazom
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koncentracija razina ¢imbenika rasta i citokina prije pocetka lijeCenja i nakon postizanja SVR-a.

Razina statisticke znacajnosti definirana je s vrijednosti P <0,050.
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4. REZULTATI

4.1. Transkriptomski profil ekspresije 84 gena koji su znacajni u patogenezi fibroze i
imunoloskom odgovoru u kroni¢nom hepatitisu C

Transkriptomski profili analizirani su u devet bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (5 muskaraca, 4
zene, srednja vrijednost dobi 47 godina, raspon 21-53 godina, medijan viremije 1 862 000 IU RNA
HCV-a/mL, raspon 51,3- 11 883 725 IU/mL, stupanj fibroze F1 n=2, F2 n=3, F3 n=1, F4 n=3)iu 3
zdrave kontrole (raspon dobi 28-41 godina, 3 Zene). Ekspresija gena SMAD-6 koji je ¢lan TGF-B
signalnog puta bila je statisticki znacajno veca (p=0,040) (Tablica 7, Slika 16, Slika 17), dok je gena
CAV-1 koji je takoder Clan TGF-B signalnog puta bila statisticki znacajno smanjena u kroni¢nom
hepatitisu C u usporedbi sa zdravim osobama (p=0,001) (Tablica 8, Slika 16, Slika 17). U istrazivanju
je dokazana i povecana ekspresija gena /L-13 koji je upalni citokin i MMP-8 koji je remodelirajuéi
enzim izvanstani¢nog matriksa kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C, no nije bila statisticki
znaajna. Ekspresija gena CTGF (p=0,029) koji je Cimbenik rasta i remodeliraju¢ih enzima
izvanstanicnog matriksa (/7GA-2 (p=0,001), LOX (p=0,007), MMP-1 (p=0,027) i PLG (p=0,016))
bila je statisticki znac¢ajno smanjena u kroni¢nom hepatitisu C u usporedbi sa zdravim osobama

(Tablica 8, Slika 16, Slika 17).

Tablica 7. PoviSena ekspresija gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre u kroni¢nom hepatitisu C

Oznaka gena Stupanj promjene p-vrijednost
IL-13 2,02 0,362
MMP-8 2,15 0,255
SMAD-6 2,19 0,040

Kazalo: crvenom bojom naznacena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena /L-13 (gen za protein IL-13), MMP-

8 (gen za protein MMP-8), SMAD-6 (gen za prijenosnik signala SMAD-6)
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Tablica 8. SniZena ekspresija gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre u kroni¢nom hepatitisu C

Oznaka gena Stupanj promjene p-vrijednost
CAV-1 -3,81 0,001
CTGF -2,65 0,029

IL-5 -2,18 0,207
ITGA-2 -2,34 0,009
ITGB-8 -2,16 0,145

LOX -2,44 0,007
MMP-1 -2,92 0,027

PLG -2,34 0,016

Kazalo: plavom bojom naznacena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena CAV-1 (engl. Caveolin-1), CTGF (gen
za CTGF), IL-5 (gen za IL-5), ITGA-2 (engl. Integrin alpha-2), /TGB-8 (engl. Integrin beta-8), LOX (engl. lysyl oxidase),
MMP-1 (gen za MMP-1), PLG (engl. Plasminogen)

Bolesnici vs. kontrolni uzorei

-log10
{p-vrijednost|

2_

2 A 0 1
log2 (stupanj promjene)

Slika 16. Prikaz ekspresije 84 znacajnih za patogenezu fibroze primjenom prikaza Volcano plot

Na X-osi prikazana je log2 vrijednost stupnja promjene u ekspresiji gena za bolesnike s kroni¢nim hepatitisom C u
usporedbi sa zdravim kontrolama, dok je -logl0 p-vrijednost prikazana na Y-osi. Crvene tocke simboliziraju pojacanu
ekspresiju gena, plave toCke oznacuju smanjenu ekspresiju gena, horizontalna linija pokazuje granicu statisticke

znacajnosti p=0,050.
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Slika 17. Graficki prikaz grupiranja ekspresije 84 gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre kod

bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C.

Uzorci bolesnika s kroniénim hepatitisom C oznaceni su kao Test Group 1- Test Group 9. Oznaka Test Group 6,9
predstavlja stupanj fibroze F1, Test Group 3,4,5 stupanj fibroze F2, Test Group 7 stupanj fibroze F3, dok Test Group 1,2
i 8 predstavljaju stupanj fibroze F4. Kontrolne skupine oznacene su kao Control Group 1- Control Group 3. Boje

simboliziraju jainu genske ekspresije, zelenoma boja ozna¢ava minimalnu, a crvena maksimalnu gensku ekspresiju.
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4.2. Transkriptomski profil ekspresije 84 odabrana gena kod bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C i stupnjem fibroze F1/F2

Napravljena je analiza transkriptomskog profila u pet bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i stupnjem

fibroze F1/F2 te u tri zdrave osobe. lako je ekspresija gena GREM-1, SMAD-6 1 TIMP-4 kod bolesnika

s kroni¢nim hepatitisom C bila ve¢a u usporedbi sa zdravim kontrolama, nije bila statisticki znacajna
(p=0,141; p=0,070 1 p=0,070) (Tablica 9, Slika 18 1 19.). Kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C
ekspresija gena CAV-1 (p=0,012), CEBPB (p=0,015), ITGA-2 (p=0,006) bila je statisticki znacajno

snizena u usporedbi sa zdravim osobama (Tablica 10, Slika 18 i 19). SniZena ekspresija jos Cetiri gena

znacajnih za patogenezu fibroze bila je snizena kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C, no razlika

nije bila statisticki znacajna (Tablica 10).

Tablica 9. Povisena ekspresija gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre u kroni¢nom hepatitisu C

i stupnjem fibroze F1/ F2

Oznaka gena

Stupanj promjene

p-vrijednost

GREM-1 2,01 0,141
SMAD-6 2,20 0,070
TIMP-4 2,20 0,070

Kazalo: ekspresija gena GREM-1 (gen za protein GREM-1), gen SMAD-6 (gen za prijenosnik signala SMAD-6), gen

TIMP-4 (gen za protein TIMP-4)

Tablica 10. Snizena ekspresija gena u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C 1 stupnjem fibroze F1/ F2

Oznaka gena Stupanj promjene p-vrijednost
CAV-1 -3,06 0,012
CEBPB -2,08 0,015
CTGF -2,05 0,157
ITGA-1 -2,27 0,006
ITGA-2 -2,01 0,076
MMP-1 -2,58 0,129

SERPINE-1 -2,35 0,130

Kazalo: plavom bojom oznaceni su geni kod kojih je razlika u ekspresiji bila statisticki znacajna, gen CAV-1 (engl.

Caveolin-1), gen CEBPB (engl. CCAAT/enhancer-binding protein beta), gen /7GA-1 (engl. Integrin alpha-1), dok kod

ostalih prikazanih gena nije bilo statisticki znacajne razlike: gen CTGF (gen za CTGF), gen ITGA-2 (engl. Integrin alpha-

2), MMP-1 (gen za MMP-1), gen SERPINE-1 (engl. Serpin family E Member 1).
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Slika 18. Prikaz ekspresije 84 znacajnih za patogenezu fibroze primjenom prikaza Volcano plot

Na X-osi prikazana je log2 vrijednost stupnja promjene u ekspresiji gena za bolesnike s kroni¢nim hepatitisom C u
usporedbi sa zdravim kontrolama, dok je -logl0 p-vrijednost prikazana na Y-osi. Crvene tocke simboliziraju pojacanu
ekspresiju gena, plave tocke oznaCuju smanjenu ekspresiju gena, horizontalna linija pokazuje granicu statistiCke

znacajnosti p=0,050.
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Slika 19. Graficki prikaz grupiranja ekspresije 84 gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre kod

bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C 1 stupnjem fibroze F1/F2.

Uzorci bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C oznaceni su kao Test Group 1- Test Group 9. Oznaka Test Group 6,9
predstavlja stupanj fibroze F1, Test Group 3,4,5 stupanj fibroze F2, Kontrolne skupine ozna¢ene su kao Control Group 1-
Control Group 3. Boje simboliziraju ja¢inu genske ekspresije, zelena boja ozna¢ava minimalnu, a crvena maksimalnu

gensku ekspresiju.
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4.3. Transkriptomski profil ekspresije 84 odabrana gena kod bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C i stupnjem fibroze F3/F4

Kod Cetiri bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C 1 stupnjem fibroze F3/F4 te u tri zdrava ispitanika su
analizirani transkriptomski profili. Ekspresija gena MMP-8 (p=0,024) bila je statisticki znacajno
povisena kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u usporedbi sa zdravim kontrolama (Tablica 11,
Slika 20 1 21). Iako je i ekspresija gena COL-3A41, IL-13, DCN i SMAD-6 bila poviSena, nije bilo
statisticki znaCajne razlike u odnosu na zdrave osobe (Tablica 11). Ekspresija gena CAV-1, CTGE
LOX, PLG i TIMP-3 bila je statisticki znac¢ajno snizena kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u
odnosu na zdrave osobe (p=0,004; p=0,043; p=0,044; p=0,019; p=0,019), dok je ekspresija jos Sest

gena bila snizena, no bez statisticke znacajnosti (Tablica 12, Slika 20 1 21).

Tablica 11. PoviSena ekspresija gena kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i stupnjem fibroze

F3/F4.

Oznaka gena Stupanj promjene p-vrijednost
COL-3A1 2,34 0,426
DCN 2,86 0,346
IL-13 3,03 0,267
MMP-8 3,05 0,024
SMAD-6 2,18 0,081

Kazalo: Crvenom bojom naznacena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji MMP-8 (gen za protein MMP-8), dok su
ostali prikazani geni su bili poviSeni, no bez statistiCke znacajnosti: gen COL-341 (engl. Collagen Type III Alpha 1
Chain), gen DCN (engl. Decorin), gen IL-13 (gen za protein IL-13), Interleukin-13), gen MMP-8 (gen za protein MMP-
8), gen SMAD-6 (gen za prijenosnik signala SMAD-6)
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Tablica 12. Snizena ekspresija gena kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i stupnjem fibroze

F3/F4.

Oznaka gena Stupanj promjene p-vrijednost
CAV-1 -5,01 0,004
CTGF -3,64 0,043

IL-5 -2,85 0,232
ITGA-2 -2,82 0,054
ITGB-8 -2,57 0,244

LOX -3,40 0,044
MMP-1 -3,41 0,146

PLG -3,12 0,019

SMAD-3 -2,67 0,159
TGFBR-2 -2,03 0,065
TIMP-3 -2,78 0,019

Kazalo: Plavom bojom naznacena je statisticki znaCajna razlika u ekspresiji gena, a to su: gen CAV-1 (engl. Caveolin-1),

gen CTGF (engl. connective tissue growth factor), gen LOX (engl. lysyl oxidase), gen PLG (engl. Plasminogen), gen

TIMP-3 (engl. TIMP Metallopeptidase Inhibitor 3), dok su ostali geni su bili sniZzeni no bez statisticke znacajnosti: gen
IL-5 (gen za protein IL-5), gen ITGA-2 (engl. Integrin alpha-2), gen ITGB-8 (engl. Integrin beta-8), gen MMP-1 (engl.
Matrix metalloproteinase-1), gen SMAD-3 (engl. SMAD Family Member 3), gen TGFBR-2 (engl. Transforming growth

factor, beta receptor II).
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F3+F4 vs. kontrolna skupina

251

2.01

-log10

pvrijednost . B | MMP8

1.9

1.0

0.54

0.04

-2 -1 0 1
log2 (stupanj promjene)

Slika 20. Prikaz ekspresije 84 znacajnih za patogenezu fibroze primjenom prikaza Volcano plot.

Na X-osi prikazana je log2 vrijednost stupnja promjene u ekspresiji gena za bolesnike s kroni¢nim hepatitisom C u
usporedbi sa zdravim kontrolama, dok je -logl0 p-vrijednost prikazana na Y-osi. Crvene to¢ke simboliziraju pojacanu
ekspresiju gena, plave tocke oznaCuju smanjenu ekspresiju gena, horizontalna linija pokazuje granicu statistiCke

znacajnosti p=0,050.
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Slika 21. Graficki prikaz grupiranja ekspresije 84 gena znacajnih za patogenezu fibroze jetre kod

bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C sa stupnjem fibroze F3/F4.

Uzorci bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C oznaceni su kao Test Group. Oznaka Test Group 7 predstavlja stupanj fibroze
F3, Test Group 1,2 i 8 stupanj fibroze F4. Kontrolne skupine oznacene su kao Control Group 1- Control Group 3. Boje

simboliziraju jainu genske ekspresije, zelena boja oznacava minimalnu, a crvena maksimalnu gensku ekspresiju.
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4.4. Analiza koncentracija citokina i cimbenika rasta u kroni¢nom hepatitisu C

U uzorcima seruma 56 bolesnika (27 muskaraca, 48,2%) s kroni¢nim hepatitisom C odredene su
koncentracije 12 citokina (IL-6, TNF-a, IL-2, IFN-, IL-4, IL-5, IL-13, IL-9, IL-17A, IL-17F, IL-22,
IL-10) i 13 ¢imbenika rasta (Angiopoetin-2, EGF, EPO, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF,
PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF-o, VEGF) u cetiri vremenske tocke (prije zapocinjanja

antivirusnog lijeCenja, nakon 4 i 8 tjedana lije¢enja te nakon postizanja SVR-a) (Tablica 13). Zene s

kroni¢nim hepatitisom C bile su starije zivotne dobi (medijan 63 godina, raspon 32-77 godina) u

usporedbi s muskarcima (medijan 57 godina, raspon 43-78 godina). Koncentracije 12 citokina i 13

¢imbenika rasta odredene su i u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika (N=15). Medijan viremije prije

zapocinjanja lijecenja iznosio je 923 808 kopija RNA HCV-a/mL seruma (Tablici 13).

Tablica 13. Odabrani demografski podatci i rezultati molekularnih analiza kod bolesnika s kroni¢nim

hepatitisom C i zdravih osoba

Bolesnici s kroni¢nim

hepatitisom C (N=56)

Zdravi ispitanici (N=15)

29 7 (32-77)

Medijan dobi (raspon 61 (32-78) 39 (25-59)
godina)
Spol (raspon godina) 27 M (43-78) 13 7 (28-54)

2 M (25-59)

Viremija (broj kopija RNA
HCV-a po ml seruma)

923 808 (2 463-9 550 925)

Nije primjenjivo

Genotip/podtip HCV-a (N)

la 4
1b 27
2 2
2b 1
3a 11
4 1

Nije primjenjivo

Kazalo: M-muski spol; Z-Zenski spol

Usporedba koncentracije odabranih citokina u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u Cetiri

vremenske tocke primjenom Friedmanovog testa pokazala je statisticki znaCajnu razliku u
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koncentraciji IL-10 (medijan 1,18 pg/mL prije lijeCenja, raspon 0,51-18,0; medijan 1,12 pg/mL nakon
4 tjedna, raspon 0,51-10,0; medijan 1,09 pg/mL nakon 8 tjedna,raspon 0,61-4,37; medijan 0,93 pg/mL
nakon postizanja SVR-a, raspon 0,51-9,53), dok razlike u koncentracijama ostalih citokina (IFN-y,
IL-13,IL-17A, IL-17F, IL-2, IL-22, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, TNF-a) nisu bile statisti¢ki znac¢ajne (Slika

22). Koncentracije svih mjerenih citokina bile su izuzetno niske.

IFN-gamma, p = 0.7435 IL-10, p = 0.0032 IL-13, p = 0.6633 IL-17A, p = 0.7323
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Slika 22. Koncentracija citokina kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prije antivirusnog lije¢enja,
tijekom lijeCenja te nakon izljecenja

Kazalo: a (prije lijeCenja), b (nakon 4 tjedna lijeCenja), ¢ (nakon 8 tjedana lijeCenja), d (nakon postizanja trajnog
viroloskog odgovora). Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do

tre¢eg kvartila raspodjele. Y-os je u logaritamskoj skali. Prikazane su p-vrijednosti Friedmanova testa.

Usporedba koncentracije odabranih ¢imbenika rasta kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u Cetiri
vremenske tocke primjenom Friedmanovog testa pokazala je statistiCki znaCajnu razliku u
koncentracijama profibrotickih ¢imbenika rasta: EGF (medijan 18,92 pg/mL prije lijecenja, raspon
0,36-211,15; medijan 71,3 pg/mL nakon 4 tjedna, raspon 1,53-351,05, medijan 54,71 pg/mL nakon 8
tjedana,raspon 2,57-343,47; medijan 73,39 pg/mL nakon postizanja SVR-a, raspon 1,16-300,3), EPO
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(medijan 417,83 pg/mL prije lijeCenja, raspon 25,48-3127,96; medijan 434,32 pg/mL nakon 4 tjedna,
raspon 25,48-3046,19; medijan 491,01 pg/mL nakon 8 tjedana,raspon 25,48-6234,97; medijan 456,21
pg/mL nakon postizanja SVR-a, raspon 25,48-4395,38), HGF (medijan 568,3 pg/mL prije lijeenja,
raspon 153,44-2006,89; medijan 698,52 pg/mL nakon 4 tjedna, raspon 153,44-2515,33; medijan
775,35 pg/mL nakon 8 tjedana,raspon 233,33-4808,05; medijan 848,70 pg/mL nakon postizanja
SVR-a, raspon 212,54-3711,63) i VEGF (medijan 139,63 pg/mL prije lije¢enja, raspon 7,72-591,36;
medijan 151,05 pg/mL nakon 4 tjedna, raspon 7,72-864,32; medijan 163,1 pg/mL nakon 8
tjedana,raspon 37,18-691,44; medijan 156,32 pg/mL nakon postizanja SVR-a, raspon 7,72-668,21).
Uz to, u cetiri vremenske toCke pokazana je statisticki znacajna razlika u koncentracijama
antifibrotickog ¢imbenika rasta SCF-a (medijan 96,44 pg/mL prije lijeCenja, raspon 21,92-562,94;
medijan 93,84 pg/mL nakon 4 tjedna, raspon 6,32-367,24; medijan 82,93 pg/mL nakon 8 tjedana,
raspon 17,41-365,93; medijan 86,45 pg/mL nakon postizanja SVR-a, raspon 18,23-539,65). Razlike
u koncentracijama ostalih ¢imbenika rasta (Ang-2, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, PDGF-AA,
PDGF-BB, TGF-a) u Cetiri ispitivane tocke nisu bile statisticki znacajne (Slika 23).

i ‘ Angiopoietin-2, p = 0.1252 EGF, p < 0.0001 EPO, p = 0.0215 FGF-basic, p = 0.0469
1000
T > i :
10004 : . B T 10004 y!F : l
e | 200 e v i 00 4 F i J
. - =4 300 g o .
109 300+ e $ %E ¥
1004 '!‘, G 2 . 1004 E;“; E ;
100 !
101 304 . L ; S o 5 =
z 5 b ¢ d a b ¢ d
G-CSF,p=0.272 HGF, p < 0.0001 M-CSF, p =0.4615
300 . 4 o0
o 4: 2" ; o 3000 ] | -
1004 g s : El 24 & s} ; l p 1.
B T 109
304 - - IJ 564 10001 ey E:ﬂ
10+ - A : e | ]
34 i . 10 3009 3 - 3§ I 1
koncentracija -+ r B T v T T T T
pg/mL a b c d a b < d a b c d

PDGF-AA, p = 0.1095 PDGF-BB. p = 0.6675 SCF, p = 0.0368 TGF-alpha, p = 0.1942

B T
a o c =)
100004 °F -L ; | 3004 : N | I 100C 4 5
{5 4 . -
e B - g
3000 SR < 1001 64 = S0 i3
3000 . X i R ; el : 2
i ! : | sod{ i : |
10001 - . 1C+
a o c d a b < d ]

S5e+0d4

3e+0d- B

10004

stupanj bolesti

Slika 23. Koncentracija ¢imbenika rasta kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prije antivirusnog
lijecenja, tijekom lijeCenja te nakon izlje¢enja

Kazalo: a (prije lijeCenja), b (nakon 4 tjedna lijeCenja), ¢ (nakon 8 tjedana lijeCenja), d (nakon postizanja trajnog
viroloskog odgovora). Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do

treceg kvartila raspodjele. Y-os je u logaritamskoj skali. Prikazane su p-vrijednosti Friedmanova testa.
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Usporedba koncentracija citokina prije zapocinjanja lijeCenja i nakon izljecenja tj. postizanja SVR-a.

Promjene u koncentracijama citokina u pojedinih bolesnika prikazane su linijama pomoc¢u kutijastog

dijagrama (engl. boxplot, Slika 24). Rezultati ove analize pokazali su statisticki znacajno smanjenje

koncentracije IL-10 u dvije analizirane to¢ke (medijani 1,15 1 0,93 pg/mL, p=0,010). Primjenom

Wilcoxonovog testa dokazana je 1 statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije proupalnog citokina

IL-6 u dvije analizirane tocke (medijani 6,65 1 6,20 pg/mL, p=0,031). Razlike u koncentracijama

ostalih citokina u promatranim vremenskim tockama nisu bile statisticki znacajne.
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Slika 24. Koncentracija citokina kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prije antivirusnog lijecenja

1 nakon izljecenja

Kazalo: a (prije lijecenja), d (nakon postizanja trajnog viroloskog odgovora), rezultati su prikazani u obliku linija pomocu

kutijastog dijagrama (engl. paired boxplot), Wilcoxnov test
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Prikaz promjena Cimbenika rasta nakon postizanja SVR-a 1 prije pocetka lijeCenja prikazana je

linijama promjena za svakog pojedinog bolesnika pomocu kutijastog dijagrama (engl. paired boxplot)

Sto je prikazano na Slici 25. Rezultati ove analize pokazali su statistiCki znacajno povecanje
koncentracije ¢imbenika rasta kod EGF (medijani 18,92 1 73,39 pg/mL, p<0,001), HGF (medijani
568,3 1 848,7 pg/mL, p= 0,01) i VEGF (medijani 139,7 i 156,3 pg/mL, p<0,001). Razlike u

koncentracijama ostalih ¢imbenika rasta u promatranim vremenskim tockama nisu bile statisticki

zZnacajne.
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Slika 25. Koncentracija ¢imbenika rasta kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prije antivirusnog

lijecenja i nakon izljecenja

Kazalo: a (prije lijecenja), d (nakon postizanja trajnog viroloskog odgovora), rezultati su prikazani u obliku linija pomocu

kutijastog dijagrama (engl. paired boxplot)
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Na Slici 26. prikazana je korelacijska matrica citokina i faktora rasta prije zapocinjanja lijeenja.

Jaku medusobnu povezanost pokazuje citokin IFN-y s ¢imbenicima rasta FGF-basic (r=0,57, p<

0,001), G-CSF (r=0,46, p<0,001), GM-CSF (r=0,50, p<0,001) te citokin IL-17A s ¢imbenikom rasta

FGF-basic (r=0,47, p<0,001).
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Slika 26. Korelacijska matrica analiziranih citokina i ¢imbenika rasta prije zapo€injanja lije¢enja.

Svako polje odgovara Spearmanovu korelacijskom koeficijentu izmedu dva pojedina parametra. Crvena boja pokazuje

jacu medusobnu povezanost, dok plava boja prikazuje slabu medusobnu povezanost izmedu citokina i ¢imbenika rasta

prije pocetka lijeCenja infekcije HCV-a.
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Na Slici 27. prikazana je toplinska mapa citokina prije zapocinjanja lijeCenja kroni¢ne infekcije
hepatitisom C. Izuzev dva ispitanika koji odskacu s vrijednostima koncentracija, $to je oznaceno
crvenom bojom, za ostale ispitanike je vidljivo da su u srednjem rasponu vrijednosti koncentracije

vecine citokina.
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Slika 27. Toplinska mapa analiziranih citokina prije zapocCinjanja lijeCenja kroni¢nog hepatitisa C.
Bolesnici su klasterirani metodom hijerarhijskog klasteriranja (average linkage). Skala odgovara broju standardnih

devijacija za koji se odredeno polje razlikuje od aritmeticke sredine pripadajuceg stupca (vrijednost z).
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Na Slici 28. prikazana je toplinska mapa citokina nakon postizanja trajnog viroloSkog odgovora.

Izuzev jednog ispitanika koji odskace s vrijednostima koncentracija $to je oznac¢eno crvenom bojom,

za ostale ispitanike je vidljivo da su u srednjem rasponu vrijednosti koncentracije veéine citokina.
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Slika 28. Toplinska mapa analiziranih citokina nakon postizanja trajnog viroloskog odgovora.

Bolesnici su klasterirani metodom hijerarhijskog klasteriranja (average linkage). Skala odgovara broju standardnih

devijacija za koji se odredeno polje razlikuje od aritmeti¢ke sredine pripadajuceg stupca (vrijednost z).
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Na Slici 29. prikazana je toplinska mapa ¢imbenika rasta prije zapocCinjanja lijeCenja kroni¢nog
hepatitisa C. Vidljivo je da se koncentracije ¢imbenika rasta kod ispitanika razlikuju za svakog

pojedinog ispitanika.
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Slika 29. Toplinska mapa analiziranih ¢imbenika rasta prije zapoCinjanja lijeCenja kroni¢nog
hepatitisa C.

Bolesnici su klasterirani metodom hijerarhijskog klasteriranja (average linkage). Skala odgovara broju standardnih

devijacija za koji se odredeno polje razlikuje od aritmeti¢ke sredine pripadajuéeg stupca (vrijednost z).
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Na Slici 30. prikazana je toplinska mapa ¢imbenika rasta nakon postizanja trajnog viroloSkog
odgovora. Vidljivo je da se koncentracije ¢imbenika rasta kod ispitanika razlikuju za svakog

pojedinog ispitanika.
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Slika 30. Toplinska mapa analiziranih ¢imbenika rasta nakon postizanja trajnog viroloskog odgovora.

Bolesnici su klasterirani metodom hijerarhijskog klasteriranja (average linkage). Skala odgovara broju standardnih

devijacija za koji se odredeno polje razlikuje od aritmeti¢ke sredine pripadajuceg stupca (vrijednost z).
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Na Slici 31. je pomo¢u Mann-Whitney U testa prikazana usporedba koncentracija citokina prije
zapocinjanja lijeCenja kroni¢nog hepatitisa C i nakon postizanja SVR-a s kontrolnom skupinom.
Statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i prije zapocinjanja lijecenja dokazana je kod
protuupalnog citokina IL-10 (medijani 3,01 1,15 pg/mL, p<0,001), Th2 citokina (IL-13 (14,87 1 8,23
pg/mL, p<0,001), IL-4 (medijani 2,0 i 1,67 pg/mL, p<0,001) 1 IL-5 (medijani 12,8 1 4,5 pg/mL,
p=0,010)), Th17 citokina IL-22 (medijani 2,0 i 1,9 pg/mL, p=0,040), Th9 citokina IL-9 (medijani 6,0
13,6 pg/mL, p<0,001) i proupalnog citokina TNF-a (medijani 6,0 i 4,5 pg/mL, p<0,001).

StatistiCki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i nakon postizanja SVR-a dokazana je kod
protuupalnog citokina IL-10 (medijani 3,0 1 0,93 pg/mL, p< 0,001), Th2 citokina (IL-13 (medijani
14,871 8,23 pg/mL, p<0,001), IL-4 (medijani 2,01 1,67 pg/mL, p<0,001) i IL-5 (medijani 12,84 1 4,5
pg/mL, p=0,020)), Th17 citokina IL-22 (medijani 2,0 i 1,84 pg/mL, p=0,030), Thl citokina IL-2
(medijani 0,73 1 0,73 pg/mL, p=0,010), Th9 citokina IL-9 (medijani 6,0 1 3,6 pg/mL, p<0,001) i
proupalnog citokina TNF-a (medijan 6,0 i 4,5 pg/mL, p<0,001).
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Slika 31. Usporedba koncentracija analiziranih citokina prije pocetka lije¢enja 1 nakon izljecenja s

kontrolnom skupinom.

Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno, *: p<0,0500, **: p<0,0100, ***:

p<0,0010, ****: p<0,0001.
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Na Slici 32. je pomo¢u Mann-Whitney U testa prikazana usporedba koncentracija Cimbenika rasta
prije pocetka lijeCenja i nakon izljecenja s kontrolnom skupinom. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu
kontrolne skupine i prije pocetka lijecenja dokazana je kod Ang-2 (medijani 374,69 1 2454,88 pg/mL,
p<0,001), HGF-a (medijani 374,69 1568,3 pg/mL, p<0,001) i SCF-a (medijani 28,55 1 96,44 pg/mL,
p<0,001), dok je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i nakon postizanja SVR-a
uocena kod Ang-2 (medijani 374,69 i 848,7 pg/mL, p<0,001), EGF-a (medijani 30,81 i 73,49,
p<0,001), HGF-a (medijani 374,69 1 848,70 pg/mL, p<0,001) i SCF-a (medijani 28,55 1 86,45 pg/mL,
p<0,001).
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Slika 32. Usporedba koncentracija analiziranih ¢imbenika rasta prije pocetka lijeCenja i nakon

izljecenja s kontrolnom skupinom.

Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do treceg kvartila
raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno, **: p<0,0100, ***: p<0,0010, ****:

p<0,0001.
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U Tablici 14. prikazana je podjela ispitanika prije pocetka lijeCenja 1 kontrolne skupine pomocu
modela slucajnih Suma (engl. random forest model). Pomoc¢u modela slucajnih Suma dobiveno je da
je 55 ispitanika to¢no razvrstano kao bolesnici s CHC-om te 13 kontrolnih uzoraka kao kontrole, dok
je pogresno razvrstan jedan bolesnik s CHC-om kao kontrola te dvije kontrole kao bolesnici s CHC-

om.

Tablica 14. Podjela bolesnika prije pocetka lijecenja i kontrolne skupine pomoc¢u modela slucajnih
Suma (engl. random forest model). Dana je matrica tocnosti (engl. confusion matrix) temeljena na out
of bag (OOB) bolesnicima. Broj drve¢a =10 000, broj komponenti koristenih za svako razdvajanje =
5, OOB error = 4,23%, pogreska za bolesnike = 1,79%, pogreska za kontrolu = 13,33%. Interpretacija:
55 bolesnika to¢no je razvrstano kao bolesnici i 13 kontrola su tocno razvrstane kao kontrole. Jedan

bolesnik je pogreSno razvrstan kao kontrola 1 dvije kontrole su pogresno razvrstane kao bolesnici.

Toc¢no razvrstano Netocno razvrstano
Bolesnici (%) 98% 2%
Kontrolni ispitanici (%) 87% 13%
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Na Slici 33. prikazana je vaznost sastavnici u razvrstavanju bolesnika prije pocetka lije¢enja te kod

kontrolne skupine. Pokazana je zna€ajno povecana koncentracija IL-4, SCF i IL-5 kod bolesnika s

kroni¢nim hepatitisom C u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Slika 33. VaZnost sastavnici u klasifikaciji bolesnika prije pocetka lijeenja te kontrolne skupine.

Vaznost sastavnici procijenjena je prosje¢nim smanjenjem gini index-a (mjera za tocno razvrstavanje, §to je nize to je

razvrstavanje to¢nije) pri razdvajanju bolesnika i kontrola pomocu svake sastavnice.

80



Na Slici 34. prikazano je viSedimenzionalno skaliranje pomo¢u modela sluc¢ajnih Suma kao

razvrstavanja bolesnika prije pocetka lije¢enja i kontrolne skupine.
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Slika 34. ViSedimenzionalno skaliranje modela slu€ajnih Suma razvrstavanja bolesnika prije pocetka
lijeCenja (narancasta boja) 1 kontrolne skupine (siva boja). Udaljenost pojedinih bolesnika i1 kontrola

temelji se na matrici udaljenosti dobivenoj u modelu slu¢ajnih Suma.
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U Tablici 15. prikazano je razvrstavanje bolesnika nakon izljeCenja i kontrolne skupine pomocu
modela slucajnih Suma (engl. random forest model). Pomoc¢u modela slucajnih Suma dobiveno je da
je 54 ispitanika to¢no razvrstano kao bolesnici s CHC-om te 13 kontrolnih uzoraka kao kontrole, dok
su pogresno razvrstana dva bolesnika s CHC-om kao kontrole te dvije kontrole kao bolesnici s CHC-

om.

Tablica 15. Razvrstavanje ispitanika nakon izljecenja i kontrolne skupine pomoc¢u modela slucajnih
Suma. Dana je matrica tocnosti (engl. confusion matrix) temeljena na out of bag (OOB) pacijentima.
Broj drve¢a = 10 000, broj komponenti koristenih za svako razdvajanje = 5, OOB error = 5,63%,
pogreska za bolesnike = 3,57%, pogreska za kontrolu = 13,33%. Interpretacija: 54 bolesnika s CHC-
om to¢no su razvrstani kao bolesnici i 13 kontrola su to¢no razvrstane kao kontrole. Dva bolesnika s

CHC-om su pogre$no razvrstana kao kontrole i dvije kontrole su pogresno razvrstane kao bolesnici.

Toc¢no razvrstano Netocno razvrstano
Bolesnici (%) 96% 4%
Kontrolni ispitanici (%) 87% 13%
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Na Slici 35. je prikazana vaznost sastavnici u razvrstavanju bolesnika nakon izljecenja te kod

kontrolne skupine. Dokazana je znacajna razlika u IL-4, SCF i IL-5 izmedu te dvije skupine ispitanika.
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Slika 35. Vaznost sastavnici u razvrstavanju bolesnika nakon izljecenja te kontrolne skupine.
Vaznost sastavnici procijenjena je prosje¢nim smanjenjem gini index-a (mjera za tocno razvrstavanje, §to je nize to je

razvrstavanje to¢nije) pri razdvajanju bolesnika s HCV-om i kontrola pomoc¢u svake sastavnice.
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Na Slici 36. prikazano je viSedimenzionalno skaliranje pomo¢u modela slucajnih Suma kao

razvrstavanja bolesnika nakon izljecenja i kontrolne skupine.
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Slika 36. ViSedimenzionalno skaliranje pomocu modela slu¢ajnih Suma razvrstavanja bolesnika
nakon izlje¢enja ( narancasta boja) 1 kontrolne skupine (siva boja). Udaljenost pojedinih bolesnika s

CHC-om 1 kontrola temelji se na matrici udaljenosti dobivenoj u modelu slucajnih Suma.
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4.5. Analiza stupnja fibroze kod bolesnika s kroni¢nim HCV-om

U drugom dijelu analize, koncentracija citokina i ¢imbenika rasta te statisticka obrada podataka
provedena je s obzirom na stupanj fibroze kod bolesnika s kronicnim hepatitisom C. U Tablici 16.
prikazan je broj bolesnika s CHC-om s obzirom na stupanj fibroze prije pocetka lijeCenja i nakon
postizanja trajnog viroloskog odgovora. U Tablici 17.a) i 17.b) prikazan je broj bolesnika s obzirom
na smanjenje stupnja fibroze nakon postizanja trajnog viroloSkog odgovora u odnosu na stupanj

fibroze prije pocetka lijecenja.

Tablica 16. Broj bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C s obzirom na stupanj fibroze prije pocetka

lijecenja i nakon postizanja trajnog viroloskog odgovora.

Stupanj fibroze prije Broj bolesnika Stupanj fibroze Broj bolesnika
pocetka lijecenja nakon izljecenja
F1 10 (17,86%) Fl1 23 (41,07%)
F2 14 (25,64%) F2 9 (16,07%)
F3 5 (8,29%) F3 7 (12,50%)
F4 27 (48,21%) F4 17 (30,36%)

Tablica 17.a) Broj bolesnika s obzirom na smanjenje stupnja fibroze nakon izljecenja u odnosu na

stupanj fibroze prije pocetka lijecenja.

Razlika u stupnju fibroze Broj bolesnika
0 34 (60,72%)
-1 15 (26,79%)
-2 5 (8,93%)
-3 2 (3,57%)
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Tablica 17. b) Broj bolesnika s obzirom na smanjenje stupnja fibroze nakon izljecenja u odnosu na

stupanj fibroze prije pocetka lijecenja.

Razlika u stupnju fibroze Broj bolesnika (%)
F1—-F1 9 (16,07%)
F2—-F2 7 (12,50%)
F2—-Fl1 8 (14,28%)
F3—F3 0 (0%)
F3—-F2 1(1,79%)
F3—-F1 4 (7,15%)
F4—F4 17 (30,35%)
F4—F3 7 (12,50%)
F4—F2 1 (1,79%)
F4—F1 2 (3,57%)
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Na Slici 37. prikazane su p-vrijednosti pomocu Kruskal-Wallisova testa gdje su usporedene

koncentracije citokina prije pocetka lijeCenja s obzirom na pocetni stupanj fibroze kod bolesnika s

kroni¢nim hepatitisom C. Nije dokazana statisticki znacajna razlika ni u jednog citokina.
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Slika 37. Usporedba koncentracija analiziranih citokina prije pocetka lijecenja s obzirom na pocetni

stupanj fibroze bolesnika.
Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Prikazane su p-vrijednosti Kruskal-Wallisova testa.
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Na Slici 38. prikazane su p-vrijednosti pomocu Kruskal-Wallisova testa gdje su usporedene
koncentracije ¢imbenika rasta prije pocetka lijeCenja s obzirom na pocetni stupanj fibroze kod
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C. Statisticki znacajna razlika dokazana je kod Ang-2, EGF,

PDGF-AA 1 VEGFE.
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Slika 38. Usporedba koncentracija analiziranih ¢imbenika rasta prije pocetka lijeCenja s obzirom na

pocetni stupanj fibroze bolesnika.
Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do treceg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Prikazane su p-vrijednosti Kruskal-Wallisova testa.
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Na Slici 39. pomoc¢u Mann-Whitney U testa analizirane su ovisnosti smanjenja fibroze nakon

izljecenja infekcije HCV-om i koncentracija citokina prije pocetka lijeCenja. U obzir su uzeti

isklju¢ivo bolesnici s pocetnim stupnjem fibroze 3 ili 4. Niti jedan citokin nije se pokazao statisti¢ki

znacajnim u toj analizi.
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Slika 39. Ovisnost smanjenja fibroze nakon izljecenja infekcije HCV-a i1 koncentracija analiziranih

citokina prije pocetka lijecCenja. U obzir su uzeti iskljucivo bolesnici s pocetnom fazom fibroze 3 ili

4.

Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno.
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Na Slici 40. pomo¢u Mann-Whitney U testa analizirane su ovisnosti smanjenja fibroze nakon

izljecenja infekcije HCV-om i koncentracija analiziranih ¢imbenika rasta prije pocetka lijeCenja. U

obzir su uzeti isklju¢ivo bolesnici s po¢etnim stupnjem fibroze 3 ili 4. Bolesnici sa smanjenim

stupnjem fibroze nakon izljecenja infekcije pokazali su statisticki znacajnu razliku u koncentracijama

Ang-2 (medijani 2182,47 i 3095,84 pg/mL, p=0,030) i EPO (medijani 418,29 i 307,92 pg/mL,

p=0,041) prije pocetka lijecenja.
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Slika 40. Ovisnost smanjenja nakon izljecenja infekcije HCV-a i koncentracija analiziranih ¢imbenika

rasta prije pocetka lijecenja. U obzir su uzeti iskljuc¢ivo bolesnici s pocetnom fazom fibroze 3 ili 4.

Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do treceg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno, *: p<0,050.
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U Tablici 18. pomo¢u modela logisticke regresije prikazana je sistematizacija stupnja fibroze.
Analizirane su dvije grupe bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C (bolesnici sa stupnjem fibroze 1 ili 2
— grupa 1 i bolesnici sa stupnjem fibroze 3 ili 4— grupa 2). Koristeni su indikatori za koje je u
bivarijatnoj analizi utvrdena povezanost sa stupnjem fibroze (Slika 41). Dobiveno je da se u slucaju
dvostrukog povecanja koncentracije EGF-a, pri ¢emu su ostali indikatori konstantni, vjerojatnost za
tezi stupanj fibroze (F3 ili F4) smanji 2 puta. Sli¢no, u slucaju dvostrukog povecanja koncentracije
Ang-2, vjerojatnost za tezi stupanj fibroze poveéa se 4 puta. U slucaju da se radi o muskarcu, a ne
zeni, pri ¢emu su koncentracije ostalih indikatora konstantne, vjerojatnost za tezi stupanj fibroze

poveca se 8 puta.

Tablica 18. Sistematizacija stupnja fibroze modelom logisticke regresije. Numericki indikatori su

logaritamski skalirani (baza 2).

Cimbenik rizika Promjena izgleda 95%-interval p-vrijednost

pouzdanosti za

promjenu izgleda

EGF 0,50 0,32-0,7 0,0004
Angiopoietin- 2 4,19 1,55-14,3 0,0200
Spol (Z > M) 8,24 1,76 — 54,28 0,0100

Toc¢nost modela provedena je metodom 5-fold cross validation. Senzitivnost = 84,3 %, specificnost
=75,0 %.

Kazalo: EGF- epidermalni ¢imbenik rasta, Z- Zenski spol, M-muski spol
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Slika 41. Krivulja ROC modela logisticke regresije za klasifikaciju bolesnika s obzirom na stupanj

fibroze. AUC (povrsina ispod krivulje) = 0,86.
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4.6. Analiza genotipa virusa

U tre¢em dijelu analize koncentracije citokina i Cimbenika rasta, statisticka obrada podataka
provedena je s obzirom na genotip virusa. U ovom istrazivanju najzastupljeniji su bili genotip 1 13
kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C.

Na Slici 42. prikazana je usporedba koncentracija citokina prije pocetka lijeCenja s obzirom na
genotip virusa (1 ili 3) pomoéu Mann-Whitney U testa. Nije bilo statisticki znacajne razlike ni u

jednom citokinu.

IFN-gamma IL-10 IL-13 IL-17A
ns 1 304 f 11§ ! 20 f s ! 10.09 P
100 " .
0 | v
301
| 10
34 10
104 L
1 = g 5 0.34
3 1 I ) J ‘ |
i 3 1 3 i 3 3
koncentracija ILA7F [ IL-2 IL-22 IL4
pg/mL 5 BN a— P s 304 ——fE—
301 10 :

IL-5 IL-8 IL-9 ‘ TNF-alpha

e I 10 1004 e ——
s 1 r ns N 13 ! ns

genotip

Slika 42. Usporedba koncentracija analiziranih citokina prije pocetka lijeCenja i genotipa virusa. U

obzir su uzeti genotipovi 1 (lai 1b) te 3.
Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno.

93



Na Slici 43. prikazana je usporedba koncentracija Cimbenika rasta prije pocetka lijeCenja s obzirom
na genotip virusa (1 ili 3) pomo¢u Mann-Whitney U testa. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu ta dva
genotipa uocena je kod antifibrotickog ¢imbenika rasta SCF (medijani 82,19 i 141,09 pg/mL,
p=0,010), profibrotickog ¢imbenika rasta TGF- o (medijani 10,98 i 105,67, p=0,010) te kod PDGF-
AA (medijani 53 593,81 1 32 508,38 pg/mL, p=0,010), ¢imbenika koji ima profibroticka i

antifibroticka svojstva.
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Slika 43. Usporedba koncentracija analiziranih ¢imbenika rasta prije pocetka lijeenja 1 genotipa

virusa. U obzir su uzeti genotipovi 1 (1a i 1b) te 3.

Kazalo: Crna horizontalna linija predstavlja medijan raspodjele, dok se pravokutnici protezu od prvog do tre¢eg kvartila

raspodjele. Y-os je logaritamski skalirana. Mann-Whitney U test, ns: nije znacajno, *: p<0,050, **: p<0,010.
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su znacajne razlike u ekspresiji gena koji kodiraju sintezu
modulatora bioloskog odgovora znac¢ajnih za nastanak imunoreakcije na infekciju HCV-om, kao i za
imunopatogenezu fibroze kod bolesnika s CHC-om u usporedbi sa zdravim osobama. U istrazivanju
su analizirani pro- i antifibroticki geni, geni koji kodiraju sintezu komponenata EMC-a i enzima koji
omogucuju preoblikovanje EMC-a, adhezijske molekule, upalne citokine, kemokine i ¢imbenike
rasta, Clanove kaskade prijenosa signala Cimbenika rasta iz porodice TGF-B, transkripcijske
¢imbenike 1 gene koji kodiraju sintezu proteina vaznih za proces epitelno- mezenhimske tranzicije
stanica tijekom patogeneze fibroze.

Kod bolesnika s CHC-om dokazana je povecana ekspresija gena SMAD-6. Proteini SMAD su
porodica prijenosnika signala i aktivatora transkripcije koji posreduju u signalnim putovima
¢imbenika rasta TGF-B. Clanovi porodice TGF-p veZu se na receptore povezane sa serin/treonin
kinazama koje aktiviraju proteine SMAD odgovorne za unutarstanicne signalne puteve. Protein
SMAD-6 pripada specificnoj klasi [-SMAD-a koji djeluju kao antagonisti puta prijenosa signala
¢imbenika rasta TGF-f puta i iskazuju se autoinhibicijskim signalnim mehanizmom (Miyazono i sur.,
2000).

Vaznost gena SMAD-6 u infekciji HCV-om, posebice u ranoj fazi infekcije, tj. tijekom vezanja virusa
za ciljne stanice, dokazali su Zhang i suradnici u eksperimentima u stani¢nim kulturama in vitro u
kojima infekcija stani¢nih linija hepatoma i primarne kulture ljudskih hepatocita povecava ekspresiju
SMAD-6 putem aktivacije NF- kappaB (Zhang 1 sur., 2017). Povecana ekspresija SMAD-6 povezana
je s povecanom ekspresijom proteoglikana heparan sulfata (engl. heparan sulfate proteoglycans,
HSPG) na povrsini stanice koji imaju vaznu ulogu u vezanju virusa na stanicne receptore, kao i s
unosom kolesterola 1 lipoproteina u ciljne stanice (Colpitts 1 sur., 2017; Zhang i sur.,2017). Zhang 1
suradnici takoder su pokazali pove¢anu ekspresiju gena SMAD-6 u bioptatima jetre kod 69 bolesnika
s kroni¢nim hepatitisom C u usporedbi s uzorcima osoba koje nisu bile zarazene HCV-om (Zhang 1
sur., 2017).

Obzirom na sloZenost moguce bioloske znacajnosti u¢inka povecane ekspresije -SMAD-a u infekciji
HCV-om te posljedicne inhibicije signalnog puta ¢imbenika TGF-B, modulacija ekspresije ove
molekule vjerojatno utjeCe na razvoj upale u CHC-u, imunosnu regulaciju, razvoj fibroze i
onkogenezu. Povezanost [-SMAD-a i TGF-B signalnog puta u CHC-u vjerojatno ukazuje na vezu
izmedu homeostaze Zeljeza 1 metabolizma lipida u stanicama zarazenim HCV-om (Colpitts 1 sur.,
2017).

Rezultati ovog istrazivanja takoder su pokazali snizenu ekspresiju gena CAV-1 kod bolesnika s CHC-

om s razli¢itim stupnjevima fibroze u usporedbi sa zdravim ispitanicima. Kaveolin-1 glavna je
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sastavnica kaveole, promjera 70-100 nm, koji je obogacen kolesterolom i sfingolipidima prisutnim u
fibroblastima, adipocitima, endotelnim stanicama i miocitima te ima vaznu ulogu u transportu lipida
1 metabolizmu (Matthaeus i sur., 2021; Panic 1 sur., 2021). Gen CAV-1 je vazan regulator nekoliko
stani¢nih signalnih putova 1 ima vaznu ulogu u transformaciji malignih stanica, rastu tumora,
angiogenezi 1 metastatskim procesima (Panic 1 sur., 2021).

Cheng i suradnici istrazivali su ekspresiju mRNA CAV-1 u 40 osoba s HCC-om koji je uzrokovan
HBV-om. Imunohistokemijskom analizom tkiva jetre pokazali su da je ekspresija CAV-1 znacajno
povisena u osoba s HCC-om koji je uzrokovan HBV-om u usporedbi s uzorcima jetre zdravih osoba.
Rezultati su takoder pokazali da CAV-1 ima vaznu ulogu u procesu onkogeneze HCC-a uzrokovanog
infekcijom HBV-om (Cheng i sur., 2017). Istrazivanja o bioloskoj funkciji CAV-1 i u¢inku promjene
regulacije gena CAV-1 i patogeneze HCC-a uzrokovanog HCV-om za sada nisu dostupna.

Nekoliko godina prije, grupa autora iz Japana, pokazala je vaZznost gena CAV-1 u patogenezi CHC-a
u eksperimentima na kulturi stanica pri ¢emu su dokazali povecanu ekspresiju molekule CAV-1 na
strukturama sli¢énim kaveolama unutar LSEC tijekom procesa prokrvljavanja koji najéesée prethodi
razvoju fibroze jetre u usporedbi s kontrolama (Yamazaki i sur., 2013).

Razli¢iti obrasci ekspresije CAV-1 u HCC-u ukazuju na vaznu ulogu ove molekule u onkogenezi
(Cokakli 1 sur., 2009). Primjenom imunohistokemijskih metoda, Baiocchini 1 suradnici dokazali su
razli¢it obrazac ekspresije gena CAV-1 na LSEC-u i hepatocitima u jetri 24 bolesnika s CHC-om u
odnosu na Sest zdravih kao i znacajnu povezanost izmedu ekspresije CAV-1 u hepatocitima i stupnja
fibroze (Baiocchini i sur., 2019).

Rezultati opisani u ovom istraZivanju, tj. snizena ekspresija gena CAV-1 kod bolesnika s CHC-om 1
stupnjevima fibroze F1- F4 u usporedbi sa zdravim kontrolama, ukazuju na to da inhibicija sinteze
proteina CAV-1 moze biti povezana s molekularnim mehanizmima koji poticu progresiju fibroze jetre.
Metaloproteinaze matriksa su enzimi koji pripadaju porodici endopeptidaza ovisnih o cinku ¢ija je
glavna funkcija remodeliranje ECM-a te tkivni inhibitori MMP tj. TIMP imaju vaZnu ulogu u raznim
fizioloSkim procesima, ukljucujuéi razvoj fibroze (Cabral-Pacheco i sur., 2020; Latronico 1 sur.,2016).
Transkriptomskom analizom, u ovom je istrazivanju dokazana poviSena ekspresija gena MMP-8 kod
bolesnika s CHC-om i stupnjevima fibroze F3/F4 u usporedbi sa zdravim kontrolama.

U istrazivanju provedenom 2012. godine je Capone sa suradnicima pokazao sli¢ne rezultate na razini
ekspresije proteina, pri ¢emu je prikazano povecanje koncentracije enzima MMP-8 u serumu 33
bolesnika s CHC-om u usporedbi s 20 zdravih ispitanika primjenom multiplex protocne citometrije
na kuglicama (Capone i sur., 2012).

Gen MMP-1 kodira sintezu enzima odgovornog za razgradnju kolagena tipa I. Attallah i suradnici su
pokazali znacajno nize koncentracije MMP-1 u serumu 38 bolesnika s CHC-om 1 stupnjevima fibroze

F2-F4 u usporedbi s bolesnicima s blagim stupnjem fibroze F1. Rezultati istrazivanja Attallah 1
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suradnika ukazuju na povezanost izmedu smanjenih serumskih koncentracija MMP-1 i stupnja
fibroze jetre. Istrazivanje Attallah i suradnika na razini ekspresije proteina je u skladu s rezultatima
ovog istrazivanja koji pokazuju znacajno smanjenje ekspresije gena MMP-1 u svim fazama fibroze u
usporedbi sa zdravim kontrolama (Attallah i sur., 2017).

U istrazivanju koje su 2020. godine proveli Cabral-Pacheco i suradnici uoCena je smanjena ekspresija
gena TIMP-3, ¢iji produkt inhibira proteoliticku aktivnost MMP-a kod bolesnika s CHC-om s
visokim stupnjevima fibroze tj. F3/F4 (Cabral-Pacheco i sur., 2020). Smanjena aktivnost TIMP-3
povezana je s otezanim odrzavanjem strukture ECM-a kod bolesnika s visokim stupnjem fibroze, a
navedeno opazanje u skladu je s rezultatima ove disertacije koje je takoder dokazalo smanjenu
ekspresiju gena TIMP-3 kod bolesnika s CHC-om u stupnjevima fibroze F3/F4.

Cimbenik rasta CTGF/CCN2 je protein koji ima vaznu ulogu u regulaciji stani¢ne diferencijacije,
proliferacije, angiogeneze, migracije i apoptoze, kao i sinteze ECM-a, razvoja tumora i fibroze
(Huang 1 sur., 2012; Tam 1 sur.,, 2021). Mehanizmi profibroti¢ne aktivnosti CTGF-a ukljucuju
promicanje talozenja i remodeliranja EMC-a, indukciju diferencijacije epitelnih stanica i fibrocita u
aktivirane fibroblaste ili miofibroblaste, kao i diferencijaciju fibroblasta u tkivu i ulogu u prijenosu
signala posredovanog ¢imbenikom rasta TGF-8. PoviSena ekspresija CTGF u HSC smatra se jednim
od klju¢nih parametara u patogenezi jetrene fibroze. Koncentracija CTGF u zdravoj jetri je niska, no
u jetri bolesnika s fibrozom dokazane su povecane koncentracije ovog ¢imbenika rasta (Huang i sur.,
2012).

Rezultati dobiveni ovim radom u suprotnosti su s objavljenim podacima grupe autora iz Amerike jer
pokazuju smanjenje ekspresije gena CTGF kod bolesnika s CHC-om u usporedbi sa zdravim
kontrolama (Huang 1 sur., 2012). Obzirom na to da je ¢imbenik rasta CTGF povezan s prijenosom
signala ¢imbenika rasta TGF-B, pretpostavlja se da je smanjenje ekspresije gena CTGF povezano s
povecanom ekspresijom gena koji kodira sintezu autoinhibicijskog ¢cimbenika SMAD-6 u signalnom
putu TGF-8.

U ovoj disertaciji je otkrivena znacajno snizena ekspresija nekoliko gena (ITGA-1, ITGA-2, LOX,
CEBPB 1 PLG) koji kodiraju sintezu komponenti ECM-a 1 adhezijskih molekula kod bolesnika s CHC
u usporedbi sa zdravim osobama.

Gen PLG kodira sintezu plazminogena, prekursora plazmina koji uzrokuje degradaciju ¢imbenika
koagulacije fibrina. U radu iz 2019. godine, autori su iznijeli podatke o vecoj koncentraciji PGL-a u
serumu 24 bolesnika s CHC-om u usporedbi s 11 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B (Batyrova 1
sur., 2019). Smanjena ekspresija gena PLG u ovom istrazivanju vjerojatno je povezana s narusenom
homeostazom ECM-a kroz fibrinolizu.

Gen ITGA-1 kodira alfa 1 podjedinicu integrinskih receptora. Ovaj protein heterodimerizira s beta 1

podjedinicom kako bi formirao receptor na povrsSini stanice za kolagen i laminin. Heterodimerni
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receptor je ukljuCen u adheziju stanica-stanica 1 moze imati znacajnu ulogu u upali 1 fibrozi. Gen
ITGA-2 kodira sintezu integrina a2 tj. podjedinicu transmembranskog receptora za kolagen i kolagenu
sli¢ne proteine. Odgovoran je za interakcije stanica-stanica i stanica-ECM te ima klju¢nu ulogu u
razli¢itim razvojnim procesima, ukljucujuci diferencijaciju, proliferaciju i migraciju stanica (Bieche
1 sur., 2005). Smanjena ekspresija gena /TGA-1 1 ITGA-2 dokazana u ovom istrazivanju moze biti
povezana s molekularnim mehanizmima koji utjecu na progresiju fibroze jetre.

Gen LOX kodira enzim lizil oksidazu koja omogucuje umrezavanje kolagenih i elastinskih vlakana
unutar ECM-a (Piasecki i sur., 2020). U dva eksperimentalna modela fibrogeneze jetre na Stakorima
(uz oralni dodatak ugljicnog tetraklorida ili streptozotocina), selektivni LOXL2/3 inhibitor PXS-
5153 A smanjuje sadrzaj kolagena, ¢ime se smanjuje tezina bolesti i poboljsava funkcija jetre (Schilter
isur., 2019.). Na eksperimentalnom miSjem modelu, primjena preventivnog lijeCenja s anti-LOXL2
protutijelom sprijecila je nastanak fibroze jetre (Ikenaga i sur., 2017). Rezultati ove disertacije
pokazali su smanjenu ekspresiju gena LOX S§to je vjerojatno povezano s narusenom strukturom
vlakana unutar ECM-a u CHC-u.

Li 1 suradnici pokazali su u kulturi Huh7 stanica zarazenih HCV-om da je CEBPB jedan od
transkripcijskih ¢imbenika koji je bio smanjeno eksprimiran nakon duze infekcije HCV-om i da ima
vaznu ulogu u lipogenezi. Smanjena ekspresija gena ukljucenih u metabolizam lipida dovodi do
nakupljanja lipida u hepatocitima inficiranih HCV-om §to ukazuje na vaznu ulogu u upalnim
procesima (Li i sur., 2018). U ovom istrazivanju pokazana je snizena ekspresiju gena CEBPB §to je
u skladu s rezultatima Li 1 suradnika na razini transkripcije (Li 1 sur., 2018).

Obzirom na oskudnost literaturnih podataka, biolosku znacajnost modulacije ekspresije gena I7TGA-
1, ITGA-2, CEBPB, PLG 1 LOX u CHC-u potrebno je dodatno istraziti.

Kroni¢nu infekciju HCV-om karakterizira povecana ekspresija gena SMAD-6 1 smanjena ekspresija
gena CAV-1,CTGFE, LOX, MMP-1, PLG, CEBPB, ITGA-1 i -2. Ekspresija razli¢itog skupa gena koji
pripadaju razli¢itim bioloSkim putevima ukazuje na sloZzenost molekularnih mehanizama ukljuc¢enih
u upalnu patogenezu i fibrozu kod CHC-a.

U djelu istraZivanja koje se bavi ekspresijom proupalnih citokina (IL-6 i TNF-a), Thl citokina (IL-
2 1 IFN-y), Th2 citokina (IL-4, IL-5 i IL-13), Th 9 citokina (IL-9), Th17 citokina (IL-17A, IL-17F, i
IL-22), kao 1 protupalnog citokina IL-10 kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C pokazano je da
iskorjenjivanje virusa primjenom DAA ne mijenja ekspresiju ovih modulatora bioloskog odgovora,
uz iznimku IL-10.

Citokin IL-10 regulira imunosni odgovor u virusnom i autoimunom hepatitisu, kao i kod bolesnika s
alkoholnom bolesti jetre (Zhang 1 sur., 2006). Barrat 1 suradnici pokazali su da kod bolesnika s Thl
citokinskim odgovorom tijekom akutne infekcije HCV-om postoji zna¢ajno manja vjerojatnost od

nastanka kroni¢ne infekcije u usporedbi s bolesnicima koji su imali Th2 tip citokinski odgovor te
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vece koncentracije IL-10 (Barrat i sur., 2002). U istrazivanju provedenom 2020. godine, Amoras 1
suradnici analizirali su ekspresiju IL-10 u bioptatima jetre primjenom qPCR-a i u plazmi metodom
multipleks enzimskog imunotesta u 45 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u usporedbi sa zdravim
osobama. Ekspresija IL-10 u tkivu jetre 1 plazmi zdravih osoba bile su statisticki znacajno vece u
usporedbi s oboljelima od CHC-a. Ekspresija IL-10 bila je znacajno vec¢a kod bolesnika s CHC-om
i stupnjem fibroze FO-F1 u usporedbi s bolesnicima s vi§im stupnjevima fibroze F2, F3-F4. Zakljucak
istrazivanja je bio da protuupalni u€inak IL-10 koji se sintetizira lokalno tj. u jetri moze ograniciti i
oslabiti imunosni odgovor, potaknuti mehanizme koji omogucuju perzistenciju virusne infekcije te
ograniciti fibrogeni¢ni odgovor. Medutim, smanjenje ekspresije IL-10 u jetri povezano je s ve¢im
opsegom upalnog odgovora te infiltracije aktiviranih stanica urodenog i specificnog imunosnog
sustava u jetru Sto u konac¢nici dovodi do progresije fibroze i nastanka ciroze (Amoras i sur., 2020).
U istrazivanju koje su Owusu 1 suradnici proveli 2020. godine dokazali su znacajno povecanu
koncentraciju IL-10 u serumu 41 ispitanika koji su eliminirale infekciju HCV-om tijekom akutne faze
infekcije u usporedbi s osobama koje su bile zarazene HCV-om (n=121). Dobiveni rezultati ove
disertacije ukazuju na mogucu znacajnost koncentracije IL-10 kao pokazatelja iskorjenjivanja HCV-
a tijekom akutne infekcije (Owusu 1 sur., 2020).

Barooah i suradnici su u svojem radu analizirali koncentraciju IL-10 primjenom proto¢ne citometrije
na kuglicama u 110 s CHC-om, 96 bolesnika s cirozom jetre i 60 bolesnika s HCC-om te pokazali da
je koncentracija IL-10 najvisa kod bolesnika s HCC-om. Pri tome je koncentracija IL-10 bila znacajno
viSa kod bolesnika s cirozom i1 kod bolesnika s HCC-om u usporedbi s bolesnicima koji su imali CHC
te u zdravih osoba (Barooah i sur., 2020). Rezultati Amoras i suradnika iz 2020. godine su u skladu s
rezultatima ove disertacije u kojem je ekspresija IL-10 u kroni¢noj infekciji HCV-om bila znacajno
sniZena u odnosu na zdrave osobe ukazuju¢i na bioloSku zna€ajnost sniZzene ekspresije protuupalnog
citokina IL-10 u CHC-u (Amoras i sur., 2020).

Usporedbom izmedu 50 bolesnika s CHC-om 1 10 zdravih kontrola, Choobin i suradnici su takoder
pokazali povezanost unutarstani¢ne koncentracije IL-10 u mononuklearnim stanicama periferne krvi
1 stupnjem progresije bolesti jetre u CHC-u te je utvrdeno da je znacajno povecana koncentracija IL-
10 kod bolesnika koji imaju cirozu jetre i HCC (Choobin i sur., 2020).

U istrazivanju provedenom u Egiptu, El-Emshaty i suradnici su analizirali moguénost primjene
koncentracije IL-10 kao biomarkera koji ukazuje na opseg upalne reakcije kod bolesnika s CHC-om
kod kojih se razvio HCC. U istrazivanje su ukljucili nekoliko klinickih kategorija 41 ispitanika: 15
bolesnika s HCC-om, 16 bolesnika s kroni¢nom jetrenom bolesti i 10 s histologijom jetre
kompatibilnom s preciroti¢nim hepatitisom. Kontrolnu skupinu ¢inili su bolesnici (n=10) koji nisu
bili zarazeni HCV-om, no imali su kolecistitis. Rezultati tog istrazivanja pokazali su poviSenu

ekspresiju IL-10 u usporedbi s kontrolnom skupinom, a koncentracija IL-10 u serumu bila je
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znaCajno poviSena kod bolesnika s viSim stupnjevima fibroze (El-Emshaty 1 sur., 2015).
Koncentracija IL-10 u ovom istrazivanju bila je najviSa prije pocetka lijecenja Sto se moze povezati
s rezultatima drugih istrazivanja koji govore kako je znaCajno povecana koncentracija IL-10 kod
bolesnika koji imaju cirozu jetre 1 HCC, budu¢i da je 48% bolesnika imalo pocetni stupanj fibroze
F4, odnosno cirozu jetre (El-Emshaty i sur., 2015).

U ovoj disertaciji pokazano je smanjenje koncentracije proupalnog citokina IL-6 kod bolesnika s
CHC-om nakon iskorjenjivanja virusa primjenom DAA-a §to ukazuje na smanjenje opsega upale
nakon izljeCenja. Rezultati istrazivanja Sousa i suradnika pokazali su viSu koncentraciju IL-6 kod 60
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i upalom jetre s nekrozom u odnosu na bolesnike s upalom jetre
bez nekroze ili kod bolesnika bez upale jetre (Sousa i sur., 2012).

Batsaikhan i suradnici su u svojem istrazivanju provedenom 2019. godine pokazali da nema znacajnih
razlika u koncentraciji IL-6 kod bolesnika s CHC-om obzirom na stupanj fibroze, a njihovi rezultati
potvrdeni su i u ovom istrazivanju (Batsaikhan 1 sur., 2019).

Dokazane su snizene koncentracije proupalnog citokina TNF-a i IL-10, Th2 citokina (IL-4, IL-5 1 IL-
13), Th22 citokina (IL-22) i Th9 citokina (IL-9) kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C u odnosu
na zdrave osobe u ovom istrazivanju. Nakon primjene DAA-a 1 iskorjenjivanja virusa koncentracije
proupalnog citokina TNF-a, Th1 citokina IL-2, Th2 citokina IL-4, IL5 1 IL-13, Th 22 citokina IL-22
1 ThO citokina IL-9 bile su znacajno nize u usporedbi sa zdravim osobama. Ribeiro i suradnici su u
istrazivanju koje je obuhvatilo 50 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C dokazali povisene
koncentracije IL-9, IL-13 i TNF- o u usporedbi s 15 zdravih kontrola. Uz to, dokazali su i znacajno
snizene koncentracije IL-5, IL-9, IL-10 1 TNF-a kod bolesnika kroni¢nim hepatitisom C u usporedbi
s zdravim kontrolama (Ribeiro 1 sur., 2021).

U ovome radu, analiza ¢imbenika rasta kod bolesnika s CHC-om pokazala je da je najznacajnija
razlika u koncentracijama u analiziranim vremenskim to¢kama tijekom lije¢enja dokazana za EGF,
HGF 1 VEGF. Uoceno je da tijekom lijeCenja koncentracija EGF-a, HGF-a 1 VEGF-a znacajno raste,
odnosno da je prije pocetka lijecenja bila najniZa, dok je nakon izljecenja koncentracija bila najvisa.
Takoder, uocene su iznimno visoke koncentracije PDGF-AA 1 PDGF-BB tijekom lijecenja, iako bez
statisticki znacajne razlike, $to ukazuje na vaznu ulogu PDGF-a u procesima popravka i regeneracije
tkiva. Porodica liganada i receptora PDGF ima srediSnju ulogu u regeneraciji tkiva i klju¢ni su
regulatori stvaranja vezivnog tkiva. PDGF je vazan ¢imbenik rasta stanica mezenhimskog podrijetla
1 stimulira kemotaksiju, proliferaciju i1 ekspresiju novih gena u monocitima, makrofagima i
fibroblastima. Prekomjerna ekspresija PDGF-AA povezana je s nekoliko bolesti kao Sto su
ateroskleroza, fibroza jetre i zlo¢udni tumori, dok je PDGF-BB ligand najviSeg afiniteta za PDGFR-
B te je PDGFR-P klju¢ni ¢imbenik kod aktivacije HSC-a u procesu fibrogeneze (Alvarez i sur., 2006).
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Yang 1 suradnici su pokazali da je u uzorcima seruma metodom ELISA kod 110 bolesnika s CHC-om,
EGF potencijalni pokazatelj prezivljavanja bolesnika s HCC-om te moze biti biomarker i terapeutska
ciljna struktura u HCC-u. Povezanosti izmedu koncentracija EGF-a u serumu te vaskularne invazije
1 ekstrahepaticnih metastaza bile su statisticki znacajne (Yang 1 sur., 2018). Buduc¢i da je koncentracija
EGF-a bila najviSa nakon izljecenja infekcije CHC-om, a glavna uloga EGF-a je u karcinogenezi i
tumorskoj progresiji te zacjeljivanju rana i tkiva, to ukazuje na moguénosti regresije fibroze nakon
izljecenja DAA-om.

Istrazivanjem provedenim 2013. godine, Shehata 1 suradnici su ustanovili da su znacajno vise
koncentracije EGF-a u serumu kod bolesnika s HCC (n=30, medijan 1476 + 970 pg/mL) u usporedbi
s bolesnicima s CHC (n=20, 747 £+ 296 pg/mL) i kontrolnim ispitanicima (n=20, 625 + 175 pg/mL).
Dobiveni rezultati pokazuju da je povisena koncentracija EGF-a karakteristi¢na za cirozu (Shehata i
sur., 2013). Cimbenik rasta EGF ima vaznu ulogu u tumorigenezi, ukljuéuju¢i HCC, a raznolikost
gena za EGF je povezana s osjetljivos¢u na nekoliko vrsta karcinoma (Li 1 sur., 2010).

Cimbenik rasta HGF je pleiotropni citokin kojeg proizvode HSC te sudjeluje u regeneraciji jetre
tijekom akutnog i kroni¢nog ostecenja te kod fibroze. Koncentracije HGF-a u serumu ovise o stupnju
oStec¢enja jetre te ukazuju na stupanj hepatocelularne disfunkcije. Kod 45 bolesnika s CHC-om
odredivana je koncentracija HGF-a u serumu metodom ELISA. Koncentracije HGF u serumu
bolesnika s CHC-om bile su znacajno vise od onih u zdravih kontrola (p<0,05). Multivarijatnom
analizom utvrdeno je da je koncentracija HGF-a neovisan ¢imbenik povezan sa stupnjem fibroze u
CHC-u (Mar1'n-Serrano i sur., 2010). S obzirom da je ovim istraZivanjem pokazana regresija stupnja
fibroze u djela bolesnika s CHC-om nakon izljecenja, a koncentracija HGF-a je najveca nakon
postizanja SVR-a, to ukazuje na mogucnost da povecanje koncentracije HGF nakon izlje¢enja utjece
na regeneraciju tkiva jetre.

Cimbenik rasta VEGF je zna&ajan u fizioloskoj i patoloskoj angiogenezi, a prekomjerno je izrazen u
HCC-u. Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz ve¢ postoje¢ih. Angiogeneza u odrasloj
dobi moZe imati suprotne ucinke, pa je s jedne strane odgovorna za neovaskularizaciju u reumatskom
artritisu 1 malignom tumoru, dok s druge strane ima 1 korisne ucinke jer sudjeluje u obnovi sréanog
miSica i cijeljenju rana. U istrazivanju Mukozu 1 suradnika, pokazano je da se koncentracije VEGF-a
u serumu mogu koristiti kao prognosticki biljeg HCC-a i kao tumorski biljeg u infekciji CHC-om
povezanoj s jetrenom cirozom te da ekspresija VEGF-a u serumu moze predvidjeti vaskularnu
invaziju. S obzirom na rezultate ovog istrazivanja u kojem je koncentracija VEGF najve¢a nakon
izljecenja, moze se smatrati da je i VEGF jedan od znacajnih ¢imbenika u cijeljenju tkiva jetre
odnosno u regeneraciji. Uz to, u istrazivanju Mukozu i suradnika, pokazano je da su koncentracije

VEGF-a u serumu znacajno vece od one u kontrolnoj skupini (Mukozu i sur, .2013). Ovo istrazivanje
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takoder je pokazalo vece koncentracije VEGF-a kod bolesnika s CHC-om u odnosu na kontrolnu
skupinu, no bez statisticke znacajnosti.

U brazilskom istrazivanju provedenom 2021. godine, Ribeiro i suradnici su analizirali 50 bolesnika s
CHC-om lijecenih DAA-om te pokazali povecane koncentracije FGF-basic, G-CSF i GM-CSF prije
lije¢enja Sto je u skladu s rezultatima ovog istraZzivanja. Analizom korelacijske matrice ekspresije
citokina i ¢cimbenika rasta prije zapocinjanja lijecenja, dokazana je znacajna korelacija u ekspresiji
citokina IFN-y i ¢imbenika rasta FGF-basic, G-CSF, GM-CSF kao i izmedu citokina IL-17A i
¢imbenika rasta FGF-basic.

Dokazana je statisticki znacajna razlika u koncentracijama ¢imbenika rasta Ang-2, HGF-a i SCF-a
izmedu kontrolne skupine i bolesnika s CHC-om u ovoj disertaciji. Znacajna razlika u
koncentracijama ¢imbenika Ang-2, EGF-a, HGF-a i SCF-a dokazana je izmedu bolesnika s CHC-om
koji su postigli SVR 1 kontrolne skupine. Usporedba koncentracija ¢cimbenika rasta prije 1 nakon
lijeCenja DAA-om pokazala je da su koncentracije Ang-2, HGF, SCF u serumu bile viSe u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok je nakon SVR-a bila poveéana i koncentracija EGF-a u odnosu na kontrolnu
skupinu. Za razliku od ovog istrazivanja, Riberio i suradnici su pokazali poviSene koncentracije
¢imbenika rasta FGF, PDGF, GM-CSF u serumu kod 50 bolesnika s CHC-om u odnosu na 15 zdravih
kontrola. Uz to, nakon lije¢enja DAA-om, isto istrazivanje je pokazalo sniZene koncentracije
¢imbenika rasta FGF, PDGF, G-CSF i1 VEGF u serumu 24 bolesnika s CHC-om u odnosu na 15
kontrola. U ovome radu nije pokazalo statistiCki znacajne razlike u ¢imbenicima rasta koji su se
pokazali znac¢ajnim u prethodno navedenom istrazivanju (Ribeiro i sur.,, 2021). Mogu¢i razlog
nepodudarnosti brazilskog rezultata i ovog istraZivanja su stupnjevi fibroze u bolesnika s CHC-om
koji su ukljuceni u ova istrazivanja. U istrazivanju Ribeiro i suradnika, stupanj fibroze F3/F4 bio je
prisutan u ¢ak 80% bolesnika, dok je u ovom istraZivanju udio bolesnika u razli¢itim stupnjevima
fibroze (F1/F2=24, F3/F4=32) bio podjednak.

Znacajna razlika u koncentracijama IL-4, SCF 1 IL-5 prije pocetka lije€enja 1 nakon izlje¢enja u
odnosu na kontrolnu skupinu dokazana je u ovom istrazivanju. Povezanost SCF 1 IL-4 kod bolesnika
s infekcijom CHC-om u odnosu na zdrave kontrole ukazuje na vaznu ulogu mastocita u CHC-u.
Riberio i suradnici su pretpostavili da bi IL-5 i CCL-11 (eng. C-C motif chemokine 11) mogli biti
univerzalni biomarkeri lije€enja DAA-om te da su vazni u slu¢aju ponovne infekcije HCV-om ili kod
HCC-a u lijecenih bolesnika (Ribeiro 1 sur., 2021). Skupina znanstvenika iz Japana, Koreje i Kine je
2012. godine pretpostavila da je SCF jedan od vaznih ¢imbenika u remodeliranju tkiva jetre uz EPO,
G-CSF 1 GM-CSF. Ovi citokini djeluju na mati¢ne stanice $to dovodi do diferencijacije stanica.
Cimbenici rasta SCF i GM-CSF vazni su regulatori remodeliranja tkiva jetre te imaju sinergisticku
ulogu u jetrenoj regeneraciji. Sinergisticki ucinci su vazni jer hematopoetske maticne stanice i1 rane

progenitorske stanice zahtijevaju zajedni¢ko djelovanje SCF i GM-CSF za samoobnavljanje i
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diferencijaciju. Sinergija SCF-a i GM-CSF-a ovisi o signalnom putu TGF-B koji pridonose
regeneraciji jetre (Meng i sur., 2012). Obzirom na to da je u ovom istrazivanju regresija fibroze
dokazana u 40% bolesnika nakon izljec¢enja, pretpostavlja se da je poveéana koncentracija SCF-a kod
bolesnika sa CHC-om vazna upravo u kontekstu oporavka jetre. Povecana ekspresija SCF-a kod
bolesnika s CHC-om povezana je 1 s povecanom ekspresijom Th2 citokina IL-4 koji utjeCe na fenotip
aktiviranih fibroblasta inducirajuéi pojavu miofibroblasta (Meng i sur., 2012).

Modelom slu¢ajnih Suma u ovom sam istrazivanju dokazala da se temeljem koncentracije modulatora
bioloskog odgovora postize tocna klasifikacija bolesnika obzirom na infekciju HCV-om u ¢ak 98%
slucajeva. Za 448 bolesnika s CHC-om, Nakayama i suradnici su izradili model sluc¢ajnih Suma s
CHC-om s obzirom na sociodemografske karakteristike i klinicke varijable. Identificirali su vaznost
fibroze 1/ili ciroze jetre, drugih bolesti jetre, ascitesa i transplatirane jetre kao bitnih pokazatelja koji
su povezani s ulaskom u lijecnic¢ku skrb te presadenu jetru i etnicku pripadnost kao vazne pokazatelje
viroloskog izlje€enja. OStecenje jetre pocinje fibrozom, $to je potaknuto aktivacijom HSC, portalnih
fibroblasta i sintezom kolagena. Stanice koje sintetiziraju kolagen najéesée se aktiviraju djelovanjem
¢imbenika rasta i citokina, kao sto su TGF-B1, TNF-a i IFN-y. Stoga, znacajno je za istraziti da li je
stupanj fibroze jetre utjecao na sistemski imunosni odgovor tijekom lijecenja (Nakayama i sur., 2021).
U brazilskom istraZivanju, Riberio i suradnici sistematizirali su bolesnike u dvije skupine (ciroti¢ni 1
ne-ciroticni). Rezultati tog istrazivanja pokazali su razli¢ite obrasce serumskih koncentracija citokina
1 kemokina u ranoj i kasnoj fazi te nakon lijecenja DAA-om. Vazni biomarkeri u ranoj fazi lijecenja
u ne-ciroti¢nih ispitanika bili su IL-5, IL-1Ra te dva kemokina CCL5 1 CCL11, dok je nakon zavrSetka
lijecenja znacajno povisena bila samo koncentracija IL-5. U ranoj fazi lije€enja u ciroti¢nih ispitanika
znacajno su bile povecane koncentracije IL-18, IL-6, IL-12, VEGF i PDGF-AA (Riberio 1 sur., 2021).
U ovom istrazivanju, analiziraju¢i koncentracije citokina prije zapo€injanja lije¢enja kod bolesnika s
CHC-om s obzirom na pocetni stupanj fibroze, zna€ajne razlike u ekspresiji citokina nisu dokazane,
dok kod usporedivanja koncentracija ¢imbenika rasta kod bolesnika s CHC-om je dokazana znacajna
razlika kod Ang-2, EGF, PDGF-AA 1 VEGF.

Koncentracije biomarkera u serumu prije lije€enja s DAA-om pokazuju da su bolesnici s cirozom u
usporedbi s bolesnicima bez ciroze ve¢ imali oslabljen imunosni odgovor. Ravnoteza izmedu
proupalnih i anti-upalnih ¢imbenika je vaZzna zbog toga Sto proupalni citokini mogu potaknuti
apoptozu stanica i eliminaciju virusa, dok prekomjerna sinteza TNF-a 1 IFN-y moze uzrokovati
nekrozu tkiva. Imunosne reakcije posredovane s IFN klase I 1 II i stimulatorom gena povezanih s
interferonom (engl. Stimulator of Interferon-related Genes, STING) ukazuju na vaznost urodene
imunosti 1 imunosnu kontrolu replikacije HCV-a. Suprotno tome, kako lijecenje napreduje,
epigenetskim mehanizmima geni postaju utiSani, Sto znaci da se ekspresija proupalnih citokina

smanjuje ovisno o viremiji (Jittavisutthikul 1 sur. 2016).
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Dosadasnja istrazivanja ukazuju na vaznost kemokina u fibrogenezi i kemoatrakciji upalnih stanica
za vrijeme ozljede jetre (de Souza-Cruz i sur. 2016; Pereira i sur. 2019). Kemokin CCL11 pojac¢ano
je eksprimiran u utiSanim HSC, a njegova ekspresija korelira sa stupnjem upale jetre s nekrozom i
fibrozom te ukazuje na nepovoljnu prognozu i Sest godina nakon pracenja. Infekcija HCV-om
uzrokuje povecanu sintezu proupalnih citokina te je povezana s razvojem protuupalnog i
profibroti¢nog profila citokina i kemokina od pocetka virusne infekcije (de Souza-Cruz i sur. 2016;
Pereira i sur. 2019).

Analiziraju¢i ovisnost smanjenja stupnja fibroze 3 ili 4 kod bolesnika s CHC-om nakon postizanja
SVR-a i koncentraciju citokina prije pocetka lijeCenja, u ovom istrazivanju razlika u koncentracijama
citokina nije bila znacajna, dok su se kod analize ¢imbenika rasta pokazali zna¢ajnim Ang-2 i EPO.
Meng i suradnici su pokazali da je EPO jedan od ¢imbenika koji su vazni u remodeliranju tkiva (Meng
1 sur., 2012). Ovo istrazivanje pokazalo je povecanje koncentracije EPO nakon izlje€enja i nakon
regresije fibroze kod bolesnika sa pocetnim stupnjem fibroze F3 i F4 §to ukazuje na vaznost EPO u
regeneraciji tkiva jetre, odnosno regresiji fibroze. Hernandez-Bartolomé i1 suradnici su analizirali
koncentracije Ang-2 u serumu kao biomarkera ciroze CHC-a. Ekspresija Ang-2 u serumu analizirana
je u uzorcima 179 bolesnika s CHC-om s cirozom i bez ciroze jetre. Koncentracija Ang-2 u serumu
kod bolesnika s CHC-om bila je zna€ajno povecana u bolesnika s cirozom (Hernandez-Bartolomé 1
sur., 2016). U ovom istrazivanju pokazano je znacajno povecanje koncentracije Ang-2. Budu¢i da
znacaj EPO 1 Ang-2 u CHC-u jos uvijek nije dovoljno ispitan, potrebna su daljnja istrazivanja koja bi
potkrijepila ove rezultate.

Modelom logisticke regresije analizirana je sistematizacija stupnja fibroze jetre u kojem su bolesnici
s HCV-om bili podijeljent u dvije grupe (bolesnici sa stupnjem fibroze 1 ili 2 i bolesnici sa stupnjem
fibroze 3 ili 4). Bivarijantnom analizom utvrdena je povezanost sa stupnjem fibroze u kojem su se
zna¢ajnim pokazali EGF 1 Ang-2. Ukoliko se koncentracija EGF-a dvostruko poveca, smanji se
vjerojatnost za tezi stupanj fibroze dva puta buduéi da je jedna od znacajnijih uloga EGF-a
regeneracija tkiva jetre. U sluCaju da se koncentracija Ang-2 dvostruko poveca, vjerojatnost za
napredovanje u tezi stupanj fibroze se poveca Cetiri puta buduci da je najvaznija uloga Ang-2 u
angiogenezi, a HCC je najces¢i primarni tumor jetre i vaskularizirani solidni tumor kojemu doprinosi
angiogeneza. Ovi su podaci iznimno zanimljivi i jedinstveni pa su potrebna daljnja istrazivanja.
Analizirane su i1 koncentracije citokina i ¢imbenika rasta s obzirom na genotipove 1 1 3 HCV-a.
Rezultati su pokazali da razlika u koncentracijama citokina nije bila znacajna kod bolesnika s CHC-
om genotipova 1 1 3, dok je statisti¢ki znacajna razlika za ¢imbenike rasta izmedu ta dva genotipa
uo¢ena kod PDGF-AA, SCF i TGF- a. Za razliku od ovog istraZivanja, Baharlou i suradnici su
pokazali kod 90 bolesnika s CHC-om u uzorcima seruma da su bolesnici s podtipom HCV-a 3a imali

vece koncentracije IL-10 1 IL-17A u odnosu na bolesnike s genotipom la. Budu¢i da su Th17 citokini
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povezani s progresijom bolesti jetre kod bolesnika s CHC-om, pretpostavili su da je IL-17A vazan
bioloski marker u CHC-u (Baharlou i sur., 2017). Povecana ucestalost steatoze kod bolesnika s CHC-
om uzrokovanim genotipom 3 ukazuje na odredene posebnosti imunopatogeneze ove bolesti obzirom
na genotip HCV-a (Kasper i sur., 2017).

Koncentracija TGF-a 1 SCF kod bolesnika s CHC-om genotipa 3 bila je statisticki znacajnu veca u
odnosu na bolesnike zarazene HCV-om genotipa 1. Koncentracija PDGF-AA kod bolesnika s CHC-
om genotipa 1 bila je znacajno veca u odnosu na bolesnike s genotipom 3. Istrazivanja su pokazala
kako je stupanj steatoze povezan s kinetikom intrahepati¢ne virusne replikacije kod bolesnika
genotipom 3, Sto ukazuje na izravni steatogeni u¢inak ove molekularne forme virusa (Noureddin i
sur., 2018) Kod bolesnika s CHC-om, prevalencija steatoze u rasponu je od 40 do 86%, a ovisi o
ispitivanoj populaciji i genotipu virusa (Radmani¢ i sur., 2019). S obzirom da do sada nisu provedena
istrazivanja koja ispituju koncentracije ¢imbenika rasta u infekciji HCV-om u odnosu na genotipove,
trebalo bi ove rezultate dodatno potvrditi.

Ovo istrazivanje je pokazalo da infekcija HCV-om uzrokuje promjenu citokina i ¢imbenika rasta na
razini transkripcije gena i ekspresije proteina u imunosnom sustavu uslijed lijeCenja DAA-om.
Dodatna analiza molekularnih obrazaca vaznih za razvoj i regresiju fibroze kod CHC-a te modulatora
bioloskih odgovora koji ih reguliraju na lokalnoj, ali i na sistemskoj razini, znac¢ajno ¢e pridonijeti
boljem razjasSnjavanju fiziologije imunoreakcija u kroni¢noj infekciji HCV-om te mehanizmima

nastanka fibroze.
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6. ZAKLJUCCI

1. Infekcija HCV-om uzrokuje promjenu u profilu ekspresije citokina i ¢imbenika rasta na razini
transkripcije gena i ekspresije proteina.

2. Tijekom CHC-a dolazi do potiskivanja prijenosa signala ¢imbenika rasta TGF-B putem pojacane
ekspresije gena SMAD-6 1 smanjene ekspresije gena CAV-1.

3. Smanjenje ekspresije gena koji kodiraju sintezu remodeliraju¢ih enzima izvanstanicnog matriksa
(LOX, MMP-1, PLG i TIMP-3), stani¢nih adhezijskih molekula (/I7TGA-1, ITGA-2) i transkripcijskog
faktora (CEBPB) uz povecanu ekspresiju gena koji kodiraju sintezu enzima MMP-8 ukazuje na
znacajne 1 viSestruke promjene u razli¢itim molekularnim mehanizmima koji su znacajni za
imunopatogenezu fibroze u CHC-u.

4. Povecana ekspresija Th2 citokina IL-4 i IL-5 ukazuje na dominaciju humoralne imunosti koja ne
iskazuje zaStitni ucinak u CHC-u.

5. Povec¢ana koncentracija ¢imbenika rasta EGF, EPO, HGF, SCF i VEGF koji imaju vaznu ulogu u
stanicnoj proliferaciji i diferencijaciji, regeneraciji, eritropoezi, hematopoezi 1 angioigenezi nakon
primjene DAA pokazuje kako iskorjenjivanje virusa omogucuje ekspresiju modulatora bioloskog
odgovora koji doprinose regeneraciji jetre.

6. Ekspresija citokina kod bolesnika s CHC-om na individualnoj razini je homogena, dok je
koncentracija ¢imbenika rasta heterogena u pojedinih bolesnika.

7. Poveéana ekspresija ¢imbenika rasta SCF kod bolesnika s CHC-om povezana je s poveéanom
ekspresijom Th2 citokina IL-4 koji utjeCe na fenotip aktiviranih fibroblasta poti€u¢i njihovu
diferencijaciju u miofibroblaste tj. stanice koje imaju iznimno znacajnu ulogu u patogenezi fibroze
jetre.

8. Znacajne razlike u obrascu ekspresije ¢imbenika rasta TGF-a, SCF i PDGF-AA kod bolesnika s
CHC-om uzrokovanim genotipovima 1 i 3 HCV-a ukazuje na posebnosti u patogenezi CHC-a

uzrokovanog genotipom 3 HCV-a koji se povezuje s povecanom ucestalosti steatoze.
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8. POPIS KRATICA
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HIV
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angiopoietin-2

alternativni okvir ¢itanja

protein alternativnog okvira ¢itanja
kanabionoid

kemokinski ligand

receptor za molekule DNA u citosolu
klaster diferencijacije 4

klaster diferencijacije 8

klaster diferencijacije 81

kroni¢ni hepatitis C

klaudin-1

lektinske receptore tipa C
kemokinski receptor

direktno djelujuéi antivirusni lijekovi
molekularni obrazac povezan s oste¢enjem molekula
dendriti¢ne stanice

vanstani¢ni matriks

epidermni ¢imbenik rasta

receptor epidermalnog ¢imbenika rasta
eritropoietin

¢imbenik rasta fibroblasta

¢imbenik rasta kolonija granulocita
¢imbenik rasta kolonija granulocita i makrofaga
virus hepatitisa B

hepatocelularni karcinom
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¢imbenik rasta hepatocita

virus humane imunodeficijencije
humani leukocitni antigen
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interferon gama

interleukin

interleukin 1

interleukin 1 beta

interleukin 4

interleukin 5
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regulatorni ¢imbenik interferona
interferon stimulirani geni

lipidne kapljice

lipoproteini niske gustoce
lipoproteinski receptori niske gustoce
¢imbenik rasta kolonija makrofaga
¢imbenik rasta neurona

prirodne stanice ubojice

receptore slicne proteinu NOD
ne-strukturni proteini

okludin

otvoreni okvir ¢itanja

prepoznavanje molekularnih obrazaca patogena
lan¢ana reakcija polimeraze
plazmacitoidne dendriti¢ne stanice
¢imbenici rasta dobiveni iz trombocita
receptor ¢imbenika rasta dobiven iz trombocita

peroksisomni receptori aktivirani proliferiraju¢im ¢imbenicima

osobe koje injektiraju droge

receptore slicne proteinu RIG-I

lan¢ana reakcija polimeraze s reverznom transkripcijom
proteini akutne faze

¢imbenik mati¢nih stanica

receptor receptora klase B tipa I
pretvarac signala i aktivator transkripcije
trajni viroloSki odgovor

T stani¢ni receptor

folikularne efektorske populacije stanica
transformirajuci ¢imbenik rasta
transformirajuci ¢imbenik rasta alfa
transformirajuci ¢imbenik rasta beta
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TLR
TNF
TNF-a
TNF-B
TRAIL
TREG
UTR
VEGF
VLDL
WHO
qHSC

Toll-like receptori sli¢ni Toll-u
¢imbenik tumorske nekroze
¢imbenik tumorske nekroze alfa
¢imbenik tumorske nekroze beta
ligand koji inducira apoptozu povezanu s ¢imbenicima
T- regulatorne stanice
netranslatirajuca regija

¢imbenik rasta vaskularnog endotela
lipoproteini vrlo niske gustoce
Svjetska zdravstvena organizacija
utiSane zvjezdaste jetrene stanice
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9. SAZETAK

Virus hepatitisa C (HCV) pripada porodici Flaviviridae i rodu Hepacivirus. Kroni¢ni hepatitis C
(CHC) povezan je s nastankom upalne bolesti jetre, fibroze, ciroze te hepatocelularnog karcinoma.
Molekularni mehanizmi imunopatogeneze CHC-a te uloga kompleksnih interakcija modulatora
bioloSkog odgovora znacajnih za razvoj fibroze nedostatno su istrazeni. Cilj ovog istrazivanja bio je
usporediti transkriptomski profil 84 gena koji su znacajni u patogenezi fibroze te koji kodiraju sintezu
profibroti¢nih 1 antifibroticnih medijatora bioloSkog odgovora, komponenti izvanstanicnog matriksa
1 adhezijskih molekula, remodeliraju¢ih enzima, upalnih citokina i kemokina, ¢imbenika rasta koji
pripadaju superporodici TGF-8, transkripcijskih ¢imbenika, kao i proteina znaajnih za epitelno-
mezenhimalnu tranziciju u osoba s CHC-om i zdravih osoba. Uz to, napravljena je usporedba
koncentracija citokina i ¢imbenika rasta u serumu bolesnika s CHC-om 1 zdravih osoba i analiziran
ucinak antivirusnog lije¢enja u osoba koje su postigle trajni viroloski odgovor. Tijekom CHC-a dolazi
do inhibicije prijenosa signala ¢imbenika rasta TGF- putem pojacane ekspresije gena SMAD-6 i
smanjene ekspresije gena CAV-1. Smanjenje ekspresije gena koji kodiraju sintezu remodelirajuéih
enzima izvanstani¢nog matriksa (LOX, MMP-1, PLG i TIMP-3), stani¢nih adhezijskih molekula
(ITGA-1, ITGA-2) i transkripcijskog faktora (CEBPB) uz povecanu ekspresiju gena koji kodiraju
sintezu enzima MMP-8 ukazuje na znacajne i viSestruke promjene u razli¢itim molekularnim
mehanizmima koji su znacajni za imunopatogenezu fibroze u CHC-u. Nakon izljecenja infekcije
HCV-om dokazana je znacajno smanjena koncentracija proupalnog citokina IL-6. Statisticki znac¢ajno
povecane koncentracije ¢imbenika rasta EGF, HGF 1 VEGF nakon izljecenja infekcije HCV-a ukazuju
na vaznu ulogu ovih modulatora bioloskog odgovora u regresiji fibroze, regeneraciji i cijeljenju tkiva
jetre. Visoke koncentracije PDGF-AA i PDGF-BB kod bolesnika s CHC-om ukazuju na vaznu ulogu
PDGF-a u procesima popravka i regeneracije tkiva. Znacajno povecana ekspresija cimbenika rasta
SCF kod bolesnika s CHC-om povezana s pove¢anom ekspresijom Th2 citokina IL-4 koji utjece na
fenotip aktiviranih fibroblasta poticu¢i njihovu diferencijaciju u miofibroblaste. Znacajne razlike u
obrascu ekspresije ¢imbenika rasta TGF-a, SCF i PDGF-AA kod bolesnika s CHC-om uzrokovanim
genotipovima 1 1 3 HCV-a ukazuje na posebnosti u patogenezi CHC-a uzrokovanog genotipom 3
HCV-a koji se povezuje s povecanom ucestalosti steatoze.

Ovo istrazivanje pokazalo je da infekcija HCV-om uzrokuje promjenu citokina i ¢imbenika rasta na
razini transkripcije gena i ekspresije proteina u imunosnom sustavu uslijed lijjeCenja DAA-om.
Dodatna analiza molekularnih obrazaca vaznih za razvoj i regresiju fibroze kod CHC-a te modulatora
bioloskih odgovora koji ih reguliraju na lokalnoj, ali i na sistemskoj razini, znac¢ajno ¢e pridonijeti
boljem razjaSnjavanju fiziologije imunoreakcija u kroni¢noj infekciji HCV-om te mehanizmima

nastanka fibroze.
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10. SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) belongs to the family Flaviviridae and the genus Hepacivirus. Chronic
hepatitis C (CHC) has been associated with inflammatory liver disease, fibrosis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. The molecular mechanisms of CHC immunopathogenesis and the role of
complex interactions of biological response modulators important for the development of fibrosis
have been insufficiently investigated. The aim of this study was to compare the transcriptome profile
of 84 genes that are important in the pathogenesis of fibrosis and encode the synthesis of profibrotic
and antifibrotic mediators of biological response, extracellular matrix components and adhesion
molecules, remodeling enzymes, inflammatory cytokines and chemokines, transcription factors, as
well as proteins important for epithelial-mesenchymal transition in patients with CHC and healthy
individuals. In addition, I compared cytokine and growth factors concentrations in sera of patients
with CHC and healthy individuals and analyzed the effect of antiviral therapy in patients who
achieved a sustained virological response. During CHC, suppression of TGF-B signal transduction
occurs through increased SMAD-6 gene expression and decreased CAV-1 gene expression. Decreased
expression of genes encoding the synthesis of remodeling extracellular matrix enzymes (LOX, MMP-
1, PLG and TIMP-3), cell adhesion molecules (/TGA-1, ITGA-2) and transcription factor (CEBPB)
with increased expression of genes encoding the synthesis of enzymes MMP-8 indicates significant
and multiple changes in various molecular mechanisms that are important for the
immunopathogenesis of fibrosis in CHC. Significantly reduced concentration of the proinflammatory
cytokine IL-6 has been shown after achieving sustained virological response. Significantly increased
concentrations of growth factors EGF, HGF, and VEGF after achieving sustained virological response
indicate an important role of these biological response modulators in fibrosis regression, regeneration,
and liver tissue healing. High concentrations of PDGF-AA and PDGF-BB in patients with CHC
indicate an important role of PDGF in tissue repair and regeneration processes. Significantly
increased expression of SCF in patients with CHC is associated with increased expression of the Th2
cytokine IL-4. Significant differences in the pattern of expression of growth factors TGF-a, SCF and
PDGF-AA in patients with CHC caused by HCV genotypes 1 and 3 indicate peculiarities in the
pathogenesis of CHC caused by HCV genotype 3.

In conclusion, this study showed that HCV infection causes changes in cytokines and growth factors
at the level of gene transcription and protein expression in the immune system due to DAA treatment.
Additional analysis of molecular patterns important for the development and regression of fibrosis in
CHC will significantly contribute to better understanding of immunoreactions in chronic HCV

infection and mechanisms of fibrosis.
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