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I. UVOD
L.1. HEPATITIS C VIRUS

Hepatitis C virus (HCV) je hepatotropni virus koji pripada koljenu
Hepacivirusa iz porodice Flaviviridae. Kruznog je oblika i veli¢ine oko 50 nm,
sadrzi ribonukleinsku kiselinu (RNK) i ima vanjsku ovojnicu (1). Jednostruka
pozitivno uvijena RNK kodira tri skupine bjelancevina: 1) strukturne u koje
spadaju nukleokapsidna, jezgrena (protein C), te bjelancevine ovojnice (E1 i E2);
2) nestrukturne (NS) bjelancevine koje pripadaju sustavu replikaza (NS3, NS4A,
NS4B, NS5A 1 NS5B); 3) dvije bjelanCevine, p7 polipeptid i nestrukturna
bjelancevina NS2, kojih uloga u zivotu virusa nije jasna. Smatra se da protein C
na viSe nacina utjeCe na imunoloSki odgovor domacina protiv HCV-a, §to
ukljucuje: inhibiciju prirodno ubilackih stanica (NK) preko I. razreda glavnog
sustava tkivne podudarnosti (MHC), inhibiciju proliferacije T-stanica putem
interakcije s njihovim receptorom gCIgR (engl.: globular head portion of Clq
complement receptor), te interakciju s citoplazmatskim krajem nekoliko receptora
iz skupine receptora tumor nekrotizirajueg faktora (TNF) (2-6). Protein C 1
protutijela na protein C mogu se naci u serumu bolesnika s HCV infekcijom. Na
amino kraju E2 bjelancevine nalazi se mutacijama najsklonije podru¢je od 30
aminokiselina i nazvano je hipervarijabilna regija-1 (HVR-1). HVR-1 ima
neutralizirajuée epitope koji su mjesto mutacija vaznih za imunoloSko
izbjegavanje (7-9). Nestrukturne bjelancevine (proteaze i helikaze) su vazne u
procesu replikacije virusa (10,11), a ciljno su mjesto djelovanja nove generacije
antivirusnih lijekova- inhibitora proteaza (12,13). Osim toga NS3 protein
interferira s antivirusnim ucincima endogenog interferona i tako HCV-u

omogucava zaobi¢i urodenu obranu stanice od infekcije virusom (14). Virus se



primarno razmnozava u jetrenim stanicama (15), ali postoje dokazi da se moze
razmnozavati i u perifernim mononuklearnim stanicama (16). U osoba s
kroni¢nom HCV infekcijom dnevno se stvara do 1x10'? virusnih &estica, §to je
vise od produkcije virusa humane imunodeficijencije (HIV) u osoba s HIV
infekcijom (17).

Genotipovi i kvazisojevi HCV

Prema nalazima HCV sljedova u ljudi s razli¢itih zemljopisnih podrucja
HCV se moze filogenetski podijeliti na Sest glavnih genotipova (genotipovi 1-6).
Pojedini genotipovi mogu se podudarati i u manje od 60% nukletidnih sljedova
(18). Za sada nema podataka da se oni medusobno razlikuju prema infekcioznosti,
stupnju replikacije ili brzini napredovanja jetrene bolesti koju uzrokuju. Medutim
razlikuju se prema odgovoru na terapiju interferonom (19). Pojedini glavni
genotipovi mogu se razvrstati na podtipove koji se obi¢no podudaraju u oko 80%
neukleotidnih sljedova (20).

Zbog visokog stupnja replikacije HCV-a dolazi do brzog nakupljanja
virusnih mutacija u osobe s HCV infekcijom. To ima za posljedicu pojavu veceg
broja kvazisojeva ¢ija je podudaranost nukleotidnih nizova preko 90% (21,22).
Pojavu kvazisojeva najvjerojatnije uzrokuje imunoloski pritisak domacina. To se
dogada ili pod pritiskom neutraliziraju¢ih protutijela koja virus izbjegava
promjenama HVR-1 regije na E2 proteinu (23,24) ili pod pritiskom stani¢nog

imuniteta (25).

I.2. EPIDEMIOLOGIJA
Kroni¢ni hepatitis C (KHC) danas pogada oko 1-3% svjetske populacije.
U Hrvatskoj priblizno 1% stanovnistva ili oko 58500 osoba boluje od KHC (26).

Glavni put prijenosa infekcije je parenteralno izlaganje krvi, u prvom redu



intravenska narkomanija s koriStenjem zajednickog injekcijskog pribora (27).
Sirom svijeta izmedu 50-95% intravenskih ovisnika ima HCV infekciju (28-30).
Spolni kontakt, transfuzije krvi i profesionalna izlozenost su od znatno manjeg
znacaja (31). lako je, osim u krvi, prisustvo HCV RNK dokazano i u drugim
tjelesnim teku¢inama poput sline, suza, cerebrospinalne tekucine, sperme i
ascitesa, nema uvjerljivih podataka o njihovoj stvarnoj infekcioznosti (33-36).
Transfuzije krvi i1 krvnih produkata do kraja 80-ih godina proslog stoljeca bili su
vazan put prijenosa infekcije (37,38). Nakon uvodenja obaveznog testiranja krvi
na prisustvo anti-HCV protutijela rizik od posttransfuzijske infekcije HCV
smanjen je na manje od 1/100000 doza (39). Uz to, znacajno smanjenje rizika od
infekcije koncentratima krvnih produkata (faktori zgruSavanja, gamaglobulini)
postignuto je primjenom razli¢itih procedura za inaktivaciju virusa (40,41).
Prijenos infekcije s majke na dijete najvjerojatniji je u perinatalnom razdoblju, a
rizik od prijenosa je od 0-8% (42,43). HCV RNK dokazana je u maj¢inom
mlijeku, ali dojena djeca nisu u vecem riziku od infekcije nego djeca hranjena

bocicom (44,45).

I.3. KLINICKA SLIKA
I.3.1. Akutni hepatitis C

Akutna infekcija naj¢eS¢e protjece subklinicki, a ako je simptomatska ne
razlikuje se od drugih akutnih virusnih hepatitisa. Vrijeme inkubacije je oko 7
tjedana (raspon 14-120 dana). Veéina opisa akutne infekcije potjeCe od
postransfuzijskog hepatitisa C. Svega 15-25% oboljelih je ikteri¢no, pa je udio
subklini¢kih infekcija vrlo visok. Zutica i vrijednosti aminotransferaza opéenito su

nize nego u akutnom A 1 B hepatitisu. Ostali klasi¢ni simptomi kao Sto su



mucnina, mukla bol u epigastriju, vrudica, te osip i artralgije slabije su izraZeni.
Za razliku od postransfuzijskog, na druge nacine steCeni akutni hepatitis C jo§
ceS¢e je anikteriCan, a od tegoba najceSCe se registrira neobjasnjivi umor u
trajanju do nekoliko dana i1 nesto slabiji apetit. Aminotransferaze ostaju znatnije
povisene priblizno 6-12 tjedna (raspon 1-26 tjedana).Bolesnici s ikteri¢nim
oblikom bolesti imaju manje izglede za nastanak kroni¢ne infekcije. Oko 70-80%

inficiranih kasnije razvija kroni¢nu infekciju (46,47).

1.3.12. Fulminantni hepatitis C

Ovo je najozbiljnija manifestacija virusnog hepatitisa. Definiran je kao
tesko akutno zatajenje jetara s pojavom koagulopatije i encefalopatije unutar 8
tjedana od pojave Zutice. Bolesnik je ikteri¢an, moze imati visoku temperaturu,
prisutan je tremor poput udaranja krilima, hiperventilira, u pocetku moze biti
hipertenzivan, protrombinsko vrijeme je naruSeno i pojavljuju se krvarenja na
kozi 1 sluznicama. Vrijednosti aminotransferaza u pocetku mogu biti jako visoke,
a s razvojem jetrene insuficijencije pocinju naglo padati uz porast bilirubina.
Glavni uzrok smrti je edem mozga s respiratornim arestom. U najveéem broju
slucajeva smrtni ishod nastupa unutar 10-14 dana (48). Na Zapadnoj hemisferi
HCYV vrlo rijetko uzrokuje fulminanti hepatitis. U Japanu je HCV doveden u vezu
s oko 50% fulminantih non-A,non-B hepatitisa za §to jo$ nije dano pouzdano
objasnjenje (49).
1.3.3. Kroni¢ni hepatitis C

Kao S§to je reCeno, priblizno 80% osoba nakon akutne razvija kroni¢nu
HCV infekciju 1 danas je to u svijetu vodeci infekcijski uzrok kroni¢ne bolesti
jetara. Sve dok se ne razviju znaci ciroze jetara, velika vecina bolesnika ima

oskudne simptome (npr. umor, nemoc¢)(50). Kvaliteta zivota osoba koje se izlijeCe



od kroni¢nog hepatitisa C osjetno je bolja, no jo§ uvijek nije jasno koliko je to
tjelesni ucinak izljecenja od infekcije, a koliko psiholoski uc¢inak oslobadanja od
kroni¢ne bolesti ili depresije povezane s intravenskom ovisnoséu (51). Medutim,
nelijeCen KHC cesto napreduje prema cirozi jetara i hepatocelularnom karcinomu.
Procjenjuje se da ¢e 5-25% osoba s KHC razviti cirozu jetra unutar 10-20 godina
trajanja infekcije. Stupanj fibroze jetara je u vrlo slaboj korelaciji s
nekroinflamatornim promjenama u jetrima, serumskom razinom alanin
aminotransferaze (ALT), kao i viremijom izrazenom serumskom razinom HCV
RNK (52). Stoga je histoloski pregled jetara najbolji pokazatelj uznapredovalosti
bolesti. Iskustvo steCeno s kroni¢nim hepatitisom C pokazalo je da prijasnja
podjela na kroni¢ni aktivni, kroni¢ni perzistentni i kroni¢ni lobularni hepatitis
ovdje ne zadovoljava jer zateCena histoloska slika nije stacionarna i s vremenom
se moze pogorSati, ali 1 poboljSati uz terapiju. Stoga se na temelju
nekroinflamatronih promjena i stupnja fibroze (vidi dalje poglavlje 1.1.4.3.
Biopsija jetara) moZe podijeliti na blagi, umjereni 1 teSki kroni¢ni hepatitis. U
blagom kroni¢nom hepatitisu (stadij 0-1 prema Ishaku i Kondellu, F 0-1 po
METAVIR sustavu) u portalnim prostorima je prisutna upalna aktivnost ali nema
interface hepatitisa (peacemale nekroze), dok fibroze nema ili je minimalna u
nekim periportalnim prostorima (Slika 1). U umjerenom kroni¢nom hepatitisu
(stadij 2-3 prema Ishaku i Kondellu, F2 po METAVIR sustavu) u portalnim
prostorima postoji upala bez ili s blagim inferface hepatitisom, dok je fibroza
portalna i periportalna uz mjestimi¢na porto-portalna septa (Slika 2). U teSkom
kroni¢nom hepatitisu (stadij 4-5 prema Ishaku i Kondellu, F 3 po METAVIR
sustavu) znacajna je upalna aktivnost s konfluiraju¢im i/ili premosStavajué¢im

nekrozama, dok je fibroza periportalna s obilnim porto-portalnim i porto-



centralnim septima uz moguénost mjestimi¢nih regeneratornih ¢voric¢a (Slika 3).
Neki bolesnici imaju kroni¢ni hepatitis s trajno normalnim vrijednostima alanin

aminotransferaze, ali u oko 20% njih postoje znacajne histoloske promjene (53).

Slika 1. Histoloska slika blagog kroni¢nog hepatitisa (malo 1 veliko

povecanje mikroskopa).

(Izvor: http://amedd.army.mil/booksdocks/vietnam/GenMed VN/Figures/figure79.jpg)



Slika 2. Histoloska slika umjerenog kroni¢nog hepatitisa C.
(Izvor: http://biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108 2002 Groups/liver)

Slika 3. Histoloska slika teskog kroni¢nog hepatitisa C.

(Izvor: http://www.pathology.vcu.edu/education/gi/images/3.3h.c.jpg)



1.3.4. HCV ciroza

U nekih bolesnika s KHC fibroza napreduje prema cirozi jetara (Slika 4).
Bolesnik s kompenziranom cirozom moze dugo biti bez simptoma ili ga prate
simptomi kroni¢nog hepatitisa poput osjecaja umora, tezine ili bola pod desnim
rebranim lukom. Nekoliko ¢imbenika je povezano s brzom progresijom fibroze:
starija dob u vrijeme infekcije, muski spol, neumjereno konzumiranje alkohola,
konfekcija s virusom humane imunodeficijencije 1 virusom hepatitisa B, odredeni
haplotipovi humanih leukocitnih antigena (HLA) (54,55), druge popratne bolesti
jetara kao Sto su hemokromatoza 1 steatohepatitis (56). DesetogodiSnje
prezivljavanje bolesnika s kompenziranom cirozom jetara uzrokovanom
kroni¢nim hepatitisom C je oko 80%. No kada se pojave znaci dekompenzacije
(gubitak apetita 1 tjelesne tezine, varikoziteti jednjaka, ascites, ikterus,
encefalopatija, citopenija, sniZzena sintetska funkcija jetara) desetogodiSnje
prezivljanje pada na oko 50%. Medu bolesnicima s cirozom njih 4-5% godiSnje
razvija dekompenzaciju jetara, smrtnost im je 2-6% godiSnje, a ucestalost

nastanka hepatocelularnog karcinoma je 1-5% godisnje (57,58).



Slika 4. Makronodularna ciroza jetara (A- makroskopski, B-
mikroskopski izgled).

(Izvor A: http://www.md.huji.ac.il/mirror/webpath/LIVER009.jpg;
Izvor B: http://www.path.utah.edu/casepath/PM%20Cases/PMCase4/ALL4_files/image045.jpg)



10

1.3.5. Hepatocelularni karcinom

Primarni hepatocelularni karcinom u pravilu se javlja u osoba s cirozom i
to najces¢e nakon dva ili vise desetljeca trajanja infekcije. Manifestira se naglim
pogorsanjem simptoma ciroze (nemo¢, ascites, ikterus) uz bol pod desnim
rebranim lukom. Serumski a-fetoprotein (AFP) je jako povisen. Za sigurnu

dijagnozu potrebna je biopsija jetara (Slika 5) (58).

L o]

AL AT

Slika 5. Hepatocelularni karcinom (A- makroskopski,
B- mikroskopski izgled).

(Izvor A: http://www.microscopyu.com/galleries/pathology/images/hepatocarcinoma/

hepatocellularcarcinoma20x03large.jpg ; Izvor B: http:/www.hcc-infohelp.org/hcc%20.jpg)
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1.3.6. Ekstrahepati¢ne manifestacije HCV infekcije

I do polovice bolesnika s KHC ima esencijalnu mijesanu
krioglobulinemiju, no samo manji broj njih razvija vaskulitis (59).
Membranoproliferativni glomerulonefritis obi¢no prati krioglobulinemiju ali bez
vaskulitisa (60). Porphyria cutanea tarda je u preko 60% osoba sa sporadi¢nom
formom bolesti uzrokovana HCV-infekcijom (61). U Zena je mogu¢ Hashimotov
tireoiditis i hipotireoza u vezi s HCV infekcijom (62). Druge, znatno rjede,
manifestacije su Sjogrenov sindrom, lihen planus, te idopatska plué¢na fibroza

(63).

L.4. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA HCV INFEKCIJE
I.4.1. Serolosko testiranje

Danas se za serolosko testiranje HCV infekcije u pravilu koristi tre¢a
generacija enzimskih imunoeseja (EIA) ¢ija je osjetljivost 97% (64). Osnovna
svrha testa ovako visoke osjetljivosti je probir osoba koji ¢e dalje biti testirane
metodama dokazivanja HCV RNK u krvi. Preko 98% intravenskih ovisnika s
pozitivnom EIA-om ima dokazivu HCV RNK, dok s druge strane medu EIA
pozitivnim zdravim dobrovoljnim davateljima krvi najviSe 50% njih ima dokazivu
HCV RNK (65). Za razliku od vremena kada je u upotrebi bila druga generacija
EIA testova, danas viSe nije nuzno koriStenje rekombinantnog imunoblot eseja
(RIBA) kao potvrdnog testa.
1.4.2. Izravna dijagnostika

I.1.4.2.1. Testiranje HCV RNK. HCV RNK moze se dokazati pomoc¢u
tehnike reverzna transkriptaza-lanana reakcija polimeraze (RT-PCR), zatim

transkripcijki posredovane amplifikacije (TMA), te tehnologije rac¢vaste DNK
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(bDNK). Donja granica osjetljivosti ve¢ine komercijalnih testova je 50 1J/mL
(66).

[.1.4.2.2 Kvantifikacija HCV. Komercijalni testovi za odredivanje
viremije niZe su osjetljivost nego testovi za dokazivanje prisustva virusa. U osoba
s kronicnom HCV infekcijom razine HCV RNK godinama su stabilne i promjene
se kre¢u unutar 0,5logio (67).

1.1.4.2.3. Dokazivanje antigena. Ovo je tehnoloski manje zahtjevan test
koji pomoc¢u EIA metodologije dokazuje virusni antigen. Rezultati testa dobro se
podudaraju s razinom HCV RNK (68).

1.1.4.2.4. Genotipizacija HCV. U jednom od postupaka za genotipizaciju
koristi se tehnika sekvencioniranja virusne RNK (npr. genoma El ili NS5) i
potom filogenetska analiza prema referentnim sljedovima (69), dok se u drugoj
vrsti testova koristi tehnika reverzne hibridizacije (70). Obje tehnike precizno
odreduju genotip, ali su moguce pogreske prilikom odredivanja podtipova Sto,
medutim, nije od znacaja za odredivanje terapije.
1.1.4.3. Biopsija jetara

Biopsija jetara je najpouzdaniji nafin za konacno utvrdivanje stadija
jetrene  bolesti. HistoloSkim pregledom uzoraka dobiva se uvid u
nekroinfalmatorne promjene (periportalna nekroza, parenhimno oStecenje,
portalna inflamacija) 1 fibrozu. lako postoje razliCiti sustavi bodovanja
histopatoloSkog nalaza, odredivanje stupnja fibroze svakako je najvazniji nalaz
(71). Najces¢e koriSteni sustavi bodovanja histoloskih promjena su: 1) indeks
histoloske aktivnosti (HAI) po Knodellu (72), 2) HAI bodovanje modificirano po
Ishaku (73), i 3) METAVIR sustav bodovanja (74) (Tablica 1). HAI sustav je

jednostavan, ali mu je nedostatak $to su stadiji fibroze odredeni kao 0, 1, 3 1 4.
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Ovaj diskontinuitet izmedu stadija 1 1 3 otezava statisticku obradu i usporedivost u
velikim multicentri¢nim istrazivanjima. Ishakova modifikacija HAI bodovanja je
bez diskontinuiteta i mnogo je osjetljivija u ocjenjivanju stadija fibroze.
METAVIR sustav je najjednostavniji: stadiji fibroze se boduju kontinuirano od 0-
4, te tako osigurava dobru reproducibilnost rezultata unutar skupine i izmedu

razli¢itih skupina bolesnika.

Tablica 1. Najces¢i sustavi bodovanja histoloskih promjena u kroni¢nom

hepatitisu C.
Nekroinflamatorne Fibroza Ukupno
promjene bodova
Indeks histoloske
aktivnosti (HAI) 0-18 0-4 0-22
Ishakova modifikacija
HAI 0-18 0-6 0-24
METAVIR 0-3 0-4 0-7

I.5. LIJECENJE KRONICNOG HEPATISA C

Glavni cilj lijecenja je sprijeciti komplikacije HCV infekcije, a da bi se to
postiglo nabolje je iskorijeniti virus. To se moze posti¢i primjenom
rekombinantnog interferona-o, ali su rezultati lijeCenja znatno bolji ako se
primjeni pegilirani interferon-o (peginterferon-a) u kombinaciji s ribavirinom.
Terapijski uspjeh obiljezen je trajnim odsustvom HCV RNK u krvi 1 jetrima,
padom titra anti-HCV 1 zaustavljanjem ili poboljSanjem histoloskih promjena

(75).
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L.5.1. Viroloski odgovor na terapiju

U nekih bolesnika ve¢ nakon 4 tjedna antivirusne terapije nema dokazivih
HCV RNK u krvi i to se naziva brzi viroloski odgovor (engl. rapid viral response-
RVR). Pod ranim viroloskim odgovorom (engl: early virological response- EVR)
podrazumijeva se razina HCV RNK nakon 12 tjedana terapije. Ukoliko je tada
HCV RNK nedokaziv govorimo o kompletnom EVR (engl.: complete EVR-
cEVR), a ako je razina HCV RNK barem za 100 puta (<2 logio) manja od
pocetne govorimo o djelomi¢énom EVR (engl.: partial EVR- pEVR). Odgovor na
kraju terapije (engl.:end of treatment response- ETR) podrazumijeva bolesnike
bez dokazive HCV RNK na kraju terapije. Trajni viroloski odgovor (engl.:
sustained virological response- SVR) oznacava odsustvo HCV RNK iz seruma 6
mjeseci nakon postizanja ETR. Relaps je ponovna pojava HCV RNK u osoba koje
su imale ETR. Nonresponderi su osobe koje tijekom cijelog lijeCenja imaju
stabilne titrove HCV RNK. Parcijalni responderi su osobe koje u toku terapije
postizu pad razine ali nikada ne postaju HCV RNK negativni (26). Odredivanje
vremije tijekom terapije KHC postaje jedan od najvaznijih elemenata u kreiranju
nacina lije¢enja. Do nedavno je u slucaju infekcije HCV-om genotipa 1 1 4 bilo
uobicajeno 48 tjedana lije¢enja ukoliko je postignut cEVR ili pEVR, a u slu¢aju
infekcije genotipom 2 i 3 preporuceno je 24 tjedna lijeCenja bez provjere EVR.
Pokazalo se da je bolesnicima s RVR u slu¢aju infekcije HCV-om genotipa 2 1 3
moguce skratiti trajanje lijeCenja s uobicajenih 24 na 16 tjedna, a u slucaju
infekcije genotipom 1 s uobicajenih 48 na 24 tjedna, a da se pri tome ne utjece na
Sansu za SVR (76). S druge strane, u slucaju infekcije HCV-om genotip 1
postotak relapsa nakon 48 tjedana terapije znatno je veci u bolesnika s pEVR nego

u bolesnika s cEVR. Pokazalo se da ovim bolesnicima, ukoliko su postigli pEVR 1



15

ETR, produzivanje terapije na 72 tjedna znacajno povecava postotak SVR
(77,78).
I.5.2. Histoloski odgovor na terapiju

Brojna istrazivanja su pokazala da lije¢enje, osobito u slu¢aju postizanja
SVR, popravlja histologiju jetara (prvenstveno upalu, a donekle i fibrozu) (75,79).
Ima studija koje upucuju da je u bolesnika s cirozom ucestalost karcinoma manja
ukoliko se lijece (80), ali jos$ nije jasno kolika je stvarana korist od dugotrajnog
lijecenja osoba bez SVR.
1.5.3. Lijekovi

I.5.3.1. Interferon-a. Interferon-a je mali polipeptid koji se veze za
specificni receptor na povrSini stanice i preko STAT-3 puta (engl.: signal
transducer and activator of transcription 3 pathway) utjeCe na aktivaciju nekoliko
stotina gena, medu kojima 1 onih s antivirusnim 1 antiproliferativnim svojstvima
(81,82). Medutim, tocan mehanizam antivirusnog djelovanja interferona-a jos nije
poznat. VaZzan nedostatak mu je pad koncentracije na nedokazivu razinu 16 sati
nakon potkozne primjene (Slika 6). Zato ga treba primjenjivati najmanje tri puta
tjedno, a moze se davati 1 svakodnevno.

koncentracija

............
.

[ Se
.

Legenda
- interferon alfa-o.

* peginterferon-a

dani

Slika 6. Shema farmakokinetike interferona-o kod primjene 3 puta i

peginterferona-a jedan put tjedno.
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1.5.3.2. Peginterferon-a  Dobiven je konjugacijom interferona-a s
polietilen-glikolom. Na taj nac¢in mu je znacajno produzeno poluvrijeme zivota, pa
ga je uz puni terapijski ucinak moguce primijeniti samo jednom tjedno (Slika
6)(83).

I.5.3.3. Ribavirin. Ribavirin je analog gvanozina, a pretpostavlja se da
djeluje antivirusno na barem cetiri nacina : 1) utjeCe na raspoloZivost
intracelularnih nukleozida, 2) inhibira, mada slabo, virusnu RNK polimerazu, 3)
povetava mutagenost virusa, te 4) utjece na domacinov imuni odgovor
moduliraju¢i omjer Th1/Th2. Medutim, monoterapija KHC ribavirinom je
prakticki nedjelotvorna, pa je moguée da je u kombinaciji s interferonom-a bitno

njegovo imunomodulacijsko djelovanje (84,85).

1.5.4. Pokazatelji terapijskog odgovora i djelotvornost terapije

Nakon 2004. godine kombinira terapija peginterferonom 1 ribavirinom
postala je standard u lijeCenju KHC. Najveci postotak SVR postiZe se u bolesnika
inficiranih genotipom 2 1 3 HCV, koji imaju nizu razinu HCV RNK prije terapije,
koji su mlade zivotne dobi, manje tjelesne mase, te u kojih nema premostavajuce
fibroze, ciroze 1 steatoze. U bolesnika inficiranih genotipom 1 koji se prvi put
lijece kombiniranom terapijom (peginterferon + ribavirin) u trajanju od 48 tjedana
postize se SVR u oko 50%, dok se u bolesnika inficiranih genotipom 2 ili 3 nakon

24-tjedna terapije postize SVR u oko 80% osoba. (86,87).
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1.6. PERZISTENCIJA HCV INFEKCIJE I HLA SUSTAV

Suvremena terapija KHC je skupa, a njena djelotvornost u odredenim
kategorijama jedva da prelazi izljecenje (SVR) od 50%. Zbog mogucih ozbiljnih
posljedica KHC veliko je zanimanje usmjereno prema razumijevanju
mehanizmima virusne perzistencije i domaéinovog imunoloskog odgovora. KHC
razvija se usprkos lako dokazivom multispecificnom humoralnom i celularnom
imunoloskom odgovoru koji je usmjeren protiv svih strukturnih i nestrukturnih
virusnih bjelancevina (88,89).
1.6.1. Virusni mehanizmi perzistencije HCV infekcije

Za razliku od virusa hepatitisa B, perzistiranje HCV nije povezano s
integracijom virusa u domacéinov genom. HCV ima sposobnost replicirati se uz
visoku ucestalost mutacija $to uzrokuje pojavu niza razli¢itih varijanti ili kvazi-
sojeva virusa koji mu omogucavaju izbje¢i imunoloSkoj kontroli (90).
Neutralizirajuca antivirusna antitijela su specificna za izolat 1 mijenjaju se tijekom
vremena (91,92). Vjerojatno je zato 1 moguca reinfekcija istim ili razli¢itim tipom
virusa. Posebno je velika ucestalost mutacija na HVRI1 podruc¢ju E2 bjelancevina.
Toc¢na funkcija te regije joS nije poznata, ali je dokazano da ima neutralizirajuce
epitope 1 da u osoba s kroni¢nom infekcijom sudjeluje u odrZzavanju varijanti HCV
koje izmi¢u odgovoru citotoksicnih T limfocita (CTL) (9,93-95). I protein C
utjece na imunoloski odgovor domacina tako $to putem I. razreda MHC inhibira
aktivnost NK stanica, a takoder smanjuje i proliferaciju T-stanica djelujuci preko
gC1qgR receptora komplementa (3-5).
1.6.2. Domacinovi mehanizmi odbrane i perzistencija HCV

Opcenito domacinovi obrambeni mehanizmi protiv virusnih patogena

obuhvacaju prirodene odgovore koji ukljucuju barem sljedece:
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1. stvaranje neutraliziraju¢ih antivirusnih protutijela koja ograniavaju
reinfekciju hepatocita cirkuliraju¢im virusima;

2. aktivaciju antigen-specificnih CD8+ (CTL) i CD4+ pomagackih T limfocita
(HTL);

3. aktivaciju prirodnoubilackih stanica (NK);

4. intrahepatalno stvaranje citokina koji sudjeluju u izravnom i neizravnom
ubijanju inficiranih hepatocita;

5. stvaranje interferona koji induciraju antivirusno stanje hepatocita, smanjuju
replikaciju virusa, i na povrSini hepatocita pospjesuju ekspresiju molekula I.
razreda MHC (89).

Infekcija HCV-om inducira jasan humoralni imunoloski odgovor koji moze
neutralizirati pojedine varijante virusa, moze vjerojatno i ublaziti tezinu infekcije,
ali je od malog znacaja u kona¢nom ozdravljenju od infekcije (96,97). Usprkos
sposobnosti HCV-a da u ranim fazama infekcije stvara varijante koje izbjegavaju
djelovanje CTL nije vjerojatno da je samo ta pojava od presudnog znacenja za
nastanak perzistentne infekcije. Naime, CTL-odgovor na HCV je multispecifican
pa gubitak jednog ili viSe epitopa zbog njihove mutacije ne moze znacajno
povecati prezivljavanje virusa (98). Nadalje, simultana mutacija visSe CTL-epitopa
nije vjerojatna ¢ak ni u virusa s visokom sklono$¢u mutacijama. Doista, Tsai i sur.
(90) nasli su epitopne varijante u hipervarijabilnoj regiji u onih bolesnika koji su
uspjesno odstranili virus kao i u onih koji to nisu uspjeli. Proucavajuci genetsku
varijabilnost HCV genotipa 1b Lopez-Labrador i sur. su pokazali da ona ne utjece
na tezinu kroni¢nog hepatitisa (99).

Dok je pojava mutiranih varijanti virusa gotovo univerzalna u osoba koje

razviju kroni¢nu infekciju, pokazano je da se one malokad pojavljuju u osoba ¢ija
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akutna infekcija zavrSava eliminacijom virusa (93,94). To upucuje da potonje
osobe ucinkovitom eliminacijom virusa ne dopustaju pojavu njegovih varijanti. S
druge strane, ocCito je da osobe koje imaju kroni¢nu infekciju zbog drugacijeg
imunoloskog odgovora dopustaju nastanak virusnih varijanti. Gotovo sigurno da
nesposobnost velikog broja ljudi da spontano eliminiraju HCV ima svoju
prirodenu imunoloSku pozadinu.

Razliciti aleli I. i II. razreda MHC povezani su s nastankom kroni¢nog hepatitisa,
razvojem ciroze jetara i hepatocelularnog karcinoma, odgovorom na terapiju
interferonom-a i ekstrahepatickim manifestacijama infekcije HCV-om (100).
Geni MHC sustava upravljaju imunoloskim odgovorom domacina. Oni nadziru
ekspresiju HLA koji su odgovorni za prezentaciju preradenih virusnih antigena
prema receptorima T limfocita (101-105). Konac¢no virus-specificni CTL
inhibiraju replikaciju virusa putem izravnih i citokinima posredovanih citolitickih
ucinaka. Nasuprot akutnoj HCV infekciji, koja je obiljeZena snaznom aktivacijom
CTL 1 HTL, u kroni¢noj infekciji HCV-specificni T stanicni odgovor je
kvantitativno slab (106-108). Budu¢i da nakon akutne faze infekcije 20-30%
osoba ipak uspijeva spontano eliminirati HCV virus, za ocekivati je da naslijedene
razlike HLA sustava imaju za posljedicu razli¢itu sposobnost eliminacije virusne
infekcije. Prema imunoloskoj teoriji, antigeni I. razreda MHC vazni su za preradu
1 predoCavanje virusnih antigena, pa je za ocekivati da je i perzistencija HCV
infekcije u najuzoj svezi s tim sustavom. Medutim, brojni rezultati upucuju da su
antigeni II. razreda MHC 1 HTL-odgovor znacajno povezani s perzistencijom
HCYV infekcije. Najprije su Peano i sur. (109), a zatim i Zavaglia sa sur. (110)
pokazali da HLA-DRS ima ulogu zastite od perzistentne HCV infekcije bolesnika

u Italiji. Congia i1 suradnici (111) su to utvrdili za HLA-DRB1*1601 i
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DRB1*0502 na Sardiniji, a Tibbs i sur. (112) za HLA-DQ*03 alele u Englesko;.
Alric 1 suradnici su ukazali da su u Francuskoj u odstranjivanju HCV uspjesnije
osobe koje imaju HLA-DRB1*0301 i DRB1*1101 alele bez obzira na njihovu
dob, spol ili serotip virusa (54). To znaci da bi perzistencija HCV mogla biti
dijelom uvjetovana izostankom odgovora pomagackih T limfocita. Prema
Kazushiti i sur. HLA DR13 povezan je sa slabijim stani¢nim imunim odgovorom i
kroni¢nim hepatitisom C niske aktivnosti (113). Higashi i sur. pokazali su da
odredene kombinacije alela I. i II. razreda MHC imaju aditivni ucinak na
povecanu sklonost za nastanak ciroze u toku kroni¢nog hepatitisa C, dok drugi

aleli opet imaju zastitnu ulogu kod progresije prema cirozi (114).

1.6.3. Interferon-a i HLA sustav

Interferon-o je temeljni kamen svakog lijeCenja KHC. Ovaj citokin je
multifunkcionalni imunomodulator koji ima snaZan ucinak na citokinsku kaskadu,
ukljucujuéi tu 1 neka protuupalna djelovanja (115). Izgleda da interferon-a postize
svoj antivirusni u¢inak pomoc¢u STAT-3 signalnog puta, te putem intracelularne
aktivacije gena. Ovo ima za posljedicu zaustavljanje umnoZavanja subgenomske
RNA 1 suzbijanje sinteze nestrukturnih bjelan¢evina virusa (116,117). Nadalje,
interferon-a povecava aktivnost NK stanica, poboljSava sazrijevanje CTL, te na
povrsini hepatocita povecava ekspresiju molekula 1. razreda HLA podupiru¢i tako
djelotvornije odstranjivanje inficiranih hepatocita putem pojacane aktivnosti CTL
(118-121). Stoga je moguce da terapija interferonom-a u osoba s nedostatkom
odredenih HLA alela koji su bitni za proces eliminacije HCV nece dovesti do

trajnog izljecenja.
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Brojni autori su istrazivali povezanost izmedu ishoda lijecenja
interferonom-o. 1 genotipa II. razreda HLA u bolesnika s KHC (122-127).
Medutim, iako se prepoznavanje i odstranjivanje hepatocita inficiranih HCV-om
dogada u kontekstu HLA-A,B,C antigena, rijetko je istrazivana uloga
imunogenetskog profila 1. razreda HLA u odgovoru na terapiju interferonom-a.
Tako su Miyaguchi i sur. nasli da je ucestalost HLA-BS5S5, -B62, -CW3 i -CW4
bila znacajno veéa u osoba koje su odgovorile nego u osoba koje nisu odgovorile
na terapiju interferonom-a (128). S druge strane, oni nisu dokazali povezanost
antigena I. razreda MHC sustava s perzistencijom HCV infekcije. Suprotno
japanskim autorima, Romero-Gomez i sur. (123) nisu nasli povezanosti izmedu
HLA A,B,C genotipa i uspjeSnosti monoterapije interferonom-o. Na vaznost
aktivacije sustava HLA upucuje rad Ballardinija i suradnika (102). Poznato je da
osobe koje imaju kroni¢nu infekciju s visokom viremijom slabo odgovaraju na
terapiju interferonom. Ti su istrazivaci nasli da osobe s visokom viremijom 1 prije
terapije interferonom imaju vrlo veliku ekspresiju molekula HLA-A,B,C i ne
odgovaraju na terapiju interferonom. Obrnuto je u bolesnika s niskom viremijom.
Oni imaju slabu ekspresiju HLA-A,B,C molekula i bolje odgovaraju na terapiju
interferonom. U tom radu nisu analizirane genotipske razlike sustava MHC niti
razine endogenog interferona u te dvije skupine. Iz njihovih rezultata i rezultata
prije spomenutih autora proistjecu dvije mogucénosti: 1) da su odredeni naslijedeni
genotipovi sustava HLA uspjeSniji u eliminaciji virusa, i 2) da su neke osobe,
usprkos povoljnom genotipu sustava HLA, neuspjeSne u njegovoj aktivaciji pri

¢emu bi im egzogeni interferon mogao biti od pomo¢i.
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II. CILJ RADA

Cilj rada je istraziti povezanost izmedu HLA-A,B,C genotipa bolesnika s
KHC 1 uspjesnosti terapije interferonom-alfa. Rezultati ovog istrazivanja trebali
bi pokazati postoje li medu bolesnicima takvi HLA-A,B,C genotipovi koji
znacajno uspjesnije ili, obrnuto od toga, znacajno neuspjesnije odgovaraju na
primjenjenu terapiju. Dobiveni rezultat mogao bi biti doprinos boljem odabiru
bolesnika za primjenu interferona-a, a u odredenoj mjeri i doprinos boljem
razumijevanju klju¢nih mehanizma djelovanja egzogenog interferona-a u osoba s

KHC.

III. ISPITANICII POSTUPCI

I11.1. Plan ispitivanja i ispitanici

Na sudjelovanje u istrazivanju pismenim putem je pozvano 60 uzastopnih
bolesnika s trajnim viroloskim odgovorom 1 60 bolesnika bez trajnog viroloSkog
odgovora na terapiju interferon-a. Svi bolesnici su zbog svog kroni¢nog hepatitisa
C lije€eni interferonom-a na Odjelu za zarazne bolesti Klinike bolnice Split u
razdoblju od 1998-2001. godine.

Dijagnoza kroni¢nog hepatitisa C postavljena je na temelju pozitivnhog
nalaza HCV RNK i povecanih vrijednosti alanin aminotransferaze (ALT) kroz
razdoblje pracenja od 6 ili viSe mjeseci. Ispitivanjem su obuhvaceni muski i
zenski bolesnici u dobi 18-65 godina koji su prije otpoCinjanja terapije
interferonom-a imali negativan HBsAg, negativan IgManti-HAV, negativan anti-
HIV, pozitivan anti-HCV, pozitivan HCV RNK, poviSene vrijednosti serumske

ALT, histopatoloski nalaz kroni¢nog aktivnog hepatitisa nakon biopsije jetara,
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kompenziranu jetrenu bolest, hrvatsko podrijetlo, te Zzene fertilne dobi koje su
prije uvodenja terapije imale negativan test na trudno¢u i koje su koristile
djelotvornu kontracepciju tijekom lijeCenja. Kriteriji za iskljuCenje iz ispitivanja
obuhvacali su bolesnike koji su prije otpoc¢injanja terapije imali jedno ili vise od
sljede¢ih stanja: dekompenziranu C cirozu, podatke o ascitesu, krvarenje iz
varikoziteta jednjaka, teSku portalnu hipertenziju, serumske albumine <30 g/L,
serumski bilirubin >50 mmol/L, leukocite < 3,0x10°/L, trombocite <75x10°/L,
podatke o prirodenoj bolesti jetara, druge kroni¢ne bolesti jetara osim infekcije
HCV, konzumiranje alkohola 1 drugu izloZenost hepatotoksi¢nim tvarima,
znacajnu kardiovaksularnu bolest, tesku bolest bubrega, mijeloicnu disfunkciju,
maligne neoplazme unutar 3 godine prije pocetka terapije, podatke o autoimunoj
bolesti (npr. sistemni lupus eritematosus, upalna bolest crijeva, teska psorijaza,
reumatoidni artritis, idiopatska trombocitopenicna purpura itd.), primjenu
imunosupresivne ili antivirusne terapije prethodnih 6 mjeseci.

Odredivanje HCV RNA ucinjeno je prije otpocinjanja terapije i nakon 12
tjedana terapije. Onima koji su nakon 12 tjedan terapiji postali HCV RNA
negativni ponovljeno je odredivanje HCV RNK nakon 48 tjedana lijecenja i
nakon 24 tjedna pracenja po dovrSenju terapije. Prije otpoCinjanja terapije odreden
je genotip 1 ulinjena kvantifikacija HCV. Svi bolesnici lijeeni su
konvencionalnim interferonom-o. (Roferon®A, F.Hoffmann-La Roche LTD.,
Basel, CH) u dozi od 3 milijuna jedinica tri put tjedno. Bolesnici koji su nakon 12
tjedana terapije postali HCV RNK negativni dovrsili su ukupno 48 tjedana
lijecenja. Prema terapijskom odgovoru ispitanici su razvrstani u 2 skupine:

1. Skupina s trajnim viroloskim odgovorom obuhvatila je bolesnike koji su ostali

HCV RNK negativni nakon 24 tjedna od kompletiranja 48-tjedne terapije.
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2. Skupina bez trajnog viroloskog odgovora obuhvatila je bolesnike koji nisu
imali rani terapijski odgovor (HCV RNA pozitivan nakon 12 tjedan terapije),
kao 1 bolesnike koji su imali odgovor na kraju terapije (HCV RNK negativan
nakon 12 i1 48 tjedana terapije) ali su nakon 6 mjeseci od kompletiranja
terapije opet postali HCV RNA pozitivni.

Tri bolesnika nisu udovoljila kriterijima ukljucenja, a pet bolesnika je
odbilo sudjelovati u ispitivanju. Konacno je u ispitivanje uklju¢eno 112 bolesnika,
od kojih 55 s trajnim i 57 osoba bez trajnog viroloskog odgovora na terapiju
interferonom-a.

Za sve ispitanike prikupljeni su sljedeéi podaci: dob, spol, HLA-A,B,C
genotip, genotip virusa, kvantitativne vrijednosti HCV RNK, stupanj fibroze
jetara i indeks histoloske aktivnosti (HAI).

I11.2. Postupci

II1.2.1. HCV protutijela (anti-HCV) su odredena pomocu Abbott
AXxSYM® SYSTEM aparata i reagencija (Abbott Laboratories, Diagnostic
Division, Irving, TX, SAD) koji se temelji na Microparticle Enzyme
Immunoassay (MEIA) tehnologiji odredivanja protutijela na strukturne i
nestrukturne bjelanc¢evine HCV genoma (HCr43, ¢200, c100-3, NS-5) (130). Test
je ucinjen u Centralnom laboratoriju Klini¢ke bolnice Split.

I11.2.2. HCV RNK

I11.2.2.1 Odredivanje HCV RNK . HCV RNK u serumu je odredena

pomoc¢u Amplicor HCV test, verzija 2.0 (Roche, Indianapolis, IN, SAD) ¢ija je
osjetljivost 50 IJ/mL seruma.

I11.2.2.2. Genotipizacija HCV. HCV je genotipiziran s pomocu INNO-

LiPA II HCV (Innogenetics, Technology Park-Ghent, Belgija) metodom
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reverzne hibridizacije (131), a rezultati su prikazani u skladu sa
Simmondsovom klasifikacijom (132).

I11.2.2.3. Kvantifikacija HCV RNK. Kvantifikacija HCV RNK je
ucinjena pomocu Amplicor HCV MONITOR test, verzija 2.0 (Roche,
Indianapolis, IN, SAD) prema uputama proizvodaca (133). Serumska HCV
RNK izrazena je u IJ/mL. Sve tri pretrage su ucinjene u Imunoloskom

laboratoriju Klinike za infektivne bolesti “Dr Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu.

I11.2.3. Odredivanje HLA

II1.2.3.1. Izolacija DNK udinjena je pomoéu QIAamp®DNK Blood Midi
Kit (QUIAGEN GmBH, Hilden, SR Njemacka) iz uzorka od 2 mL heparinizirane
pune krvi.

I11.2.3.2.Tipizacija HLA ulinjena je u Laboratoriju za tipizaciju tkiva
Odjela za klini¢ku patofiziologiju Klini¢ke bolnice Split aparatu Auto-LIPA
(Abbot GmBH Diagnostica, Delkenheim, SR Njemacka) metodom reverzne
hibridizacije (134). Ucestalost HLA-A, -B 1 -Cw alela u zdravoj hrvatskoj
populaciji prikazana je u radovima Ceéuk-Jeli¢i¢ u sur. (135,136).

I11.2.4. Biopsija jetara ucinjena je pomocu slijepe biopsije iglom.
Preparate je pregledao histopatolog i odredio indeks histoloSke aktivnosti (HAI)
od 0-22 po Kondell-Ishaku (72). Stupanj fibroze (F) je odreden pomocu
METAVIR sustava (FO= nema fibroze, F1= portalna fibroza bez pregrada, F2=
portalna fibroza s rijetkim pregradama, F3= brojne pregrade bez ciroze, F4=

ciroza) (74).
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II1.2.5. Odredivanje ALT ucinjeno je na aparatu OLYMPUS 600
(MISHIMA OLYMPUS CO. LTD., Nagaizumi-cho, Japan) s pomocu reagencija
iste tvrtke.

I11.3. Statisticka analiza

Statisticka analiza ucinjena je koriStenjem statistickog paketa SPSS 13 for
WINDOWS. Razlike izmedu promatranih varijabli analizirane su pomocu y testa,
a P-vrijednosti <0.050 smatrane su statisticki znacajnim.

I11.4. Eticki standardi

Postivane su etiCke norme 1 hrvatski zakoni, kao 1 medunarodne
konvencije. Suglasnost za istrazivanje dobiveno je od Etickog komiteta Klinicke
bolnice Split. Bolesnici su ukljueni u istrazivanje nakon S§to su potpisali

informativni pristanak.
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IV. REZULTATI

U ispitivanju je sudjelovala 21 Zena i 91 muskarac (Slika 7). U skupini s
trajnim viroloskim odgovorom Zena je bilo 12/55 (22%), a u skupini bez trajnog
viroloskog odgovora 9/57 (16%). Nije bilo statisticki znacajne razlike po spolu

izmedu dvije skupine bolesnika (¥>=0,3306; P>0,050 ).

Slika 7. Rodna raspodjela bolesnika prema odgovoru na terapiju interferonom-a.
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Trajni viroloSki odgovor Bez trajnog viroloskog
(n=55) odgovora (n=57)

Prosje¢na dob ispitanika bila je 30,4+7,8 godina u skupini s trajnim
viroloskim odgovorom, a 31,8+7,6 godina u skupini bez trajnog viroloskog

odgovora na interferon-a.
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Dobna raspodjela bolesnika bila je ujednacena u obje skupine (Slika 8).
Dob < 29 godina imalo je 52% ispitanika s trajnim i 42% bez trajnog viroloskog

odgovora $to nije bila statisti¢ki znacajno razli¢ito (y>=0,546; P>0,050).

Slika 8. Dobna raspodjela bolesnika prema odgovoru na terapiju interferonom-o.
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Genotipizacija HLA-A ucinjena je u svih ispitanika i dobivena ucestalost

alela nije se znacajno razlikovala od zdravih hrvatskih kontrola (Tablica 2).

Tablica 2. Ucestalost HLA-A alela u ispitanika kroni¢nim hepatitisom C i zdravih

hrvatskih kontrola.

Ucestalost alela (%)

HLA Ispitanici s KHC* Zdrave kontrole”
(N=112) (N= 150)
A 01 10,7 9,7
A 02 23,2 28,2
A 03 9,4 11,0
All 5,8 4,0
A 23 2,2 2,3
A 24 15,6 16,0
A 25 3,6 3,3
A 26 8,5 5,3
A 29 0,6 1,0
A 30 1,8 1,6
A 31 4,5 3,0
A32 4,9 6,7
A 33 3,1 2,3
A 66 0,4 0,3
A 68 49 4,7
A 74 0,9 0,0

X2= 9,21 ; P=0,863

Legenda
*kronicni hepatitis C
# Cecuk-Jelici¢ E i sur. Human Immunology 2004.
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Ucestalost HLA-A alela nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu
skupine bolesnika s trajnim i skupine bolesnika bez trajnog viroloskog odgovora
(Tablica 3). Homozigotnost za HLA-A utvrdena je u 3 bolesnika s trajnim
viroloskim odgovorom (A01/01 u dva, A02/02A u jednog), te u 9 ispitanika bez
trajnog viroloskog odgovora (A01/01 u jednog, A02/02 u 4, A03/03 u jednog,

A24/24u 2, A31/31 u jednog).

Tablica 3. Raspodjela HLA-A u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema

terapijskom odgovoru na interferon-a.

Broj alela
HLA Trajni viroloski Bez trajnog viroloskog Ukupno
odgovor (n= 55) odgovora (n=57)

A 01 11 13 24
A 02 24 28 52
A 03 8 13 21
All 8 5 13
A23 4 1 5
A24 19 16 35
A 25 3 5 8
A 26 11 8 19
A 29 1 0 1
A 30 2 2 4
A3l 3 7 10
A 32 8 3 11
A33 2 5 7
A 66 1 0 1
A 68 4 7 11
A 74 1 1 2

#=10,13; P=0,518
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Nije bilo znacajne razlike u ucestalosti HLA-B alela izmedu ispitanika s

KHC i zdravih kontrola (Tablica 4).

Tablica 4. Ucestalost HLA-B alela u ispitanika kroni¢nim hepatitisom C i zdravih

hrvatskih kontrola.
Ucestalost alela (%)
HLA Ispitanici s KHC* Zdrave kontrole®
(N=112) (N=150)

B 06 0,5 np®
B 07 6,0 9,7
B 08 4,0 3,7
B 13 2,0 2,0
B 14 2,5 2,3
B 15 7,1 7,4
B 16 1,0 np
B 18 10,0 11,3
B 27 5,1 6,1
B 35 11,6 12,1
B 36 0,5 np
B 37 1,5 2.0
B 38 6,6 6,7
B39 2,5 2,0
B 40 3,0 3,7
B41 1,5 1,7
B 44 8,1 8,3
B 49 2,5 0,0
B 50 1,0 1,3
B 51 11,6 12,7
B 52 0,5 0,3
B 55 0,5 0,7
B 56 0,5 1,3
B 57 2,0 2,0
B 58 1,0 1.3
B 59 1,0 0,0
B 60 1,0 np
B 61 1,0 np
B 62 1,0 np
B 67 1,5 0,0
B75 1,0 np

v*=10,40 ; P= 0,296 ;

Legenda

* kroni¢ni hepatitis C

# Ceéuk-Jeli¢i¢ E i sur. Human Immunology 2004.
$nema podataka
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Ucestalost HLA-B alela nije se znacajno razlikovala izmedu bolesnika s
trajnim i bolesnika bez trajnog viroloskog odgovora (Tablica 5). Medutim,
odredivanje HLA-B nije uspjelo u 13 ispitanika: u 4 bolesnika s trajnim i 9
bolesnika bez trajnog viroloskog odgovora. Homozigotnost B08/08 je nadena u

jednog bolesnika koji je imao trajni viroloski odgovor na terapiju interferonom-a.

Tablica 5. Raspodjela HLA-B u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema

terapijskom odgovoru na interferon.

Broj alela
HLA o . I
Trajni viroloski Bez trajnog viroloskog Ukupno
odgovor (n=55) odgovora (n=57)

B 06 1 0 1
B 07 8 4 12
B 08 6 2 8
B 13 2 2 4
B 14 2 3 5
B 15 8 6 14
B 16 2 0 2
B 18 12 8 20
B 27 4 6 10
B35 14 9 23
B 36 0 1 1
B 37 1 2 3
B 38 5 8 13
B 39 3 2 5
B 40 3 3 6
B 41 1 2 3
B 44 8 8 16
B 49 2 3 5
B 50 2 0 2
B 51 8 15 23
B 52 1 0 1
B 55 1 0 1
B 56 1 1 1
B 57 3 1 4
B 58 0 2 2
B 59 0 2 2
B 60 2 0 2
B 61 1 1 2
B 62 0 2 2
B 67 1 2 3
B 75 1 1 2

7=8,397 ; P= 0,396
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Nije bilo znacajne razlike u ucestalosti HLA-Cw alela izmedu ispitanika s

KHC i zdravih kontrola (Tablica 6).

Tablica 6. Ucestalost HLA-Cw alela u ispitanika kroni¢nim hepatitisom C i

zdravih hrvatskih kontrola.

Ucestalost alela (%)

HLA Ispitanici s KHC* Zdrave kontrole”
(N=112) (N=144)

Cw 01 9,5 4,2
Cw 02 10,0 8,0
Cw 03 10,0 8,7
Cw 04 6,0 20,5
Cw 05 7,5 9,1

Cw 06 7,5 9,7
Cw 07 17,5 18,1
Cw 08 4,5 2,8
Cw 09 1,0 np¥
Cwll 0,5 np

Cw 12 12,5 6,9
Cw 14 2,5 1,7
Cw 15 4,0 0,7
Cw 16 4,5 2,0
Cw 17 2,5 0,7
Cw 19 0,5 np

Cw 20 0,5 np

Cw 23 0,5 np

Cw 25 0,5 np

¥*=13,725; P= 0,403

Legenda

* kroni¢ni hepatitis C
# Ceuk-Jeli¢i¢ E i sur. Period Bilog. 1999.

& nema podatka



Ucestalost HLA-CwO07 alela je bila statisticki znac¢ajno vec¢a u skupini
ispitanika s trajnim nego u skupini bolesnika bez trajnog viroloskog odgovora
(Tablica 7). Odredivanje HLA-Cw nije uspjelo u 5 bolesnika s trajnimiu 5
bolesnika bez trajnog viroloskog odgovora na terapiju interferonom-a.
Homozigotnost Cw03/03 nadena je u jednog bolesnika koji je bio bez trajnog

viroloskog odgovora.

Tablica 7. Raspodjela HLA-Cw u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema

terapijskom odgovoru na interferon-a.

Broj alela
HLA Trajni viroloski Bez trajnog viroloskog ~ Ukupno
odgovor (n= 55) odgovora (n=57)

Cw 01 6 13 19
Cw 02 9 11 20
Cw 03 8 12 20
Cw 04 8 5 13
Cw 05 9 6 15
Cw 06 5 10 15
Cw 07 27" 7" 34
Cw 08 3 6 9
Cw 09 0 2 2
Cw 11 0 1 1
Cw 12 15 10 25
Cw 14 2 3 5
Cw 15 2 6 8
Cw 16 3 6 9
Cw 17 2 3 5
Cw 19 1 0 1
Cw 20 0 1 1
Cw23 0 1 1
Cw 25 0 1 1

’ Xz-testZ 11,77 ; P= 0,011
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HCV genotip 1 imalo je 47/112 (41,9%), dok je genotip 3 imalo 65/112
(58%) ispitanika (Slika 9). Nijedan bolesnik nije imao HCV genotip 2. Samo
jedan bolesnik imao je HCV genotip 4 i nije odgovorio na terapiju interferonom-
a. U skupini s trajnim viroloskim odgovorom bilo je dva puta viSe ispitanika s
HCV-om genotip 3 (66%) nego ispitanika s HCV genotip 1 (33%). Medutim, nije
bilo statisticki znaCajne razlike u raspodjeli genotipova virusa izmedu skupine s

trajnim i skupine bez trajnog viroloskog odgovora (x*=3,077; P< 0,050).

Slika 9. Raspodjela genotipova HCV prema terapijskom odgovoru na interferon-

a.
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S obzirom na viremiju prije pocetka lijeCenja bolesnici su razvrstani u
dvije glavne skupine: skupina s nizom viremijom (<0,8 milijuna [J/mL) i skupina
s visokom viremijom (= 0,8 milijuna [J/mL) (Slika 10). Iako je u skupini s trajnim
viroloskim odgovorom nizu viremiju imalo 32/55 (58%), a u skupini bez trajnog
viroloSkog odgovora 22/57 (38%) ispitanika, dobivene frekvencije nisu se

statisti¢ki zna¢ajno razlikovale (y* =3,55 ; P>0,050).

Slika 10. Raspodjela bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema na viremiji prije

pocetka lijeCenja i odgovoru na terapiju interferon-a.
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Nije bilo staticki znacajne povezanosti izmedu HLA-A alela 1 razine

viremije prije pocetka terapije interferonom-o (Tablica 8).

Tablica 8. Raspodjela HLA-A u bolesnika kroni¢nim hepatitisom C prema

viremiji prije otpoc¢injanja terapije interferonom-a.

Broj alela
HLA Viremija Viremija Ukupno
<0,8 Mil IJ/mL > (0,8 Mil 1J/mL

A 01 11 13 24
A 02 25 27 52
A 03 12 9 21
All 6 7 13
A 23 3 2 5
A 24 14 21 35
A 25 5 3 8
A 26 7 12 19
A 29 1 0 1
A 30 2 2 4
A3l 4 6 10
A 32 4 7 11
A33 2 7 7
A 66 1 0 1
A 68 6 5 11
A 74 0 2 2

=541 ; P=0,381
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Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti izmedu HLA-B alela i razine

viremije prije pocetka lije¢enja interferonom-a (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela HLA-B prema viremiji u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom

C prije pocetka terapije interferonom-a.

Broj alela
HLA Viremija Viremija Ukupno
< 0,8 Mil IJ/mL > (0,8 Mil 1J/mL
B 06 1 0 1
B 07 9 3 12
B 08 7 6 8
B 13 1 3 4
B 14 3 2 5
B 15 11 3 14
B 16 1 1 2
B 18 13 7 20
B 27 6 4 10
B 35 11 12 23
B 36 0 1 1
B 37 3 0 3
B 38 3 10 13
B 39 3 2 5
B 40 2 4 6
B 41 2 1 3
B 44 7 9 16
B 49 1 4 5
B 50 2 0 2
B 51 12 11 23
B 52 0 1 1
B 55 0 1 1
B 56 1 1 1
B 57 1 3 4
B 58 1 1 2
B 59 2 0 2
B 60 1 1 2
B 61 0 2 2
B 62 1 1 2
B 67 1 2 3
B 75 1 1 2

v*= 8,80 ; P= 1,091
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu HLA-Cw alela i viremije

prije pocetka lijeCenja (Tablica 10).

Tablica 10. Raspodjela HLA-Cw prema viremiji u bolesnika s kroni¢nim

hepatitisom C prije pocetka terapije interferonom-a.

Broj alela
HLA Viremija Viremija Ukupno
<0,8MilJ/mL > 0,8 Mil J/mL
Cwo01 12 10 19
Cw02 8 12 20
CwO03 8 11 20
Cw04 6 7 13
Cw 05 9 6 15
Cw 06 5 9 15
Cw 07 18 16 34
Cw 08 4 4 9
Cw09 0 2 2
Cw 11 0 1 1
Cwl2 16 9 25
Cwl4 1 3 5
Cwl5s 2 6 8
Cwlé 5 4 9
Cwl7 4 1 5
Cwl9 1 0 1
Cw20 0 1 1
Cw23 0 1 1
Cw25 0 1 1

=454 ; P=0,920
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Medu ispitanicima je najviSe bilo onih s umjerenim stupnjem fibroze
jetara (F2) s podjednakom zastupljenoS¢u u obje skupine (Slika 11). Niti jedna
osoba nije bila bez fibroze jetara (F0). Samo tri bolesnika imala su cirozu (F4) i
sva tri su bila bez odgovora na terapiju inteferonom-a. Iako je nizi stupanj fibroze
(F1) u skupni s trajnim viroloskim odgovorom imalo 17/55 (31%), a u skupini bez
trajnog viroloskog odgovora 8/57 (14%) ispitanika, uocena razlika nije bila
statisticki znacajna (¥*=3,674 P> 0,050). Visi stupanj fibroze (F3-4) imalo je u
skupini s trajnim viroloskim odgovorom 6/55 (11%) ispitanika, a u skupini bez
trajnog viroloSkog odgovora 21/57 (36%) ispitanika. Razlika je statisticki

znadajna (x*=6,180, P<0,050).

Slika 11. Raspodjela stupnjeva fibroze u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C

prema terapijskom odgovoru na interferon-o.
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Legenda:

* (FO=nema fibroze, F1= portalna fibroza bez pregrada, F2= portalna fibroza s

rijetkim pregradama, F3= brojne pregrade bez ciroze, F4= ciroza)
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu HLA-A alela i stupnjeva

fibroze jetara (Tablica 11).

Tablica 11. Raspodjela HLA-A u bolesnika kroni¢nim hepatitisom C prema

stupnju fibroze.

Broj alela
HLA F*=0-1 F=2 F=3-4 ukupno
A 01 5 11 8 24
A 02 9 32 11 52
A 03 4 12 5 21
All 1 7 5 13
A23 2 2 1 5
A24 4 26 5 35
A 25 4 2 2 8
A 26 3 8 8 19
A 29 0 0 1 1
A 30 2 2 0 4
A3l 2 7 1 10
A 32 4 7 0 11
A33 2 4 1 7
A 66 0 1 0 1
A 68 4 5 2 11
A 74 1 1 0 2

=733 ; P= 0,504

Legenda:
*Stupnjevi fibroze (FO= nema fibroze, F1= portalna fibroza bez pregrada, F2=
portalna fibroza s rijetkim pregradama , F3= brojne pregrade bez ciroze , F4=

ciroza ).
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu HLA-B alela i stupnjeva

fibroze jetara (Tablica 12).

Tablica 12. Raspodjela HLA-B u bolesnika kroni¢nim hepatitisom C prema

stupnju fibroze.

Broj alela
F*=0-1 F=2 F

B 06 0
B 07 5
B 08 2
B 13 1
B 14 2
B 15 5
B 16 0
B 18 8
B 27 1
B 35 7
B 36 0
1
0
0
0
1
1
0
0
4
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Legenda:
* Stupnjevi fibroze (FO= nema fibroze, F1= portalna fibroza bez pregrada, F2=
portalna fibroza s rijetkim pregradama , F3= brojne pregrade bez ciroze , F4=

ciroza ).



43

Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu HLA-Cw alela i

stupnjeva fibroze jetara (Tablica 13).

Tablica 13. Raspodjela HLA-Cw u bolesnika kroni¢nim hepatitisom C prema

stupnju fibroze.

Broj alela

HLA F*=0-1 F=2 F=3-4 Ukupno
Cwo01 6 9 4 19
Cw02 3 11 6 20
Cw03 2 15 3 20
Cw04 4 8 1 13
Cw 05 2 10 3 15
Cw 06 5 7 3 15
Cw 07 7 19 8 34
Cw 08 3 3 3 9
Cw09 1 1 0 2
Cwll 0 0 1 1
Cwl2 7 14 4 25
Cwl4 0 3 2 5
Cwls 4 2 2 8
Cwlé6 2 4 3 9
Cwl7 0 4 1 5
Cwl9 0 1 0 1
Cw20 0 1 0 1
Cw23 1 0 0 1
Cw25 0 1 0 1

=3,04; P=0,613

Legenda:
* Stupnjevi fibroze (FO= nema fibroze, F1= portalna fibroza bez pregrada, F2=
portalna fibroza s rijetkim pregradama , F3= brojne pregrade bez ciroze , F4=

ciroza ).
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Izmedu ispitivanih skupina bolesnika nije bilo znacajne razlike u
raspodjeli prema indeksu histoloSke aktivnosti (HAI) (Slika 12). U obje skupine
najveci broj ispitanika imao je umjereni stupanj histoloSke aktivnosti (HAI= 9-
15). Nizi stupanj histoloske aktivnosti (HAI< 8) u skupini tajnim viroloskim
odgovorom imalo je 9/55 (16%), a u skupini bez trajnog viroloskog odgovora
5/57 (8%) ispitanika. Ova razlika nije bila statisticki znadajna (x>= 0,862;

P>0,05).

Slika 12. Raspodjela bolesnika prema indeksu histoloske aktivnosti (HAI) i

odgovoru na terapiju interferonom-a.
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Nije bilo statisticki znac¢ajne povezanosti izmedu raspodjele HLA-A alela i
indeksa histoloske aktivnosti (HAI) u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C

(Tablica 14).

Tablica 14. Raspodjela HLA-A u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema
indeksu histoloske aktivnosti (HAI).

Broj alela
HLA HAI <8 HAI HAI Ukupno
9-15 16-22

A0l 6 15 3 24
A 02 11 29 12 52
A 03 1 17 3 21
All 2 8 3 13
A23 1 2 2 5
A 24 7 23 5 35
A 25 1 5 2 8
A 26 5 8 6 19
A 29 0 1 0 1
A 30 1 2 1 4
A3l 3 6 1 10
A 32 2 6 3 11
A 33 0 5 2 7
A 66 0 0 1 1
A 68 3 6 2 11
A 74 1 1 0 2

¥=9,812; P= 0,601
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu raspodjela HLA-B alela 1
indeksa histoloske aktivnosti (HAI) u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C

(Tablica 15).

Tablica 15. Raspodjela HLA-B u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema
indeksu histoloske aktivnosti (HAI).

Broj alela
HLA HAI <8 HAI HAI Ukupno
9-15 16-22
B 06 0 1 0 1
B 07 3 7 2 12
B 08 2 4 2 8
B 13 2 3 0 4
B 14 1 2 2 5
B 15 5 6 3 14
B 16 0 1 1 2
B 18 3 11 6 20
B 27 2 4 4 10
B35 6 12 5 23
B 36 0 0 1 1
B 37 0 2 1 3
B 38 5 5 3 13
B 39 3 1 1 5
B 40 1 3 2 6
B 41 0 3 0 3
B 44 4 9 3 16
B 49 1 2 2 5
B 50 0 1 1 2
B 51 6 13 4 23
B 52 1 0 0 1
B 55 0 1 0 1
B 56 1 1 0 1
B 57 0 3 1 4
B 58 1 1 0 2
B 59 2 0 0 2
B 60 0 1 1 2
B 61 0 1 1 2
B 62 1 1 0 2
B 67 2 0 1 3
B 75 0 1 1 2
v*=7,930 ; P=0,184
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu raspodjela HLA-C alela i
indeksa histoloske aktivnosti (HAI) u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C

(Tablica 16).

Tablica 16. Raspodjela HLA-C u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C prema
indeksu histoloske aktivnosti (HAI).

Broj alela
HLA HAI <8 HAI HAI ukupno
9-15 16-22
Cwo01 2 13 4 19
Cw02 4 11 5 20
Cw03 1 16 3 20
Cw04 2 10 1 13
Cw 05 3 8 4 15
Cw 06 3 9 3 15
Cw 07 5 22 7 34
Cw 08 1 6 2 9
Cw09 0 1 1 2
Cw 1l 0 1 0 1
Cwl2 5 17 3 25
Cwl4 2 2 1 5
Cwls 1 3 4 8
Cwlé6 4 3 2 9
Cwl7 2 1 2 5
Cwl9 0 1 0 1
Cw20 1 0 0 1
Cw23 0 0 1 1
Cw25 0 0 1 1

»’= 6,605 ; P=0,296
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V. RASPRAVA

Medu 112 ispitanika bilo je 19% zena (Slika 7). Znatno veca zastupljenost
muskaraca medu oboljelim od KHC odrazava cinjenicu da je preko 90% nasih
ispitanika inficirano HCV-m putem intravenske ovisnosti, a $to je u Hrvatskoj i
drugdje rasirenija pojava medu muskarcima nego medu Zenama (137-139). Zene s
KHC bolje odgovaraju na terapiju interferonon-a nego muskarci, pa je zenski spol
jedan od prediktora povoljnog terapijskog ishoda (140,141). Udio Zena medu
nasSim ispitanicima bio je neznacajno veéi u skupini s trajnim nego u skupni bez
trajnog viroloskog odgovora (22% naprama 16%). Vrlo je vjerojatno da bi s
povecanjem broja ispitanika ova razlika dobila na znacajnosti.

Starija dob bolesnika ima nepovoljan utjecaj na ishod lije¢enja KHC
pomocu interferona-a (141-143). Medutim, medu nasSim ispitanicima samo su
2/112 (0,8%) bila u dobi >50 godina i obojica su bila bez trajnog terapijskog
odgovora (Slika 8). U dobnoj skupni od 40-49 godina bilo je 16/112 (14%)
ispitanika s ravnomjernom zastupljeno$¢u u skupini s trajnim i skupini bez
trajnog viroloSkog odgovora (16% naprama 12%). Preko 80% ispitanika bilo je u
dobi <39 godina starosti §to se podudara s ¢injenicom o izbijanju epidemije
intravenske ovisnosti pocetkom 1990-ih u Hrvatskoj (137). Ovoliko prevaga
mladih dobnih skupinama najvjerojatniji je razlog S§to se u relativno malom
uzorku ispitanika ovog ispitivanja nije i utvrdena statisticki znacajna povezanost
starije dobi i nepovoljnog terapijskog ishoda nakon primjene interferona-a.

Ucestalost HLA-A alela u nasih ispitanika (Tablica 2) nije se razlikovala
od njihove ucestalosti u zdravoj hrvatskoj populaciji (135). Medu 112 ispitanika
najveca je bila ucCestalost A01 (11%), A02 (23%) 1 A24 (15%) alela. Raspodjela

HLA-A alela je bila ravnomjerna u skupini s trajnim 1 skupini bez trajnog
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viroloskog odgovora (Tablica 3), pa nije niti nadena veza izmedu nekog od ovih
gena i povoljnog ili nepovoljnog ishoda lije¢enja KHC interferonom-a. Niti drugi
autori nisu nasli povezanost izmedu HLA-A genotipa i terapijskog ishoda
(128,129).

Ucestalost HLA-B alela u 112 ispitanika s KHC i u zdravih kontrola nije
se znacajno razlikovala (Tablica 4). Za 7 alela (B06, B16, B36, B60, B61, B62 i
B75) koji su bili niske ucestalosti (0,5-1%), nije bilo poredbenih podataka u
zdravoj hrvatskoj populaciji. Pored toga Cecuk-Jeli¢ié (135) i sur. nisu nasli
nijednog zdravog ispitanika s alelom B67, dok ih je u ovom istrazivanju bilo 3%.
No, daljnjom obradom podataka nije nadena povezanost HLA-B67 s niti jednom
od osobina KHC ispitivanih bolesnika.

Raspodjela HLA-B alela nije bila znacajno razli¢ita u skupni bolesnika s
trajnim 1 skupini bez trajnog viroloskog odgovora (Tablica 5). Romero-Gomez 1
sur. nasli su povezanost HLA-B44 i uspjeSnog lijeCenja kroni¢nog hepatitisa C
pomocu kombinacije interferonom-a 1 ribavirinom, ali te povezanosti nije bilo u
bolesnika koji su lijeCeni samo interferonom-a (129). Rezultat je zanimljiv jer
otvara pitanje moguceg imunomodulacijskog mehanizma djelovanja ribavirina u
kombiniranoj terapiji. Drzi se da je glavni nacin djelovanja ribavirina na HCV
infekciju inhibicija domacéinove inozin monofosfat dehidrogenaze i inhibicija
RNK-ovisne RNK polimeraze (144). No poznato je da ribavirin u drugim vrstama
RNK virusnih infekcija ima i brojna druga djelovanja medu kojima je i
modulacija domac¢inovog imunog odgovora (84,85,145). Rad ovih autora sugerira
da bi to moglo biti od znacaja u HCV infekciji.

Ucestalost HLA-CwO7 alela je bila znac¢ajno vec¢a u skupini s trajnim nego

u skupini bolesnika bez trajnog viroloSkog odgovora (Tablica 7). Ovaj rezultat
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upucuje da bi prisustvo Cw07 alela moglo utjecati na djelotvornije odstranjivanje
inficiranih hepatocita u bolesnika koji se lijece interferonom-a. Prava je oskudica
dostupnih radova koji ispituju povezanost HLA-A,B,C gena s lijeCenjem
interferonom, a rezultati su im proturje¢ni. Miyaguchi i sur. nasli su u japanskih
bolesnika s KHC da je bolji terapijski odgovor na interferon-o bio povezan s
alelima HLA-B5S5, -B62, -Cw03 1 Cw04, ali 1 s nizim vrijednostima viremije prije
pocetka terapije (128). Stoga njihov rezultat ne dopusta zakljuciti da je povoljan
terapijski ishod posljedica izravnog medusobnog utjecaja HLA i interferona-o.
Kao S$to je ve¢ receno, a za razliku od japanskih autora, Romero-Gomez i
suradnici nisu nasli povezanost izmedu HLA-A,B,C alela i monoterapije
interferonom-a (129). Uz moguénost da u nekoj populaciji odredeni HLA-A,B,C
genotipovi mogu biti povezani s ishodom terapije interferonom-a, jo§ uvijek ne
znaC¢i da je upravo ta povezanost od presudnog znafenja za terapijski ishod.
Stovise, nije moguée niti kazati koji je stvarni mehanizam ovakvog utjecaja.
Rezultati Paula 1 sur. upucuju na to da interferonom-o potaknuta ekspresija
molekula I. razreda HLA nije bila presudna odrednica terapijskog ishoda u
kroni¢nom hepatitisu B (121). Rezultati Shiine 1 sur. upuc¢uju na moguénost da
povoljan ucinak interferona-a u bolesnika s KHC ne mora ukljucivati indukciju
citotoksi¢nih T limfocita (146). Osim toga, rad Frenija i sur. upucuje da je
odstranjivanje virusa tijekom uspjesnog lije¢enja KHC prije posljedica izravnog
antivirusnog ucinka nego imunolo$ki posredovanih mehanizama djelovanja
interferona-a (147). Konac¢no, Sim i sur. nasli su utjecaj alela II. razreda HLA, i to
-DRBI1 alela, na povoljan terapijski ucinak interferona-o u KHC (116), dok rad
Tajvanskih autora (148) govori o slozenosti imunoloskog odgovora u kojoj

terapija interferon-o pokazuje povezanost i s I. i II. razredom HLA.



51

NK stanice su vazna prva linija prirodenog imuniteta i njihova aktivnost moze
utjecati na tijek akutne HCV infekcije (149). Interferon-a povecava aktivnost NK
stanica, a HLA-Cw7 pripada skupni 1 liganada KIRs (engl.: killer
immunoglobulin-like receptors) koji su klju¢ni regulatori aktivnosti NK stanica
(150) Stoga je moguce da u hrvatskih bolesnika interferon-a djeluje putem HLA-
Cw7 koji vezuje odredene KIRs. Naravno, za ocjenu vaznosti NK stanica u
lije€enju kroni¢nog hepatitisa C pomocu interferona-a potrebna su daljnja
istrazivanja. Stoga je vrlo vjerojatno da interferon-a u veéine bolesnika postize
svoj terapijski uc¢inak kombinacijom svojih imunomodulacijskih i izravnih
antivirusnih svojstava.

Znacajnost rezultata dobivenih u ovom istrazivanju ograni¢ena je relativno
malim brojem ispitanika, nedostatkom od kojeg pate i ostale usporedive studije
(128,129,148). Povezanost izmedu HLA-A,B,C genotipa i terapijskog odgovora
na interferon-a rijetko je ispitivana u bolesnika bijele rase. Osim u ovom radu,
izgleda da je to bio slucaj jedino u istrazivanju Spanjolskih autora, mada se iz
njihovog opisa bolesnika ne vidi da je rasna pripadnost bila kriterij ukljucenja u
istrazivanje (129).

U skupni bolesnika s trajnim viroloSkim odgovorom bilo je dva puta viSe
bolesnika s HCV-om genotipa 3 nego genotipa 1 i 4 (Slika 9). Ovaj rezultat je u
skladu s poznatom ¢injenicom da osobe s HCV genotipom 2 i 3 odgovaraju bolje,
a osobe s genotipom 1 i 4 slabije na terapiju interferonom-a (151-153). Medutim,
raspodjela HCV genotipova u skupini bez trajnog viroloskog odgovora bila je
ravnomjerna pa i nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u raspodjelu genotipova
izmedu ispitivanih skupina bolesnika. Iako je trend u zastupljenosti genotipova u

skladu s literaturom, odsustvo statisticki znacajne razlike mozda lezi u nacinu
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uzorkovanja. Naime, na uceS¢e u istrazivanju je pozvano po 60 uzastopnih
bolesnika s trajnim i 60 bolesnika bez trajnog viroloskog, a ne 120 uzastopnih
bolesnika bez obzira na ishod terapije.

Pored genotipa HCV, razina HCV RNK prije pocetka lijeCenja je drugi
vazan prediktor terapijskog odgovora na interferon-a (19,151,152). Sto je niza
viremija to su i veéi izgledi za postizanje trajnog viroloskog odgovora. Mada je i u
ovom istrazivanju s viremijom < 0,8 milijuna IJ/mL bilo viSe bolesnika u skupini
s trajnim nego u skupini bez trajnog viroloSkog odgovora (Slika 10), ova razlika
nije bila statisti¢ki znac¢ajna. Odsustvo statisticki znacajnosti mozda i ovdje leZi u
nacinu uzorkovanja. Isto tako obradom nije nadena povezanost izmedu viremije 1
HLA-A (Tablica 8), HLA-B (Tablica 9) i HLA-Cw (Tablica 10) alela. Drugi
autori koji su se bavili ovim pitanjem nasli su povezanost izmedu HLA sustava 1
razine viremije u KHC. Tako su jedni u bolesnika s KHC nasli da su HLA-A34, -
B56 1 -DR1502 povezani s veCom, a —B4011 manjom viremijom (154), dok su
drugi nasli povezanost isklju¢ivo s genima II. razreda HLA (155). Sli¢no kaoiu
slu¢aju povezanosti HLA sustava i odrZzavanju kronicne HCV infekcije, za
ocekivati je da postoji 1 povezanost genetskih faktora i razine viremije. Razli¢itost
rezultata koje su polucili pojedini autori tek treba objasniti.

U pogledu raspodjela stupnjeva fibroze jetara (Slika 11) niZi stupanj
fibroze (F=0-1) imalo je viSe bolesnika u skupini s trajnim viroloskim odgovorom.
Ovaj podatak je u skladu s literaturom da niZi stupanj fibroze nosi bolji terapijski
odgovor (19,156), premda u ovom istrazivanju u tom pogledu nije nadena
statisticki znaCajna razlika izmedu dvije skupine ispitanika. Medutim, u skupini
bez trajnog viroloSkog odgovora bilo je znaajno vise ispitanika s viSim

stupnjevima fibroze jetara (F=3-4). Rezultat je ocekivan jer je visoki stupanj
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fibroze jedan od najznacajnijih faktora slabog viroloskog odgovora na terapiju
interferonom-a (157). Nije nadena povezanost izmedu stupnja fibroze jetara i
HLA-A (Tablica 11), HLA-B (Tablica 12) i HLA-Cw (Tablica 13) alela. Niti
drugi autori nisu nasli povezanost izmedu stupnjeva fibroze jetara i alela I. razreda
HLA (158). Kuzushita i suradnici su nasli da HLA-B54 utjeCe na progresiju
bolesti prema cirozi (55). Ispitivana je i povezanost fibroze s molekulama II.
razreda HLA pri ¢emu su neki autori nasli slabu ili nikakvu (159,160), dok su
drugi nasli znacajnu povezanost (55,161,162).

Raspodjela HAI prema terapijskom odgovoru nije se razlikovala izmedu
dviju ispitivanih skupina (Slika 12). Tako su periportalna nekroza, te lobularna i
portalna upala u izravnoj vezi s razvojem fibroze, za razliku od fibroze, HAI samo
po sebi nema tako jasnu prediktivhu snagu za ishod lije¢enja KHC pomocu
interferona-a (163). Isto tako nije bilo niti znacajne razlike u ucestalostt HLA-A
(Tablica 14), HLA-B (Tablica 15) 1 HLA-Cw (Tablica 16) alela prema
stupnjevima histoloske aktivnosti. Ispituju¢i alele II. razreda HLA Alric 1 sur. (54)
su nasli znacajno vecu ucestalost HLA-DRB1 u bolesnika s nizim skorom
histoloske aktivnosti. Czaja 1 sur. nisu naSli povezanosti izmedu HLA-DR
antigena 1 intenziteta kroni¢nog hepatitisa C (164). U dostupnoj literaturi nije

nadeno radova koji istrazuju povezanost HAI s HLA razreda I.
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VI. ZAKLJUCCI

. Prisustvo HLA-CwO07 u hrvatskih bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C
moze posluziti kao prognosticki faktor povoljnog terapijskog odgovora na

interferon-a.

Prisustvo HLA-Cw07 moze ukazivati na povoljni terapijski odgovor i u
slu¢aju primjene kombinirane terapije, posebno peginterferonom i

ribavirinom.

. Odsustvo HLA-Cw07 ne moze posluziti kao isklju¢ni kriterij za lijeCenje,

posebno ako se koristi kombinirana terapija.
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VIL. SAZETAK

Cilj. Ci]j istrazivanja bio je ocijeniti povezanost izmedu humanih leukocitnih
antigena (HLA) klase I i terapijskog odgovora na interferon-o u hrvatskih
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C. Metode. HLA-A,B,C genotipizacija
ucinjena je u 55 bolesnika s trajnim viroloSkim odgovorom 1 57 bolesnika bez
trajnog odgovora na terapiju interferonom-a. Ispitanici su lijeceni u razdoblju od
1998.-2001. godine interferonom-o u dozi od 3 milijuna jedinica tri puta tjedno.
Bolesnici koji su nakon 12 tjedana terapije postali hepatitis C virus RNA
negativni kompletirali su 48 tjedana lijeCenja. Rezultati. Nije bilo povezanosti
izmedu terapijskog ishoda 1 ucestalosti HLA-A, kao 1 HLA-B alela. HLA-Cw07
alel bio je znacajno ucestaliji u skupini s trajnim viroloskim odgovorom nego u
skupini bez trajnog viroloskog odgovora (P< 0.050). Zakljucak. U hrvatskih
bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C nalaz HLA-CwO07 alela je pozitivni prediktor

trajnog viroloSkog odgovora na terapiju inteferonom-a.
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VIII. SUMMARY

Objective. The aim of the study was to evaluate association between human
leukocyte antigens (HLA) class I and therapeutic response to interferon-o in
Croatian patients with chronic hepatitis C. Methods. HLA-A,B,C genotyping was
done in 55 patients with sustained virological response and in 57 patients without
sustained virological response to interferon-a therapy. Examinees were treated in
the period from 1998-2001 with interferon-a at dose of 3 million units three times
a week. Patients that after 12 weeks of therapy became hepatitis C virus RNA
negative completed 48 weeks of therapy. Results. There was no association
between therapeutic outcome and frequency of HLA-A, as well as of HLA-B
alleles. HLA-Cw07 was significantly more frequent in patients with than in
patients without sustained virological response (P< 0.050). Conclusion. In
Croatian patients with chronic hepatitis C finding of HLA-Cw07 is predictor of

sustained virological response to interferon-a therapy.
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